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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABH
AMPK
APC

ATM
ATR
BAD

BAX
BCG
BCL2
BCL2L1
BIRC5

Bn

CBP
CCND1
CCND2
CDC20
CDK
CD44
CDH1
CDH4
cDNA
CHD1
CHK-1
Cl

CIS (Tis)
CK
DAPK

DBC1
DDB2

ABH blood group / uktad grupowy ABH

protein kinase, AMP activated / kinaza biatkowa aktywowana AMP
adenomatous polyposis coli / gen polipowatosci gruczolakowatej
okreznicy

ataxia telangiectasia mutated / gen zespotu ataksja-teleangiektazja
ataxia telangiectasia and Rad3 related

BCL2-associated agonist of cell death / zwiazany z BCL2 agonista
$mierci komorki

BCL2-associated X protein / biatko X laczace si¢ z BCL2

Bacillus Calmette Guérin | szczepionka przeciw gruzlicy

B-cell lymphoma 2 / produkt protoonkogenu Bcl-2

BCL2-like 1 / podobny do BCL2

baculoviral IAP repeat-containing protein 5 / biatko z rodziny inhibi-
torow apoptozy — surwiwina

symbol oznaczajacy materiat tkankowy pobrany od chorego na raka
pecherza moczowego

CREB (CAMP response element-binding protein)-binding protein /
biatko wiazace CREB

cyclin D1/ cyklina D1

cyclin D2 / cyklina D2

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae) / gen cyklu komoérko-
wego

cyclin dependent kinase / kinaza cyklinozalezna

CD44 antigen / antygen CD44

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) / kadheryna E

cadherin 4, type 1, R-cadherin (retinal) / kadheryna 4, typ 1,
kadheryna R

complementary DNA / DNA komplementarny do mRNA (wyprodu-
kowany przez tzw. odwrotng transkryptaze)

chromodomain helicase DNA-binding protein-1 / czynnik remode luja-
cy chromatyng zalezny od ATP

cell cycle checkpoint kinase / kinaza biatkkowa punktu kontrolnego
cyklu komoérkowego

confidence interval / przedziat ufnosci

carcinoma in situ / rak srédnablonkowy

casein kinase / kinaza kazeinowa

death-associated protein kinase 1 / kinaza bialkowa zwiazana ze
Smiercia

deleted in bladder cancer 1 / nieobecny w raku pecherza 1

DNA demage-binding protein 2 / biato 2 laczace si¢ z uszkodzonym
DNA


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDH4&search=CDH4&suff=txt
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DNMT
dTMase
E2F
EDNRB
EGFR

ERBB2

ERK

FGF
FGFR3
FISH

DNA methyltransferase / metylotransferaza DNA

DNA demethylase / demetylaza DNA

E2F transcription factor / czynnik transkrypcyjny E2F

endothelin receptor type B /endotelialny receptor typu B

epidermal growth factor receptor / receptor nablonkowego czynnika
wzrostu

v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 /
protoonkogen kodujacy biatko o funkcji receptorowej kinazy tyrozy-
nowej bedacy homologiem wirusowego onkogenu zidentyfikowanego
w wirusie erytroblastozy ptakow

extracellular signal-regulated kinases / kinazy biatkowe MAPK ak-
tywowane przez czynniki wzrostowe

fibroblast growth factor / czynnik wzrostu fibroblastow

fibroblast growth factor receptor 3 / receptor 3 FGF

fluorescent in situ hybridization / fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

GADDA45 growth arrest-and DNA damage-inducible gene / gen indukowany

GRB

GSK3
GSTP1
HDAC
HGF
HIC-1
HIF-1-a
hTERT

hTR
IARC

IGFBP3

JAK
JUN
LINE
LOH
MAPK

zahamowaniem wzrostu i uszkodzeniem DNA

growth factor receptor-bound protein / biatkko cytoplazmatyczne
uczestniczace w transdukcji sygnatu

glycogen synthase kinase 3 / kinaza 3 syntazy glikogenu

glutathione S-transferase pi 1 / transferaza S-glutationu

histone deacetylase / deacetylaza histonu

hepatocyte growth factor / czynnik wzrostu hepatocytow
hypermethylated in cancer 1 / hipermetylowany w raku

hypoxia inducible factor-1 / czynnik indukowany hipoksja

human telomerase reverse transcriptase / podjednostka biatkowa
ludzkiej telomerazy

human telomerase RNA / podjednostka RNA ludzkie j telomerazy
International Agency for Research on Cancer / Migdzynarodowa
Agencja Badan nad Rakiem

insulin-like growth factor binding protein 3 / biatko 3 wiazace insuli-
nopodobny czynnik wzrostu

Janus kinase / kinaza Janusa

jun oncogene / onkogen jun

long interspersrsed nuclear elements / dlugie sekwencje rozproszone
loss of heterozygosity / utrata heterozygotyczno$ci

mitogen-activated protein kinase / kinaza biatkowa aktywowana mito-
genem

MAPKK MAP kinase kinase / kinaza kinazy MAP
MAPKKK MAP kinase kinase kinase / kinaza kinazy kinazy MAP

MCM

MDM2

minichromosomal maintenance proteins / biatka biorace udziat w ini-
cjacji replikacji DNA
mouse double minute 2 homolog
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MeCP2 methyl-CpG-binding protein 2 / biatko 2 wiazace metylo-CpG

MET met proto-oncogene / protoonkogen MET

MGMT O6-methylguanine-DNA methyltransferase / metylotransferaza O6-
metyloguaniny DNA

miIRNA  microRNA / mikroRNA

miR-34c. mikroRNA 34o

MLH1  human mutL homolog 1 gene / ludzki gen kodujacy biatko MLH1
bgdacy homologiem mutL E. coli

MMP  matrix metalloproteinases / metaloproteinazy macierzy

MMR  mismatch repair / system naprawy blednie sparowanych zasad

mRNA  messenger RNA / informacyjny RNA

MSI microsatellite instability / niestabilno$¢ mikrosatelitarna

MSH2  human mutS homolog 2 gene / ludzki gen kodujacy biatko MSH2
bedacy homologiem mutS E. coli

MSP methylation specific PCR / reakcja PCR specyficzna dla metylowa-
nych sekwenciji

mTOR  mammalin target of rapamycin / kinaza mTOR

MYC  v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog / biatko
kodowane przez protoonkogen MYC, bedacy homologiem wirusowe-
go onkogenu zidentyfikowanego w wirusie bialaczki ptakow

NEDDS8 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8

NOXA phorbol-12-Myristate-13-acetate-induced protein / mediator apoptozy
zaleznej od biatka p53

NMP22 nuclear matrix protein 22 / biatkko 22 macierzy jadra

OR odds ratio / iloraz szans

P p-value / poziom istotnosci

pl6INK4A (CDKN2A) cyclin-dependent kinase inhibitor 2A gene / inhibitor

PS3AIP1

P53R2
p300

PAI
PCAF
PCNA

PCR
PDGF

PI3K

kinaz cyklinozaleznych gen 2A

p53-regulated Apoptosis Inducing Protein 1 / biatko 1 indukujace
apoptoze zalezne od p53

ribonucleotide reductase, M2 B / reduktaza rybonukleotydowa

E1A binding protein p300 / biatko p300 taczace si¢ z E1A, acetylo-
transferaza histonow

plasminogen activator inhibitor / inhibitor aktywatora plazminogenu
p300/CBP Associating Factor / czynnik zwiazany z p300/CBP
proliferating cell nuclear antigen / antygen jadrowy komorki prolife-
rujace;

polymerase chain reaction / fancuchowa reakcja polimerazy

platelet derived endotelial cell growth factor / plytkowo-pochodny
czynnik wzrostu komorek §rodblonka

phosphatidylinositol 3-kinase / kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PKB/AKT protein kinase B/virus akt8 oncogene / kinaza biatkowa B opi-

sywana réwniez symbolem AKT
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PPARD

PTCH
PTEN

PUMA

pz
RARB

peroxisome proliferator-activated receptor delta / receptor typu de lta
aktywowany przez proliferatory peroksysomow

patched homolog 1(Drosophila) / homolog genu patched u Drosophila
phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 / ko-
duje fosfataze biatek i lipidow

p53 up-regulate modulator of apoptosis / zalezne od p53 biatko pro-
mujace apoptoze

para zasad

retinoic acid receptor-£ gene / receptor kwasu retinowego

RASSF1A ras association domain family 1A gene / gen 1A rodziny

RB1
Reprimo

RT
RTK
S6K
SAM
siRNA
SH2
SIRT-1
SNF2
SOS
Src

STAT

Wiazacej si¢ z Ras

retinoblastoma 1 / retinoblastoma 1

reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate / regultor
cyklu komorkowego indukowany przez biatko p53

reverse transcriptase / odwrotna transkryptaza

receptor tyrosine kinase / receptor kinazy tyrozynowej

ribosomal S6 kinase / kinaza rybosomowa S6

S-adenozynometionina

short interfering RNA / krétki dwuniciowy fragment RNA

Src homology-2 / domena homologii z biatkiem Src

S. cerevisiae, homolog-like 1 / ludzka sirtuina

katalityczna podjednostka kompleksu SWI/SNF

son of sevenless / czynnik wymiany nukleotydu

v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian)
/ kinaza tyrozynowa

signal transducers and activators of transcriptions / biatka transdukcji

sygnatow i aktywacji transkrypcji

SUMO-1 small ubiquitin-like modifier / ubikwitynopodobne mate biatko

modyfikujace

SWI/SNF Switch/Sucrose non fermenting / kompleks zalezny od ATP bioracy

TCC
TGF-a
TGF-B
TIGAR

TIMP

udzial w przebudowie chromatyny iregulacji ekspres;ji genow
transitional cell carcinoma / rak przejsciowokomorkowy

tumor growth factor « / transformujacy czynnik wzrostu -o

tumor growth factor A/ transformujacy czynnik wzrostu -3

TP-53 induced glycolysis and apoptosis activator / indukowany przez
TP53 aktywator glikolizy i apoptozy

tissue inhibitor of metalloproteinase / tkankowy inhibitor metalopro-
teinazy

TNFRSF25  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25 / recep-

tor superodziny czynnika martwicy nowotworu, cztonek 25

TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10B / re-

TNM

ceptor superodziny czynnika martwicy nowotworu, czionek 10B)
Tumour, Noduli, Metastases / guz, wezel, przerzut
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TP53 tumor protein p53 / biatko nowotworowe p53

TRAF  TNF-associated factors / czynnik zwiazany z receptorem TNF

TSC1  tuberous sclerosis 1 / hamartyna

TSC2  tuberous sclerosis2 / tuberyna

TSP1  thrombospondin 1 / trombospondyna

TUR transurethral resection / elektroresekcja przezcewkowa

uPA urinary plasminogen activator / urokinaza

UPAR  receptor uPA

VEGF vascular endothelial growth factor / naczyniowo-srodblonkowy czyn-
nik wzrostu

VEGFR receptor VEGF

WHSC1 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 / gen syndromu Wolf-
Hirschhorna

WWOX WW domain containing oxidoreductase / oksydoreduktaza zawierajaca
domene WW

Nazwy gendw oraz skréty nazw opracowano na podstawie baz danych do-
stepnych w sieci na stronie HUGO Gene Nomenclature Committee :
http://www.genenames.org
National Center for Biotechnology Information (NCBI), Online Mendelian Inhe-
ritance in Man:
http//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?=gene
oraz GeneCards:
http//www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl.


http://www.genenames.org/
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1. WSTEP

1.1. Mechanizm procesu nowotworzenia

Onkogeneza jest ztozonym oraz wieloetapowym procesem akumulacji de-
fektow genetycznych i zmian epigenetycznych, ktére prowadza od inicjacji po-
przez promocj¢ do progresji choroby nowotworowej. Jest powszechnie uzna-
nym, Ze progresja nowotworu jest forma somatycznej ewolucji, w trakcie, ktorej
mutacje somatyczne nadaja komoérce przewage nad innymi umozliwiajac jej
selektywna proliferacje [34]. Mutacje somatyczne thumacza klonalne pochodze-
nie nowotworu oraz nieodwracalno$¢ procesu nowotworowego, co zostalo zaob-
serwowane w 1914 roku przez Bovery’ego. Obecnie dominuje poglad, ze proce-
sowi nowotworzenia towarzysza dynamiczne zmiany w genomie, ktore zwigza-
ne sa z zaburzeniem réwnowagi pomigdzy protoonkogenami promujacymi
wzrost a supresorami transformacji nowotworowej hamujacymi podziaty ko-
morkowe. Zmiany te sa najczes$ciej wynikiem od 4 do 6 mutacji w tych dwoch
grupach genow[323]. Calkowita liczba mutacji w komoérce nowotworowe;j jest
jednak zdecydowanie wyzsza, ocenia si¢ ja na 11 000 i wigcej, co jest wynikiem
akumulacji mutacji przed oraz w trakcie transformacji nowotworowej [379,
390]. Liczba mutacji znacznie wzrasta w przypadku nowotworu o fenotypie
mutatorowym, zwiazanym z mutacjami w genach odpowiedzialnych za doklad-
nos$¢ procesu replikacji DNA /lub naprawe uszkodzen DNA [239]. Duza hete-
rogenno$¢ nowotwordéw stala si¢ podstawa hipotezy zakladajacej, ze fenotyp
mutatorowy charakteryzujacy si¢ zwigkszong liczba mutacji punktowych, nie-
stabilno$cia mikrosatelitarng (MSI) oraz utrata heterozygotycznosci (LOH) jest
niezbedny do pojawienia si¢ transformacji nowotworowej [240]. Nalezy takze
zwréci¢ uwage na hipoteze zakladajaca, ze aneuploidia indukowana kanceroge-
nami moze by¢ niezalezng i prawdopodobnie wystarczajaca przyczyna transfor-
macji nowotworowej [85]. Duesberg i wsp., [84] okreslaja nowotwor jako cho-
robg chromosomoéw. Dyskusja czy aneuploidia jest przyczyna czy tez konse-
kwencja nowotworu wciaz trwa. Niezaprzeczalnym jest jednak fakt, ze proces
nowotworzenia jest wynikiem nakladajacych sig¢ na siebie predyspozycji gene-
tycznych, zmian zachodzacych w wyniku starzenia si¢ organizmu (np. metylacji
wysp CpG) oraz ekspozycjina kancerogenne czynniki srodowiskowe. Proces ten
wiaze sig z aktywnym nabywaniem przez komorke nowych funkcji w tym szyb-
kiej adaptacji do zmiany srodowiska i zdolno$ci oddziatywania na komoérki pra-
widlowe. Zgodnie z propozycja Hanahan i Weinberg [147] przyjgto, ze sze$é
zmian komorkowych prowadzi zespotowo do przemiany komorki normalnej w
nowotworowa i sa to: a) samowystarczalno$¢ w generowaniu sygnaléw wzrostu
i autokrynna stymulacja; b) niewrazliwo$¢ na sygnaly hamujace wzrost; ¢) unik-
nigcie apoptozy; d) nieograniczony potencjat replikacyjny; e) trwata angiogene-
za; f) inwazja tkankowa oraz zdolno$¢ do przerzutow.
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1.2. Epidemiologia i etiologia raka pecherza moczowego

Rak pecherza moczowego jest najczesciej wystepujacym nowotworem ukia-
du moczowego u mezczyzn. W latach 1991-2000 liczbe nowych zachorowan na
$wiecie oszacowano na okoto 350 000, a liczbe zgondéw na 145 000 [180]. Naj-
wigksze zagrozenie rakiem pgcherza moczowego obserwuje si¢ w krajach Ame-
ryki Péocnej, Europy Potudniowej i Zachodniej oraz Afryce Potnocnej. Naj-
wyzsze standaryzowane wzglgdem wieku wspotczynniki zachorowalnosci u
mezczyzn odnotowano w Egipcie (37,1/100 tys.), Hiszpanii (33/100 tys.) oraz
Holandii (32,6/100 tys.) [180]. W 2006 roku w Polsce zarejestrowano okoto
4000 przypadkéw raka pgcherza moczowego u mezczyzn, co stanowi 6,2%
wszystkich zachorowan na nowotwory zlo§liwe (tab. 1A). U kobiet nowotwor
ten ze wzgledu na liczbg nowych zachorowan zajmuje szesnasta pozycje wsrod
najczegsciej wystepujacych nowotworéw ztosliwych (tab. 1A). Pomimo nowo-
czesnych metod leczenia $miertelno$¢ jest wysoka i niepokojaco wzrasta na
przestrzeni ostatnich 26 lat (ryc. 1). Rak pecherza moczowego jest szosta pod
wzgledem czgstosci przyczyna zgondw mezczyzn z powodu choréb nowotwo-
rowych w Polsce (tab. 1B). Ponadto Polska z powodu wysokiego wspolczynnika
standaryzowanego dla zgonow (8,4/100 tys.) znajduje si¢ na trzecim miejscu w
Europie pod wzgledem umieralnosci na raka pgcherza moczowego zaraz po
Danii (10,4/100 tys.) oraz Hiszpanii (9,1/100 tys.) [180].

Do najwazniejszych czynnikow ryzyka nalezy wiek, pte¢, palenie papiero-
sow, dieta, przewlekly stan zapalny, terapia cyklofosfamidem, przyjmowanie
lekéw zawierajacych fenacetyng oraz kontakt z czynnikami chemicznymi w
niektorych grupach zawodowych, zwlaszcza osdb o zwigkszonej podatnosci
osobniczej, tj. 0s6b z wolno metabolizujacym fenotypem acetylacji ksenobioty-
kow [157]. Zaklada sig, ze okolo 20% rakoéw pgcherza moczowego wynika z
charakteru pracy zawodowej i kontaktu gléwnie z aminami aromatycznymi,
takimi jak 2-naftyloamina i benzydyna [172]. W zwiazku z tym szczegdlnie
narazeni sa pracownicy przemyst skérzanego, gumowego, aluminium, malarze
oraz fryzjerzy. Podatno$¢ zachorowania na raka pecherza moczowego zwigzana
nie tylko z fenotypem acetylacji, ale rowniez z genetycznym polimorfizmem
enzyméw metabolizujacych substancje kancerogenne, takich jak S-transferaza
glutationowa, N-acetylotransferaza, sulfonotransferaza, oraz cytochrom P450
[171]. Ponadto czynnikiem biologicznym indukujacym rozwéj gtéwnie plasko-
nablonkowego raka pgcherza moczowego jest infekcja pasozytem Schistosoma
haematobium szczegdhie czgsta w krajach Afryki Pémocnej [8].



Wstep 17

Tabela 1A. Zarejestrowane zachorowania na nowotwor zto$liwy pecherza moczowego w
Polsce w roku 2006 (dane wg Krajowego Rejestru Nowotworow)

Table 1A. Registered incidence of invasive bladder cancer in Poland in year 2006 (ac-
cording to National Cancer Registry)

Wspolegvn. | Wspdfczynnik | Wskazmik K0|teln0s<;_
C A AA standaryzowany? | struktury % Wystepow
Ple¢ N nik surowy <
Sex Crude rat Age-standardized | Rate struc- Order of
rce rate rate ture % rder o
apperance
Kobiety 1101 5,6 3,0 1,78 16
Female
Mezczyzmi
Male 3998 21,7 15 6,24 .

" Wspotezynnik surowy na 100 tys. ludnosci; “ Wspotezynnik standaryzowany wg wieku;
na 100 tys. ludnosci
L crude rate per 100 000 population; 2 age-standardized rate per 100 000 population

Tabela 1B. Zgony z powodu nowotworu zto$liwego pecherza moczowego w Polsce w
roku 2006 (dane wg Krajowego Rejestru Nowotwordw)

Table 1B. Invasive bladder cancer mortality in Poland in year 2006 (according to Na-
tional Cancer Registry)

. : Wskaznik Kolejnos¢
. Wspotczynnik
e V\_/spo1czyn1 standaryzowany? Struoktury wystepowa
ec nik surowy % nia
Sex " Age-standardized
Crude rate g rate Rate struc- Order of
ture % apperance
Kobiety 588 3 1,3 1,48 19
Female
Mezczymi | 2218 12 8 4,28 6
Male

" Wspotezynnik surowy na 100 tys. ludnosci; “ Wspotezynnik standaryzowany wg wieku;
na 100 tys. ludnosci
L crude rate per 100 000 population; 2 age-standardized rate per 100 000 population
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Ryc. 1. Zgony z powodu raka pecherza moczowego wg pici, Polska 1980-2006 (dane
wedlug Krajowego Rejestru Nowotworow); M — mezczyzni; K — kobiety

Fig. 1. Bladder cancer mortality according to sex, Poland 1980-2006 (according to
National Cancer Registry); M —males; K —females

1.3. Morfologia raka peche rza moczowego

Nowotwory pgcherza moczowego wywodza si¢ z nabtonka przej$ciowego
iw 90% przypadkoéw sa to tzw. raki przejsciowokomorkowe (transitional cell
carcinoma, TCC), 5-10% to raki ptaskonablonkowe i 2-3% to raki o utkaniu
gruczolowym. Wystepuja one w postaci powierzchownej (CIS-Ta-T1) lub na-
ciekajacej (T2-T3-T4). U okolo 70% chorych w chwili rozpoznania rak jest
ograniczony do btony $luzowej (CIS—Ta) lub podsluzowej (T1). Guzy brodaw-
czakowate (Ta) dobrze rokuja, jakkolwick ryzyko wznowy sigga 70%, a
10-45% przypadkéw ulega progresji do formy inwazyjnej [158]. Raki srodna-
btonkowe (CIS) Zle zréznicowane morfologicznie ulegaja progresji w 50-75%
przypadkow a odsetek wznow przekracza 80% [426]. Guzy naciekajace blong
migsniowa (T2-T4) wystepuja u okoto 30% chorych, sa zwiazane ze znacznie
gorszym rokowaniem i jezeli nie zostanie zastosowana radykalna terapia, to u
ponad potowy chorych rozwing si¢ przerzuty w ciagu 2 lat [368].
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1.4. Defekty genetyczne w raku pecherza moczowego

1.4.1. Aberracje chromosomowe

Rak pecherza moczowego charakteryzuje si¢ duza niestabilno$cia genomu,
czego dowodem jest znaczna liczba zmian na poziomie genéw, jak i chromos 0-
méw. Analizy cytogenetyczne oraz genetyka molekularna wskazaly na istnienie
dwoch glownych szlakow bioracych udzial w patogenezie raka pgcherza mo-
czowego (ryc. 2) [374]. Jeden ze szlakow charakteryzujacy si¢ aberracjami
chromosomu 9 oraz zmianami poziomu cyklin regulujacych cykl komorkowy,
prowadzi do rozwoju dobrze zréznicowanego nieinwazyjnego raka brodawcza-
kowatego. Drugi szlak, w ktorym maktywacja supresoréw transformacji nowo-
tworowej, takich jak p53 oraz RB1 jest szczegodlnie czgsto obserwowana, zwia-
zany jest z inwazyjnym rakiem pegcherza moczowego. Prawdopodobnym jest
rowniez istnienie trzeciego szlaku prowadzacego do powstania zle zrdznicowa-
nego stadium Ta ulegajacego progresji do formy inwazyjnej [200]. Aberracje
chromosomowe zaréwno liczbowe jak i strukturalne sa powszechnym zjawi-
skiem w raku pecherza moczowego [125]. Delecje czy tez duplikacje fragmen-
tow lub calych chromosomoéw, jak réwniez amplifikacje regionéw DNA sa ce-
chami niestabilno$ci chromosomowej (Chromosomal instability — CIN) [222].
Analizy kariotypu komoérek nowotworowych pecherza moczowego wykazaly
aberracje liczbowe gltéwnie chromosomow 1, 7, 8, 9, 11 oraz liczne aberracje
strukturalne zlokalizowane najczgsciej w regionach kodujacych protoonkogeny
lub supresory transformacji nowotworowej [94, 168]. Szczegdlnie czgsto obser-
wuje si¢ aberracje prowadzace do utraty materialu genetycznego chromosoméw
8p (54%), 9q (60%), 10q (54%), 17p (45%) 1Y (50%) oraz nabycia materiatu
genetycznego chromosoméw 1q (36%), 6p (54%), 8q (45%), 17q (73%) [324].
Amplifikacje dotycza glownie chromosomow 10q (33%), 17q (24%), 1q (11%)
1209 (9%) [324]. Rak brodawczakowaty (Ta, G1-2) uznawany powszechnie,
jako genetyczne stabilny charakteryzuje si¢ rzadko wystgpujacym nabyciem
materialu genetycznego chromosomoéw 1q, 17q i 20q, amplifikacja 11q oraz
utrata 9p, 9q, 10q, 11p, 1Y [199]. W niestabilnym genetycznie raku imwazyjnym
(T1-T4) badania kariotypowe wykazaly utrate chromosomow 2q, 4p, 4q, 5q, 64,
8p, 9, 9q, 10q, 11p, 11q, 13q, 17p, 18p, 18q 1 Y, nabycie materialu genetyczne-
go chromosomoéw 1q, 3p, 3q, 5p, 6p, 8q, 10p, 174, 19p, 19q, 20p i 20q oraz am-
plifikacje 1q, 3p, 6p, 8p, 8q, 10p, 10q, 11q, 12q, 17q, 20q [199].

Trisomia chromosomu 7 pojawia si¢ we wczesnej fazie TCC i moze wska-
zywacé na nieinwazyjny charakter nowotworu [18]. Molekularng konsekwencja
trisomii chromosomu 7 jest wzrost liczby alleli kodujacych receptor naskorko-
wego czynnika wzrostu (EGFR). Polisomia chromosomu 7 i 17 oraz monosomia
chromosomu 9 wykazuja asocjacj¢ ze zwigkszonym ryzykiem wznowy [12,
419], za$ aberracje chromosomoéw 8, 10 oraz 11 wykazuja zwiazek z progresja
nowotworu.
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Ryc. 2. Model patogenezy raka pgcherza moczowego. Dwa glowne szlaki prowadza
badz do rozwoju dobrze zré znicowanego raka Ta lub poprzez stadium CIS do naciekaja-
cego migsnidwke raka T2-T4. Ostatnio sugeruje si¢ istnienie trzeciego szlaku ($rodko-
wego), ktory prowadzi do powstania stabo zréznicowanego raka Ta. Mechanizm progre-
sji tego nowotworu do stopnia T1 nie jest znany. Utrata chromosomu 9, mutacja genéw
FGFR3 i RAS sa identyfikowane z wysoka czgsto$cia w powierzchownym raku brodaw-
czakowatym. Mutacje w genie TP53 i RB1 sa charakterystyczne dla rakow inwazy jnych
(wg Knowles et al. [200], zmodyfikowany)
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Fig. 2. Model of bladder cancer pathogenesis. Two major pathways lead to the devel-
opment either low-grade Ta tumors or via CIS to muscle-invasive T2-T4 tumors. Re-
cently, the third pathway (middle) leading to high-grade Ta tumors has been suggested.
The mechanism of its progression to T1 tumor is not clear. Chromosome 9 loss, FGFR3
and RAS mutations are found at high frequency in superficial papillary tumours. Muta-
tions in TP53 and RB1 gene are characteristic of invasive tumors. (Adapted from
Knowles et al. [200], modified)

Aberracje chromosomowe najczesciej dotycza chromosomu 9 [-9, del(9p),
del(9q)] i sa obserwowane zar6wno w raku powierzchownym jak i inwazyjnym
[102].Calkowita utrata chromosomu 9 obserwowana jest w 50% przypadkow
raka pecherza moczowego, za$ delecje prowadzace do utraty heterozygotyczno-
$ci (LOH) w obrebie chromosomu 9 stanowia najczes$ciej wystepujaca aberracje
w przypadku raka przejsciowokomoérkowego, niezaleznie od jego stopnia za-
awansowania i ztosliwosci [36]. Zmiany w postaci LOH pojawiaja si¢ juz w
poczatkowych stadiach choroby nowotworowej i sa zwiazane przede wszystkim
z delecjami locus 9p21 chromosomu 9, prowadzacymi do utraty supresora trans-
formacji nowotworowej — genu p16INK4A (CDKN2A) [37]. Utrata loci 3pl4,
8p21, 11p15, 13q14 i 17p13 koreluje z wyzszym stopniem zaawansowania i
nacieckaniem blony mig$niowej pecherza moczowego [144, 201, 318], podczas
gdy delecja chromosomu 9q nie wykazuje zaleznosci ze stopniem zaawansow a-
nia 1/lub zlo§liwosci [331]. Analiza aberracji chromosomowych wskazuje, ze
najczeSciej inaktywacji w wyniku delecji ulega gen RB1 (13914.2), TP53
(17p13.1) oraz p16INK4A (CDKN2A) (9p21), za$ amplifikacji gen EGFR (7p12)
i ERBB2 (17q21.1) [35, 95, 318]. Amplifikacje gendéw czgsto towarzysza pro-
gresji raka pecherza moczowego ireprezentuja jeden z mechanizmow aktywacji
protoonkogendw.

1.4.2. Niestabilnosé mikrosatelitarna

Drugim rodzajem niestabilnos$ci genomu poza CIN jest niestabilno$¢ mikro-
satelitarna (MSI) [222]. Mikrosatelity sa wysoce polimorficznymi regionami
DNA rownomiernie rozproszonymi W genomie. Regiony te, zlokalizowane
gtéwnie w sekwencjach intronowych genéw, skladaja si¢ z tandemowych po-
wtorzen sekwencji 1-5 nukleotydowej. Duza zmienno$¢ loci mikrosatelitarnych
czyni je uzytecznym narzedziem wykorzystywanym do genotypowania DNA.
Zmiany w liczbie powtdérzen (na skutek insercji lub delecji motywow powto-
rzen) obserwowane sa w wielu chorobach nowotworowych w tym w raku peche-
rza moczowego [243]. Po raz pierwszy zwiazek pomigdzy wystgpowaniem MSI
a mutacjami w genach MMR zostat zaobserwowany w przypadku dziedzicznego
niepolipowatego raka jelita grubego (hereditary nonpolyposis colorectal cancer
— HNPCC) [311]. Wysoka czgstos¢ MSI w HNPCC wynoszaca 75-100% jest
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wynikiem mutacji germinalnych, giownie w genach MLH1 (mutL homolog 1)
i MSH2 (mutS homolog 2) [1, 232]. Mutacje tych genéw wystepuja stosunkowo
rzadko w nowotworach sporadycznych, w ktérych inaktywacja MMR zwigzana
jest przede wszystkim z wyciszeniem ekspresji MLH1 poprzez metylacje se-
kwencji 5° genu [314]. W sporadycznym raku okreznicy czestos¢ MSI wynosi
15% [396], podczas gdy w raku pecherza moczowego okolo 16%, jakkolwiek
istnieja duze rozbieznosci w wynikach badan [333, 392]. Bonnal i wsp. [26] nie
stwierdzili MSI w czterech liniach komérkowych i 33 przypadkach TCC peche-
rza moczowego, uzywajac do tego 6 markerow mikrosatelitarnych, podczas gdy
badania Christensen i wsp. [55] wykazaly obecnos¢ MSI w 100% analizowa-
nych przypadkow przy uzyciu 22 markerow mikrosatelitarnych. Nie ma takze
zgodnosci, co do korelacji pomiedzy czestoscia MSI a danymi Klinicznymi.
Stwierdzono zaréwno istnienie zwiazku, jak i jego brak pomigdzy obecnoscia
MSI a stopniem zaawansowania i zlo§liwosci nowotworu [55, 133, 340]. Roz-
bieznosci te wskazuja na konieczno$¢ ustalenia liczby oraz rodzaju polimorfic z-
nych markerow mikrosatelitarnych, ktore zapewnilyby jak najwigksza czulo$é
i specyficznos¢ analiz. Z Klinicznego punktu widzenia niezwykle istotny jest
fakt, Ze analiza mikrosatelitarna obejmujaca zaréwno analiz¢ LOH, jak i MSI
charakteryzuje si¢ 95% czulo$cia detekcji raka pgcherza moczowego w pordw-
naniu z 50% czulo$cia analizy cytologicznej [251]. Stanowi ona tym samym
alternatywna, nieinwazyjna, oparta na analizie komorek z osadu moczu, metode
diagnostyczna raka pgcherza moczowego.

1.4.3. Telomery i aktywnoscé telomerazy

Telomer, czyli koncowy odcinek chromosomu u czlowieka zbudowany jest z
krétkich tandemowych powtorzen sekwencji 5°-TTAGGG-3’0 dlugosci ok.15-
20 kpz. [136]. Bialka tworzace kompleks z telomerem zabezpieczaja koniec
chromosomu migdzy innymi przed degradacja, rekombinacja i faczeniem si¢ z
innymi chromosomami gwarantujac tym samym integralnos¢ chromosomu. W
wyniku niekompletnej replikacji nici opdznionej, telomery ulegaja skroceniu o
ok. 200 pz po kazdym podziale komoérkowym, co w efekcie koncowym prowa-
dzi do zahamowania wzrostu komoérek zwanego starzeniem replikacyjnym. En-
zym telomeraza odpowiedzialna jest za wydlizanie telomeréw rekompensujac
tym samym utrate sekwencji podczas replikacji DNA. Telomeraza o aktywnos$ci
odwrotnej transkryptazy sklada si¢ z podjednostki katalityc znej (hTERT), krot-
kiego fragmentu RNA (hTR) stuizacego, jako matryca do syntezy DNA oraz
telomerowego biatka TP1/TEP1 [149]. W wigkszo$ci komoérek somatycznych
aktywnos$¢ telomerazy jest wykrywana w czasie rozwoju embrionalnego iobniza
si¢ w trakcie roznicowania tkankowego. Aktywno$¢ enzymu obserwuje si¢ wy-
lacznie w stymulowanych limfocytach, komoérkach macierzystych szpiku kost-
nego, jak i komérkach nowotworowych [165, 355]. Wydhlizanie telomeréw oraz
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podwyzszona aktywno$¢ telomerazy zwigzana jest ze zdolno$cia komorek do
nieograniczonej liczby podzialow, przekroczeniem limitu Hayflicka i nabyciem
"nie$miertelnosci’. Opracowanie w roku 1994 przez Kim i wsp. [196] metody
TRAP (telomeric repeat amplification protocol) polegajacej na amplifikacji
metoda tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) powtorzen sekwencji telomero-
wych, umozliwito detekcje aktywnos$ci telomerazy rowniez w raku pecherza
moczowego. Alternatywne metody, stosowane giownie do analizy komorek z
osadu moczu wykazujace duza zgodnos¢ z aktywnoscia telomerazy, obejmuja
detekcje mRNA podjednostki hTERT oraz hTR z wykorzystaniem RT-PCR
[92]. Analiza guzéw pecherza moczowego wykazala aktywno$¢ telomerazy
srednio w 90% przypadkéw [281]. Wigksze rozbieznosci, w granicach od 0 do
100%, obserwuje si¢ w przypadku pomiaru aktywnos¢ telomerazy w komorkach
z osadu moczu [281]. Sa one najprawdopodobniej z jednej strony wynikiem
spadku aktywnosci telomerazy na skutek kwasnego odczynu moczu czy tez
obecnosci proteinaz i mocznika, a z drugiej wystgpowaniem limfocytow, ktore
moga by¢ przyczyna falszywie dodatnich wynikow [29]. Z systematycznego
przegladu piSmiennictwa wg Glassa 1 wsp. [127] wynika, Ze test na aktywnos$¢
telomerazy w komorkach z osadu moczu charakteryzuje si¢ najwyzsza czutoscia
(75%) w poréwnaniu do innych markeréw nowotworowych wilaczajac w to
réwniez cytologie (55%). Niestety jego specyficzno$¢ na poziomie 86% w po-
réwnaniu z 94% specyficzno$cia analizy cytologicznej sprawia, iz kwestia wy-
korzystania w praktyce Kklinicznej telomerazy jako markera réznicujacego jest
dyskusyjna. Niezaprzeczalnym jest jednak fakt, ze wysoka czgstos¢ wystepowa-
nia aktywnos$ci telomerazy w komorkach nowotworowych czyni ten enzym do-
godnym, potenc jalnym obiektem w terapii przeciwnowotworowej [341].

1.4.4. Onkogeny i supresory transformacji nowotworowej

Grupa gendéw zwiazanych z transformacja nowotworowa sa protoonkogeny,
ktorych produkty biatkowe odgrywaja istotna role w transdukcji sygnatow, regu-
lacji prawidlowych podzialéow komoérkowych i proceséw réznicowania [39,
408]. Funkcje tych gendow w procesie onkogenezy ulegaja zaburzeniu i sa wyni-
kiem przeksztatcenia protoonkogenu w onkogen, za§ gldwnymi mechanizmami
aktywujacym tg przemiang sa mutacja somatyczna, amplifikacja genu i translo-
kacja chromosomowa [376].

Grupa genow o funkcji przeciwstawnej do onkogendw to supresory trans-
formacji nowotworowej zwane antyonkogenami. Aktywne produkty biatkowe
supresoréw transformacji nowotworowej pelnia migdzy innymi funkcje regula-
torow cyklu komérkowego isa w stanie zahamowac proces transformacji nowo-
tworowej [150, 375]. Onkogeny oraz nieaktywne (np. w wyniku mutacji lub
delecji) supresory transformacji nowotworowej stymuluja podzialy komérkowe,
hamuja apoptozg, uniemozliwiaja zatrzymanie cyklu komorkowego w celu na-
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prawy uszkodzonego DNA i tym samym przyczyniaja si¢ do powstania fenotypu
nowotworowego komorki. Onkogeny ulegajace aktywacji oraz supresory trans-
formacji nowotworowej, ktorych funkcja ulega zaktoceniu w raku pgcherza mo-
czowego zostaly przedstawione w tabelach 2 i 3. Wigkszo$¢ produktow biatko-
wych tych genéw pelni okreslone funkcje w szlakach sygnatowych oraz regula-
cji cyklu komérkowego i jest omoéwiona w kolejnych rozdziatach rozprawy.

Tabela 2. Onkogeny w raku pecherza moczowego
Table 2. Oncogenes in bladder cancer

Overexpression
31%
34% Ta, 21% T1; 47% G1,

Symbolgenu Funkcja Rodzaj zmiany/czgsto$¢ wy- | Pismiennic-
(potozenie) stegpowania two
Gene symbol Function Type of alteration /
(Location) frequency References
JUNC Czynnik transkrypcyjny Podwyzszona ekspresja / [369]
(1p32-p31) / Transcription factor Overexpression
88%
FGFR3 Receptor czynnika Aktywujaca mutacja / Activa- | [40, 402]
(4p16) wzrostu fibroblastow / ting mutation
Fibroblast growth fac- 30-80%
tor receptor
E2F3 Czynnik transkrypcyjny | Amplifikacja / Amplification | [301, 403]
(6p22.3) / Transcription factor 11-27%
EGFR Receptorowa kinaza Podwyzszona ekspresja / [292]
(7p12.3-p12.1) | tyrozynowa / Receptor Overexpression
tyrosin kinase 48%
MET (7q31) Receptorowa kinaza Amplifikacja / Podwy zszona [51, 52]
tyrozynowa / Receptor ekspresja / Amplification /
tyrosin kinase Overexpression
45%
MYC Czynnik transkrypcyjny | Hipometylacja /Podwyzszona | [73, 209]
8024.12-924.13 | / Transcription factor | ekspresja/ Hypomethylation
/Overexpression
8,3% G1; 80% G2; 86% G3
HRAS Biatko wiazace GTP / Aktywujaca mutacja [66, 110,
(11p15.5) GTP binding protein /Podwyzszona ekspresja / 203]
Activating mutation / Overe-
xpression
6-44%
CCND1 CyklinaD1/ Cyclin D1 | Amplifikacja / Podwyzszona | [219, 381]
(11913) ekspresja / Amplification /
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Symbolgenu Funkcja Rodzaj zmiany/czgsto$¢ wy- | Pismiennic-
(potozenie) stegpowania two
Gene symbol Function Type of alteration /
(Location) frequency References
20% G2; 0% G3
MDM2 Biatko wiazace p53/ | Amplifikacja / podwyzszona | [206, 364]
(12914.3-q15) p53 binding protein ekspresja / Amplification /
Overexpression
5-38%
ERBB2 Receptor kinazy tyrozy- | Amplifikacja / podwyzszona | [342, 397]
(17921.1) nowej/ Receptor tyrosin | ekspresja / Amplification /
kinase Overexpression
18-26%
BCL2 Inhibitor apoptozy / Podwyzszona ekspresja / [225, 394]
18g21.3 Inhibitor of apoptosis Overexpression
17-50%

Tabela 3. Tumour suppressor genes in bladder cancer
Table 3. Supresory transformacji nowotworowej w raku pecherza moczowego

Hamowanie podziatow
komorkowych / Recep-

tor protein Hedgehog

Mutacja / Methylation, 3,7%

Symbol genu Funkcja Rodzaj zmiany/czgsto$¢ wy- | Pismiennic-
(potozenie) stgpowania two
Gene symbol Function Type of alteration/
(Location) frequency References
FHIT (3p14.2) Regulator apoptozy / | Delecja/ Deletion, LOH, 22% [9, 175,
Apoptosis regulator | Metylacja / Methylation, 11% 411]
Obnizony poziombiatka /
Decreased level of protein,
61%
RASSF1A Inhibitor mitozy / Metylacja / Methylation, 54% [43]
(3p21) Inhibitor of mitosis
APC (5921- Regulator cyklu ko- Metylacja / Methylation, 35% [274]
q22) morkowego / Regula- | Delecja— LOH/ Deletion —
tor of cell cycle LOH, 6%
CDKN2A Regulator cyklu ko- Delecja— LOH / Deletion- [43, 45, 47]
(9p21) mérkowego / Regula- LOH, 37%
tor of cell cycle Metylacja / Methylation,
9-26,5%
PTCH (9922) Receptor bialek Delecja— LOH / Deletion — [262]
Hedgehog (Hh), LOH, 60%
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Symbol genu Funkcja Rodzaj zmiany/czgsto$¢ wy- | Pismiennic-
(potozenie) stgpowania two
Gene symbol Function Type of alteration/
(Location) frequency References
(Hh), Inhibition of cell
cycle
TSC1 (9934) Hamowan e cyklu Delecja— LOH/ Deletion- [170, 202]
komorkowego / Inhibi- LOH, 50%
tion of cell cycle Mutacja / Mutation, 12%
DBC1 (9932- Brak danych / No data | Metylacja / Methylation, 52% [145]
33)
PTEN (10qg23) Antagonista kinazy Delecja— LOH / Deletion- [7, 414]
PI3, fosfataza biatko- | LOH, 32% T2-T4, 6,6% Ta/T1
wa / Antagonist of PI3 Mutacja / Mutation, 17%
kinas, protein pho- T2-T4
sphatase
p27KIP1 Regulator cyklu ko- Obnizony poziombiatka / [190]
(CDKN1B) morkowego / Regula- Decreased level of protein
(12p13) tor of cell cycle 45% Ta/T1
55% T2-T4
RB1 (13q14.2) Regulator cyklu ko- Delecja— LOH / Deletion- [274, 275,
mérkowego / Regula- LOH, 22-32% 410]
tor of cell cycle Mutacja / Mutation, 37%
CDH1 Adhezja komorek / Metylacja/ Methylation, 8 — [117, 325]
(16g22.1) Cell adhesion 84%
TP53 (17p13.1) | Regulator cyklu ko- Delecja— LOH / Deletion- [306, 363,
moérkowego / Regula- LOH, 50-67% 395]
tor of cell cycle Mutacja / Methylation,
46,5-61% T2-T4
DAPK (99q34.1) | Regulatorapoptozy / Metylacja / Methylation [45]
Apoptosis regulator 58%

14.4.1. Szlaki transdukcji sygnalu zwigzane z rozwojem i progresja raka
pecherza moczowego

Wyjatkowo duzym wyzwaniem badan procesu nowotworzenia jest polacze-

nie w jedng calo$¢ wszystkich najistotniejszych szlakow sygnatowych, ktérych
zaburzenia prowadza do fenotypu nowotworowego. Badania Kendall i wsp.
[194] na trzech roznych liniach komérkowych wykazaly, ze aktywacja RAS,
MYC oraz TERT w polaczeniu z inaktywacja takich supresorow transformaciji
nowotworowej jak RB1 i TP53 wystarczy do konwersji komorki "prawidlowej”
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w nowotworowa. Zaburzenie homeostazy komorki w wyniku wadliwego funk-
cjonowania szlakéw sygnalowych obserwowane jest rowniez w raku pegcherza
moczowego 1 zwiazane jest glownie z: a) aktywacja szlaku RAS/MAPK; b) ak-
tywacja szlaku PI3K/AKT/mTOR; ¢) szlakiem JAK/STAT.

A. Aktywacja szlaku RAS/MAPK

Szlak RAS/MAPK jest odpowiedzialny za indukcje proceséw roznicowania
oraz apoptozy. Zalezne od mitogendow kinazy MAP (MAPK) stanowia kluczowy
mechanizm przekazywania sygnatu w komorce, ktory ulega zaburzeniu w ko-
morce nowotworowej. Kinazy MAP aktywowane sa przez receptory blonowe za
posrednictwem cytoplazmatycznych bialek adaptorowych i tzw. matych biatek
G. Biatko RAS (p21) nalezy do rodziny matych bialek G zaangazowanych w
transmisj¢ sygnatlow zewnatrzkomorkowych. Aktywujace mutacje w genie
HRAS wystepuja w okoto 10 % przypadkow raka pgcherza moczowego, za$ w
39% przypadkow zaobserwowano podwyzszony poziom HRAS mRNA [335,
399].

Podwyzszony poziom transkryptu HRAS koreluje z epigenetyczna naktywa-
cja domniemanego inhibitora funkcji RAS biatka RASSF1A [220], ponadto
czeste mutacje w genie TP53, ktory jest negatywnym regulatorem ekspres;ji
HRAS, moga sugerowa¢ udziat biatkka RAS w progresji raka pgcherza moczowe-
go [227]. Transdukcja sygnalu poprzez szlak RAS/MAPK zwiazana jest akty-
wacja receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK). Podstawa mechanizmu akty-
wacji kinazy tyrozynowej jest dimeryzacja receptorOw monomerycznych lub
zmiana ich konformacji. Nadekspresja receptora naskorkowego czynnika wzro-
stu (EGFR) oraz receptora ERBB2 jest czgsto obserwowana w raku pgcherza
moczowego [292, 342]. Do rodziny receptorow ERBB naleza receptory kodo-
wane przez protoonkogeny/onkogeny komorkowe rodziny ERBB wiazace czyn-
niki wzrostowe o strukturze homologicznej do czynnika wzrostu naskérka
(EGF). Receptory EGFR oraz ERBB2 indukuja przekazywanie sygnalu migdzy
innymi poprzez aktywacje: 1) szlaku RAS/MAPK, ktory aktywuje liczne czyn-
niki transkrypcyjne; 2) kinazg 3-fosfatydyloinozytolu (P13K) indukujaca sery-
nowo-treoninowa kinaz¢ biatkowa B/Akt; 3) czynnikow transkrypcyjnych STAT
(ryc. 3).

Na szczegdlng uwage zastuguje receptor 3 czynnika wzrostu fibroblastow
(FGFR3), nalezacy do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych odgrywaja-
cych istotna rolg¢ w rozwoju embrionalnym, wzroscie, r6znicowaniu, podzialach
komorkowych oraz angiogenezie [307]. Analiza genu FGFR3 wykazala wystg-
powanie aktywujacych mutacji zarbwno w raku pecherza jak i szyjki macicy
[40]. FGFR3 jest jednym z najcze$ciej zmutowanych genow w raku pecherza
moczowego [360]. Mutacje FGFR3 wystepuja w 74% nieinwazyjnych, dobrze
zroznicowanych guzach brodawczakowatych. Dla poréwnania czgsto$¢ mutacji
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FGFR3 w inwazyjnym raku pecherza moczowego wynosi 16%, tym samym
analiza obecnosci mutacji pozwala wyselekcjonowac grupe pacjentéw o znacz-
nie tagodniejszym przebiegu choroby [20]. Badania ostatnich lat wykazaly, ze
onkogenna funkcja FGFR3 bedaca wynikiem aktywujacych mutacji zwiazana
jest ze stymulacja, takich szlakow sygnatowych jak RAS/MAPK, PI3K-AKT
oraz JAK/STAT (ryc. 3) [2, 152]. Aktywacja szlaku RAS/MAPK zachodzi za
posrednictwem bialek adaptorowych GRB2 i SOS. SOS jest czynnikiem wy-
miany nukleotydow guaninowych GDP—GTP, aktywujac tym samym biatko
RAS. W wyniku przekazania sygnatu do jadra komoérkowego dochodzi do akty-
wacji czynnikow transkrypcyjnych, ktore reguluja ekspresje gendéw odpowie-
dzialnych migdzy innymi za podziaty komoérkowe i transformacje nowotworo-
wa. Mutacje FGFR3 i HRAS aktywuja ten sam szlak nie wiadomo jednak, czy
mutacje w tych dwoch genach moga wystapi¢ jednocze$nie w tym samym no-
wotworze. Brak prognostycznego znaczenia mutacji w genie HRAS sprawia, ze
nie sa one zaliczane do najistotniejszych zmian lezacych u podstaw rozwoju
wigkszosci przypadkow TCC [203]. Statystycznie istotna korelacje wykazano
pomiedzy podwyzszonym poziomem biatka HRAS a zwigkszonym ryzykiem
wznowy w guzach powierzchownych pgcherza moczowego [113], tym samym
prognostyczny aspekt tego markera wymaga dalszych badan.

Poza FGFR3 inne receptorowe kinazy tyrozynowe takie, jak EGFR, ERBB2,
ERBB3 i ERRB4 ulegaja nadekspresji w raku pgcherza moczowego. Interesuja-
cym jest fakt, ze podwyzszony poziom ERBB3 i ERBB4 wykazuje asocjacje z
nieinwazyjnym guzem brodawczakowatych, za§ nadekspresja EGFR i ERBB2
oraz amplifikacja ERBB2 sa obserwowane w guzach inwazyjnych [58]. Guz, w
ktérym stwierdza si¢ nadmierna ekspresje EGFR, przebiega agresywniej. Wyra-
zem tego jest skrocenie czasu wolnego od wznowy i czasu przezycia [291]. Po-
nadto w badaniach przeprowadzonych przez Sato i wsp. [342] wykazano, ze
nadekspresja ERBB2 zwiazana jest z krotszym czasem przezycia chorych oraz
jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym w raku pgcherza moczowego.

B. Aktywacja szlaku PISK/AKT/mTOR

Aktywowana mitogenami kinaza 3 fosfatydyloinozytolu (P13K), indukuje sery-
nowo-treoninowa kinazg Akt/PKB stymulujac tym samym proliferacje komorki
(ryc.3). Antagonista PI3K, produkt biatkowy antyonkogenu PTEN o podwojne;j
aktywnosci fosfatazy (fosfatazy lipidow i bialek), w komoérkach nienowotwor o-
wych hamuje szlak sygnatowy z udziatem kinazy Akt. Utrata aktywnosci PTEN
jest najczestszym mechanizmem prowadzacym do aktywacji szlaku
PI3K/AKT/mTOR w chorobie nowotworowej. W raku pecherza moczowego
mutacje PTEN obserwowane sa w 0-17% przypadkow glownie rakow inwazyj-
nych [7, 414]. Biorac pod uwage fakt, ze biatko p53 reguluje ekspresje genu
PTEN oraz obecnos¢ funkcjonalnego oddziatywania pomigdzy biatkiem PTEN
I p53, mozna przypuszczaé, ze wzrost aktywno$ci PI3K odgrywa istotna rolg w
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progresji raka pecherza moczowego. Inaktywacja PTEN znosi mechanizm ostono-
wy dla biatka p53, albowiem onkogen MDM2 o funkcji ligazy ubikwitynowej E3
po translokacji do jadra komorkowego prowadzi do degradacji pS3 stymulujac tym
samym podziat komorki [259]. Poza rakiem pgcherza moczowego amplifikacja
kinazy P13, Akt oraz mutacje aktywujace t¢ kaskade sygnatowa obserwowane sa w
raku jajnika, okreznicy, piersi oraz gruczolu krokowego. Aktywna kinaza Akt regu-
luje metabolizm komorki oraz procesy zwiazane z przezyciem, progresja i wzrostem
poprzez fosforylacje takich biatek jak BAD, p21(CIP IMWAFY), p27KIP1, GSK3
[156, 407]. Ponadto fosforylacja kompleksu TSC1/TSC2 i zwiazana z tym utrata
funkcji GTP-azy prowadzi w konsekwencji do aktywacji kinazy serynowo-
treoninowej mTOR [156]. Kinaza mTOR koordynuje wzrost komoérki poprzez regu-
lacje syntezy biatek oraz jest mediatorem aktywacji czynnika transkrypcyjnego HIF-
la. Aktywacja HIF-1a prowadzi do wzrostu ekspresji transportera glukozy GLUT-
1 (glucose transporter 1) oraz enzyméw glikolitycznych [315]. Wzrost ekspresji
HIF-1o oraz GLUT-1 w raku pecherza moczowego zwiazany jest ze zwigkszonym
ryzykiem wznowy oraz krotszym czasem przezycia [310].

Jednym z substratow Akt jest rowniez wspomniane powyzej bialkko MDM2, ktore
oprocz udziatu w ubikwitynaciji i degradacji biatka p53 pehi takze funkcjg jadrowo-
cytoplazmatycznego transportera p53, dodatkowo ekspresja genu MDM2  induko-
wana jest przez biatko p53 [188, 430]. Biatka te tworza "petle sprzgzenia zwrotne-
go”, w ktorej p53 jest pozytywnym regulatorem MDM2, za§ MDM2 negatywnym
regulatorem p53 [116]. Z badan Mayo i wsp. [258] wynika, ze biatko MDM2 po
fosforylacji przez kinaze Akt tworzy w jadrze komoérkowym kompleks MDM2/p53
umozliwiajac eksport biatka p53 do cytosolu oraz jego degradacjg. Tym samym Akt
moze negatywnie regulowa¢ aktywno$¢ p53 w prawidlowo dzielacej si¢ komorcee,
jak réwniez chroni¢ komoérke przed zalezna od p53 apoptoza [433]. Podwyzszona
ekspresja MDM?2 jest obserwowana w wielu nowotworach w tym w raku pecherza
moczowego 1 koreluje z niskim stopniem zaawansowania i ztosliwosci [228].
Aspekt prognostyczny ma réwniez analiza koekspresji p53/MDM2, albowiem pod-
wyzszony poziom obu markeréw wykazuje zwiazek z progresja raka pecherza mo-
czowego [358].

C. Szlak JAK/STAT

Regulacja aktywacji czynnikow transkrypeyjnych STAT odgrywa istotna rolg w
generowaniu odpowiedzi komorki na cytokiny, hormony oraz czynniki wzrostu
[218]. Transmisja sygnaldw zewnatrzkomorkowych zwiazana jest z fosforylacja
reszty tyrozyny biatek STAT, ktéra prowadzi do dimeryzacji poprzez domeng ho-
mologiczna do domeny 2 kinazy Src (domena SH2) i nastgpnie transportu dimerow
do jadra komorkowego, w ktorym lacza si¢ one ze specyficznymi sekwencjami
nukleotydowymi DNA [174]. W jadrze komérkowym STAT3 reguluje ekspresije
genow zwiazanych z proliferacja komorki, tj. FOS [163], JUNB, CCNDL1 [31], MYC
[27] oraz czynnikow antyapoptotycznych BCL2L1 (Bcl-X) i BCL2 [42].
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Ryc. 3. Schemat gléwnych szlakéw transdukceji sygnalow, ulegajacych reorganizacji w
przypadku raka pecherza moczowego. Sze$¢ glownych szlakow transdukeji sygnatu
odgrywa kluczowa role w odbiorze i integracji réznorodnych informacji pod postacia
chemicznych i fizycznych sygnaldéw, sa to: szlak RAS/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT,
mTOR, RB/p 16INK4A oraz szlak p53. Prowadza one do uruchomienia procesow regu-
lujacych cykl komérkowy, apoptoze, autofagie, biosynteze rybosomow, reorganizacje
cytoszkieletu, kontrole translacji wplywajac tym samym na wzrost, przezycie oraz
$mier¢ komorki. W przeniesieniu sygnahlu uczestnicza receptory blonowe o aktywno$ci
kinazy tyrozynowej. Dimeryzacja receptordw pod wplywem czynnika zewnatrzkomor-
kowego prowadzi do autofosforylacji reszt tyrozyny domeny wewnatrzkomorkowej
i aktywacji kinazy tyrozynowej. Szlak PI3K/Akt poprzez MDM?2 oddziatuje rowniez ze
szlakiem p53. Ponadto p53 reguluje ekspresje genu PTEN kodujacego biatkowo -
lipidowa fosfataze bedaca negatywnym regulatorem PI3K
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Fig. 3. The pathways of signal transduction, deranged (perturbed in bladder cancer). Six
major signal transduction pathways play critical roles in receiving and integrating dif-
ferent chemical or physical signals: the RAS/MAPK pathway, the JAK/STAT pathway,
the PISK/AKT pathway, the mTOR pathway, RB/p16INK4A and the p53 pathway. They
lead to cellular responses including regulation of the cell cycle, apoptosis, autophagy,
ribosome biosynthesis, reorganization of the cytoskeleton, translational controls, which
determine cell growth or arrest, cell survival or death. Membrane receptors with tyrosin
kinase activity are involved in signal transduction. External factors cause the receptor to
dimerize and through the autophosphorylation of the tyrosine residues the receptor’s
intrinsic tyrosine kinase is activated. PI3K/AKT pathway through MDM2 also interacts
with the p53 pathway. Moreover p53 regulates the expression of the PTEN lipid phos-
phatase, a negative regulator of PI3K
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Z ostatnio przeprowadzonych badan wynika, ze zwigkszona inwazyjnos¢
nowotworu i zwigzana z nia migracja komorek jest wynikiem aktywacji STAT3
indukowanej za posrednictwem EGFR [5]. Badania wykonane na linii komor-
kowej raka pgcherza moczowego (T24) wskazuja, ze indukowana przez EGFR
fosforylacja STAT3 prowadzi do tworzenia kompleksu z JUNC i indukcji eks-
presji kolagenazy-1 (metaloproteinazy MMP-1) [179]. Enzymy proteolityczne,
wlaczajac w to rodzing metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej zwiazane sa
z inwazja nowotworu poprzez proteolize widkien kolagenowych [205]. W raku
pecherza moczowego immunoreaktywnos¢ MMP-1 obserwowana jest w okoto
30% przypadkéw i koreluje z rakami inwazyjnymi o wysokim stopniu niezr6 z-
nicowania [286].

Inwazyjnos¢ raka pecherza moczowego zwigzana jest rowniez z nadekspre-
sja proteinazy serynowej — aktywatora plazminogenu typu urokinazy (u-PA)
oraz receptora aktywatora plazminogen typu urokinazy (uPAR), ktéry to recep-
tor aktywuje, takie szlaki sygnalowe jak RAS/MAPK, PI3K/AKT/mTOR oraz
JAK/STAT [3, 261, 357]. Bialka te odgrywaja gtowna role¢ w regulacji adhezji
komorek nowotworowych, migracji oraz inwazji [23]. Aktywny kompleks
UPA/UPAR reguluje degradacje macierzy przez konwersje plazminogenu do
plazminy, jak rowniez chroni komorki przed apoptoza poprzez aktywacje szla-
kow transdukeji sygnatu prowadzacych do wzrostu ekspres;ji inhibitora apoptozy
biatka BCL2L1 (Bcl-X) [3].

Genem, ktorego ekspresja indukowana jest aktywnoscia STAT3 jest CCND1
kodujacy cykling D1 nalezaca do pozytywnych regulatoréow cyklu komérkowe-
go w fazie G1 [11]. Ekspresja CCND1 jest rowniez indukowana przez szlak
Wnt/B-katenina, ktorego aktywacja jest obserwowana glownie w raku okr¢znicy
[387]. Cyklina D1 tworzy kompleksy z kinazami Cdk4 lub Cdké6 i nie ulega
ekspresji w "komorkach spoczynkowych”. Obecnie wiadomym jest, ze podwyz-
szony poziom cykliny D1 obserwowany jest w wielu chorobach nowotwor o-
wych, w tym w raku pecherza moczowego i wykazuje zwiazek z dobrze zrézni-
cowanymi rakami brodawczakowatymi [219]. Ponadto podwyzszony poziom
cykliny D1 i biatka MYC w powierzchownym raku pgcherza moczowego wska-
zuje na inwazyjny potencjat nowotworu [420]. Chromosomowe translokacje
oraz amplifikacje gendéw nalezacych do rodziny MYC sa zjawiskiem powszech-
nie obserwowanym w réznych typach nowotworéw, a ich zwigkszona ekspresja
stymuluje proliferacje komorek nowotworowych [418]. Wynika to z faktu, ze
biatko MYC w kompleksie z MAX (MYC associated factor) aktywuje tran-
skrypcje gendéw zaangazowanych w prawidtowy wzrost i proliferacje komorek,
metabolizm RNA oraz progresj¢ cyklu komoérkowego [134]. Z badan Kotake
I wsp. [209] wynika, ze podwyzszony poziom MYC w raku pgcherza moczowe-
go koreluje z wyzszym stopniem zlo§liwosci, podczas gdy Lipponen i wsp.
[236] w swoich badaniach nie wykazali prognostycznego znaczenia podwyzszo-
nej ekspresji tego biatka. Obserwowane rozbieznosci wskazuja, ze analiza zmian
ekspresji MYC moze mie¢ prognostyczne znaczenie jedynie w analizie kom-
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pleksowej z uwzglednieniem innych markerow nowotworowych, np. cykliny
D1.

1.4.4.2. Zaburzenia regulacji cyklu komérkowego

Cykl komérkowy obejmuje $ci§le okreslona i uporzadkowana sekwencije
zdarzen prowadzacych do podziatu komorki, w ktérym kluczowa role odgrywaja
cykliny, kinazy zalezne od cyklin (CDK) oraz inhibitory CDK (CKI). Podwyz-
szony poziom cyklin D skraca czas trwania fazy G1 oraz redukuje zapotrzebo-
wanie na egzogenne czynniki wzrostu [356]. Cykliny aktywuja CDK, ktore na-
stepnie fosforyluja biatka biorace udziat w procesie replikacji DNA i mitozie.
Aktywno$¢ kinaz CDK jest rowniez regulowana przez biatkowe inhibitory nale-
zace do rodziny INK4 oraz CIP/KIP. Do rodziny INK4 naleza biatkka
pl6INKA4A, p15INK4B, p I8INK4C i pl 9INK4D bedace specyficznymi nhibito-
rami kompleksow cyklina D-CDKA4/6 [350]. Rodzina CIP/KIP zawiera biatka
p21(CIPL/WAF1), p27KIP1 oraz p57KIP2 hamujace aktywno$¢ kompleksow
cyklina-CDK [148, 356]. Podwyzszona ekspresja genéw kodujacych CKI pro-
wadzi do zatrzymania cyklu komorkowego w pdznej fazie G1 hamujac przejscie
komorki do fazy S. [356]. Jest to pierwszy z dwoch punktow kontrolnych zwany
punktem restrykcyjnym R. Drugi punkt kontrolny znajduje si¢ w poznej fazie
QG2 przed przejSciem G2/M [21]. Zahamowanie cyklu komérkowego w fazie Gl
chroni komorke przed replikacja uszkodzonego DNA, za$§ zahamowanie w fazie
G2 zapobiega segregacji wadliwych chromosoméw [107]. Tym samym punkty
kontrolne sa odpowiedzialne za utrzymanie stabilnosci genomu poprzez dostar-
czenie dodatkowego czasu potrzebnego do naprawy uszkodzen DNA. Kluczowe
znaczenie w regulacji tranzycji G1/S maja wzajemne oddziatywania pomigdzy
takimi biatkami jak p53, pl4(ARF), p21(CIP1/WAF1), p16INK4A, cyklina D1,
MDM2 oraz RB (ryc. 4) [32]. Cecha charakterystyczna wielu nowotworéw jest
podwyzszony poziom pozytywnych regulatorow cyklu komorkowego, tj. cyklin
i CDK oraz brak aktywno$ci negatywnych regulatoréw, czyli CKI. W raku pg-
cherza moczowego wysoka czesto$¢ mutacji w genie TP53, delecje p16INK4A
i p14(ARF) oraz zredukowana ekspresja genu RB1 wskazuja na czgste zaburze-
nia funkcji punktow kontrolnych cyklu komérkowego zwlaszcza w fazie G1. Z
badan Doherty i wsp. [79] wynika, ze naktywacja funkcji punktéow kontronych
G1 oraz G2 ma zwiazek ze wzrostem niestabilno$ci genomu oraz progresja raka
pecherza moczowego. Dwa glowne szlaki biorace udziat w regulacji cyklu ko-
moérkowego to: a) szlak RB/p16INK4A; b) szlak zalezny od biatka p53.

A. Szlak RB/p16INK4A

Centralng rolg w regulacji cyklu komoérkowego odgrywa biatko RB. Aktywne
biatkko RB (forma stabo ufosforylowana) blokuje proliferacje komorki poprzez
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oddziatywanie z czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny E2F kontrolujacym
ekspresje genow zwiazanych z regulacja cyklu komoérkowego, replikacja DNA,
mitoza, apoptoza oraz naprawa DNA [72, 77]. Rodzina E2F sklada si¢ z osmiu
biatek (E2F1-8), z ktorych glownie E2F1, E2F2 oraz E2F3 acza si¢ z biatkiem
RB. Kompleksy cyklina D1-CDK4/6 oraz cyklina E-CDK2 fosforylujac RB
prowadza do dysocjacji czynnika E2F z kompleksu RB/E2F i przejscia cyklu
komorkowego do fazy S (ryc. 4).

Stres antyproliferacyjny
Antiproliferative stress

Mitogeny ¢
Mitogens
CDKN2A
\
p1BINK4A p14ARF ;  (mMDM2)

Cyklina D1 p15INK4B TJ

Cyclin D1 }—— | p18INK4C
CDK4/6 p19INK4D

l (p53>
BT p21CIP1/WAF1 €
(RB) coCrelin € F— p27KIP1
S < p57KIP2
©®

(RB )
[E2Fi[——® Cyk komorkowy
Cell cycle

| S

ey

Ryc. 4. Kontrola cyklu komorkowego przy przejsciu z fazy Gl do fazy S. Punkt restryk-
cyjny G1/S kontroluje przej$cie komorek eukariotycznych z fazy Gl cyklu komérkowe-
go do fazy S, czyli syntezy DNA, a biatka RB oraz p53 odgrywaja glowna rolg¢ w jego
regulacji. Fosforylacja RB przez kompleksy cyklina D1-CDK4/6 lub cyklina E-CDK2
prowadzi do uwolnienia czynnikéw transkrypcyjnych E2F z kompleksu RB/E2F. E2F
reguluja ekspresje¢ wielu gendow niezbgdnych do przej$cia komorki z fazy G1 do fazy S
stymulujac tym samym proliferacje komérki. Wiele czynnikow stresu wywiera wplyw
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na punkt kontrolny poprzez indukcj¢ inhibitoréw kinaz cyklinozale znych nalezacych do
rodziny INK4 lub CIP/KIP. Locus CDKN2A (INK4a/ARF) jest odpowiedzialny za po-
wstanie dwoch transkryptow z réznych promotorow. Transkrypty te oznaczono, jako
p16INK4A i pl4(ARF). Pozytywnym regulatorem transkrypcji p 14(ARF) jest E2F1. To
pojedyncze locus reguluje dwa szlaki kontrolowane przez supresory transformacji nowo-
tworowej, biatko RB i p53. pl6INK4A oraz inni czlonkowie rodziny, tj. p15INK4B,
p18INKA4AC i p19INK4D sa negatywnymi regulatorami kompleksow cyklina D1-CDK
4/6. pl4(ARF) chroni p53 przed degradacja poprzez inaktywacja MDM2. Biatko p53
wlacza transkrypcje genow w tym genu CDKNIA, ktérego produkt biatkowy
p21(CIPYWAF1) taczy sig i inaktywuje kompleksy cyklina D1-CDK4/6 oraz cyklina E-
CDK2. Dodatkowo inni cztonkowie rodziny CIP/KIP, tj. p27KIP1 o p57KIP2 hamuja
kompleksy cyklina E-CDK2 prowadzac tym samym do zahamowania cyklu komorko-
wego

Fig. 4. Cell cycle control at the G1 to S transition. The G1/S cell cycle checkpoint con-
trols the passage of eukaryotic cells from the first gap phase (G1) into the DNA synthesis
phase (S). Protein RB together with the p53 tumor suppressor plays a central role in
controlling this checkpoint. When cyclin D/CDK4 or cyclin E/CDK2 phosphorylates RB,
E2F transcription factors are released from RB/E2F complexes. E2Fs activate a number
of target genes, the expression of which is required for cells to enter S phase, thereby
stimulating proliferation. Many stress signals exert checkpoint control by inducing
members of the INK4 or Kip/Cip families of cell cycle kinase inhibitors. CDKN2A
(INK4a/ARF) locus gives rise to 2 distinct transcripts from different promoters. The
transcripts have been designated pl6INK4A and pl4(ARF). The transcription of the
p1l4(ARF) is positively regulated by E2F1. This single genetic locus regulates both the
p53 and pRB tumor-suppressor pathways. p16INK4A and other members of INK4 family
p15INK4B, p1l8INK4C, and pl9INK4D are negative regulators of cyclin D/CDKA4.
pl4(ARF) prevents p53 degradation through inactivation of MDM2. p53 turns on the
transcription of genes such as CDKN1A coding for p21(CIP1/WAF1), which binds and
inactivates a series of cyclin/CDK complexes like cyclin D/CDK4, cyclin E/CDK2. In
addition other CIP/KIP family members p27KIP1 and p57KIP2 may inactivate cyclin
E/CDK2 complexes leading to cell cycle arrest

Aktywno$¢ biatka RB reguluja CKI, glownie pl6INK4A oraz
p21(CIP1/WAF1), ktore hamujac CDK umozliwiaja pozostanie RB w komplek-
sie z E2F1, co wiaze si¢ z represja transkrypcji genéw niezbgdnych do inicjacji
fazy S. Inaktywacja pl6INK4A na skutek homozygotycznych delecji locus
CDKN2, hipermetylacji promotora p16INK4A oraz mutacji tego genu jest ob-
serwowana w okolo 50% guzow pecherza moczowego [35, 132, 423]. Czgstym
zjawiskiem jest rowniez inaktywacja genu RB1 zwlaszcza w guzach inwazyj-
nych pecherza moczowego [431]. Zredukowany poziom biatka RB obserwuje
si¢ w 30-40% przypadkow i jest najczgsciej wynikiem LOH lub mutacji [241].
Ponadto inaktywacja RB zwiazana jest z progresja guzoéw powierzchownych do
inwazyjnych oraz koreluje ze zwigkszona agresywno$cia nowotworu [62]. Wy-
kazano réwniez amplifikacje oraz podwyzszony poziom E2F3 w raku pgcherza
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moczowego, ktory zwiazany byl z wyZzszym stopniem zlo§liwosci
i zaawansowania [104, 302]. Podsumowujac, obserwowany w guzach pgcherza
moczowego brak aktywnos$ci p16INK4A i/lub RB oraz podwyzszona ekspresja
cykliny D i czynnika E2F wskazuje, ze szlak RB/pl6INK4A odgrywa istotna
role¢ w supresji raka pecherza moczowego.

B. Szlak zalezny od biatka p53

Na szczegolna uwagg zastiguje jeden z najwazniejszych supresoréw trans-
formacji nowotworowej, zwany straznikiem genomu — gen TP53. Domeny funk-
cjonalne oraz diagram wstazkowy biatka p53 wraz z rozkladem mutacji w genie
TP53 w raku pecherza moczowego przedstawia rycina 5. Biatko p53 jest nie-
zwykle efektywnym inhibitorem wzrostu komorki prowadzacym do zatrzymania
cyklu komorkowego i/lub apoptozy w zaleznosci od rodzaju komoérki i czynni-
kow $rodowiskowych (ryc. 3) [409]. Regulacja aktywnosci p53 jest istotna za-
rowno w przypadku prawidlowych podziatéw komoérkowych, kiedy aktywnos¢
p53 musi by¢ wyciszona a poziom biatka niski, jak i w supresji transformaciji
nowotworowej wymagajacej zaleznej od p53 odpowiedzi komorki na sygnaly
zwiazane z procesem nowotworzenia. Utrata funkcji supresorowej biatka p53
jest zjawiskiem powszechnie obserwowanym w chorobach nowotworowych
i jest ona najczg$ciej wynikiem mutacji w genie TP53, jak rowniez efektem od-
dzialywania z biatkami komérkowymi lub wirusowymi.

Istnieje wiele mechanizméw regulujacych biatko p53 wiaczajac w to regula-
cje ekspresji genu TP53 oraz regulacje translacji, jakkolwick wydaje sig, ze na j-
wazniejszymi jest kontrola stabilnosci i lokalizacji biatka p53 oraz modulacja
jego aktywno$ci umozliwiajaca pelienie przez p53 funkcji czynnika transkryp-
cyjnego [106]. Aktywacja szlaku p53 jest odpowiedzia komorki na rézne rodzaje
stresu w tym stres genotoksyczny zwiazany z uszkodzeniem DNA migdzy in-
nymi przez promieniowanie UV, X ,y, czynniki kancerogenne i reaktywne formy
tlenu, jak rowniez hipoksje, tlenek azotu, nadmiar czynnikow wzrostu, aktywa-
cje onkogendw oraz obnizenie stezenia trifosforanow rybonukleozydow iniedo-
bor glukozy (ryc. 6) [124, 183]. W odpowiedzi na sygnaly generowane przez
czynniki stresu biatko p5S3 poddane jest wielu modyfikacjom potranslacyjnym,
takim jak fosforylacja, acetylacja, metylacja lub ktore prowadza migdzy innymi
do stabilizacji i akumulacji aktywnego biatka p53 w jadrze komoérkowym [6].
Aktywacja wymienionych procesow zalezy od rodzaju stresu i tak niedobor
glukozy wiaze si¢ z aktywacja kinazy zaleznej od AMP, ktora poprzez fosfory-
lacje biatka p53 prowadzi do zahamowania cyklu komoérkowego [187]. Promie-
niec gamma aktywuja kinaz¢ ATM oraz CHK-2, podczas gdy promienie UV
aktywuja kinazy ATR, CHK-1 oraz kinazg kazemowga typu 2 (CK2), ktére na-
stepnie fosforyluja okreslone reszty aminokwasowe biatka p53 [6]. Fosforylacja
N- i C-konca biatka p53 wzmacnia zdolno$¢ przylaczenia si¢ pS3 do specyficz-
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nych sekwencji DNA, niezb¢dna do regulacji ekspresji genow zaleznych od p53
[263].

Wzrost stabilno$ci biatka p53 w polaczeniu ze wzrostem aktywnosci tran-
skrypcyjnej zwiazany jest z oddziatywaniem p53 z takimi bialkami komoérko-
wymi jak: polimeraza poli ADP rybozy [415], produkt genu WT1 [247] oraz
biatko p300 [437]. Jednym z kluczowych regulatorow stabilnos¢ p53 jest biatko
MDM2, ktére w petli sprz¢zenia zwrotnego prowadzi do ubikwitynacji i degra-
dacji biatka p53 (ryc. 6) [188, 430]. Ten rodzaj autoregulacji zwrotnej stuzy do
zahamowania aktywnosci p53 wewnatrz komorki, jak rowniez do przerwania
odpowiedzi wewnatrzkomorkowej zaleznej od p53 w czasie, kiedy sygnat in-
dukcyjny jest wylaczony [116]. Alternatywnym mechanizmem stabilizacji biat-
ka p53 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA jest fosforylacja Ser-17 biatka
MDM2, katalizowana przez zalezng od DNA kinazg biatkowa, ktora uniemozli-
wia powstanie kompleksu p53/MDM2 [260].

Stres ,,onkogenny”, czyli aktywacja takich onkogenéow jak RAS, MYC, B-
katenina oraz inaktywacja supresorow transformacji nowotworowej (RB, APC)
jest jednym z najbardziej intrygujacych mechanizmoéw aktywacji p53 prowadza-
cym do $mierci komorki. Mutacje w onkogenach prowadza do aktywacji czyn-
nikéw transkrypcyjnych i ekspresji alternatywnego produktu locus CDKN2 ko-
dujacego bialkko p14(ARF), ktére hamuje degradacje p53 poprzez blokowanie
MDM2. Prowadzi to do wzrostu poziomu i aktywnosci p53 oraz chroni komorke
przed transformacja nowotworowa (ryc. 6) [244]. Aktywacja umozliwia wiaza-
nie si¢ biatka p53 w postaci tetrameru do specyficznych sekwencji DNA w ob-
szarze promotora okreslanych jako p53RE (p53 responsive element) prowadzac
do indukcji lub repres;ji ekspresji ponad 500 genow [120, 421]. Geny te biora
udziat w regulacji cyklu komorkowego w "punktach kontrolnych” G1 i G2, re-
gulacji apoptozy, naprawie DNA, angiogenezie, jak i w procesie starzenia si¢
komorki (ryc. 6) [93, 439]. Prawidlowe funkcjonowanie komorki jest efektem
koordynacji wiclu szlakow sygnatlowych i jakiekolwiek zaburzenie istniejacej
rownowagi indukuje odpowiedz regulowana przez biatko p53. Tym samym
koncowy wynik aktywacji biatka p53 zalezy w duzej mierze od wzajemnych
oddziatywan i sygnatow pochodzacych z roznych szlakow transdukceji sygnatu.

W dwunastu najczg$ciej spotykanych nowotworach mutacje somatyczne lub
utrata genu TP53 wystepuja u okolo 50% chorych [167, 224]. Do roku 2007
ukazato si¢ ponad 14 000 prac naukowych dotyczacych analizy mutacji w genie
TP53 w chorobach nowotworowych. Obecnie 23 544 mutacji somatycznych
oraz 376 germinalnych w TP53 zostato skatalogowanych w bazie International
Association of Cancer Registries (IARC), (www-p53.iarc.fr/). Mutacje w genie
TP53 naleza gléwnie do mutacji punktowych zmiany sensu, ktorym bardzo czg-
sto towarzyszy LOH [167]. 80% wszystkich mutacji genu TP53 zlokalizowa-
nych jest w regionie centralnym odpowiedzialnym za oddziatywanie biatka p53
z DNA (ryc. 5) [223].
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Ryc. 5. Domeny funkcjonalne biatka p53 wraz z rozkladem mutacji w genie TP53 w
raku pgcherza moczowego. A) Rycina przedstawia N-koncowa, domeng transaktywacyj-
na (zlozona z dwoéch poddomen) biatka p53 odpowiedzialng za aktywacje transkrypcji
gendw zaleznych od p53. Region prolinowy posredniczy w odpowiedzi biatka p53 na
uszkodzenie DNA indukujac apoptozg. Domena wigzaca si¢ z DNA jest domena cen-
tralna, w ktorej zlokalizowanych jest 80% wszstkich mutacji genu TP53 zidentyfikowa-
nych w ludzkich nowotworach. Pojedyncza mutacja w obrebie tej domeny moze prowa-
dzi¢ do powaznej zmiany konformacyjnej inaktywujacej funkcje biatka p53. Domena
oligomeryzacyjna jest niezbedna do powstania tetrameru p53. Koniec C-terminalny
zawiera negatywna domeng¢ regulatorowa, ktéra uniemozliwia laczenie sig¢ latentnej
formy biatka p53 do sekwencji DNA i musi zosta¢ kowalencyjnie zmodyfikowana w
celu konwersji p53 do formy aktywnej. Liczby w nawiasach odpowiadaja numerom reszt
aminokwasowych bialka p53. Miejsca, w ktorych najcze$ciej wystepuja mutacje w raku
pecherza moczowego to kodony, 175, 220, 248, 273, 280, 285. Spektrum mutacji jest
oparte na bazie danych IARC TP53 (wersja R11, pazdziernik 2006) [305]. B) Diagram
wstazkowy domen biatka p53. Rysunek wykonano z wykorzystaniem programu Cn3D
dostepnego na stronie www.ncbi.nlm.nih.gov, przedstawia on domene transaktywacyjna
(PDB code: 1YCR), domeng wiazaca si¢ z DNA (PDB code: 2FEJ) oraz domeng oligo-
meryzacyjna (PDB code: 1AIE) [416]. Zgodnie ze schematem kolorow Cn3D struktura
drugorzedowa jest oznaczona odpowiednim kolorem: helisa o — zielony, harmonijka p —
zloty, B-skret — niebieski. PDB — Protein Data Bank
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Fig. 5. Functional domains of the p53 protein together with the spectrum of the TP53
gene mutations in bladder cancer. A) The picture of p53 shows the N-terminal transacti-
vation domain (two subdomains), responsible for activating downstream target genes. A
proline-rich domain mediates p53 response to DNA damage through apoptosis. The
DNA-binding domain is a core domain, and it is the target of 80% of TP53 mutations
found in human cancers. A single mutation within this domain can cause a major con-
formational change and can inactivate the function of p53 protein. The oligomerization
domain is required for p53 monomers to form tetramers. The negative regulatory do-
main has been identified in the C-terminus. It inhibits binding of latent p53 to its target
sequence and must be covalently modify in order to convert p53 to its active state. The
numbers in parenthesis refer to the numbers of amino acids in the p53 protein. The most
common sites of the TP53 gene mutations in bladder cancer are codons 175, 220, 248,
273, 280, 285. The spectrum of TP53 mutations is based on IARC TP53 Database
(version R11, October 2006) [305]. B) Ribbon diagram of the p53 protein domains. The
illustration was designed using Cn3D from www.ncbi.nlm.nih.gov, and represents trans-
activation domain of the p53 protein (PDB code: 1YCR), DNA binding domain of p53
(PDB code: 2FEJ) and oligomerization domain (PDB code: 1AIE), respectively [416].
Secondary structure is indicated by the Cn3D coloration schema: a helix — green; S
sheet — gold; gturn — blue. PDB - Protein Data Bank
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Ryc. 6. Szlak p53. Rozne rodzaje stresu aktywuja szlak p53. Podstawowa regulacja
szlaku jest osiagnigta poprzez zmiang st¢zenia i aktywnos$ci biatka p53 i MDM2 oraz
poprzez modyfikacje, degradacje i oddzalywania biatko —biatko (p14(ARF) hamuje
aktywno$¢ MDM2). Biatko p53 funkcjonuje, jako czynnik transkrypcyjny i inicjuje
jeden z kilku mozliwych efektéw wlaczajac w to zahamowanie cyklu komorkowego,
przyspieszenie starzenia si¢ komorki, apoptozg, napraw¢ DNA oraz zahamowanie an-
giogenezy i przerzutowania. Rycina zawiera przy klady biatek peliacych funkcje media-
torow lub efektorow. Ostateczny efekt zalezy od oddzialywan i sygnaléw plynacych z
innych szlakéw transdukcji sygnatu. Petla p53/MDM 2/p14(ARF) wg Harris i Levine
[151].
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Fig. 6. The p53 pathway. Several types of stress signals activate the p53 pathway. The
core regulation of the pathway is accomplished by changing the concentrations and
activities of p53 and MDM2 by protein modifications, degradation or protein-protein
interactions (p14(ARF) inhibits MDM2 activity). p53 acts as a transcription factor and
initiates one of several possible outcomes including cell cycle arrest, senescence, apo p-
tosis, inhibition of angiogenesis and metastasis, DNA repair, and glycolysis regulation.
Examples of proteins that are encoded by mediator and effector genes are listed. Which
of these outcomes is employed often depends on interactions and inputs from other sig-
nal transduction pathways. p53/MDM2/p14(ARF) loop according to Harris and Levine.
[151]
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W raku pecherza moczowego najczgséciej obserwuje si¢ mutacje punktowe
typu G:C—A:T 33%, G:C—AT 19%, G:C—C:G 12%, G:C—T:A 11%, za$
kodonami najczgséciej ulegajacymi mutacjom sa kodony: 248, 280 i 285. Jak-
kolwiek mutacje w genie TP53 spotykane sa w powierzchownych guzach bro-
dawczakowatych (3%) to jednak sa one najczgsciej obserwowane w przypadku
nowotworéw inwazyjnych o wysokim stopniu zlosliwosci oraz rakach in situ
(CIS) (> 50%) [61, 153, 374]. Wysoka czegstos¢ mutacji TP53 w stadium T2-T4
w poréwnaniu z T1 sugeruje, ze mutacje te zwiazane sa z progresja choroby [60,
374]. Nie jest, wigc zaskoczeniem, ze utrata zaleznej od p53 ekspresji genu
CDKN1A kodujacego biatko p2 1(CIP1/WAF1) jest takze zwiazana z progresja
raka pecherza moczowego [377].

Wydluzenie sig czasu pottrwania biatka p53 z kilku minut do 6 godzin, czg-

stokro¢ w wyniku zmiany konformacji pod wplywem mutacji, umozliwia wy-
krycie stabilnego bialka przy zastosowaniu techniki immunohistochemicznej
uzywanej powszechnie, jako posredni wskaznik mutacji w genie TP53 [96].
Nalezy jednak pamigtac, ze nie wszystkie mutacje punktowe wywohija podwy z-
szenie poziomu biatka p53 jak réwniez nie sa one jedynym mechanizmem jego
stabilizacji. W raku pgcherza moczowego akumulacja biatka p53 obserwowana
jest w granicach od 20% do 63% [312, 279]. Duze rozbiezno$ci dotycza takze
korelacji pomigdzy akumulacja biatka p53 a stopniem zlo§liwosci i zaawanso-
wania tego nowotworu. Wigkszo$¢ badan wskazuje, ze immunoreaktywnos$é
biatka p53 zwiazana jest najczesciej z agresywnym stadium choroby nowotwo-
rowej. Roznice te wynikaja najprawdopodobniej z braku standaryzacji metody
oraz roznic w sposobach interpretacji obrazow immunohistochemicznych. Po-
nadto nalezy uwzgledni¢ fakt, ze negatywne wyniki analizy immunihistoche-
mic znej moga by¢ skutkiem skroconej formy biatka p53.
Pomimo trwajacych od wielu lat badan, rokownicze znaczenie analizy stanu p53
w raku pecherza moczowego jest zagadnieniem kontrowersyjnym. Transforma-
Cja nowotworowa jest procesem ziozonym i brak mutacji w genie TP53 i/lub
akumulacji biatka p53 w jadrze komorkowym nie wyklucza istnienia defektow
w innych skladnikach (mediatorach, efektorach) szlaku p53. Ponadto zatozenie,
ze jeden marker molekularny wystarczy do prawidtowej oceny klinicznej jest
zalozeniem bardzo uproszczonym. Tym samym obok analiz defektow geno-
wych, w tym mutacji w onkogenach i supresorach transformacji nowotworowej,
bardziej ogdlne markery zmian genomowych, takie jak utrata heterozygotyczno-
$ci, niestabilnos¢ mikrosatelitarna oraz metylacja DNA moga okaza¢ si¢ bardzo
uzytecznymi w badaniach zmierzajacych do opracowania efektywnych metod
diagnostycznych i prognostycznych raka pecherza moczowego.
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1.5. MikroSrodowisko guza pecherza moczowego

Mikrosrodowisko nowotworu odgrywa aktywna i zlozona role wpltywajac na
ksztalt i metaboliczne funkcje komoérek oraz przyczynia si¢ do pobudzenie lub
zahamowanie wzrostu guza nowotworowego. Proces inwazji nowotworowej jest
wynikiem zaburzen oddzialywan migdzykomorkowych oraz miedzy komorkami
a macierza pozakomorkowa (extracellular matrix — ECM). W oddziatywaniach
migdzykomorkowych istotng rolg odgrywa kadheryna E bgdaca transbtonowa
glikoproteina. Obnizona ekspresja CDH1 (gen kodujacy kadheryng E) zwiazana
jest z zaburzeniem systemu adhezji i prowadzi do powstania przerzutéw oraz
inwazji nowotworu [14]. Istnieje kilka mechanizméw inaktywacji CDH1, jed-
nym z nich jest obecnos¢ mutacji, ktorej czgsto towarzyszy delecja allelu praw i-
dtowego oraz hipermetylacja regionu 5’ genu CDH1 [380]. W raku pgcherza
moczowego mutacje CDH1 wystepuja rzadko i sa obserwowane tylko u okoto
3% chorych [384], podczas gdy hipermetylacja regionu 5’wystepuje u okoto
84% chorych [325]. Obnizony poziom kadheryny E koreluje w tym nowotworze
Z Wyzszym stopniem zaawansowania i zlo§liwosci oraz krotszym czasem prze-
zycia [30]. Ponadto, analiza cDNA z linii komérkowych raka pgcherza moczo-
wego wykazala, ze obnizenie ekspresji genu CDH1 jest szczegdlnie czgsto ob-
serwowany w komorkach charakteryzujacych si¢ zaburzeniami szlaku p53 /lub
RB/p16INKA4A [336].

W przeciwienstwie do kadheryny E, ktora hamuje inwazje, kadheryna N ak-
tywuje inwazje nowotworu. W badaniach Rieger i wsp. [328] ekspresja genu
CDH2 (gen kodujacy kadheryng N) w liniach komérkowych raka pecherza mo-
czowego niewykazujacych ekspresji CDH1 prowadzita do wzrostu inwazyjnos$ci
w warunkach in vitro, podczas gdy w komorkach z ekspresja CDH1 i CDH2
nwazyjno$¢ byla niska. Wyniki te wskazuja na istnienie wspoizawodnictwa
migdzy tymi biatkami, a efekt koncowy zalezy od ilo§ciowego stosunku i funk-
cjonalnego statusu obydwu biatek.

Transblonowa glikoproteina CD44 jest biatkiem adhezyjnym zaangazowa-
nym w oddzialywania komorka — komorka oraz komérka — macierz pozakomor-
kowa. Znanych jest przynajmniej 20 izoform tego bialka, bedacych wynikiem
alternatywnego skladania RNA [288]. Jakosciowe i ilosSciowe zmiany izoform
CD44 o znaczeniu prognostycznym wykazano takze w raku pecherza moczo-
wego [233, 373].

Urokinaza (UuPA) jest proteinaza serynowa odpowiedzialna za konwersje
plazminogenu do plazminy, ktéra prowadzi do inicjacji proteo litycznej kaskady
i degradacji ECM, blony podstawnej oraz innych barier strukturalnych podczas
migracji komorki [22]. Istotng role¢ w nabywaniu przez komoérke nwazyjno$ci
odgrywa réwniez receptor urokinazy (uPAR), tym samym oddziatywanie uPA -
uPAR ma duze znaczenie w procesach proliferacji, angiogenezy, remodelowaniu
tkanek i regulacji apoptozy [64]. W raku pgcherza moczowego poziom uPA w
tkance nowotworowej znacznie wzrasta i ma znaczenie prognostyczne [155].
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Podwyzszony poziom antygenu uPA w analizie wieloczynnikowej powierz-
chownych guzéw raka pgcherza moczowego zwiazany byt ze zwigkszona zdol-
noscia do inwazji i tworzenia przerzutow [154], zas przedoperacyjny poziom
uPA w osoczu chorych ze wskazaniem do radykalnej cystektomii byt niezale z-
nym czynnikiem rokowniczym zwiazanym z przerzutami do regionalnych we-
zlow chtonnych i krotszym czasem przezycia [354].

Szczegdna rolg w procesie inwazji nowotworow przypisuje si¢ metaloprote-
inazom macierzy (MMP), ktore sa enzymami proteolitycznymi degradujacymi
macierz pozakomorkowa [406]. W raku pecherza moczowego poziom MMP-2
i MMP-9 wzrasta wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania i zlo$liwosci, za$
ekspresja genu kodujacego MMP-2 jest znaczaco zwiazana ze skréconym cza-
sem przezycia [191, 406].

Progresja raka pecherza moczowego wiaze si¢ z angiogeneza i charakteryzu-
je si¢ zwigkszong ekspresja gendéw czynnikow pro-angiogennych, do ktérych
nalezy VEGF [297], PDGF [299] i bFGF [298] oraz utrata ekspresji gendw inhi-
bitorow angiogenezy, takich jak IFN-B [78] i trombospondyna-1 [140]. Pierw-
szym mediatorem powstawania nowych naczyn krwiono$nych w obrgbic guza
jest VEGF. Wysoki poziom VEGF w surowicy chorych na raka pgcherza mo-
czowego wykazuje zwigzek z wyzszym stopniem zaawansowania i ztosliwosci,
rakiem in situ, przerzutami oraz krotszym czasem przezycia chorego [17]. Obni-
zony poziom trombospondyny-1 wykazuje zwiazek ze zwigkszonym ryzykiem
wznowy, skréconym czasem przezycia i obecnoscia zmutowanego biatka p53
[24].

1.6. Zmiany epigenetyczne w raku pecherza moczowego

Zmiany epigenetyczne sa zdefiniowane, jako zmiany dziedziczne ekspres;ji
gendéw niebedace wynikiem zmian sekwencji DNA [427]. Mechanizmami epi-
genetycznymi odgrywajacymi kluczowa role w regulacji ekspresji genéw sa
metylacja DNA, modyfikacja chromatyny oraz degradacja homologicznego
RNA inicjowana przez krétkie dwuniciowe fragmenty RNA.

1.6.1. Hipermetylacja DNA

Hipermetylacja. DNA w komorkach wyzszych Eukaryota jest modyfikacja
DNA polegajaca na metylacji cytozyny do 5 metylocytozyny w reakcji katalizowa-
nej przez metylotransferazg DNA (DNMT). U ssakow proces ten jest katalizowany
glownie przez trzy metylotransferazy DNMT1, DNMT3a i DNMT3b. Metylotrans-
feraza DNMT1 wykazuje duze powinowactwo do hemimetylowanego DNA i jest
zwiazanma z utrzymaniem profilu metylacji w trakcie replikacji DNA, zas DNMT3a
i DNMT3Db sa odpowiedzialne za metylacje de novo w czasie embriogenezy [304,
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316]. Grupa metylowa pochodzi z S-adenozylometioniny (SAM), ktora ulega korn-
wersji do S-adenozylohomocysteiny (SAH) (ryc. 7). Metylacji ulega cytozyna
dwunukleotydu CpG. W komoérkach prawidtowych 70-90% sekwencji CpG jest
zmetylowanych co stanowi 0,75-1% wszystkich par zasad genomu ludzkiego [91].
Wigkszos¢ (98%) sekwencji CpG genomu powtarza sig, co 80 nukleotydow z wy-
jatkiem wysp CpG. Wyspy CpG sa regionami, gdzie czgstos¢ wystgpowania se-
kwencji CpG wzrasta okoto pigciokrotnie w poréwnaniu z innymi miejscami geno-
mu. Wyspy CpG o dlugosci od 0,5 do 2 kpz stanowia 1-2% genomu i wystepuja
przede wszystkim w regionach 5° 60% genow [123]. Proces metylacji odgrywa
istotna rolg¢ w embriogenezie ssakow [226], zwiazany jest takze z inaktywacja jednej
kopii chromosomu X u samic ssakéw, pigtnowaniem genow zwanym "imprintin-
giem” oraz represja tkankowo specyficznych genow [28, 181]. Powszechnie uwaza
sig, ze metylacja de novo wysp CpG w sekwencji promotora okreslonych genéw
jest stalg 1 charakterystyczna zmiana zwiazana z procesem nowotworzenia. Trwaja
badania majace na celu analize¢ zmian profilu metylacji w przypadku otylosci, cu-
krzycy, chordb serca oraz schizofrenii. Metylacja DNA odgrywa istotna rol¢ w na-
prawie DNA, niestabilno$ci genomowej oraz regulacji struktury chromatyny. Kon-
sekwencja metylacji sekwencji CpG jest wyciszenie ekspresji genow [322]. Hiper-
metylacja supresoréw transformacji nowotworowej zwiazana jest z brakiem tran
skrypcji genu oraz brakiem mutacji w sekwencji kodujacej genu. Tym samym mety-
lacja sekwencji 5 niektorych genéow wywoluje taki sam efekt jak mutacja czy dele-
cja, co sugeruje, ze hipermetylacja, powinna by¢ uwzgledniona, jako jeden z dwéch
etapow naktywacji supresoréw transformacji nowotworowej w modelu dwoch
uderzen Knudsona [185].

Hipermetylacja DNA jest najlepiej poznana i opisana w literaturze zmiana
epigenetyczna obserwowana w raku pecherza moczowego. Metylacja sekwenciji
5’ obserwowana jest glownie w przypadku supresorow transformacji nowotworo-
wej oraz genow zwiazanych z naprawa DNA, regulacja cyklu komoérkowego,
transdukcja sygnatu, apoptoza, inwazja komérek nowotworowych i/lub przerzu-
tami (tab. 4). Szczegdlnie czgsto obserwoware jest epigenetyczne wyciszenie
genow zlokalizowanych w chromosomie 9, takich jak CDKN2A, DBC1 i DAPK.
Zauwazalne tez sa, co zostalo przedstawione w tabeli 4, duze rozbieznosci w wy-
nikach, ktore sa najprawdopodobniej efektem czulo$ci stosowanych metod, jak i
w niektorych przypadkach zbyt mala liczebno$cia badanej grupy chorych. Mety-
lacja obserwowana jest zarowno w materiale pobranym z tkanki guza jak iw
komoérkach z osadu moczu. Nakagawa i wsp. [284] zaobserwowali korelacje
pomigdzy metylacja DNA, a zwigkszonym poziomem biatka DNMT1 w raku
pecherza moczowego. Jakkolwiek hipermetylacja DNA nie musi by¢ wynikiem
nadekspresji DNMT [90].

Duzym zainteresowanie wzbudza analiza komoérek z osadu moczu, ktora
moglaby by¢ wykorzystana w nieinwazyjnej diagnostyce raka pecherza moczo-
wego. Chan i wsp. [45] wykorzystujac zestaw 7 genéw (RARB, DAPK, CDH1,
p16INK4A, p15INK4B, GSTP1, MGMT) i osady moczu stwierdzili obecnos¢
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metylacji co najmniej jednego z nich w okoto 90% przypadkow raka pecherza
moczowego, za$ zestaw 3 genow (DAPK, BCL2, TERT) uzyty w pracy Friedrich
i wsp. [118] charakteryzowat si¢ 78% czutoscia i 100% specyficzno$cia. Znacz-
nic nizsza czulos¢ (68%) 1 specyficznosé (60%) zaobserwowal Yates i wsp.
[435] w badaniach nad metylacja komoérek osadu moczu z wykorzystaniem
trzech genow (RASSF1A, CDH1, APC) i grupy kontrolnej ze $rednia wicku
>70.

Dieta

DNA-CpG-DNA

Adenozylotransferaza AT P

L-Metioninowa
SAM ‘7Z Metionina
H, folian

3P B
Metylotransferaza 12 Syntaza
DNA metioninowa
Hydrolaza SAH N°-Metylo-H, folian
AH ﬁ Homocysteina
v Adenozyna
T
DNA-CpG-DNA

Metylacja DNA

\

Wyciszenie ekspresji genow

Ryc. 7. Ogolny zarys metylacji cytozyny i wyciszania ekspresji genow. Metionina i S-
adenozylometionina (SAM) sa istotne ze wzgledu na syntezg bialek, poliamid i reakcji
metylacji. N5-metylo-H4 folia odgrywa wazna role w metylacji homocysteiny do metio-
niny. Metionina kondensuje z ATP, tworzac S-adenenozylometioning (SAM), ktoéra
dostarcza grupg metylowa (-CH3) do metylacji DNA i ulega przeksztalceniu do S-
adenozylohomocysteiny (SAH). Zalezna od SAM metylacja wysp CpG DNA odgrywa
istotna role w regulacji ekspresji genow
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Fig. 7. An overview of the cytosine methylation and gene silencing. Methionine and S-
adenosylmethionine are crucial for protein, polyamine synthesis and methylation reac-
tions. 5-methyltetrahydrofolate donates a methyl group to homocysteine to produce
mathionine. Methionine reacts with ATP to form S-adenosylmethionine (SAM), which
donates methyl (-CH3) group to DNA and is converted to S-adenosylhomocysteine
(SAH). SAM-dependent methylation of DNA CpG islands is an important event for the
regulation of gene expression

W przypadku analizy tkanki guza dobor wiasciwego zestawu gendw pozwa-
la na uzyskanie wysokiej 100% czulo$ci testu [86]. Istniejace réznice dotyczace
czutosci i1 specyficznos$ci metody wskazuja na potrzebe przeprowadzenia dodat-
kowych badan, ktére umozliwilyby identyfikacje optymalnego zestawu genow
do analizy metylacji w raku pgcherza moczowego.
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Tabela 4. Geny ulegajace hipermetylacji w raku pecherza moczowego
Table 4. Genes hypermethylated in bladder cancer

. Geny ulegajace Liczba Pozytywnych
Szlak lub funkcja hipermetylacji pacjentow % Pis miennictwo
E?;S:Vcat}ilon Hypermethylated No. of Positive References
genes Patients %
MGMT 93 10 [43]
55 17 [383]
98 2 [257]
98 5 [45]
Naprawa DNA 9% 375 [434]
DNA repair
MLH1 55 13 [383]
81* 29,6 [117]
24** 58,3 [117]
PIGINKAA 102 9 [43]
98 7 [257]
98 26,5 [45]
27 18 [80]
45 7 [86]
81* 21 [117]
24** 4 [117]
70 21 [284]
86 26 [401]
45 17,8 [193]
Regulacja cyklu
komérkowego
DBC1 69 52 [145]
Cell-cycle [46]
regulation
p15INK4B 98 13,3 [45]
pl4(ARF) 93 8 [43]
45 35 [86]
27 56 [80]
45 31,1 [193]
HIC-1 96 21,9 [434]
CCND2 96 21,9 [434]
Transdukcja RASSF1A 106 54 [43]
sygnatu 98 35 [257]
45 51 [86]
Signal transduction 81* 51,8 [117]
24%* 95,8 [117]
40 475 [44]
52 54,2 [434]
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. Geny ulegajace Liczba Pozytywnych
Szlak lub funkeja hipermetylacji pacjentow % Pis miennictwo
E?;Snwc?[?on Hypermethylated No. of Positive References
genes Patients %
APC 98 35 [257]
45 69 [86]
9 31 [434]
EDNRB 92 66,7 [434]
IGFBP3 96 42,7 [434]
Apoptoza DAPK 98 58 [45]
55 29 [383]
Apoptosis 106 8 [43]
98 4 [257]
81* 246 [117]
24%* 20,8 [117]
70 21 [284],
21 21,9 [434]
BCL2 926 44,8 [434]
TNFRSF25 9 75 [434]
Odpowiedz hormo- RARB 94 24 [43]
nalna 98 15 [257]
Hormone response 98 87,8 [45]
Inwazja komorek TIMP3 15 93 [169]
i/lub przerzuty 96 22,9 [434]
Cell invasion and CDH1 101 60 [43]
/or metastasis 98 36 [257]
98 63 [45]
51 84 [325]
81* 8,6 [117]
24% 83 [117]
96 40,6 [434]
CDH4 96 14,6 [434]
M etabolizm kance- GSTP1 82 0 [43]
rogendw 98 11 [257]
Carcinogen meta- 98 51 [45]
bolism
Tnne WWOX 27 29 [175]
FHIT 27 11 [175]
Other hTERT 96 20,8 [434]

*pTa; **pT1
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1.6.2. Hipometylacja DNA a proces nowotworzenia

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ calkowita hipometylacja DNA
genomowego[ 130], przy jednoczesnej metylacji sekwencji CpG w regionach 5’
wielu supresorow transformacji nowotworowej [216]. Stopien hipometylacji jest
zmienny i zalezy od typu nowotworu. W raku piersi obnizenie poziomu metyla-
cji w tkance nowotworowej w stosunku do prawidlowej wynosi 56% podczas
gdy tylko niewielkie zmiany obserwowane sa w przypadku przewleklej biataczki
szpikowej 1 ostrej bialaczki szpikowej [99]. Rola hipometylacji w procesie no-
wotworzenia nie jest do konca poznana. Z obserwacji wynika, ze demetylacja 5-
metylocytozyny (m°C) wystepuje najczesciej poza regionem promotorowym
oraz w regionach o niskiej czgstosci wystegpowania wysp CpG [330]. Ponadto
obnizony poziom m’C moze by$ wynikiem dziatania czynnikéw kancerogen-
nych bedacych inhibitorami metylotransferazy DNA [425], jak réwniez diety
ubogiej w foliany [424]. Rola hipometylacji DNA w procesie nowotworzenia
polega migdzy innymi na aktywacji genéw promujacych wzrost komoérek nowo-
tworowych oraz indukcji niestabilnosci chromosomowej [50]. Hipometylacji
bardzo czgsto ulegaja powtarzajace si¢ z wysoka czgstoscia i umiejscowione w
heterochromatynie sekwencje satelitarne, co moze prowadzi¢ do zmiany strukt u-
ry chromatyny i niestabilno$ci genomu [289]. Szczegodlnie wrazliwe na hipome-
tylacje sa sekwencje DNA przylegajace do centromeroéw chromosomu 1, 16 oraz
9 predysponujace komoérki zarowno do struktura Inych jak i liczbowych aberraciji
chromosomowych [319]. Wynikiem hipometylacji moze by¢ réwniez aktywacja
sekwencji nukleotydowych powtarzajacych si¢ z umiarkowana czgsto$cia np.
retrotranspozonow oraz sekwencji obecnych w jednej lub bardzo niewielu ko-
piach [221].

Mechanizm odpowiedzialny za globalng hipometylacj¢ w nowotworach
wciaz pozostaje nieznany. Wydaje si¢ jednak, ze ma on zwiazek z aktywnoscia
zaleznej od ATP helikazy z rodziny SNF2 bedacej katalityczna podjednostka
kompleksu SWI/SNF odpowiedzialnego za przeksztalcenia chromatyny. Ko-
morki z mutacja w genie ATRX, kodujacym helikaze SNF2, wykazywaly hipo-
metylacje wskazujac tym samym na istotng rolg SNF2 w utrzymaniu prawidto-
wego profilu metylacji [126]. Drugim biatkiem, ktére nalezy do rodziny SNF2
i odgrywa istotna role w procesie metylacji jest biatko Lsh (lymphoid specific
helicase). Catkowity brak tego biatka w przypadku mysich embrionalnych fi-
broblastéw pobranych od myszy LSD " prowadzit do powaznych zaburzen pro-
cesow metylacji oraz niestabilno$ci chromosomowej [103].

W raku pecherza moczowego hipometylacja jest zjawiskiem znanym [349].
Neuhausen i wsp. [293] zaobserwowali hipometylacj¢ transpozonéw LINE-1 u
90% chorych na raka pecherza moczowego, ktora korelowala z krotszym czasem
przezycia, natomiast Kimura i wsp. [197] na podstawie wynikow swoich badan
zasugerowali zwigzek pomigdzy LOH chromosomu 9, a hipometylacja genomu.
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Po raz pierwszy genowo specyficzna hipometylacje zauwazono w przypadku
protoonkogenu MY C [73], za$ ostatnio hipometylacja promotora czynnika tran-
skrypcyjnego EGR1 (early growth response 1) korelowala nie tylko z podwyz-
szonym poziomem mRNA EGRI1, ale rowniez z ekspresja mRNA, zaleznej od
EGRI, heparynazy aktywnie zaangazowanej w proces inwazji i tworzenia prze-
rzutéw w raku pecherza moczowego [303]. Na dalsza weryfikacje czekaja row-
niez badania, w ktorych wykazano mozliwos¢ zastosowania hipometylacja

DNA, jako markera podatno$ci na zachorowanie na raka pgcherza moczowego
[278].

1.6.3. Modyfikacja struktury i funkcji bialek chromatyny

Istnieja dowody na to, Ze metylacja DNA oraz kompleksy modelujace chro-
matyn¢ dzialaja wspdhie, czego przykladem jest DNMT3a, enzym, ktory nie
tylko bierze udziat w metylacji DNA de novo, ale rowniez jest czg$cia komplek-
su zaangazowanego w modyfikacje histonow, szczegblnie deacetylacje i metyla-
cic [68].

Podstawowa jednostka strukturalna chromatyny jest nukleosom bedacy
oktamerem histonow rdzeniowych H2A, H2B, H3 i H4, otoczony fragmentem
DNA o dlugosci 140-160 pz [208]. Histony to mate zasadowe biatka o globular-
nej domenie centralnej i wolnym koncu aminowym, polaczone z DNA wiaza-
niami niekowalencyjnymi glownie pomigdzy dodatnio naladowanymi amino-
kwasami a resztami kwasu fosforowego w DNA. Modyfikacje struktury histo-
now, glownie konca aminowego zwiazane z acetylacja, fosforylacja i metylacja,
jak rowniez zalezna od ATP przebudowa nukleosoméw odgrywaja istotng role
w procesie regulacji transkrypcji. Modyfikacje potranslacyjne histonéw tworza
swoisty ,.kod histonowy”, ktory rozszerza potencjal informacyjny zapisany w
kodzie genetycznym [182]. W okresie aktywnosci transkrypcyjnej chromatyny,
reszty lizyny ulegaja acetylacji za posrednictwem reakceji katalizowanych przez
acetylotransferazy (HAT) w obecnosci acetylo-CoA — donora grupy acetylowej.
Enzymy te podzielono na trzy grupy: GNAT (GCN5-related-N-acetyltra-
nsferases), MYST (MOZ,YBF2/SAS3, SAS2 i TIP60) i p300/CBP [332]. Acety-
lacji najczesciej ulegaja lizyna w poz. 9, 14, 18 i 23 histonow H3 i H4 [389].
Dziatanie HAT ostabia powinowactwo histonow do DNA, rozluznia chromatyng
i czyni ja bardziej dostgpna dla czynnikéw transkrypcyjnych [404]. Oprocz hi-
stonow, HAT moga rowniez acetylowac niektore czynniki transkrypcyjne, np.
E2F1 ip53, co zwigksza ich zdolno$¢ taczenia si¢ z DNA i regulacje ekspresji
genéw [332].

Deacetylacja jest procesem, ktéry zmniejsza dostepnos¢ DNA poprzez
przywrocenie dodatniego ladunku N-koncowym obszarom histonéw [71]. Wy-
nikiem zmiany struktury chromatyny, ktora przeksztalca si¢ w nieaktywna tran-
skrypcyjnie heterochromatyng jest wyciszenie ekspresji gendéw (ryc. 8) [33,
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173]. Reakcje zwiazang z represja transkrypcji katalizuja deacetylazy histonowe
(HDAC). Wyodrgbniono trzy klasy HDAC, tj. klase 1 (HDACI1, HDAC2,
HDAC3 i HDACS), klasg 11 (HDAC4, HDAVS, HDAC6 i HDAC7) oraz klasg
III skiadajaca sie z enzymoéw zaleznych od NAD”, ktérych przykladem jest de-
acetylaza Sir2 (sirtuin) [135]. Represja ekspresji genow jest zwiazana migdzy
innymi z przylaczeniem si¢ do DNA, biakk takich jak MeCP2, zawierajacych
domeng wiazaca si¢ z metylowana sekwencja CpG [287]. Bialkka te zawieraja
takze domeng represji transkrypcji (transcription repression domain — TRD),
ktora tworzy kompleks z wieloma korepresorami np. mSin3A oraz deacetylaza-
mi histonowymi np. HDACI1 oraz HDAC2 [186]. Deacetylazy usuwaja grupg
acetylowa z grupy e-aminowej lizyny histonéw H3 i H4 [19]. Przypuszcza sig,
7ze oddzialywanie pozytywnie naladowanych reszt lizyny z czasteczka DNA
ogranicza ruchliwo$¢ nukleosomow czyniac tym samym sekwencje regulator o-
we promotora niedostgpnymi dla czynnikow transkrypeyjnych [398]. Podobnie
jak w przypadku HAT substratami HDAC moga by¢ czynniki transkrypcyjne,
takie jak p53, E2F1, TFIIE, GATAL [135].

Innym mechanizmem, ktéry reguluje dostep do czasteczki DNA jest metyla-
cja N-terminalnej lizyny histonow H3 i H4 katalizowana jest przez metylotrans-
feraze histonowa [213]. Generalnie metylacja lizyny 9 histonu H3 (H3K9),
H3K27 i H4K20 zwiazana jest z wyciszeniem ekspresji genéw, podczas gdy
metylacja H3K4, H3K36 lub H3K79 z aktywna transkrypcja genow [366]. Przy-
laczenie sig, bioracego udziat w przebudowie chromatyny kompleksu CHD1 do
metylowanego epitopu H3K4 wskazuje, ze metylacja histonow moze by¢ odpo-
wiedzialna za rekrutacje komplekséw bioracych udzial w ATP-zaleznej przebu-
dowie chromatyny [365]. Ponadto metylacja H3K9 zwigksza powinowactwo
heterochromatyny do czynnika HP1(heterochromatin protein 1) [214], ktory
pehi funkcje lacznika pomigdzy biatkami jadrowymi a chromosomem biorac
tym samym udziat w regulacji ekspresji gendéw [413].

Zaburzenia w aktywno$ciach zarowno HAT jak i HDAC sa zjawiskiem po-
wszechnie obserwowanym w chorobach nowotworowych [248]. Aktywnos¢
HAT zwiazana jest z przede wszystkim z supresja nowotworu, za$ aktywnos$¢
HDAC z transformacja nowotworowa. W komoérkach nowotworowych geny
kodujace enzymy HAT ulegaja translokacjom, amplifikacjom, nadekspresji i/lub
mutacjom. Analiza funkcji HAT i HDAC w procesie nowotworzenia opiera sig
gtownie na stosowaniu odpowiednich inhibitoréw 1 analizie profilu ekspresji
genoéw. Badania Richon i wsp. [326] z wykorzystaniem ludzkiej linii komork o-
wej raka pecherza moczowego (T24) wykazaly 9-krotny wzrost poziomu eks-
presji MRNA p21(CIP1/WAF1) po inkubacji komoérek z inhibitorem HDAC.
Jednocze$nie zaobserwowano wzrost acetylacji histonow H3 i H4 i tym samym
wykazano, ze acetylacja histonow moze by¢ genowo specyficzna. Analizy prze-
prowadzone na wigksza skale z wykorzystaniem mikromacierzy Affymetrix
6800, linii komorkowej T24 oraz inhibitorow HDAC pokazaly, ze 8-10% anali-
zowanych gendéw jest regulowana przez inhibitory HDAC [128]. Istota tych
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badan polega nie tylko na identyfikacji zestawu genoéw, ktorych ekspresja regu-
lowana jest przez inhibitory HDAC, ale réwnieZz na wyznaczeniu nowych celow
terapii przeciwnowotworowej.

WECPS

(HDAC

—_
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Chromatyna nieaktywna

Chromatyna aktywna Inactive chromatin

Active chromatin

Transkrypcja Transkrypcja
| Transcription —> Transcription
o

Ryc. 8. Model regulacji transkrypcji poprzez metylacj¢ cytozyny i acetylacjg histondw.
Hipermetylacja promotorowych wysp CpG katalizowana przez metylotransferazg¢ DNA
(DNMT) i hipoacetylacja katalizowana przez deacetylazg histonowa (HDA C) zwiazane
sa z represja transkrypcji. Biatko MeCP2 tworzy kompleks z korepresorem mSin3
i HDA C. Reakcje odwrotne katalizowane sa odpowiednio przez acetylotransferazg hi-
stonowa (HAT) i demetylazg¢ DNA (dMTase)

Fig. 8. Model for the role of cytosine methylation and histone acetylation in transcrip-
tional regulation. Promoter CpG island hypermethylation catalyzed by DNA methyl-
transferase (DNMT) and histone hypoacetylation by histone deacetylase (HDAC) are
associated with transcriptional repression. The methyl CpG-binding protein MeCP2
recruits mSin3/HDAC complex. The reverse reactions are catalyzed by histone acetyl-
transferase (HAT) and DNA demethylase (dMTase), respectively

1.6.4. Zaleine od RNA wyciszanie ekspresji genow

Interferencja RNA jest procesem zwiazanym z potranskrypcyjnym wycisze-
niem gendw i laczy si¢ z obecnos$cia krotkich fragmentow RNA (siRNA) indu-
kujacych degradacje homologicznego RNA [393]. Degradacji moze ulega¢ mR-
NA lub egzogenny RNA np. wirusowy, dlatego tez uwaza sig, ze ten rodzaj wy-
ciszania genow u kregowcow jest istotnym elementem naturalnej odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko retrowirusom oraz transpozonom
[249]. Ponadto, wyniki ostatnich badan nad mechanizmami wyciszania ekspresji
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genéw umozliwiajq polaczenie siRNA z dwoma innymi szlakami zaangazowa-
nymi w bezposrednia kontrole profilu ekspresji ludzkiego genomu, tj. szlakiem
DNMT oraz HDAC. Powstawanie siRNA jest wynikiem wie loetapowego proce-
su, w ktorym bierze udziat zalezna od ATP rybonukleaza Dicer, nalezaca do
RNaz Ill-typu. W wyniku reakcji hydrolizy prekursora siRNA, dwuniciowej
czasteczki RNA (dsRNA), katalizowanej przez Dicer powstaja krotkie siRNA o
dhugosci 21-25 pz zakonczone dwoma wolnymi nukleotydami na koncu 3’
[296]. siRNA ulega rozw inigciu pod wplywem dziatania helikazy RNA i wcho-
dzi w sklad aktywnego kompleksu RISC (RNA-induced silencing complex),
ktory hybrydyzuje z komplementarna czasteczka mRNA prowadzac do jej de-
gradacji [146].

Innym typem niekodujacego RNA, ktory bierze udziat w wyciszaniu ekspre-
sji genéw jest mikro RNA (miRNA). Dojrzewanie miRNA w komorce podobnie
jak w przypadku siRNA wiaze si¢ z aktywnoscia rybonukleazy Dicer, aczkol-
wick sam mechanizm dziatania i funkcja miRNA sa odmienne. miRNA reguluje
ekspresje endogennych gendéw glownie na poziomie translacji poprzez przyta-
czenie si¢ mIRNA do nieulegajacego translacji regionu 3° mRNA (3° UTR)
i zahamowaniu biosyntezy biatka [343]. W bazie danych sekwencji miRNA
(http//microrna.sanger.ac.uk, wersja 13) zarejestrowano ponad 9000 (w tym 706
ludzkich) miRNA [138]. Sekwencje kodujace miRNA sa zlokalizowane przede
wszystkim w intronach genéw kodujacych biatka jak réwniez w intronach i rza-
dziej w eksonach niekodujacych jednostek transkrypcyjnych [329]. miRNA
biora udzial w rozwoju i réznicowaniu komorek oraz wykazuja specyficznosé
zaréwno tkankowa, jak i komérkowa. Wptyw miRNA na profil ekspresji genow
nie pozostaje bez zwiazku z procesem transformacji nowotworowej. miRNA
moga funkcjonowaé, jako onkogeny (miR-155, miR-21) lub jako supresory
transformacji nowotworowej (miR-15a i miR-16-1) [57, 177]. Zmiany gene-
tyczne, ktore maja wplyw na funkcjge miRNA sa takie same jak w przypadku
genéw kodujacych biatka isa to amplifikacje, delecje lub mutacje. Zréznicowa-
ny poziom ekspresji miRNA za odnotowano w przypadku wielu chorob nowo-
tworowych w tym w raku pecherza moczowego [230]. Lin i wsp. [230] zaob-
serwowali okoto 14-krotny spadek ekspresji mMIRNA-143 w guzach pgcherza
moczowego w porownaniu do tkanki bez zmian nowotworowych. Ponadto,
transfekcja miIRNA-143 do linii komérkowych EJ i T24 znaczaco zahamowata
proliferacje komorek oraz obnizyla ekspresje genu RAS, co wskazuje na poten-
cjalna funkcje supresorowa miRNA-143 w guzach pecherza moczowego [230].
Obnizona ekspresje zaobserwowano takze w przypadku miR-145, za$ ekspresja
miR-21 byla istotnie podwyzszona w analizie profilu ekspresji 290 miRNA w
106 guzach pegcherza moczowego [87]. Badania te pozwolily takze na wytypo-
wanie MIRNA (miR-129, mir-133b i miR-518) wykazujacych zwiazek z progre-
sja raka pecherza moczowego. Tym samym pierwsze wyniki analiz ekspresji
miRNA zachecaja do dalszych badan i wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania
mIiRNA, jako nowego markera nowotworowego raka pecherza moczowego.
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1.7. Markery nowotworowe w diagnostyce i prognostyce raka
pecherza moczowego

Badania dotyczace zmian genetycznych i epigenetycznych maja na celu
opracowanie klasyfikacji molekularnej, ktora w przysztosci bylaby uzupeinie-
niem klasyfikacji anatomopatologicznej. W chwili obecnej analiza cytologiczna,
uzupehiona cystoskopia jest gldownym narzedziem diagnostycznym raka pgche-
rza moczowego, za$ stopien zaawansowania i zto§liwosci sa najbardziej wiary-
godnymi wskaznikami prognostycznymi. Nie sa to narzedzia doskonale, albo-
wiem cystoskopia moze nie wykry¢ matych zmian powierzchownych, za$ anali-
za cytologiczna moczu pomimo duzej specyficznosci (95-100%) charakteryzuje
si¢ niska czutoscig (30-60%) zwlaszcza w przypadku nowotworéw o niskim
stopniu zaawansowania. Wysoka czgsto$¢ nawrotow w przypadku now otworow
powierzchownych oraz krotki czas przezycia w przypadku progresji do raka
inwazyjnego wymagaja wyznaczenia markerow pozwalajacych nie tylko na
dokladna 1 nieinwazyjna diagnostyke guzow pierwotnych, ale 1 na monitorowa-
nie chorych. Obecnie dostgpnych jest wiele testow komercyjnych umozliwiaja-
cych analiz¢ markerow migdzy innymi w surowicy i moczu. Amerykanska Ad-
ministracja ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration — FDA) do
monitorowania pacjentéw z nieinwazyjnym rakiem pgcherza moczowego zaak-
ceptowala test umozliwiajacy oceng obecnosci pecherzowego antygenu nowO-
tworowego w moczu (bladder tumor antigen — BTA), jak rowniez test wykry-
wajacy produkty degradaciji fibryny (fibrin degradation products — FDP), test na
obecnos$¢ biatka NMP22 (nuclear matrix protein 22) oraz fluorescencyjng hy-
brydyzacje in situ (FISH). Trwaja badania majace na celu oceng uzyteczno$ci
nieinwazyjnych testow opartych migdzy innymi na analizie CYFRA21-1, specy-
ficznego polipeptydowego antygenu tkankowego (tissue polypeptide-specific
antigen — TPS), tkankowego polipeptydowego antygenu (tissue polypeptide
antigen — TPA), kwasu hialuronowego, gonadotropiny kosméwkowej, telomera-
zy oraz niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Czuto$¢ tych testow waha si¢ w grani-
cach od 49 do 94% [242]. Na szczegdlna uwagg zastuguje metoda FISH zasto-
sowana w tescie UroVysion, w ktorym wykorzystuje si¢ sondy centromerowe
chromosoméw 3, 7, 17 oraz sondg specyficzng locus 9p21. Analiza wynikow
porownujacych czuto$¢ i specyficznosé¢ cytologii z metoda FISH dostepnych w
bazie Medline, wykonana przez Jonesa [184] wykazala przewage FISH w po-
rownaniu z cytologia zwlaszcza w przypadku rakéw CIS gdzie czutos¢ analizy
cytologicznej wynosila 67% a FISH 100%. Ze wzgledu na stopien zto$liwosci
czutos¢ cytologii w porownaniu do FISH wynosifa odpowiednio dla guzow G1
19% i1 58%, dla G2 50% i 77% dla G3 71% i 96%. Podobne wyniki uzyskano
dla stopnia zaawansowania i tak dla stadium Ta czuto$¢ cytologii wynosila 35%
a FISH 64% dla T1 66% vs 83%, dla T2-T4 76% vs 94% [184]. Tym samym
wydaje sig, ze FISH zwany cytologia molekularna stanowi interesujaca alterna-
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tywe dla klasycznej cytologii komoérek z osadu moczu umozliwiajac detekcje
zmian chromosomowych we wczesnych stadiach raka pgcherza moczowego.

Obecnie znaczna uwaga skupiona jest na poszukiwaniu markerow progno-
stycznych 1 predykecyjnych glownie wsrod onkogendéw, regulatorow cyklu ko-
morkowego, czasteczek adhezyjnych, czynnikow wzrostu, receptorow czynni-
kow wzrostu, proteinaz powierzchniowych, jak i ploidii DNA (tab. 5). Jak dotad
zaden z tych markeréw nie zostal zaakceptowany do uzycia w badaniach stan-
dardowych w zwiazku z tym cystoskopia i cytologia wciaz pozostaja podstaw0-
wymi badaniami diagnostycznymi raka pgcherza moczowego.

Tabela 5. Markery prognostyczne raka pecherza moczowego
Table 5 Prognostic markers of bladder cancer

Marker Wartos$¢ prognostyczna Pi$§ miennict wo
Marker Reported prognostic value References

Regulatory cyklu komorkowego / Cell cycle regulators

p53 Marker progresji / Marker of progression [96, 235, 238]

RB Korelacja zprogresja i krotszym czasem [62, 241]
przezycia / Correlation with progression and
shorter survival time

p21(CIPL/WAF1) Marker wznowy i krotszego czasu przezycia / [268, 377]
Marker of recurrence and shorter survival time
p27KIP1 Zwiazek z ze stopniem zlosliwosci i czasem [207]
przezycia / Association with the grade and
survival time
p16INK4A Marker progresji w przypadku guzow T 1/ Mar- [211]
ker for progression in T1
CyklinaD1 Marker wznowy w przypadku guzéow Ta/T1 / [351]
Cyclin D1 Marker of recurrence in Ta/T1
Cyklina E Korelacja zczasemprzezycia / Correlation [327]
Cyclin E with survival time

Protoonkogeny/Onkogeny / Proto-oncogenes/Oncogenes

MYC Korelacja z wysokim stopniem zlos§liwosci / [209]
Correlation with high grade
RAS Marker wznowy / Marker of recurrence [113]
EGFR Korelacja z wy zszymstopniem zaawansowania | [234, 265, 267,
i zlo$liwosci, progresja i czasem przezycia / 267, 290]

Correlation with high stage, grade, progressio-
na and survival time

ERBB2 Korelacja ze skroconym czasem przezycia, [264, 273]
wysokim stopniem ztosliwosci / Correlation
with shorter survival time and high grade

FGFR3 Marker wznowy [402]
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Marker Warto$¢ prognostyczna Pi$ miennict wo
Marker Reported prognostic value References
HGF Korelacja z wy Zszy m stopniem zaa wansowania [131]
/ Correlation with higher stage
Antygeny proliferacji / Proliferation-associated antigens
Ki-67 Marker wznowy, progresji i czasu przezycia / [206]
Marker of recurrence, progression and survival [429]
PCNA Korelacja ze wyzszy m stopniem zlo$liwosci [49]
i zaawansowania / Correlation with higher
grade and stage
MCM Korelacja ze stopniem ztosliwo$ci/ Correlation [378]
with grade
Czyniki wzrostu / Growth factors
FGF Korelacja ze stopniem zaawansowana, opor- [270, 295]
czynnik angio- no$¢ na cisplatyne / Correlation with stage and
genny / angioge- resistance to cisplatin
nic factor
VEGF Marker wznowy, krotszego czasu przezycia / [370, 382]
czynnik angio- Marcer of recurrence and shorter survival time
genny / angioge-
nic factor
EGF Marker wznowy / Marker of recurrence [334]
TGF-a Korelacja ze stopniem zaawansowania i czasem [321, 388]
przezycia / Correlation with stage and survival
time
TGF - Korelacja ze stopniem zaawansowania [59]
Angiogeneza i inhibitory angiogenezy / Angiogenesis and nhibitors of angiogenesis
Cyklooksygenaza Kroétszy czas przezycia, korelacja z wyzszym [353, 412]
2/ Cyclooxygena- | stopniem zaawansowania i zto§liwo$ci / Shorter
se 2 survival time, the correlation with higher stage
and grade
Trombospondyna- Marker progresji, wznowy i krotszego czasu [129, 140]
1/ Thrombo- przezycia / Marker of progression, recurrrence
spodin-1 and shorter survival
Endostatyna / Korelacja z wy zszy m stopniem zaa wansowania [142]
Endostatin / Correlation with higher stage

Markery adhezji komorek / Cell adhesion markers

Kadheryna E Zwiazek z wznowa, stopniem zaawansowania [122, 137, 237,
E-Cadherin i zto$liwos$ci oraz czasem przezycia / Correla- 308]
tion with recurrence, stage, grade and survival
time
Integryny Korelacja zczasemprzezycia / Correlation [141, 229]
Integrins with survival time

Proteinazy macierzy pozakomérkowej / Extracellular matrix proteinases
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Marker Warto$¢ prognostyczna Pi$ miennict wo
Marker Reported prognostic value References
uPA Marker wznowy i progresji/ Marcer of recur- [154, 354]
rence and progression
MMP-2, MMP-9 Korelacja ze stopniem zaawansowania i ZoS$li- [277]
woséci/ Correlation with stage and grade
TIMP-2 Korelacja zczasemprzezycia / Correlation [139]
with survival time
CD44 Korelacja zprogresja i czasem prze zycia / Cor- [233, 269]

relation with progression and survival time

Markery apoptozy / Apoptosis markers

Surwiwina / su- Korelacja ze stopniem zaawansowania, zto$li- [352, 436]
rvivin wosci i wieks zy mry zykiem wznowy / Correla-
tion with stage, grade and higher risk of recur-
rence
BCL2/BAX Wazrost potencjatu przerzutowego komorek, [271, 313]

marker progresji/ Increased metastatic poten-
tial of tumor cells, marker of progression

FAS Marker czasu przezycia / Marker of survival [276]
time

Antygeny towarzyszace nowotworom / Tumor associated antigens

T138 Korelacja zprogresja i ryzy kiem wznowy / [4, 115, 320]
Correlation with progression and risk of recur-
rence

19A211 Obnizone ryzy ko wznowy / Decreased risk of [4]
recurrence

Antygeny grup krwi / Blood group antigens

ABH Korelacja ze stopniem zaawansowania i wzno- [250, 294]
wa / Correlation with stage and rcurrence

Ostatnio duze nadzieje wiaze si¢ z nowoczesna technologia mikromacierzy
DNA, ktéra umozliwia okreslenie profilu ekspresji gendéw zwiazanych z fenoty-
pem nowotworowym [76]. Pozwala ona na jednoczesna analize ekspresji mRNA
tysigcy genow w tkance nowotworowej. Interesujacych wynikow dostarczyly
badania Dyrskjot i wsp. [88], ktorzy wykorzystali mikromacierz DNA do anali-
zy profilu ekspresji calego genomu w celu wytypowania markerow zwiazanych
z progresja powierzchownego raka pgcherza moczowego. Badania te wytypowa-
ly 45 genow, ktore moga by¢ wykorzystane, jako markery progresji. W grupie
tej znalazty si¢ geny zwiazane z regulacja cyklu komérkowego i proliferacia,
takie jak CDC20 i MCM?7, inhibitor apoptozy BIRC5, geny zaangazowane w
transformacje nowotworowa WHSC1, GRB1 oraz PPARD ktory reguluje ekspre-
sj¢ VEGF w liniach komorkowych raka pgcherza moczowego. Rozszerzeniem
tej technologii jest tzw. mikromacierz tkankowa (tissue microarray — TMA)
oparta na rownoczesnej analizie kilkuset tkanek [204]. Analiza profilu molek u-
larnego z wykorzystaniem TMA w badaniach Sanchez-Carbayo i wsp. [337]
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umozliwita nie tylko wyznaczenie potencjalnych markeréw diagnostycznych,
ale rowniez okreslenie szlakow zwiazanych z progresja raka pecherza moczo-
wego. Najwigksza jak dotad analiza tkanek pochodzacych od 1842 pacjentow z
rakiem pgcherza moczowego wykazala prognostyczna uzytecznos$¢ cykliny E
[327].

Proteomika bedaca intensywnie rozwijajaca si¢ dziedzina badan struktury
i funkcji bialek odgrywa wazna role w poszukiwaniu markerow raka pecherza
moczowego. Biorac pod uwagg ilo$¢ biatek, jaka moze by¢ znaleziona w moczu
oraz nieinwazyjny charakter analizy profilu biatkkowego oczywistym jest, ze ten
rodzaj analizy moze odgrywac istotna rolg w badaniach klinicznych. Najczg$ciej
stosowana metoda jest dwukierunkowa elektroforeza w zelu poliakryloamido-
wym (2DE), jako metoda rozdzialu biatek i ich analizy ilo$ciowej, po ktorej
przeprowadzana jest ekstrakcja z zelu i identyfikacja za posrednictwem spek-
trometru masowego [81]. Najnowsza technika stosowana w proteomice, ktdra
umozliwia jako$ciowe i iloSciowe oznaczenie bialka polega na zastosowaniu
mikromacierzy biatkowych (ProteinChip), w polaczeniu z powierzchniowo
wzmocniong laserowa desorpcja/jonizacja (surfach-enhancer laser desorp-
tion/ionization —SELDI) i TOF-MS (time-of-flight-mass-spectrometry). Czulos¢
I specyficzno$¢ tej metody miesci si¢ w zakresie od 50 do 90%. Mikromacierz
bialkowa zostala wykorzystana w badaniach Munro i wsp. [283], ktorzy prze-
analizowali 118 probek moczu od chorych na raka pgcherza moczowego oraz
109 prob kontrolnych. Zastosowana metoda charakteryzowala si¢ okoto 70%
czutoscia oraz 62.5% specyficznoscia. Uzyskane wyniki wskazuja, ze ten rodzaj
analizy ma potencjalne zastosowanie w nieinwazyjnej diagnostyce TCC, pod
warunkiem, ze specyficznos¢ testu zostanie zwigkszona.

Kliniczne znaczenie zmian profilu metylacji w raku pgcherza moczowego
wzbudza duze emocje i jest przedmiotem wielu badan naukowych. Poréwny-
walna czgstosci wystepowania metylacji zarowno w T1/Ta oraz T2-T4 $wiad-
Czy o tym, Zze zmiany epigenetyczne pojawiaja si¢ juz na wczesnych etapach
szlaku inwazyjnego. Potwierdza to takze obecnos¢ metylacji MLH1, ktora zwia-
zana jest z utrata ekspresji tego genu i defektami w systemie naprawy blednie
sparowanych zasad (MMR) [160]. Obecno$¢ metylacji w raku pgcherza moczo-
wego jest zwiazana z wyzszym stanem zaawansowania oraz progresja Analiza
wieloczynnikowa wykazala istotna statystycznie korelacje pomigcdzy metylacja
sekwencji 5° genu RASSFLA i DAPK a wyzszym stopniem zaawansowania
i ztosliwosci oraz z progresja (P < 0,04) [43]. Korelacjg pomigdzy metylacja
sekwencji 5> genu a zwigkszonym ryzykiem progresji i krotszym czasem prze-
zycia wykazaly réwniez badania Yatesa i wsp. [435], w ktorych wykonano ana-
lize sekwencji promotorowych 17 genéw. Umozliwily one wytypowanie 5 loci
(RASSF1A, CDH1, TNFSR25, EDNRB i APC) zwiazanych z progresja nowo-
tworu (P < 0,05). Niewatpliwa zaleta tego typu analizy jest mozliwo$¢ wykorzy-
stania komoérek z osadu moczu. Dulaimi i wsp. [86] wykonali analiz¢ metylacji
sekwencji promotorowej pigciu supresoréw transformacji nowotworowej (RB1,
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pl16INK4A, pl4(ARF), APC, RASSF1A) i uzyskali wyzsza czulos¢ w porowna-
niu do analizy cytologicznej. Wyniki analiz wskazuja, ze metylacja DNA jest
waznym molekularny mechanizmem w TCC i moze by¢ wykorzystana, jako
marker prognostyczny i diagnostyczny.

Pomimo dynamicznie rozwijajacej si¢ biologii molekularnej i coraz licznie j-
szej grupy potencjalnych markerow nowotworowych idealny marker, ktory
moglby zastapi¢ cystoskopie i/lub cytologie wciaz czeka na odkrycie.

1.8. Perspektywy zastosowania badan molekularnych w terapii
raka pecherza moczowego

Podstawowym kryterium wyboru metody leczenia raka pgcherza moczowe-
go jest nadal stopien zaawansowania guza (T) i stopien jego zlo§liwosci histo lo-
gicznej (G). Leczenie guzow Ta/T1 ukierunkowane jest na zapobieganie nawro-
tom i progresji choroby poprzez zastosowanie resekcji przezcewkowej i dopg-
cherzowych wlewek mitomycyny C w przypadku Tis stosuje si¢ immunoterapi¢
dopecherzowa z uzyciem szczepionki BCG (Bacillus Calmette-Guérin) opartej
na szczepie Mycobacterium bovis, za$ guzy naciekajace T2—T4 leczy si¢ najczg-
$ciej metoda cystektomii radykalnej. Korzystny efekt stosowania takich chemio-
terapeutykow jak tiotepa, doksorubicyna i mitomycyna obserwuje si¢ u 7-14%
chorych z rakiem powierzchownym [158], natomiast u 25-40% chorych brak
odpowiedzi na terapic BCG [161, 217]. Niezadawalajace wyniki, zwlaszcza
chemioterapii, intensyfikuja badania nad nowymi metodami leczenia, ktére mo-
glyby znaczaco wptyna¢ na wydhuzenie czasu wolnego od wznowy i przezycia
chorych. Rozw¢j skutecznej terapii musi opiera¢ si¢ na zrozumieniu podloza
molekularnego lezacego u podstaw procesu onkogenezy. Istotnym jest poznanie
mechanizméw regulujacych neoplastyczny wzrost oraz identyfikacja cech spe-
cyficznych dla nowotworu, ktore umozliwia rozwoj selektywnej oraz nietok-
sycznej w stosunku do komorek prawidlowych terapii nowotworowej. Z tego
punktu widzenia telomeraza jest idealnym, potencjalnym obiektem se lektywnej
terapii, albowiem jej aktywnos$¢ obserwowana jest u okoto 90% przypadkéw w
réznych typach nowotworéw przy jednoczesnym braku jej aktywnosci w wigk-
szosci komorek prawidtowych. Obecne strategie zmierzajace do zahamowania
aktywnosci telomerazy opieraja si¢ na zastosowania technologii antysens RNA
w celu zahamowania funkcji podjednostki RNA (hTR) enzymu lub biatkowe;]
podjednostki (hTERT) o funkeji katalitycznej [210, 386]. Trwaja badania nad
wilaczeniem do terapii raka pecherza moczowego antysensowych oligonukleoty-
déw blokujacych ekspresje mediatora angiogenezy, genu FGFB [176] i anty-
apoptotycznego genu BCL2 [344]. Rowniez terapia genowa z wykorzystaniem
wektorow adenowirusowych w celu transdukcji komorki i syntezy biatka p53
[272] lub RB [432] przynosi obiecujace wyniki. Monoklonalne przeciwciata
skutecznie hamuja aktywnos¢ VEGF [70], EGFR i ERBB2 [15], za$ inhibitory
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COX-2 przyczyniaja si¢ do wzrostu poziomu interleukiny 12 wzmacniajac tym
samym efekt terapii BCG [82].

Najistotniejsza roznica pomigdzy zmianami genetycznymi i epigenetyczny-
mi jest potencjalna odwracalno$¢ zmian epigenetycznych przy zastosowaniu
odpowiednich s$rodkow farmakologicznych. Na szczegélna uwage zastuguja
zwiazki bedace inhibitorami DNMT, ktére moglyby by¢ zastosowane, jako $ro-
dek prewencyjny [339]. Inhibitory te sa najczgsciej strukturalnymi analogami
deoksycytydyny i po fosforylacji moga by¢ wiaczone do czasteczki DNA lub
RNA hamujac tym samym aktywno$¢ DNMT [189]. Podwyzszona aktywnos$¢
DNMT1 zostata zaobserwowana w wielu liniach komorek nowotworowych jak
i nowotworach pierwotnych. Nadekspresja DNMT1lwywoluje transformacjg linii
komorkowej NIH-3T3 [428] oraz wzrost metylacji de novo wysp CpG w komor-
ce [405], podczas gdy obnizenie poziomu DNTMI1 poprzez ekspresje konstruktu
zawierajacego sekwencj¢ antysens hamuje proces nowotworzenia [246]. Cheng i
wsp. [53] badajac wplyw inhibitora metylotransferaz DNA — zebularyny na linig
komoérkowa raka pecherza moczowego, T24, wykazali, ze wywoltuje on re-
ekspresje wyciszonego na skutek metylacji promotora genu pl6INK4A oraz
Znacznie obniza poziom biatka DNMT 1. Dodatkowo, pofaczenie §rodkow gene-
tycznych i farmakologicznych redukujacych poziom DNMT1 doprowadzilo do
znacznej redukcji liczby polipéw w zastosowanym do badan mysim modelu raka
okreznicy [215]. Tym samym hipermetylacja zaczyna by¢ postrzegana nie tylko,
jako wazne narzgdzie diagnostyczne oraz prognostyczne, ale réowniez jako
obiekt w terapii antynowotworowej. Opracowanie skutecznej terapii opartej na
demetylacji DNA nie begdzie jednak zadaniem fatwym, albowiem nalezy
uwzgledni¢ fakt, ze hipometylacja moze by¢ czynnikiem przyspieszajacym pro-
gresje choroby nowotworowe;j.

Nowa grupe czynnikow przeciwnowotworowych stanowig inhibitory
HDAC, ktore moga indukowa¢ hamowanie wzrostu, apoptoz¢ i/lub koncowe
roznicowanie w przypadku wielu choréb nowotworowych [254]. Jako inhibitory
HDAC (HDACI) stosuje si¢ krotkolancuchowe kwasy thiszczowe, benzamidy,
hydroksamaty i cykliczne tetrapeptydy [438]. Cameron i wsp. [38] zaobserwo-
wali synergistyczna aktywacje wyciszonych supresoréw transformacji nowotwo-
rowej poprzez zastosowanie leczenia laczonego 5-aza-2-deoksycytydyny z
HDACI — trichostatyna A (TSA). Zastosowanie inhibitoréw HDAC, tj. FK228
(Depsipeptide, FR901228) i TSA oraz hipometylujacego analogu nukleozydu —
5-Azacytydyny (5-Aza) wykazalo, ze 5-Aza oraz TSA moga hamowaé zalezny
od czasu i dawki wzrost komérek TCC pecherza moczowego glownie poprzez
hamowanie cyklu komorkowego w fazie G2/M, za§ FT228 indukuje zaré6wno
areszt w fazie G2/M, jak iapoptozg [192]. Ponadto zastosowanie HDACI taczy-
o si¢ z podwyzszonym poziomem biatka p21(CIP1/WAF1) mogacego mieé
istotne znaczenie w indukcji zaleznej od FK228 apoptozy [192].

Szybki rozwoj terapii epigenetycznej pozwala przypuszczaé, ze polaczenie
klasycznej chemioterapii lub immunoterapii z lekami epigenetycznymi moze
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stanowi¢ alternatywe dla chorych opornych na inne formy terapii [348]. Nieste-
ty, wada obecnie testowanych terapii epigenetycznych jest niska specyficznosc,
dlatego dalsze badania zmierzajace do poznania dokladnej funkcji wszystkich
czynnikow zwiazanych ze zmianami epigenetycznymi jest niezbgdne do opra-
cowania skutecznych, niedajacych efektow ubocznych terapii przeciwnowotw O-
rowych.

Z przedstawionych powyzej danych wynika, Ze obecny stan wiedzy doty-
czacy zmian genetycznych i epigenetycznych w raku pecherza moczowego daje
nadziej¢ na opracowanie multimodalnej terapii, ukierunkowanej na specyficzne
szlaki biochemiczne, jakkolwiek wciaz istnieje duza potrzeba identyfikacji no-
wych markerow o potencjalnym znaczeniu klinicznym.
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2. CEL PRACY

Celem badan, ktorych wyniki stanowia podstawe rozprawy habilitacyjnej
byla analiza zmian genetycznych i epigenetycznych zar6wno w tkance nowo-
tworowej pobranej w czasie zabiegu elektroresekcji lub cystektomii, jak i w
zluszczonych komorkach nabtonka przej$ciowego wystepujacych w moczu cho-
rych na raka pecherza moczowego. Celem poszczegolnych etapow badan bylo:

1. Okreslenie czgstosci wystgpowania i rozmieszczenia funkcjonalnych
mutacji w genie TP53 z wykorzystaniem systemu drozdzowego w po-
wierzchownym oraz inwazyjnym raku pecherza moczowego w polacze-
niu z wybranymi czynnikami klinicznymi.

2. Zbadanie czgsto$ci wystgpowania autoprzeciwciat anty-p53 w 0soczu
chorych na raka pgcherza moczowego w relacji z mutacja w genie TP53
i wybranymi czynnikami klinicznymi.

3. Okreslenie wartosci rokowniczej metylacji regiondw 5° gendéw zwiaza-
nych z naprawa DNA, tj. MLH1 i MGMT oraz proapoptotycznej kinazy
DAP.

4. Zbadanie niestabilnos$ci genomowej w loci genow MSH2 i MLH1 w re-
lacji do niestabilno$ci mikrosatelitarnej w raku pgcherza moczowego.
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3. MATERIALY IMETODY

3.1. Material tkankowy

Materiat do badan stanowity nowotwory pgcherza moczowego, pobrane w
latach 2001 — 2005 w Katedrze i Klinice Urologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (kierownik: prof. dr hab. Kazimierz Krajka). Badania uzyskaly
zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
(NKEBN/722/2000). Analizowanym materialem byla tkanka z guza i tkanka
otaczajaca guz, wolna od nowotworu, pobrane w czasie zabiegu elektroresekeji
lub cystektomii jak réowniez komoérki z osadu moczu oraz krew obwodowa po-
brane w dniu zabiegu od chorych na raka pgcherza moczowego z nablonka
przejsciowego. Ogolem przebadano 61 chorych na raka pgcherza moczowego.
Ze wzgledu na dostepno$¢ materiatlu badawczego oraz typ wykonywanych ana-
liz poszczegdlne etapy badan roznia si¢ liczba badanych prob (tab. 6). Analizg
mutacji w genie TP53 oraz analiz¢ serologiczna wykonano w grupie 61 chorych.
W badanej grupie byto 31 nowotworéw powierzchownych (Ta/T1) oraz 30 na-
ciekajacych (T2-T4). Minimalny czas obserwacji chorych z grupy badanej wy-
nosit 1 miesiac a maksymalny 75 miesi¢cy (mediana 44 miesiace). Charaktery-
styka kliniczna chorych na raka pecherza moczowego przedstawiona jest w tabe-
li 6 kolumna A (w tabeli 6 oraz w dalszej czg$ci pracy czgstosci podano z do-
kladnoscia do 0,5%).

Analiz¢ metylacji regionéw 5° gendéw zwigzanych z naprawa DNA, tj.
MLH1 i MGMT oraz genu proapoptotycznej kinazy DAP wykonano w grupie 47
chorych na raka pgcherza moczowego (Ta/T1 = 20, T2-T4 = 27). Minimalny
czas obserwacji chorych z grupy badanej wynosit 1 miesiac, a maksymalny 75
miesigce (mediana 44 miesiace) (tab.6 kolumna B).

Analiz¢ niestabilno$ci mikrosatelitarnej wykonano w grupie 38 chorych na
raka pgcherza moczowego (Ta/T1 = 12, T2-T4 = 26). Minimalny czas obserwa-
cji chorych z grupy badanej wynosit 1 miesiac, a maksymalny 75 miesi¢ccy (me-
diana 41 miesigcy) (tab.6 kolumna C).

Stopien zaawansowania nowotworu ustalano wg systemu TNM opracowa-
nego przez [UCC w 1997 roku [371]. Ocena histopatologiczna byla wykonana w
Katedrze i Zakladzie Patomorfologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(kierownik: prof. dr hab. Kazimierz Jaskiewicz) zgodnie z wytycznymi Swiato-
wej Organizacji Zdrowia (WHO).

Grupe kontrolng stanowil materiat tkankowy pobrany droga biopsji stercza
oraz komorki z osadu moczu otrzymane od 10 0sob bez choroby nowotworowej
leczonych z powodu tagodnego rozrostu stercza w Katedrze i Klinice Urologii
GUMed, tkanka otaczajaca guz, wolna od nowotworu, pochodzaca od 10 cho-
rych na raka pgcherza moczowego oraz krew obwodowa pobrana od 10 oséb z
kamica ukfadu moczowego.
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Pobrany materiat tkankowy byt natychmiast zamrazany w cieklym azocie.
Poranny mocz do momentu wirowania przechowywano w 2-8°C, krew pobiera-
no sterylnie na K3 EDTA. Material tkankowy, osad uzyskany po odwirowaniu
50 ml porannego moczu oraz 0socze przechowywano w stanie zamrozenia w -
80°C.

Tabela 6. Wybrane parametry kliniczne chorych na raka pecherza moczowego, u ktérych
przeprowad zono analize: mutacji w genie TP53 i autoprzeciwciat anty-p53 (A); metyla-
cji regionu 5 genow MLH1, MGMT i DAPK (B); oraz analize mikrosatelitarna (C)

Table 6. Selected clinicopathological parameters of bladder cancer patients that were
scored for the presence of : the TP53 gene mutation and anti-p53 autoantibodies (A);
the methylation of the 5° region of MLHI, MGMT i DAPK (B) and the microsatellite
instability (C)

Zmienna (A)N (%) (B) N (%) (C)N %)
Variable

Kobiety 14 (23) 8(17) 8(21)
Female

Mgzczymi 47 (77) 39 (83) 30 (79)
Male

Wiek

Age

<65 34 (56) 21 (45) 15 (39)
>65 27 (44) 26 (55) 23 (61)
Stopien zto§liwosci

Grade

Gl 24 (39) 10 (21) 8(21)
G2 22 (36) 21 (49) 16 (42)
G3 15 (25) 14 (30) 14 (37)
Stopien zaawansowania

Pathological stage

(pTa/T1) 30 (49) 20 (43) 12 (32)
(pT2—pT4) 31 (59) 27 (57) 26 (68)

3.2. lzolacja RNAisynteza cDNA

Izolacje RNA z guza, tkanki bez zmian nowotworowych oraz osadéow komo-
rek z moczu wykonano przy uzyciu zestawu do izolacji RNA (RNeasy Mini Kit;
QIAGEN, USA) i przechowywano w temperaturze -20°C. W przypadku osadow
komoérek z moczu wystarczajaca ilo§¢ RNA wyizolowano z 38 osadow moczu
pochodzacych od chorych na raka pecherza moczowego. Reakcje odwrotnej
transkrypcji przeprowadzono z wykorzystaniem 1 ug RNA oraz zestawu Omni-
script Reverse Transcriptase (QIAGEN, USA) przy uzyciu starteréw Oligo
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d(T)15 (Promega, USA) w koncowej objetosci 20 pl zgodnie z instrukcja produ-
centa.

3.3. Amplifikacja cDNA genu TP53 metoda PCR

Amplifikacja cDNA genu TP53 zostata przeprowadzona z wykorzystaniem
dwoch zestawow starterow:

P3 (5-ATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAAC-3")

1P17 (5°-GCCGCCCATGCAGGAACTGTTACACAT-3’)

oraz P4 (5’-ACCCTTTTTGGACTTCAGGTGGCTGGAGTG-3")

P16 (5-GCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTA-3")
opisanych w pracy Waridela i wsp. [417]. Zestaw P3+P17 powiela fragment 5’
genu TP53 o dlugosci 611 pz, podczas gdy zestaw P4+P16 fragment 3’ genu
TP53 o diugosci 569 pz. Amplifikacja dwdch zachodzacych na siebie fragmen-
tow ¢cDNA genu TP53 pozwala na zmniejszenie wielkosci amplikonu i w konse-
kwencji utatwiong interpretacje uzyskanych wynikéw. Reakcje PCR przeprowa-
dzano z wykorzystaniem 2 ul cDNA w objetosci 25 pl w obecnosci polimerazy
ProofStart (QIAGEN, USA). Mieszanina reakcyjna zawierata: 1 X bufor Proof
Start, 1 X roztwér Q, 1,5 mmol/l MgCly, 200 umol/l dNTPs, 10 pmol kazdego
ze starterow. Profil termiczny reakcji obejmowal wstgpna denaturacje przez 5
min w 94°C, 35 cykli amplifikacji (30 s w 94°C, 30 s w 63°C, 1 min. w 72°C)
oraz 5 minut wydluzania koncowego w 72°C. Reakcje przeprowadzano w ter-
mocyklerze PTC-200 (Bio-Rad, USA). Produkty reakcji PCR byly analizowane
po rozdziale cDNA w 1,5% zelu agarozowym.

3.4. Homologiczna rekombinacja w systemie drozdzowym

Funkcjonalna analiz¢ genu TP53 przeprowadzono z wykorzystaniem syste-
mu drozdzowego. Zastosowana w badaniach metoda split-FASAY, bedaca jed-
nym z wariantow metody FASAY (functional analysis of separated alles in
yeast) [417], umozliwia analiz¢ obecnosci mutacji w genie TP53 poprzez synte-
z¢ ludzkiego biatka pS3 w Saccharomyces cervisiae i tym samym aktywacje
transkrypcji genu reporterowego ADE2 [111]. Gen ADE2 koduje karboksylaze
AIR (aminoimidazolo-rybozylo-5-fosforanu) bioraca udziat w biosyntezie puryn
(ryc. 9) [109]. Tylko prawidlowa forma biatka p53 moze aktywowacé transkryp-
cje genu ADE2. Obecno$¢ w komorce mutanta TP53 jest rownowazna z brakiem
enzymu i charakterystyczng czerwona barwa drozdzy. Czerwone zabarwienie
jest wynikiem polimeryzacji in vivo prekursora puryn (aminoimidazolo-
rybozylo-5-fosforanu). Metoda ta pozwala na odréznienie inaktywujacych muta-
cji w genie TP53 od mutacji funkcjonalnie nieznaczacych. Poprzez polaczenie
tej metody z technika naprawy luk (gap repair), podczas ktorej p53 RT-PCR
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produkt wprowadzany jest do plazmidu ekspresyjnego poprzez homologic zna
rekombinacj¢ w drozdzach mozliwym jest analizowanie duzej ilosci prob i de-
tekcja biologicznie istotnych mutacji.

W celu uzyskania zrekombinowanego DNA, zawierajacego fragment 5’ lub
3’ TP53 cDNA chorego na raka pgcherza moczowego wykorzystano dwa pla-
zmidy ekspresyjne pFW35 i pFW34 (ryc. 10) [417]. Plazmidy te zawieraja se-
kwencje cDNA genu TP53, dzigki czemu dochodzi do rekombinacji homolo-
gicznej z p53 RT-PCR produktem in vivo. Konstrukcja plazmidow umozliwia
ekspresje genu TP53 w Saccharomyces cerevisae i niezalezna analiz¢ fragmen-
tow 5’ 1 3> TP53 c¢cDNA. Do transformacji uzyto szczep drozdzowy ylG397
(MATa ade2-1 leu2-3,112 trpl-1 his3-11,15 canl-100 ura3-1 URAS3
3XRGC::pCYC1::ADE2), ktéry pozwolil na oceng transaktywacyjnych funkcji
biatka p53 [111]. Szczep ten charakteryzuje si¢ zaburzeniem syntezy adeniny na
skutek mutacji w genie ADE2, ponadto zawiera on druga kopi¢ genu ADE2,
znajdujaca si¢ pod kontrola promotora zaleznego od p53. Promotor CYC1 po-
przedzony jest trzema powtorzeniami sekwencji RGC (ribosomal gene cluster:
5’-GGACTTGCCTGGCCTTGCCT-3"), specyficznie rozpoznawanej przez
czynnik transkrypcyjny, jakim jest biatko p53 [195]. Drozdze transformowano
rownoczes$nie nieoczyszczonym p53 RT-PCR produktem oraz odpowiednia,
liniowa forma plazmidu ekspresyjnego. Trawienie pFW35 endonukleazami
Smal i Bglll prowadzi do powstania luki pomigdzy kodonem 66 i 211 w cDNA
genu TP53 za$ trawienie pFW34 tymi samymi endonuleazami generuje luke
pomigdzy kodonem 210 i348. Transfomracje przeprowadzono w buforze octanu
litu (0,1 M octanu litu, 10mM Tris-HCL, ImM EDTA Na,, pH 7,5) zawieraja-
cym 40% glikol polietylenowy 3350 zgodnie z metoda opisana przez Ishioka
iwsp. [178]. Podczas rekombinacji w drozdzach zachodzita wymiana DNA
pomigdzy sekwencjami homologicznymi p53 RT-PCR produktu i plazmidu
wprowadzajaca odpowiedni fragment cDNA genu TP53 do plazmidu ekspresyj-
nego. Obecnos¢ funkcjonalnie istotnej mutacji w genie TP53 zwiazana jest z
synteza nieaktywnej formy biatka p53, co przejawia si¢ brakiem ekspresji genu
ADE? i zaburzeniem proceséw metabolicznych komorki. Selekcji transforman-
tow dokonano na podtozu nie zawierajacym leucyny z minimalna iloscia adeni-
ny (5pug/ml). Oceng zabarwienia drozdzy przeprowadzano po trzech dniach
hodowli w 30°C. Status genu TP53 okreslano zgodnie z metodyka opracowana
przez Ishioka i wsp. [178]. Czerwone kolonie drozdzy, wskaznik obecno$ci mu-
tacji w genie TP53, reprezentowaly srednio 69% wszystkich kolonii w przypad-
ku analizy guza oraz 50% w przypadku osadéw komorek z moczu. I10§¢ czer-
wonych kolonii w przypadku tkanki prawidtowej nie przekraczala 10%.
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Ryc. 9. Szlak biosyntezy adenozynomonofosforanu. Gen ADE2 koduje karboksylaze
aminoimidazolo-rybozylo-5-fosforanu, ktéra katalizuje szosta reakcje w szlaku biosyn-
tezy nukleotydéw purynowych de novo. Saccharomyces cerevisiae z mutacja w genie
ADE2 moga rosna¢ na podiozu syntetycznym zawierajacym gluko ze z dodatkiem adeni-
ny, ktora pod wply wem fosforybozylotransferazy jest przeksztalcana do AMP. Mutacja
genu ADE2 powoduje akumulacj¢ w wakuolach intermediatu (aminoimidazolo-
rybozylo-5-fosforanu), ktory nadaje komérkom barwe czerwona. W wykorzystanym w
pracy systemie drozd zowym tylko prawidtowa forma biatka p53 moze aktywowac tran-
skrypcje reporterowego genu ADE2. Obecno$¢ w komdrce mutanta p53 jest rownowa z-
na z brakiem karboksylazy i charakterystyczna cze rwona barwa drozd zy
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Fig. 9. The pathway of adenozine monophosphate biosynthesis. The ADE2 gene encodes
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, which catalyzes the sixth step in the de
novo biosynthesis of purine nucleotides. Saccharomyces cerevisiae with mutation in
ADE2 gene are able to grow on a glucose-containing synthetic medium with the addition
of adenine, which under the action of the phosphoribosyltransferases are converted into
AMP. Mutation in ADE2 causes an intermediate (5 ’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole)
to accumulate in the vacuole; the intermediate gives the cell a red color. In the yeast
system that was used in this work only wild-type p53 can activate transcription of re-
porter ADE2 gene. The presence of the mutant p53 is equivalent to the absence of the
carboxylase and characteristic red colour of the yeast


http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTerm.pl?goid=0004638
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Ryc. 10. Schemat przedstawiajacy poszczegdlne etapy analizy genu TP53 z wykorzysta-
niem systemu drozdzowego. Drozdzowo-bakteryjne niskokopijne plazmidy pFW35
i pPFW34 zawieraja sekwencje ARS-CEN oraz marker LEU2 (gen kodujacy dehydroge-
nazg B-izopropylojablczanowa). Kodujace sekwencje genu TP53 pomigdzy kodonami 66
i211 lub 210 i 348 byly amplifikowane w reakcji RT-PCR z wykorzystaniem RNA
wyizolowanego z tkanki guza. Zamplifikowany, komplementarny DNA razem z liniowa
forma plazmidu pFW35 lub pFW34 zawierajacego marker selekcyjny LEU2 uzyto do
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ko-transformacji szc zepu drozd zowego yIG397. Komorki yIG397 (leu” and ade’) zawie-
raja reporterowy gen ADE2 pod kontrola promotora CYC1 oraz sekwencje RGC rozpo-
znawang przez biatko p53. Komorki transformowane plazmidem kodujacym funkcjonal-
ne biatko p53 wykazuja ekspresje genu ADE2 i tworza biate kolonie na podiozu selek-
cyjnym. Komorki ze zmutowanym biatkiem p53 nie wykazuje¢ ekspresji genu ADE2
i tworza mate, czerwone kolonie na podiozu selekcyjnym, na skutek akumulacji inter-
med iatu ze szlaku syntezy adeniny

Fig. 10. Schematic representation of the TP53 gene analysis using functional assay in
yeast. Yeast-bacteria, low copy number plasmids pFW35 and pFW34 contain ARS-CEN
sequences and LEU2 marker (gene coding for pisopropylmalate dehydrogenase). Cod-
ing sequences of TP53 gene between the codons 66 and 211 or 210 and 348 were ampli-
fied by RT-PCR using RNA isolated from a tissue sample as a template. The amplified
complementary DNA, the linear pFW35 or pFW34 expression vectors carrying selection
marker LEU2 were used for co-transformation of the yeast strain ylG397. The leu” and
ade” ylG397 cells contain the reporter ADE2 gene placed upstream of the CYC1 promo-
ter and RGC p53-binding site. The cells transformed with a plasmid coding for function-
al p53 protein can express the ADE2 gene and form white colonies on the selection me-
dium. The selection medium lacks leucine but contains a limiting amount of adenine. The
cells with mutant p53 proteins do not express the ADE2 gene and form small red colo-
nies on the selection medium because of accumulation of red intermediate of the adenine
synthesis pathway

3.5. Sekwencjonowanie cDNA genu TP53

W celu dokladnej analizy rodzaju mutacji w genie TP53 przeprowadzono
sekwencjonowanie oparte na metodzie terminacji fancucha zwanej inaczej me-
toda dideoxy [338]. Mutacje byty identyfikowane na obydwu niciach DNA. Do
tego celu izolowano plazmidowy DNA z komoérek drozdzy zgodnie z metoda
opisana przez Hoffmana i Winstona [166]. Gen TP53 po rekombinacji homolo-
gicznej bedacy elementem plazmidu byt nast¢pnie powielany technika PCR z
wykorzystaniem starterow uzywanych wczesniej do amplifikacji cDNA genu
p53 przed rekombinacja homologiczna. Produkty reakcji PCR byly oczyszczane
przy pomocy zestawu QiAgick Gel Extraction Kit (QIAGEN) i sekwencjonowa-
ne. Reakcje sekwencjonowania przeprowadzano z uzyciem starterow identycz-
nych jak do PCR oraz zestawu BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, USA) zgodnie z zaleceniami producenta. Produkty se-
kwencjonowania rozdzielono metoda elektroforezy na sekwenatorze ABI Prism
310 w Katedrze i1 Zakladzie Biologii i Genetyki Gdanskiego Uniwersytetu Me-
dycznego (kierownik: prof. dr hab. Janusz Limon). Analiz¢ wynikow przepro-
wadzono przy uzyciu programu Sequence Analysis (Applied Biosystems).
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3.6. Detekcja autoprzeciwcial anty-p53 z wykorzystaniem testu
ELISA

Do analizy obecnos$ci autoprzeciwcial skierowanych przeciwko biatku p53
wystepujacych w osoczu chorych na raka pgcherza moczowego wykorzystano
technik¢ immunoenzymatyczna, tj. test Anti-P53 ELISA 1l (enzyme-linked im-
munosorbent assay) (Pharmacell, Paris, France). 96 studzienkowe plytki oplasz-
czone biatkiem p53 inkubowano z rozcienczonym (1:100) osoczem pochodza-
cym od chorych na raka pgcherza moczowego. Do przygotowania rozcienczen
oraz przemywania plytek po inkubacjach z przeciwciatami uzywano roztworu
PBS (65 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,, 136 mM NaCl, 2,7 mM KCL, pH
74). Detekcja autoprzeciwciat anty-p53 byla wykonana po uprzedniej inkubacji
plytek z przeciwcialami anty-1gG sprzggnigtymi z peroksydaza chrzanowa
(HRP). Wszystkie inkubacje przeprowadzano w 25°C przez 1 godzing. W celu
prawidlowego zinterpretowania wynikow kazdorazowo wykonywano test kon-
trolny, jako odnosnik, w ktorym studzienki plytek ELISA byly opfaszczone
biatkiem kontrolnym. Wszystkie proby testowano w dwoch powtorzeniach. W
celu uzyskania reakcji barwnej dodawano chromogenny substrat tetrametylo-
benzydyng (TMB, tetramethylbenzidine), ktora jest substratem dla HRP. Wyniki
reakcji odczytywano przy dlugosci fali 450 nm z uzyciem czytnika do testow
ELISA (Bio-Rad, USA). Poziom autoprzeciwciat anty-p53 podawany w U/mi
wyznaczany byt zgodnie z instrukcja producenta. Zgodnie z zatozeniami testu
osocze, dla ktorego poziom autoprzeciwcial anty-p53 nie przekroczyt 0,85 U/ml
bylo klasyfikowane, jako negatywne, wynik mieszczacy si¢ w przedziale
0,85-1,15 U/ml wskazywat na przypuszczalng obecno$¢ autoprzeciwciat anty-
pS3 1 wymagat powtérzenia, zas wszystkie wartosci powyzej 1,15 U/ml byly
uznawane, jako pozytywne.

3.7. Modyfikacja genomowego DNA wodorosiarczynem sodu

Izolacje genomowego DNA z leukocytow krwi obwodowej, tkanek guzow,
tkanek bez zmian nowotworowych i osadow komoérek z moczu przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu Genomic DNA Prep Plus, (A&A Biotechnology,
Polska) zgodnie z zaleceniami producenta. W celu izolacji DNA z leukocytow
do 0,5 ml krwi obwodowej dodawano 1,5 ml buforu TM (5 mM MgCl,, 20 mM
Tris-HCL; pH 7,4) i wirowano przez 10 minut przy 3000 obr./min (700 x g).
Osad trzykrotnie przemywano roztworem PBS i izolowano DNA. Osady komo-
rek z moczu otrzymywano poprzez wirowanie 50 ml moczu porannego przez
10 min przy 3000 obr./min (700 x g). Izolacj¢ DNA przeprowadzano po trzy-
krotnym przemyciu osadéw roztworem PBS. DNA przechowywano w tempera-
turze 4°C. Obecnos¢ metylacji regiondéw 5° genow MLH1, MGMT, oraz DAPK
okreslono po uprzedniej chemicznej modyfikacji DNA wodorosiarczynem sodu
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zgodnie z procedura opisang przez Frommera i wsp. [119]. W wyniku chemicz-
nego traktowania genomowego DNA, niezmetylowane czasteczki cytozyny
ulegaja deaminacji do uracylu i konwersji do tyminy w reakcji PCR, natomiast
5-metylocytozyna jest oporna na deaminacj¢ pod wplywem wodorosiarczynu
sodu i w trakcie amplifikacji ulega konwersji do cytozyny. W reakcji chemicznej
modyfikacji wykorzystywano 1 pg genomowego DNA, ktéry denaturowano
0,3 M NaOH przez 15 min. w 37°C. Reakcje modyfikacji przeprowadzano w
obecnosci wodorosiarczynu sodu (3,1 M, pH 5,0) oraz hydrochinonu (0,5 mM)
w temperaturze 55°C przez 16 godzin w objetosci 600 pl. Nastepnie DNA
oczyszczano z wykorzystaniem zestawu Clean-up (A&A Biotechnology), prze-
prowadzono desulfonacje 0,3 M NaOH przez 15 min. w 37°C, neutralizowano
5M octanem amonu (pH 7), precypitowano etanolem, rozpuszczano w 20 pl
buforu TE (10mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) i przechowywano w -20°C
przez okres dwoch miesigcy.

3.8. Amplifikacja zmodyfikowanego DNA wg Hermana

Metylacje regionéw 5° wybranych genéw analizowano przy uzyciu techniki
MSP (methylation specific PCR) [159] W tym celu zmodyfikowane DNA bylo
powielane z wykorzystaniem dwoch zestawow starterow swoistych dla sekwen-
cji metylowanej i niemetylowanej. Zestawy starterow dla genow MGMT, DAPK
oraz MLH1 zostaly opisane w pracy Hermana i wsp. [160] oraz Balana i wsp.
[10]. Sekwencje starterow uzytych w pracy sa nast¢pujace:

dla sekwencji metylowanej

MGMT F (sens) 5-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3,,
MGMT R (antysens) 5-GCACTCT TCCGAAAACGAAACG-3
dla sekwencji niemetylowanej
MGMT F5-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3,
MGMT R 5'-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3
dla sekencji metylowanej
DAPK F 5-GGA TAGTCGGATCGAGTTAACGTC-3,
DAPKR 5'-CCCTCCCAACAGCGCA-3
dla sekwencji niemetylowanej
DAPK F 5-GGAGGATAGTTGGATTGAGTTA ATGTT-3,
DAPK R5-CAAATCCCTCC CAAACACCAA-3
dla sekwencji metylowanej
MLH1 F 5-ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC-3',
MLH1 R 5-CCTCATCGTAACTACCCGCG-3’
dla sekwencji niemetylowanej
MLH1 F 5-TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT-3'
MLH1 R 5-ACCACCT CATCATAACTACCCACA-3'.
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Mieszanina reakcyjna (25 pl) zawierala: 1 x bufor do PCR (16.6 mM (NH,),
SOy, 67 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM [-merkaptoetanol), 6,7 mM MgCl,, 1,25
mM dNTPs, 0,3 uM kazdego ze starterow, polimeraz¢ Taq (0,5U) (Sigma-
Aldrich, USA) oraz okolo 50 ng chemicznie modyfikowanego DNA. Profil ter-
miczny reakcji obejmowal wstepna denaturacje przez 5 min w 94°C, 35 cykli
amplifikacji (30 s w 94°C, 30 s w 54-60°C, 1 min w 72°C) oraz 5 min wydtuza-
nia koncowego w 72°C. Reakcje przeprowadzano w termocyklerze PTC-200
(Bio-Rad, USA). DNA wyizolowane z leukocytow poshuzyto, jako negatywna
kontrola dla sekwencji metylowanych, zas§ DNA z tozyska, metylowane in vitro
z wykorzystaniem metylotransferazy Sssl (New England BioLabs, USA) i mo-
dyfikowane chemicznie, jako kontrola pozytywna. Metylacje DNA z tozyska
przeprowadzono z wykorzystaniem 1 pg DNA (Sigma Chemical Co, USA) w
obecnosci Sssl (4 U) oraz S-adenozylometioniny (160 pM), inkubacj¢ prowa-
dzono w 37°C przez 2 godziny. DNA oczyszczano z wykorzystaniem zestawu
Clean-up (A&A Biotechnology). Produkty reakcji MSP byly rozdzielane w 8%
zelu poliakryloamidowym, barwione bromkiem etydyny i uwidaczniane w §wie-
tle UV.

3.9. Amplifikacja loci mikrosatelitarnych metoda PCR

Genomowy DNA postuzyt jako matryca do amplifikacji wybranych loci mi-
krosatelitarnych metoda PCR. Produkty PCR analizowano w kierunku niestabil-
nosci genomowej (MSI #lub LOH) locus genu MSH2 (2p22-p21) i MLH1
(3p21.3). W tym celu uzyto mononukleotydowy marker mikrosatelitarny BAT26
(locus 2p16) obejmujacy 26 nukleotydowa sekwencje pA, zlokalizowany w
intronie 5 genu MSH2 (GDB:9834505) oraz dwunukleotydowy D2S123 (2p16—
p21) (GDB:187953). Do analizy locus MLH1 uzyto dwunukleotydowy marker
D3S1611 (3p24.2-3p22; GDB:200039). Wszystkie sekwencje markerow pocho-
dzily z Genome Database (http:www.gdb.org). Amplifikacje DNA metoda PCR
przeprowadzono osobno dla DNA z krwi, DNA z guza, jak rowniez dla DNA z
osadéw komorek z moczu, jesli tylko byty dostepne, dla kazdego chorego. Re-
akcje PCR przeprowadzano zgodnie ze standardowymi protokotami z wykorzy-
staniem polimerazy Taq (Sigma-Aldrich). Temperatury cyklicznej denaturacji,
hybrydyzacji starteréw i wydluzania wynosilty odpowiednio: 94°C przez 5 min,
46°C (BAT26), 55°C (D2S5173, D3S1611) przez 30 s, 72°C przez 30 s przy za-
stosowaniu 35 cykli PCR. Wydluzenie koncowe prowadzono w 72°C przez 5
min. Reakcje przeprowadzano w termocyklerze PTC-200 (Bio-Rad). Produkty
reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie w 6% poliakryloamidowych Zelach
deneturujacych, zawierajacych 8M mocznik. Elektroforez¢ prowadzono w apa-
racie do zeli sekwencyjnych (Owl Separation Systems, USA) przy napigciu 1800
V w 0,5 x stgzonym buforze TBE (pH 8,0) przez 2 godziny. Produkty reakcji
uwidaczniano wybarwiajac zele metoda srebrowa. Prazki analizowano przy po-
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mocy systemu Gel Doc 2000 (Bio-Rad) i oprogramowania Quantity one (Bio-
Rad)

Analiza wynikéw polegala na poréwnaniu uzyskanych wzoréw prazkow
oraz krzywych dla markeréw mikrosatelitarnych migdzy DNA wyizolowanym z
tkanki guza a DNA pochodzacym z leukocytow tego samego pacjenta. Jako MSI
klasyfikowano przypadki, gdy po rozdziale produktéw PCR w denaturujacym
zelu poliakryloamidowym stwierdzono obecnos¢ dodatkowych prazkéow lub ich
przesunigcie wzgledem proby kontrolnej (DNA z leukocytéw). Roéwniez, analiza
fragmentow z wykorzystaniem Systemu Gel DOC (Biorad) oraz programu Qu-
antity One musiata potwierdzi¢ obecno$¢ dodatkowych pikow alleli lub ich
przesuniecie. Jako LOH klasyfikowano przypadki, gdy zaobserwowano zmiany
w intensywnos$ci prazkow lub ich utrate. Wykorzystujac pomiar densytome-
tryczny przyjgto, ze 50% spadek intensywnosci prazka jest oznaka LOH. W tym
celu wyznaczano wspotczynnik R bedacy stosunkiem wysokosci pikow alleli w
probach kontrolnych do wysokosci pikow alleli w probach pochodzacych z
tkanki guza. Przyjeto, ze R <0,5 lub R > 2 jest wskaznikiem LOH.

3.10. Analiza statystyczna

Do oceny zalezno$ci pomigdzy badanymi markerami a parametrami klinicz-
nymi, takimi jak ple¢, wick, stopien zaawansowania choroby (Ta/T1; T2-T4)
i stopien zroznicowania (G1-G2, G3) zastosowano dokiadny test Fishera.

Calkowity czas przezycia byt obliczany od daty zabiegu do daty zgonu badz
ostatniej obserwacji. Czas wolny od choroby nowotworowej okreslano jako czas
pomigdzy zabiegiem a data wznowy lub progresja choroby. Ostatnia aktualizacjg
danych przeprowadzono 15 grudnia 2007 roku. Krzywe przezycia oszacowano
metoda Kaplana-Meiera, co umozliw ifo wykorzystanie tzw. obserwacji ucigtych.
Analizowano przezycia wolne od nawrotu choroby nowotworowej oraz przezy-
cia calkowite. Do poréwnania funkcji przezycia w dwoch grupach zastosowano
test log-rank (logarytmiczny rang). Analiz¢ zalezno$¢ pomigdzy czynnikami o
istotnej znamienno$ci statystycznej stwierdzonej w analizie jednoczynnikowej,
tj. tescie log-rank a czasem przezycia wykonano przy uzyciu modelu proporcjo-
nalnego hazardu Coxa.

Za poziom istotno$ci statystycznej przyjeto P < 0,05. Amalize statystyczna
przeprowadzono za pomoca komputera PC z oprogramowaniem STATISTICA 7.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza czgstoSci wystgpowania i rozmieszczenia mutacji w
genie TP53 z wykorzystaniem systemu drozdzowego w raku
pecherza moczowego

4.1.1. Analiza czestosci wystgpowania i rozmieszczenia mutacji W genie
TPS53 w guzie oraz w komorkach z osadu moczu

Obecnos¢ funkcjonalnie istotnych mutacji w genie TP53 wykazano w 16 z
61 (26%) guzow raka pecherza oraz w 9 z 38 (24%) osadach moczu. Analiza
komorek z osadu moczu umozliwila detekcje mutacji w o$miu z dziesigciu przy-
padkow z mutacjami p53 wykrytymi w guzie (tab. 9). Czgsto$¢ wystgpowania
mutacji TP53 w guzach T2-T4 wyniosta 42% (13/31), a w guzach Ta/T1 10%
(3/30). W tkance bez zmian nowotworowych nie wykazano mutacji w genie
TP53 (0/10).

W celu dokladnego okre$lenia rodzaju mutacji oraz weryfikacji wynikow
otrzymanych metoda split-FASAY sekwencjonowano cDNA genu TP53. Mate-
riat do sekwencjonowania otrzymano poprzez izolacje plazmidowego DNA z
kolonii drozdzy o zabarwieniu czerwonym wskazujacym na obecnos¢ mutacji w
genie TP53. Amplifikacja cDNA genu TP53 z wykorzystaniem zrekombinowa-
nego plazmidu dostarczyla odpowiednia ilos¢ materiatu do sekwencjonowania.
We wszystkich przypadkach okre$lonych, jako pozytywne na podstawie analizy
split-FASAY, sekwencjonowanie potwierdzilo obecno$¢ mutacji w genie TP53
(ryc. 11). Tabela 9 przedstawia typy mutacji zaobserwowane w badanej grupie
61 chorych na raka pecherza moczowego. tacznie w 16 guzach zidentyfikowano
22 mutacje genu p53. Analiza cDNA wykazala, ze 91% (20/22) mutacji p53
zlokalizowana jest w $rodkowej czgéci genu (kodony 102-292). 56% (13/22)
mutacji znajdowato si¢ w obrgbie domen konserwowanych ewolucyjnie, tj. do-
menie Il (kodony 117-142), domenie 111 (kodony 171-181), domenie IV (kodony
234-258) oraz domenie V (kodony 270-286). Szes¢ z 22 mutacji (27%) wystapi-
o w regionie odgrywajacym kluczowg role w oddziatywaniu biatka p53 z DNA,
okreslonym, jako petla L3 oraz motywie LSH — petla-kartka-helisa (loop-sheet-
a helix) (tab.9) Ponadto, zidentyfikowano trzy mutacje (kodony 248, 273, 280) z
siedmiu (kodony 120, 241, 248,273,276, 280, 283) zaangazowanymi w bezp O-
srednie oddziatywanie z DNA (ryc. 12). Sze$¢ mutacji (130, 132, 175,262, 270,
280) dotyczy kodondéw w 100% konserwowanych ewolucyjnie u wszystkich
gatunkow, dla ktorych dokonano analizy sekwencji DNA genu TP53 [255]. Nie
stwierdzono obecno$ci mutacji w regionie odpowiadajacym C-terminalnemu
fragmentowi biatka p53. Wickszo$¢ mutacji to mutacje punktowe typu tranzycji,
ponadto wykazano obecnos¢ trzech mutacji typu nonsens oraz mutacji bedace;j
wynikiem niewlasciwego sktadania mRNA (splicing).
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Tabela 9. Charakterystyka mutacji w genie TP53 u chorych z rakiem pecherza moczo-

wego

Table 9. Characteristics of the TP53 mutations in patients with bladder cancer

Zamiana Z miana Mocz
Pacjent | Ekson AA zasady Domena® IARCY
Urine N=1191
Case | Exon | AAsubstitu- Base sample Domain (%)
tion change P
B% | a4 $94Stop CoA t0samo | 5o soutt | 1(0,08)
the same
4 S96F C>T to samo poza/ out 3(0,025)
B33 5 Y163C A>G the same S4 10 (0,84)
7 R248W cT L3 w LSH 23 (1,9)
B18 4 R110L G>T to samo s1 6(0,5)
the same
B55 5 130del C to samo L 1(0,08)
the same
to samo ,
B4 5 K132N G>C the same S2 12 (1)
B51 5 C135Y G>A Wt-p53 S2° 6 (0,5)
B35 | 5 | wiestop | G>A mi s3 7(0,59)
B1E 5 V157F G>T ND S4 6 (0,5)
7° | Intron7/261 | 3bpins. NA $9-S10 0
174del G 174 del G L2 2(0,17)
B25 5 - R181C H1 0
B2 | 5 R175H GoA mi L2 32 (2,7)
B39 5 E180K G>A H/'i H1 4(0,34)
to samo
B28 6 Y220C A>G the same L 21 (1,8)
. . to samo
B5 8 262 ins 3bpins. the same L 1(0,08)
B7 8 F270C T>G H/E SIOWLSH | 1(0,08)
R273H - S10 w LSH (1,4)
B34 8 - G>A G279E | H2w LSH 3(0,25)
B9 8 R280K G>A ND H2w LSH 19 (1,6)
G286Stop G>T NA H2 w LSH 2(0,17)

4CpG, ° mutacja w regionie skladania,  lokalizacja mutacji na podstawie topologicznego
schematu biatka p53 wg Cho i wsp. [54], H— heliks; L — p¢tla; S — beta harmonijka;

4 czestosé wystepowania mutacji w genie TP53 w raku pgcherza moczowego odnotowa-
na w bazie danych IARC (wersja R11, http://www.iarc.fr/p53/ Oliver at al. [305]), *mu-
tacja lezaca poza centralna, wiazaca si¢ z DNA domena biatka p53, ND — niedostegpny.
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2 CpG, b splice, ®localization of the mutant based on the topological diagram of the p53
protein according to Cho et al. [54], H — helix; L —loop; S —beta sheet, dincidence of
the TP53 gene mutation in bladder cancer found in IARC database (R11
http://www.iarc.fr/p53/ Oliver at al. [305]), ® mutation that lie outside the core p53 bind-

ing domain, NA —not available.

Mutacja typu “splice site” zwiazana byla z insercja 3 ostatnich nukleotydow
intronu 7 do kodujacej sekwencji eksonu 8 i wygenerowaniem kodonu stop.
Interesujacym jest wystapienie w trzech przypadkach (B9, B15, B33) mutacji
wielokrotnych w genie TP53, co jest zjawiskiem rzadkim aczkolwiek obserwo-
wanym. Na uwage zastuguje fakt, ze 59% (13/22) mutacji TP53 zwiazanych jest
z wywieraniem dominujacego, negatywnego efektu na niezmutowane biatko
p53.

W trakcie badan przeanalizowano 12 guzéow pod wzgledem polimorfizmu
kodonu 72. Obecnos$¢ kodonu argininy stwierdzono w 75% (9/12) guzéw z mu-
tacjami w genie TP53. Wynik ten moze by¢ potwierdzeniem badan Marina
i wsp. [253], z ktorych wynika, ze w procesie kancerogenezy dochodzi do prefe-
rencyjnej selekcji mutantow R72. Zaobserwowali oni, ze zmutowane biatko p53
zawierajace argining w pozycji 72 posiada wzmocniong zdolno$¢ do faczenia sig
z biatkiem p73 (homologiem biatka p53) prowadzac w ten sposéb do inaktywa-
Cji p73-zaleznej apoptozy.

Przeprowadzona analiza osadow komorek z moczu w wigkszosci przypad-
kow potwierdzila zmiany obserwowane w guzie. Jakkolwiek w jednym przy-
padku (B34) mutacja genu TP53 zaobserwowana w guzie (R273H) rdéznila si¢
od mutacji zaobserwowanej w osadzie komorek z moczu, pochodzacym od tego
samego pacjenta (G279E). Ponadto w przypadku B25 analiza moczu wykazata
obecno$¢ dodatkowej mutacji (R181C) niestwierdzonej na podstawie analizy
guza. Tylko w jednym przypadku obecno$¢ mutacji w guzie nie zostata potwier-
dzona w osadzie komoérek z moczu. Tym samym wyniki pracy wskazuja, ze
system drozdzowy pozwalajacy na odréznienie polimorfizmu od funkcjonalnie
istotnych mutacji w genie TP53 moze by¢ stosowany nie tylko do analizy muta-
cji TP53 w guzie, ale rowniez do analizy komorek z osadu moczu.

Analiza zalezno$ci migdzy dostgpnymi parametrami klinicznymi a obecno-
$cia mutacji w genie T53 wykazala istnienie zalezno$ci pomigdzy obecnoscia
mutacji w genie TP53 a wyzszym stopniem zaawansowania wg UICC
(P =0,007; dwustronny test Fishera) oraz zto§liwosci wg WHO (P < 0,001,
dwustronny test Fishera).
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A
Tkanka prawidiowa Komorki osadu moczu
Normal tissue Urine sediment
B
110 110
110 l l
B18 M ? ” m
CGT CGT>CTT CGT>CTT
132 132 132
) MW‘TM&‘AW M ‘ U
AAG . AAG>AAC AAG>AAC

Ryc. 11. Analiza mutacji w genie TP53. (A) Analiza funkcjonalna z wykorzystaniem
systemu drozdzowego, (B) elektroferogram z sekwencjonowania ¢cDNA pokazujacy
mutacjg CGT > CTT w kodonie 110, w guzie B18 i mutacjc AAG > AAC w kodonie
132, w guzie B4 oraz mutacje wykryta w osadzie komérek z moczu pochodzacym od
tego samego chorego, co tkanka guza, tkanka prawidtowa byta uzyta, jako kontrola

Fig. 11. Mutational analysis of the TP53 gene. (A) yeast functional assay (b) electrophe-
rograms of cDNA sequencing showing CGT > CTT mutation at codon 110 in tumor B18
and AAG > AAC mutation at codon 132 in tumor B4, and the same mutation found in
matched urine sedioment, normal tissue was used as a control
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280

Ryc. 12. Schemat struktury kompleksu pomigd zy centralng domena lud zkiego biatka p53
a DNA. Strzatki wskazuja trzy reszty aminokwasowe R248, R273 i R280, ktore bezpo-
$rednio oddziatuja z DNA. Rycina zostala przygotowana w oparciu o narzedzia dostgpne
w bazie danych IARC TP53 (http://www.p53.iarc.fr/ StructureAnalysis.html)

Fig. 12. Schematic model of the complex of human p53 DNA binding domain with DNA.
The arrows indicate three amino acid residues R248, R273 and R280 responsible for
interaction of the p53 protein with DNA. Picture was created using tools from IARC
TP53 Database (http://www p53.iarc.fr/StructureAnalysis.html)

4.1.2. Analiza przeiycia

Badajac zaleznosci pomigdzy dost¢pnymi parametrami klinicznymi a prze-
zyciami 61 chorych na raka pecherza moczowego w analizie jednoczynnikowej
stwierdzono, ze istotnymi czynnikami prognostycznymi sa wiek po podziale
badanych na dwie grupy — pacjentow mtodszych (< 65 rz.) i starszych (> 65 rz.)
(P = 0,01, test log-rank), stopien zaawansowania (P = 0,0002), stopien zto$liw0-
$ci (P = 0,005) oraz obecno$¢ mutacji w genie TP53 (P = 0,001) (ryc. 13 i 14).
Zgon z powodu raka pecherza moczowego wystapit w 45% (14/31) przypadkow
T2-T4 oraz w 3% (1/30) Ta/T1. W analizie wieloczynnikowej (model propor-
cjonalnego hazardu Coxa), po uwzglednieniu czynnikow ryzyka istotnych staty-
stycznie w analizie jednoczynnikowej wiek (OR 5; 95%ClI 1,5-15,7; P = 0,01),
stopien zaawansowania (OR 54; 95%CIl 15-19,4; P = 0,01) oraz stan genu
TP53 (OR 3,2; 95%CI 1,5-8,2; P = 0,01) okazaty si¢ niezaleznymi czynnikami
rokowniczymi majacymi wplyw na calkowity czas przezycia.


http://www.p53.iarc.fr/
http://www/
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Nawrdt choroby zaobserwowano w przypadku 67% (20/30) guzéw powierz-
chownych za$ wznowg lokalng lub rozsiew w 29% (9/31) guzéw T2-T4. Pod-
wyzszony stopien zlo§liwo$ci nowotworu zwiazany byl z krétszym czasem
przezycia wolnym od choroby nowotworowej w przypadku guzow Ta/T1 (P =
0,006, test log-rank).

A

1,0

S - <65

Sttt it =it e 4 ek =t

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

P =10,01

0,4 > 65
0,3
0,2

Prawdopodobienstwo przezycia
Probability of survival

0,1
0,0

0 1 2 3 4 5 6

Czas (lata) / Time (years)

Prawdopodobienstwo przezycia
Probability of survival

0,2

0,1

0,0
0 1 2 3 4 5 6

Czas (lata) / Time (years)
Ryc. 13. Krzy we przezycia dla: A) grupy ponizej 65 i powyzej 65 roku zycia; B) grupy z
guzempowierzchownym (Ta/T1) i inwazyjnym (T2-T4). P =test log-rank

Fig. 13. Cancer specific overall survival for bladder cancer stratified by A) age <65 and
>65; B) stage Ta/T1 and T2-T4. P = log-rank test
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Ryc. 14. Krzywe przezycia dla: A) grupy z guzem o stopniu zto§liwo$ci histologicznej

G1-G2 i G3; D) grupy

z mutacja w genie TP53(mut-p53) i bez mutacji w genie TP53

(Wt-p53). P =test log-rank

Fig. 14. Cancer specific overall survival for bladder cancer stratified by A) grade G1-

G2 and G3; B) mutant
rank test

TP53 gene (mut-p53) and wild-type TP53 gene (wt-p53). P = log-
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4.2. Analiza czgstos$ci wystepowania autoprzeciwcial anty-p53 w
osoczu chorych na raka pecherza moczowego w relacji z
mutacja w genie TP53 i wybranymi czynnikami klinicznymi

Czgstos¢ wystgpowania przeciwciat anty-p53 w osoczu 61 chorych na raka
pecherza moczowego zostata okreslona na podstawie immunoenzymatycznego
testu ELISA. Obecnos$¢ autoprzeciwcial anty-p53 stwierdzono ogétem w 18%
(11/61) przypadkow. Czestos¢ wystepowania autoprzeciwciat anty-p53 u chorych
z guzem Ta/T1 wynosita 23% (7/31), za§ w guzach T2-T4 13% (4/30) (tab. 7).

Tabela 7. Czgstosé wystgpowania autoprzeciwciat anty-p53 w 0soczu oraz mutacji w
genie TP53 u 61 chorych na raka pecherza moczowego

Table 7. The frequency of anti-p53 antibodies in plasma and TP53 gene mutations in 61
patients with bladder cancer

Guz Autoprzeciwciala Mutacje w genie TP53
Tumor anty-p53 TP53 mutations
Anti-p53 antibodies

Osocze Guz

Plas ma Tumor
Ta/T1l 7/30 (23%) 2/30 (7%)
T2-T4 4/31 (13%) 14/31 (45%)
Ogotem 11/61 (18%) 16/61 (26%)
Total

Poziom autoprzeciwciat anty-p53 byt znacznie wyzszy w przypadku guzow
T2-T4 ($rednia 23,3 U/ml) w poréwnaniu z guzami Ta/T1 ($rednia 3,7 U/ml)
(ryc. 15). Pig¢ z jedenastu przypadkéw (45%) z autoprzeciwcialami anty-p53
mialo mutacje w genie TP53, potwierdzajac tym samym, ze nie wszystkie muta-
cje w TP53 indukuja odpowiedz humoralna. Obecno$¢ autoprzeciwciat anty-p53
zwiazana byla z obecnoécia w genie TP53 mutacji punktowych K132N, R110L,
Y220C, R273H oraz w jednym przypadku mutacji kompleksowej S96F, Y 163C,
R248W. Progresja miata miejsce w 57% (4/7) guzéw powierzchownych, nato-
miast we wszystkich guzach naciekajacych doszto do wznowy lokalnej lub prze-
rzutow odleglych. Specyficzno$¢ testu okreslono na podstawie analizy osocza
otrzymanego od 10 chorych z kamica ukladu moczowego. Obecnos¢ anty-p53
stwierdzono w osoczu jednego chorego i tym samym specyficzno$¢ testu okre-
slono na 90%. W trakcie badan przeprowadzono réwniez analiz¢ osocza 8 cho-
rych, u ktoérych wezeéniej nie stwierdzono obecnosci autoprzeciwciat anty-p53, a
ktorzy trafili do Kliniki Urologii GUMed z powodu nawrotu choroby. U Zadne-
go z nich nie stwierdzono obecno$ci autoprzeciwciat anty-p53. W wyniku prze-
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prowadzonych analiz statystycznych nie wykazano istotnych statystycznie za-
leznosci pomigdzy obecnoscia autoprzeciwciat anty-p53 a stopniem zaawanso-
wania i stopniem zlo§liwosci histologicznej guza. Analiza Kaplan-Meiera nie
wykazala istnienia zalezno$ci pomigdzy obecno$cia autoprzeciwcial anty-p53 a
catkowitym czasem przezycia (P = 0,08, test log-rank) (ryc. 16).

35
30
25
20

15

10

Poziom autoprzeciwciat anty-p53 (U/ml)
Anti-p53 autoantibody level (U/ml)

0 ==
TalTl T2-T4 K

O Mediana /Median ; ~ Zakres nieodstajacych / Non-outlier values range; = Odstajace /
Outliers; # Ekstremalne / Extreme outliers

Ryc. 15. Autoprzeciwciala anty-p53 w osoczu chorych na raka pgcherza moczowego.
Analiz¢ immunoenzy matyczng wykonano przy uzyciu testu Anti-P53 ELISAII. Osocze,
w ktorym poziom autoprzeciwciat anty-p53 nie przekroczyt 0,85 U/ml bylo klasyfiko-
wane, jako negatywne, wynik mieszczacy si¢ w przedziale 0,85-1,15 U/ml wskazywat
na przypuszczalng obecno$¢ autoprzeciwciat anty-p53 i wy magat powtorzenia, za§ war-
tosci powyzej 1,15 U/ml byly uznawane, jako pozytywne. Ta/T1 — guz powierzchowny,
T2-T4 — guz naciekajacy, K — grupa kontrolna

Fig. 15. Anti-p53 autoantibodies in the plasma of bladder cancer patients. Immunoen-
zymatic analysis was performed using Anti-P53 ELISAIIL. Plasma, where the prevalence
of anti-p53 autoantibodies was lower than 0.85 U/ml was considered negative, the result
in the range from 0.85 to 1.15 U/ml suggested putative presence of anti-p53 autoantibo-
dies and required repetition, whereas the value over 1.15 U/ml was considered as posi-
tive. Ta/T1 — superficial tumor, T2-T4 —invasive tumor, K — control group
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Ryc. 16. Krzywe przezycia Kaplan-Meiera dla chorych na raka pgcherza moczowego, u
ktorych wykazano obecno$¢ (+) lub brak (-) autoprzeciwciat anty-p53

Fig. 16. Survival curves for bladder cancer patients with the presence (+) or absence (-)
of anti-p53 autoantibodies

4.3. Ocena wartoSci rokownicze j metylacji regionu 5’genow MLH1,
MG MT i DAPK u chorych na raka pecherza moczowego

4.3.1. Analiza metylacji regionu 5° genu MLH1, MGMT i DAPK w
guzie oraz komérkach 7 osadu moczu

Epigenetyczna modyfikacja DNA zwiazana z metylacja reszt cytozyny w
promotorowym regionie antyonkogendow jest obecnie uznana za alternatywny
mechanizm inaktywacji genéw w chorobach nowotworowych. Metylacji ulega
cytozyna w dinukleotydowej sekwencji CpG. Celem badan byla analiza hiper-
metylacji promotoréw dwoch gendéw zwiazanych z naprawa DNA, tj. MLH1
i metylotransferazy DNA Q°-metyloguaniny (MGMT) oraz proapoptotycznej
kinazy DAP w 47 guzach oraz osadach komoérek z moczu pochodzacych od 38
chorych na raka pecherza moczowego z nabtonka przejSciowego. Analiza DNA
guza wykazala metylacje regionu 5’genu MLH1 w 19% (9/47) przypadkow,
MGMT w 34% (16/47) natomiast kinazy DAP w 45% (21/47) (tab. 8, ryc. 17).
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Tabela 8. Jednoczynnikowa analiza metylacji MLH1, MGMT i DAPK w 47 rakach z
nablonka przej$ciowego pecherza moczowego

Table 8. Univariate analysis of MLH1, MGMT and DAPK methylation in 47 transitional
cell carcinoma of the bladder in relation to clinical data and the TP53 gene status

Zmienna Pacjenci | MLH1 P MGMT P DAPK P
Patients (%) (%) (%)
Variable no.
category M M M
47 9(19) 16 (34) 21 (45)
Ple¢
Sex
Kobiety 8 2(25) 4 (50) 4 (50)
Female 0,7 1,0 0,23
Mgzczymi 39 7(18) 12 (31) 17 (44)
Male
Wiek
Age
<65 21 3(14) 0,63 7(33) 0,41 7(33) 1.0
>65 26 6(23) 9(35) 14 (54)
Stopien
zaawansowania
Stage
Ta/Tl 20 2(10) 0,26 2(10) | 0,004 9 (45) 1.0
T2-T4 27 7(26) 14 (52) 12 (44)
Stopien
zloshiwosci
Grade
G1-G2 31 3(10) | 0,045 | 8(26) 0,11 17 (55) 0,067
G3 16 6 (38) 8(50) 4(25)
(Ta/T1)
R+ 15 2(13) 1,0 1(7) 0,44 7(47) 1.0
R - 5 0(0) 1(20) 2 (40)
Stan genu TP53
TP53 status
wt-p53 31 (66) 2(6) 0,004 | 6(19) | 0,008 16 (52) 0,22
mutant p53 16 (34) 7(44) 10 (63) 5(31)

M, metylacja / methylation
R, wznowa / recurrence
P, poziom istotno$ci/ significance level
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Ryc. 17. Analiza metylacji regionu 5’ genow MLH1(hMLH1), MGMT i DAPK. Rycina
przedstawia wybrane produkty reakcji PCR DNA zmodyfikowanego wodorosiarczynem
sodu, ktore amplifikowano z wykorzystaniem starterow specyficznych dla metylowa-
nych (M) i niemety lowanych (U) sekwencji DNA. Dodatnia (MET) i ujemna (L) kontro-
la metylowenej sekwenciji to odpowiednio DNA z fozyska metylowany in vitro metylo-
transferaza Sssl i DNA z leukocytow. Ponadto pokazano wynik negatywnej kontroli
PCR z H,0 (C(-)). W niektorych przypadkach obecno$¢ produktow sekwencji niemety-
lowanej facznie z produktami sekwencji metylowanej jest wynikiem obecn0$ci komorek
prawidtowych w analizowanych prébach nowotworowych. Bn — DNA wyizolowany z
guza, BUn — DNA wyizolowany z komérek z osadu moczu pochodzacych od tego sa-
mego chorego co guz

Fig. 17. Methylation analysis of 5° region MLH1(hMLH1), MGMT and DAPK. Figure
shows selected PCR products of bisulfite-modified DNA that were amplified with methy-
lation-specific primers (M) or unmethylation-specific primers (U). Positive (MET) and
negative (L) controls of methylated sequence correspond respectively to the placental
DNA, that was methylated in vitro by Sssl methyltransferase, and DNA from leukocytes.
In addition H,O was used as a negative control for PCR (C(-)). In some cases the pres-
ence of PCR products of unmethylated sequences together with PCR products of methy-
lated sequences was observed as a result of contamination of tumor samples with normal
cells. Bn — DNA isolated from tumor sample, BUn — DNA isolated from matched urine
sediment

W guzach Ta/T1 calkowita czgstos¢ hipermetylacji wyniosta 60% (12/20), a
w guzach T2-T4 74% (20/27). Hipermetylacje minimum dwoéch regionéw 5’
zaobserwowano w 23% przypadkow. Liczba metylowanych loci byla zalezna od
stopnia zaawansowania nowotworu. Metylacje wigcej niz jednego regionu 5° za-
obserwowano w 37% (10/27) przypadkow z wysokim stopniem zaawansowania w
poréwnaniu z 5% (1/20) guzéw Ta/T1. Nie wykazano metylacji regionow 5° genu
MLH1 oraz MGMT w 14 probach kontrolnych (6 tkanek bez zmian nowotworo-
wych oraz 8 przypadkéw z fagodnym rozrostem stercza), jakkolwiek metylacje
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regionu 5° genu DAPK odnotowano w 29% (4/14) przypadkéw. Istotna staty-
stycznie zalezno$¢ zaobserwowano pomi¢dzy metylacja regionu 5° genu MGMT a
stopniem zaawansowania nowotworu (P = 0,004, dwustronny test Fishera) oraz
pomigdzy metylacja MLHL a stopniem ztosliwosci (P = 0,045, tab. 8).

W komorkach z osadu moczu dostepnych dla 38 chorych czgstos¢ metylacji
regionu 5’ genu MLH1 wyniosta 16% (6/38), DAPK 24% (9/38), MGMT 26%
(10/38) (tab. 9). Regionu 5’ co najmniej jednego z trzech badanych genow byt
metylowany w 15% (2/13) guzéw Ta/T1 oraz 60% (15/25) guzéw T2-T4. Dwa-
dziescia pig¢ z trzydziestu dziewigciu (64%) metylacji zaobserwowanych w
tkance guza zostalo potwierdzonych w komoérkach z osadu moczu (tab. 9). Nie
wykazano metylacji w osadzie moczu, ktéra bylaby nieobecna w materiale po-
chodzacym z guza wskazujac tym samym, ze analiza moczu nie dostarcza wyni-
kow falszywie dodatnich.

Tabela 9. Profil metylacji genéw MLH1, MGMT i DAPK w tkance guza i osadach komo-
rek z moczu u 38 chorych na TCC

Table 9. Methylation pattems of the MLH1, MGMT and DAPK genes in tumor and urine
samples from 38 TCC patients

Stan metylacji/ Methylation status
Pacjent | Stadium MLH1 MGMT DAPK
Patient| Stage | Guz |Mocz| Guz |Mocz| Guz |Mocz
Tumor | Urine | Tumor | Urine | Tumor | Urine
B53 Ta O ) | O [ ] )
B64 Ta O m| | | [ ] m
B3l T1 O m| | | [ ] m
B34 T1 [ [ ] ] ] [ ] [
B37 T1 O ] ] ] [ ] |
B45 T1 O ] ] O m] O
B49 T1 O ] ] O m] O
B51 T1 O ] ] O ] O
B52 T1 O ] ] O [ ] ]
B59 T1 O ] ] O ] O
B60 T1 [ ] ] O ] O
B62 T1 m] a o ] [ m]
B63 T1 m] a o ] o m]
B16 T2 m] o i ] [ m]
B19 T2 [ ] o i ] [ m]
B20 T2 m] o o ] o m]
B27 T2 m] o o ] [ [ ]
B28 T2 [ ] ] [ [ ] o m]
B36 T2 m] ] o m] [ [ ]
B56 T2 O m| | | | m
B58 T2 O m| [ ] [ | m
B66 T2 O m] [ ] [ [ ] m
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Stan metylacji/ Methylation status
Pacjent | Stadium MLH1 MGMT DAPK
Patient| Stage | Guz |Mocz| Guz |Mocz| Guz |Mocz
Tumor | Urine | Tumor | Urine | Tumor | Urine
B39 T3 m] o [ ] [ [ ]
B54 T3 m] o o ] o m]
B55 T3 m] o o ] o m]
B5 T3a m] ] [ [ ] o m]
B8 T3a m] ] o m] [ [ ]
B9 T3a [ [ [ ] [ [ ] [
B10 T3b ] ] n (] o ]
B12 T3b [ ] [ ] [ [ ] [ [ ]
B14 T3b m] ] [ [ ] [ [ ]
B15 T3b O m) | ] o m]
B18 T3b [ [ [ ] [ o m]
B25 T3b O ] ] O o m]
B30 T3b O ] ] O [ m]
B33 T3b [ [ ] O ] O
B35 T3b O ] (] O ] O
B4 T4 [ ] (] u [] i m]

4.3.2. Ocena obecnosci metylacji regionu 5’ genow MLH1, MGMT
i DAPK w relacji z mutacjq w genie TP53

Siedem z szesnastu (44%) guzéw z mutacja w genie TP53 charakteryzowato
si¢ obecnoscia metylacjiregionu 5’ genu MLH1 itylko w dwoch przypadkach z
31 (6%) z niezmutowanym genem TP53 zaobserwowano metylacje regionu 5’
MLH1 (tab. 8). W 63% (10/16) przypadkéw mutacji w genie TP53 towarzyszyta
metylacja regionu 5’ genu MGMT i tylko w 31% (5/16) metylacja regionu 5’
genu DAPK (tab. 8). Metylacja minimum dwoch loci byta istotnie statystycznie
zwiazana z obecnosciag mutacji w genie TP53 (P = 0,003) wskazujac tym sa-
mym, ze wzrost liczby metylowanych loci moze by¢ markerem zlej prognozy w
raku pecherza moczowego. Na uwage zashiguje fakt, ze w 5 z 6 przypadkow z
tranzycja G:C do A:T w genie TP53 zaobserwowano rowniez metylacje regionu
5’genu MGMT co sugeruje, ze epigenetyczna inaktywcja MGMT moze by¢
zwigzana z tranzycja G do A w TP53. Dodatkowo zauwazono wzrost ryzyka
$mierci w przypadkach charakteryzujacych si¢ zaréwno obecno$cia mutacji w
genie TP53, jak i metylacja regionu 5° genu MLH1. W badanej grupie chorych
bylo siedem takich przypadkow i wszystkie zakonczyly si¢ zgonem odnotowa-
nym przed koncem badan.
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4.3.3. Analiza czasu wolnego od wznowy oraz czasu przeiycia

W czsie obserwacji wznowa wystapila u 15 (75%) chorych z guzem po-
wierzchownym natomiast w guzach inwazyjnych wznowe¢ miejscowa zaobserwo-
wano u 3 (11%) chorych, a przerzut odlegte u 5 (19%). Nie wykazano zwiazku
pomigdzy badanymi markerami a czasem wolnym od wznowy w poszczegolnych
podgrupach stratyfikowanych w zaleznosci od stopnia zaawansowania guza. Me-
tylacja regionu 5’ genu DAPK typowana, jako marker zwigkszonego ryzyka
wznowy w guzach Ta/T1 byla obserwowana w 7 (47%) przypadkach ze wznowa
oraz w 2 (40%) bez wznowy. Z tej grupy, 7 (78%) chorych z metylacja DAPK
mialo wznowe choroby w okresie 12 miesigcy (mediana 4 miesiace).

Calkowite przezycie 5-letnie wynioslo 66%. Badajac zaleznosci pomigdzy do-
stepnymi cechami a czasem przezycia 47 chorych na raka pgcherza moczowego w
analizie jednoczynnikowej stwierdzono, ze istotnymi czynnikami prognostyczny-
mi sg wiek (P = 0,01, test log-rank), stopien zaawansowania (P < 0,0001), stopien
zto§liwosci (P = 0,003), metylacja regionu 5° genu MLH1 (P = 0,0001) i MGMT
(P = 0,01), za$ nieistotnym metylacja regionu 5 genu DAPK (P = 0,7) (ryc. 18).
Ponadto, analiza przezycia wykazala istnienie zalezno$ci pomigdzy skréconym
czasem przezycia a metylacja minimum dwoch genow (P < 0,0001). Badania te
wskazuja, ze obecnos¢ hipermetylacji w regionie promotorowym moze by¢ wyko-
rzystana, jako marker zkej prognozy w raku pgcherza moczowego.
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Ryc. 18. Wykres funkeji przezycia chorych na raka pecherza moczowego ze wzgledu na
metylacje regionu 5° genow: A) MGMT, B) MLH1, C) DAPK. M — metylacja; U — brak
metylacji

Fig. 18. Survival function for bladder cancer patients stratified by the presence of the
metylation of the 5 region of genes: A) MGMT, B) MLH1, C) DAPK. M — methylated; U
—unmethylated

Model proporcjonalnego hazardu Coxa pozwolit na identyfikacje¢ niezalez-
nych czynniko6w rokowniczych oraz poréwnanie sily ich dzialania. Po uwzglgd-
nieniu istotnych czynnikéw ryzyka metylacja MLH1 (OR 12; 95%CI 3,3-42; P <
0,001), stopien ztosliwosci (OR 27; 95%CI 5-150; P < 0,001) oraz wiek (OR 10;
95%Cl 2-43; P = 0,002) okazaly si¢ niezaleznymi czynnikami rokowniczym, ktore
maja istotny wplyw na calkowity czas przezycia.
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4.4. Analiza niestabilno$ci genomowej w locus genu MSH2 i MLH1
w relacji do niestabilnosci mikrosatelitarnej w raku pecherza
Moczowego

W celu okreslenia zaleznosci pomigdzy stanem funkcjonalnym genow
MSH2 i MLH1 a MSI w raku pgcherza moczowego przeprowadzono analizeg
mikrosatelitarng genomowego DNA wyizolowanego z 38 guzow pecherza mo-
czowego oraz 35 osaddéw komoérek z moczu.

BAT26
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Ryc. 19. Detekcja MSI w chromosomie 2 na podstawie analizy DNA chorego na raka
pecherza moczowego. Rycina przedstawia zaburzenie mikrosatelitarne wykazane dla
markera BAT26. T — DNA z tkanki guza; N — DNA prawidlowe, izolowane z leukocy-
tow pochodzacych od tego samego chorego; strzatki wskazuja dodatkowe prazki §wiad-
czace o obecno$ci MSI. Int. — intensywno$¢ pikseli; Rf — wspolczynnik przesunigcia

Fig. 19. Detection of MSI on chromosome 2 in tumor DNA from patient with bladder
cancer. Figure shows microsatellite alteration for marker BAT26. T — DNA from tumor
tissue; N —Normal DNA isolated from corresponding leukocytes; arrows indicate addi-
tional bands demonstrating the presence of MSI. Int. —pixel intensity; Rf —Relative front
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Ryc. 20. Detekcja LOH w chromosomie 2 na podstawie analizy DNA pacjenta chorego
na raka pecherza moczowego. Rycina przedstawia zaburzenie mikrosatelitarne wykaza-

ne dla markera D2S123. T — DNA z tkanki guza; N — DNA prawidlowe, izolowane z
leukocytow pochodzacych od tego samego chorego; strzatka wskazuje zredukowana
intensywno$ ¢ sygnatu $§wiadczaca o utracie jednego z allei; Int. — intensywno$¢ piksel;
Rf — wspolczynnik przesunigcia

Fig. 20. Detection of LOH on chromosome 2 in tumor DNA from patient with bladder
cancer. Microsatelite alteration was determined using marke D2S123. T — DNA from
tumor tissue; N — Normal DNA isolated from corresponding leukocytes; arrow indicate
reduced signal intensity from one of the alleles, suggesting loss of an allele in this sam-

ple; Int. —pixel intensity; Rf — Relative front

Do analizy niestabilno$ci genomowej w locus genu MSH2 (2p22-p21)
i MLH1 (3p21.3) wykorzystano trzy markery mikrosatelitarne BAT26 (2p16),
D2S123 (2p16-p21) oraz D3S1611 (3p24.2-3p22). Zmiany mikrosatelitarne
(LOH lub MSI) w regionach genéw mutatorowych stwierdzono u 13% chorych
(5/38). Niestabilno$¢ markera BAT26 lub D3S1611 zaobserwowano tylko w
jednym przypadku (ryc. 19), zas D2S123 byt niestabilny w 3 przypadkach (ryc.
20).
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Wszystkie zmiany mikrosatelitarne poza jednym przypadkiem zaob-
serwowano w guzach inwazyjnych (T2-T4). Tym samym niska czg¢sto$¢
wystepowania defektow w systemie MMR tlumaczy sporadycznie obser-
wowang obecno$¢ MSI, ktora na podstawie analizy z wykorzystaniem 12
markeréw mikrosatelitarnych wynosita 16% (6/38) w badanej grupie cho-
rych.

Analiza komorek z osadu moczu z wykorzystaniem markerow BAT?26,
D2S123 oraz D3S1611 potwierdzita obecnos¢ tylko jednej zmiany mikrosateli-
tarnej w locus BAT26z pigciu zaobserwowanych w tkance nowotworowe;j.
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5. DYSKUSJA

Pomimo, ze gen TP53 jest jednym z najczgsciej analizowanych supresorow
transformacji nowotworowej, wciaz niepoznana jest rola poszczegdlnych mutan-
tow TP53 w procesie nowotworzenia. Spektra mutacji w genie TP53 roznig si¢
w zalezno$ci od rodzaju nowotworu. Przykladem jest rak przetyku, w przypad-
ku, ktorego spektrum mutacji w genie TP53 jest inne dla rakow o utkaniu pla-
skonablonkowym (przewaga transwersji) i inne dla rakow gruczotowych (domi-
nuja tranzycje C do T w miejscach CpG), co sugeruje istotne réznice w etiologii
i patogenezie tych nowotworéw. Ponadto analiza mutacji w genie TP53 ma zna-
czenie kliniczne, albowiem dostarcza informacji odno$nie ewolucji choroby
nowotworowej i skuteczno$ci zastosowanej terapii. Niezmiernie wazna jest ana-
liza istotnych funkcjonalnie mutacji w genie TP53, gdyz ulatwia ona formowa-
nie hipotez dotyczacych zarowno mechanizmow utraty biologicznych aktywno-
$ci biatka p53, jak i czynnikow genetycznych lezacych u podstaw transformacji
nowotworowej. Najczesciej stosowana metoda analizy genu TP53 w raku peche-
rza moczowego jest analiza immunohistochemiczna z wykorzystaniem mono-
klonalnych przeciwciat anty-p53. Pomimo wykazanych korelacji pomigdzy po-
zytywnym wynikiem barwienia immunohistochemicznego a obecno$cia mutacji
w genie TP53, nalezy pamigtaé, ze metoda ta nie wykrywa delecji genu TP53,
mutacji typu nonsens i przesunigcia ramki odczytu (frame shift) a takze wykry-
wa prawidtowa forme biatka [121].

W przedstawionej rozprawie habilitacyjnej przeprowadzono analiz¢ czgsto-
$ci wystgpowania i rozmieszczenia mutacji w genie TP53 z wykorzystaniem
systemu drozdzowego w powierzchownym oraz inwazyjnym raku pgcherza
moczowego z nablonka przejSciowego. Dodatkowo obecnos$¢ ztuszczonych ko-
morek nowotworowych w moczu umozliwila oceng przydatnosci systemu droz-
dzowego do nicinwazyjnej detekcji mutacji w genie TP53 u chorych na raka
pecherza moczowego. Badania, ktorych celem byla identyfikacja mutantow
TP53 o transkrypcyjnie wyciszonym fenotypie sa jednymi z pierwszych badan
tego typu, przeprowadzonych dla raka pgcherza moczowego [346]. Zaleta tej
metody jest odroznienie funkcjonalnych mutacji od mutacji niemajacych istot-
nego wplywu na aktywno$¢ biatka p53 i zmian polimorficznych, co nadaje
wigkszego znaczenia analizie korelacji z klasycznymi czynnikami predykcyjny-
mi.

Metoda split-FASAY wykazala obecnos¢ mutacji w 42% guzdéw naciekaja-
cych (T2-T4) oraz w 39% osadoéw komorek z moczu pochodzacych od chorych
na raka pecherza moczowego. W odréznieniu do badan przeprowadzonych przez
Curigliano i wsp. [65], gdzie obecnos¢ mutacji w genie TP53 zaobserwowano w
41% guzow T1 stosujac elektroforeze w gradiencie czynnika denaturujacego,
system drozdzowy wykazat obecnos¢ mutacji TPS3 tylko w 10% guzdéw po-
wierzchownych (Ta/T1). Réznica ta jest najprawdopodobniej wynikiem zasto-
sowania odmiennej metody analizy, ktora identyfikuje tylko funkcjonalne muta-
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cje TP53. Na szczegolna uwage zastuguje wykonana w pracy analiza komorek z
osadu moczu, ktéra w pojedynczych przypadkach wykazala istnienie dodatko-
wych mutacji TP53 niezaobserwowanych w przypadku tkanki nowotworowej.
Mutacje te moga by¢ wynikiem zmian w gornych drogach moczowych lub poli-
klonalnej ekspansji nowotworu. Pomimo dominujacej w raku pgcherza moczo-
wego koncepcji klonalnosci [362] istnieja badania dostarczajace dowoddéw na
istnienie poliklonalno$ci zwlaszcza w poczatkowych stadiach rozwoju tego no-
wotworu [309]. W jednym przypadku mutacja TP53 obecha w guzie powierz-
chownym nie zostala wykazana w komorkach z osadu moczu pochodzacych od
tego samego chorego. Nieobecno$¢ mutacji w tym przypadku moze by¢ zwiaza-
na z brakiem komoérek nowotworowych w moczu, wysokim stosunkiem komo-
rek prawidlowych do nowotworowych jak réowniez obecno$cia heterogennych
klonow w guzie i osadzie moczu. Wysoka (80%) zgodno$¢ pomigdzy analiza
mutacji TP53 w guzie jak i komérkowych osadach moczu, poréwnywalna z 84%
czgstoscia w badaniach Prescott i wsp. [317] iznacznie wyzsza w poréwnaniu z
25% czgstoscia zaobserwOwana przez Dahse 1 wsp. [67] wskazuje, Ze analiza
komorek z osadu moczu moze by¢ rownie efektywna jak analiza tkanki nowo-
tworowej. Wymaga ona jednak dalszych badan oraz udoskonalenia metody izo-
lacji RNA z komoérek z osadu moczu.

W wyniku przeprowadzonych w czasie realizacji rozprawy habilitacyjnej
badan po raz pierwszy odnotowano wystapienie mutacji (intron 7/kodon 261),
zwigzanej z insercja trzech nukleotydow intronu 7 do eksonu 8 i powstaniem
kodonu stop, mogacego indukowac rozpad mRNA [252]. Mutacje nonsensowne
zaobserwowano jeszcze w trzech przypadkach, co sugeruje, ze w badanej grupie
chorych moze mie¢ miejsce translacyjna represja lub degradacja mRNA. Moz-
liwos¢ detekcji mutacji zwiazanych z represja translacji podkre§la przewage
systemu drozdzowego nad analiza immunologiczna [280]. Zaobserwowane mu-
tacje w genie TP53 zlokalizowane sa w czterech z pigciu wysoce konserwowa-
nych ewolucyjnie regionach genu TP53 obejmujacych migdzy innymi regiony
zwiazane bezposrednio lub posrednio z oddziatywaniem biatka p53 z DNA, to
jest regiony L2, L3 oraz LSH. W regionach tych zlokalizowano 8 z 22 mutacji w
genie TP53, ktore tak jak w pracy Skaug i wsp. [367], zwiazane sa ze zwigkszo0-
na agresywnoscia nowotworu bedaca najprawdopodobniej wynikiem dominuja-
cego, negatywnego wplywu mutacji na biologiczna funkcjg biatka p53. W bada-
nej grupie chorych mutacje endogenne byty rzadkoscia, tylko w jednym przy-
padku w dwunukleotydzie CpG zaobserwowano tranzycje C — T, zlokalizowa-
na w pozycji 248, sugerujaca spontaniczna deaminacje S-metylocytozyny. Prze-
waga mutacji egzogennych moze by¢ wynikiem ekspozycji na takie czynniki
kancerogenne, jak skfadniki dymu papierosowego w tym aminy aromatyczne,
ktore w ponad 50% przypadkéw odpowiedzialne sa za rozwoj raka pecherza
moczowego. Szczegodlnie kancerogeny zawarte w dymie papierosowym zosta-
wiaja charakterystyczny $lad w postaci mutacji w genie TP53 [16]. W badanej
grupie chorych w dwoéch przypadkach zaobserwowano transwersje G—>T w
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pozycji 157 i 273 genu TP53, ktora mogla powsta¢ w wyniku dzialania czynnika
kancerogennego zawartego w dymie papierosowym [75].

Stosujac metodg split-FASAY wykazano, ze umozliwia ona identyfikacje
kilku mutacji wystepujacych rownoczesnie w obrebie jednego genu. W badanej
grupie chorych mutacje wielokrotne wystapily w trzech przypadkach. Byly to
glownie mutacje punktowe. W dwoch przypadkach B15 i B9 druga mutacja byla
mutacja nonsensowna wywolujaca przedwczesne zakonczenie translacji. Obec-
nos¢ mutacji wielokrotnych opisano takze w pracy Taylor i wsp. [385], ktorzy w
jednym przypadku zaobserwowali obecno$¢ pigciu mutacji TP53 w czterech
kodonach (89, 101, 132 i 214). W tym szczegélnym przypadku obecno$¢ muta-
cji wielokrotnej zwiazana byla najprawdopodobnicj z ciagla ekspozycja na ami-
ny aromatyczne. Autorzy tej pracy nie obserwuja jednak istotnej réznicy w czg-
stosci wystepowania mutacji wielokrotnych pomigdzy osobami narazonymi
I nienarazonymi na dziatanie czynnikow kancerogennych.

Funkc jonalne biatko pS3 jest niezbgdnym czynnikiem umozliwiajacym wia-
$ciwa odpowiedz komorki na zastosowana terapig, tj. decyduje w wielu przy-
padkach o jej skutecznosci. Zalozeniem chemioterapii, jak i radioterapii jest
doprowadzenie do $mierci komérki w wyniku indukcji apoptozy jako odpow ie-
dzi na uszkodzenie DNA. Sukces terapii opartych na tym zatozeniu zalezy w
duzej mierze od obecno$ci aktywnego biatka p53 bedacego odbiorca sygnatow
uszkodzenia DNA. Nieaktywne funkcjonalnie mutanty biatka p53 zwiazane sa
migdzy innymi z opornoscia na cisplatyng, doxorubicyng czy S-fluorouracyl.
Poznanie funkcjonalnych mutacji w genie TP53 moze mie¢ nie tylko aspekt
prognostyczny, ale i predykcyjny. Wciaz aktualne jest pytanie, w jaki sposob
mozna wykorzysta¢ stan genu TP53 w pode jmowaniu decyzji terapeutycznych
zarowno w powierzchownym, jak i naciekajacym raku pgcherza moczowego?
Poniewaz mutacje TP53 w powierzchownym raku pecherza moczowego sa zja-
wiskiem stosunkowo rzadkim wydaje sig, ze¢ w tym typie nowotworu stan genu
TP53 nie wlatwi podjecia decyzji terapeutycznych. Zgota odmiennie wyglada
sprawa nowotworow naciekajacych, gdzie czgstos¢ wystepowania mutacji TP53
jest stosunkowo wysoka i wynosi §rednio 50%. Guzy naciekajace pgcherza mo-
czowego charakteryzuja si¢ wysoka czgstoscia progresji po zastosowanej cystek-
tomii, dlatego zastosowanie skutecznej chemioterapii neoadjuwantowej moze
znacznie zmniejszy¢ ryzyko progresji i wydtuzy¢ czas przezycie. Fakt ten pod-
kresla jak istotnym jest analiza stanu genu TP53, a zwlaszcza analiza funkcjo-
nalna. Dodatkowym atutem tego rodzaju analizy jest mozliwo$¢ wykorzystania
do badan komorek z osadu moczu, co zostalo wykazane w niniejszej pracy. Po-
nadto na wynik analizy nie wplywa obecno$¢ komoérek prawidtowych zawsze
obecnych w analizowanym materiale. Analiza sekwencyjna DNA potwierdzita
dodatnie wyniki otrzymane metoda split-FASAY, wykazujac tym samym wiary-
godnos¢ systemu drozdzowego. Otrzymane wyniki pokazuja, ze metoda split-
FASAY jest stosunkowo szybka i niezawodna procedura pozwalajaca na odrdz-
nienie polimorfizmu od funkcjonalnie istotnych mutacji.
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W guzach naciekajacych stopien zaawansowania oraz zaangazowanie wg-
zIow chlonnych sa jak dotad najbardziej znamiennymi statystycznie predykto-
rami czasu przezycia [13, 89]. W przypadku guzoéw naciekajacych radykalna
cystektomia jest terapia standardowa, jakkolwiek ostatnio wzrasta zainteresowa-
nie terapig oszczg¢dzajaca pgcherz, ktoéra uzupetiona chemioterapia /lub radio-
terapia moze by¢ alternatywa w stosunku do cystektomii [ 162]. Naciekajacy guz
pecherza moczowego zwiazany jest ze ztym rokowaniem. W przypadku 50%
chorych po cystektomii dochodzi do przerzutow lokalnych lub odlegtych. Poto-
wa chorych umiera w ciagu 3 lat od wykonanej cystektomii. Powszechnie ak-
ceptowana jest teoria, ktora odpowiedzialno$¢ za tak duza $miertelnos¢ laczy z
obecnoscia klinicznie niewykrywalnych mikroprzerzutow, istniecjacych juz w
trakcie pierwszej diagnozy. W takich przypadkach potrzebna jest nie tylko sku-
teczna (bardziej agresywna) terapia, ale rowniez markery, ktére w sposob nie-
zawodny moglyby wytypowac grupe chorych o krétszym czasie przezycia. Opi-
nie badaczy, co do rokowniczego znaczenia mutacji w genie TP53 sa podzielo-
ne. Dominuje poglad, Zze obecno$¢é mutacji w genie TP53 wiaze si¢ z niepomys |-
nym rokowaniem. W ramach realizowanych badan w grupie 61 chorych na raka
pecherza moczowego, analiza wieloczynnikowa skorygowana pod wzgledem
wieku 1 stopnia zaawansowania wykazala, ze obecno$¢ mutacji w genie TP53
jest niezaleznym czynnikiem rokowniczym i1 wiaze si¢ z okoto trzykrotnym
wzrostem prawdopodobienstwa zgonu.

Po raz pierwszy obecno$¢ autoprzeciwciat anty-p53 u myszy z chemicznie
indukowana transformacja nowotworowa zostala zaobserwowana w 1979 roku
[74]. W 1982 roku Crawford i wsp. [63] odnotowali humoralna odpowiedz im-
munologiczna skierowana przeciwko biatku p53 u 9% kobiet z rakiem piersi.
Pozniejsze badania wykazaly obecnos$¢ autoprzeciwciat anty-p53 w surowicy ok.
26% chorych na rézne typy nowotworow w tym raka okreznicy, piersi, watroby,
jajnika, ptuca oraz w chloniakach [41, 48, 69, 212, 347, 359]. Badania korelacji
pomigdzy obecnoscia mutacji, akumulacja biatka p53 a obecnoscia autoprzeciw-
ciat anty-p53 skupiaja uwage wielu badaczy. Wiadomym jest, ze obecno$¢ mu-
tacji nic wplywa na polozenie immunogennych domen biatka p53. W pracy
Schlichtholz i wsp. [345] wykazano, ze immunogenne domeny biatka zlokali-
zowane sa na jego N- i C-koncowym odcinku, a wigc poza regionem czgsto
ulegajacym mutacjom, czyli regionem hot-spot. Obserwacje te dotyczyly szero-
kiej grupy chorych glownie z rakiem piersi lub rakiem pluca oraz zwierzat im-
munizowanych ludzkim, prawidlowym bialkiem p53. Ponadto wykazano istnie-
nie korelacji pomigdzy obecno$cia mutacji w genie TP53, a obecno$cia auto-
przeciwcial anty-pS3 w surowicy chorych na rézne typy nowotworow [372].
Mechanizm autoimmunizacji nie jest poznany. Dominuje hipoteza zakladajaca,
ze indukcja odpowiedzi immunologicznej jest wynikiem przetamania tolerancji
na skutek akumulacji immunogennego biatka, uwolnionego z komoérki w wyniku
nekrozy lub biatka prezentowanego na powierzchni komorki. Ze wzgledu na
wysoka czgstos¢ wystgpowania mutacji w genie TP53 w raku pecherza moczo-
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wego postanowiono sprawdzi¢ czgstos¢ wystepowania autoprzeciwcial anty-p53
w tej grupie chorych.

W niniejszej pracy analiz¢ obecnosci autoprzeciwciat anty-p53 przeprowa-
dzono u 61 chorych na raka pgcherza moczowego, u ktorych wczesniej wykona-
no analize obecnosci funkcjonalnych mutacji w genie TP53 z wykorzystaniem
systemu drozdzowego. Autoprzeciwciala anty-p53 zaobserwowano w 18%
(11/61) przypadkow. Czgstos¢ wystepowania autoprzeciwciatl anty-p53 byla
znacznie wyzsza w guzach Ta/T1 i wynosila 23% (7/31) w poréwnaniu z 13% w
przypadku guzow T2-T4. Wyniki te sa zgodne z badaniami wykazujacymi czg-
sto$§¢ wystepowania autoprzeciwciat anty-p53 w raku pecherza moczowego w
granicach od 12 do 33% [143, 279]. W 55% przypadkow mutacjom w genie
TP53 nie towarzyszyla obecnos¢ autoprzeciwciat anty-p53 w 0soczu chorych na
raka pecherza moczowego. Nie jest to zaskoczeniem, albowiem tylko 30 do 50%
nowotworéw z mutacjami w genie TP53 indukuje odpowiedz humoralng anty-
p53. Pomimo, ze mutacje genu TP53 wplywaja na stabilizacjg i tym samym
nadekspresje biatka p53, Davidoff i wsp. [69] w swoich badaniach wykazali, ze
tylko nowotwory, w ktérych stwierdzono obecnos¢ kompleksu p53 z biatkiem
szoku termicznego hsp 70 indukuje odpowiedZz immunologiczna. Obserwacja ta
moze tlhumaczy¢ niska czgsto$¢ wystgpowania autoprzeciwciat anty-p53 u pa-
cjentow z nadekspresja biatka p53. W wynikach pracy na uwage zwraca stosun-
kowo wysoka czgsto$¢ wystgpowania autoprzeciwcial anty-p53 w guzach po-
wierzchownych, gdzie w szesciu z siedmiu przypadkow obecno$é autoprzeciw-
cial anty-p53 nie wiazala si¢ z obecno$cia funkcjonalnych mutacji w TP53.
Mozliwym jest, ze zastosowana metoda analizy mutacji pozwolita na identyfika-
cje tylko funkcjonalnie istotnych mutacji w genie TP53, co nie wyklucza obec-
nosci mutacji strukturalnych, niemajacych wplywu na funkcje biatka p53, ale
indukujacych odpowiedz immunologiczng. Obecnos$¢ autoprzeciwciat anty-p53
bez towarzyszacej jej mutacji w genie TP53 jest zjawiskiem rzadkim, jakkol-
wiek spotykanym [422]. W czterech sposrod siedmiu przypadkéow z guzem
Ta/T1 i autoprzeciwcialami anty-p53 doszlo do progresji. Takze we wszystkich
guzach naciekajacych zaobserwowano wznoweg lokalng lub obecno$¢ przerzutow
odleglych. Dodatkowo wykazano istotna statystycznie zalezno$¢ pomigdzy
obecnoscia autoprzeciwciat anty-p53 a skroconym czasem przezycia. Tym sa-
mym badania te potwierdzaja wyniki pracy Morita i wsp. [279], ktorzy analizu-
jac grupe 100 chorych wykazali istnienie korelacji pomigdzy obecnos$cia auto-
przeciwcial anty-p53 a akumulacja biatka p53 oraz skroconym czasem przezy-
cia. W grupie kontrolnej obecno$¢ autoprzeciwciat anty-53 wykryto w jednym
przypadku, co obnizylo specyficzno$¢ testu do 90%. Obecno$¢ autoprzeciwciat
anty-p53 w surowicy lub osoczu 0séb bez choroby nowotworowej jest zjaw i-
skiem niezwykle rzadkim. Przeprowadzone ostatnio badania Muller i wsp. [282]
na 436 osobowe]j grupie kontrolnej wykazaty 100% specyficznos¢ testu do de-
tekcji autoprzeciwciat anty-p53. Dodatkowo obecno$¢ autoprzeciwciat anty-p53
u osob, u ktorych poczatkowo nie stwierdzono klinicznych objawow choroby
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nowotworowej, a ktora ujawnita si¢ po kilkunastu miesiacach, wskazala na moz-
liwos¢ wykorzystania analizy serologicznej do wczesnej diagnostyki [245, 391].
W przedstawionej pracy utrata kontaktu z pacjentem o pozytywnym wyniku
uniemozliwila dalsza analizg. Interesujacym byloby takze wykonanie powtornej
analizy serologicznej u chorych, u ktorych stwierdzono obecno$¢ autoprzeciw-
ciat anty-p53 przed jakakolwiek terapia. Analiza ta umozliwitaby oceng zalezno-
$ci pomigdzy poziomem autoprzeciwcial anty-p53 a skuteczno$cia zastosowane;j
terapii. Obserwowana w pracy niska czgsto$¢ wystgpowania autoprzeciwciat
anty-p53 w guzach naciekajacych pgcherza moczowego oraz brak korelacji ze
standardowymi parametrami klinicznymi dyskwalifikuje je, jako marker diagno-
styczny, aczkolwiek na uwagg zastuguje mozliwosé zastosowania ich w progno-
styce, zwlaszcza w przypadku guzow powierzchownych. Potrzebne sa dalsze
badania, ktore wyjasnilyby dokladnie mechanizm autoimmunizacji i tym samym
pozwolityby na zrozumienie immunogennego statusu biatka p53 w raku peche-
I'Zza moczowego.

Mutacje, utrata heterozygotycznosci, oraz wyciszenie transkrypcji genow
poprzez metylacje sekwencji promotora sa zaliczane do gtownych czynnikow
inaktywujacych supresory transformacji nowotworowej. Hipermetylacja promo-
tora 1 tym samym utrata funkcji genu, czg¢sto obserwowana w chorobach nowo-
tworowych, dotyczy gléwnie gendéw bioracych udziat a naprawie DNA, regulacji
cyklu komorkowego, apoptozie, angiogenezie, roznicowaniu, transformacji
i transdukcji sygnatu. Celem badan byla analiza profilu metylacji DNA w raku
pecherza moczowego. W badaniach zastosowano technike, ktéra umozliwila
analiz¢ metylacji wybranej sekwencji w oparciu o modyfikacje DNA wodoro-
siarczynem sodu. W badanej grupie chorych, metylacja regionu 5° genu DAPK
wystapila najczgsciej, bo az u 45% chorych, co miesci si¢ w obserwowanych
granicach od 4% do 58% [45, 257]. Kinaza DAP jest zalezna od wapnia kinaza
serynowo-treoninowa odgrywajaca istotna role w regulacji apoptozy [105]. Wy-
ciszenie ekspresji genu DAPK na skutek metylacji sekwencji promotora obser-
wowane jest w wielu rodzajach nowotwordéw [97]. W przeprowadzonych bada-
niach wysoka czgsto$¢ metylacji regionu 5° genu DAPK wykazala trend staty-
styczny w kierunku asocjacji z wyzszym stopniem zlo$liwosci (P = 0,067) oraz
brak istotnej statystycznie zalezno$ci pomigdzy metylacja DAPK a zwigkszonym
ryzykiem wystapienia wznowy. Warto jednak podkreslic, ze u 7 (78%) z 9 cho-
rych na powierzchownego rak pecherza moczowego z metylacja DAPK doszto
do wznowy, co jest zgodne z obserwacja Tada i wsp.[383], ktérzy zaobserwowa-
li wznowe u 14 (88%) z 16 chorych z metylacja DAPK. Tym samym wykazany
w pracy brak istotno$ci statystycznej moze by¢ wynikiem zbyt mato licznej gru-
py z guzem Ta/T1. Specyficzno$¢ analizy metylacji genu DAPK wyniosta 71%
w porownaniu ze 100% specyficzno$cia analizy metylacji genu MLH1 i MGMT.
Nie wyklucza to jednak DAPK, jako markera prognostycznego, albowiem obec-
no$¢ metylacji regionu 5’ genu DAPK zaobserwowano w dwoch tkankach po-
chodzacych z prawidlowego histologic znie marginesu guza, co moze by¢ w tym
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przypadku zwiazane ze zmianami przednowotworowymi. Metylacje DAPK wy-
kazano rowniez w dwoch z osmiu prob pochodzacych z grupy kontrolnej, tym
samym byloby niezwykle istotnym zbadanie, czy obecno$¢ metylacji regionu 5’
genu DAPK w prawidtowym nabtonku dr6g moczowych zwiazana jest z wigk-
szym ryzykiem zachorowania na raka pgcherza moczowego.

Metylotransferaza DNA O °-metyloguaniny (MGMT) odpowiedzialna jest za
przenoszenie grup metylowych z metyloguaniny na grupe cysteinowa w centrum
aktywnym enzymu, czego konsekwencja jest inaktywacja, ubikwitynacja i de-
gradacja enzymu. Epigenetyczne wyciszenie ekspresji genu MGMT poprzez
metylacje jego promotora zwigzane jest ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia
mutacji indukowanej czynnikami alkilujacymi [98]. Aktywno$¢ MGMT chroni
czasteczke DNA przed tranzycjami G:C do A:T [285], dlatego tez naktywacja
genu MGMT zwiazana jest migdzy innymi z mutacjami w genie K-ras, jak
i TP53 w raku okrgznicy [100, 101]. Dane dotyczace metylacji regionu 5’ genu
MGMT w raku pecherza moczowego sa dosy¢ rozbiezne i mieszcza si¢ w grani-
cach od 2 do 53% [169, 257]. W przedstawionej pracy metylacjg¢ MGMT wyka-
zano w 34% przypadkéw. Ponadto 83% (10/12) metylacji MGMT w guzie zosta-
la réwniez zaobserwowana w komorkach z osadu moczu. Obecnos¢ metylacji
regionu 5’ genu MGMT u 5 z 6 chorych z mutacja typu tranzycji w genie TP53
wskazuje, ze epigenetyczna inaktywacja genu MGMT moze by¢ zwiazana z
mutacja G:C >A:T w genie TP53. Dominujaca obecnos¢ metylacji MGMT w
guzach T2-T4 oraz obecno$¢ mutacji w genie TP53 w 63% przypadkow z mety-
lacja MGMT wskazuje, ze metylacja MGMT jest zjawiskiem péznym w rozwoju
raka pecherza moczowego.

W komorce prawidlowej na strazy integralnos$ci genomu stoi system napra-
wy nieprawidtowo sparowanych nukleotydow (MMR), ktory jest odpowiedzia |-
ny za utrzymanie prawidlowej sekwencji zasad w DNA poprzez usuwanie z
DNA bledow replikacyjnych. Rezultatem inaktywacji genéw systemu MMR jest
pojawienie si¢ fenotypu mutatorowego i wysoka niestabilnos¢ mikrosatelitarna.
Metylacja regionu 5° genu MLH1 jest zjawiskiem czgstym w nowotworach spo-
radycznych charakteryzujacych si¢ obecnoscia MSI [112, 160]. W przypadku
raka pecherza moczowego, pomimo duzych rozbieznosci, powszechnie przyje-
tym jest, ze czgstos¢ wystgpowania MSI nie jest wysoka [133, 392], co jest
zgodne migdzy innymi z obserwowana w pracy niska (19%) czestoscia metylacji
regionu 5° genu MLH1. Jest to wynik znacznie wyzszy w porownaniu z 1% w
pracy Catto i wsp. [43] i podobny do 13% zaobserwowanych przez Tada i wsp.
[383] w guzie powierzchownym.

W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano znamienng statystycznie za-
lezno$¢ pomigdzy metylacja MLH1 a obecno$cia mutacji w genie TP53 (P =
0,004) w raku pgcherza moczowego. Zaréowno biatko MLH1, jak i p53 odpo-
wiedzialne sa za utrzymanie integralno$ci genomu w obecno$ci czynnikow in-
dukujacych uszkodzenie DNA. Utrata ich funkcji prowadzi bardzo czgsto do
spadku wrazliwosci komorki na czynniki chemioterapeutyczne. Lin i wsp. [231]
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wykazali, ze brak aktywnosci MMR 1 p53 w linii komoérkowej raka okr¢znicy
powoduje 4,8-krotny wzrost rozwoju opornosci na cisplatyng. Cisplatyna jest
jednym z najczegsciej stosowanych chemioterapeutykow w leczeniu choréb no-
wotworowych w tym raka pgcherza moczowego. Efektywnos¢ terapii jest wyso-
ka, aczkolwiek w niektérych przypadkach dochodzi do chemioopornosci [361].
Mechanizm, ktéry hamuje przekazanie sygnatu o uszkodzeniu DNA i indukcje
apoptozy zwiazany jest z nadekspresja genu ERBB2, aktywacja szlaku PI3-
K/AKT, utrata funkcji genu TP53, nadekspresja anty-apoptotycznego biatka blc-
2 oraz interferencja z aktywacja kaspaz [361]. Cytotoksyczne dzialanie cisplaty-
ny polega na aktywacji biatka p53 regulujacego ekspresje genéw zwigzanych z
zahamowaniem cyklu komorkowego i indukuja apoptozy. Rowniez system
MMR jest zaangazowany w rozpoznawanie wewnatrzniciowych GpG adduktow
cisplatyny [83]. Oporno$¢ na cisplatyne zwiazana jest migdzy innymi z inaktyw-
cja systemu naprawy DNA, najczgsciej w wyniku mutacji w genach MLH1
i MSH2 lub hipermetylacji regionéw promotorowych tych genow [108, 400].
Dysfunkcja genu TP53 w takich nowotworach prowadzi do zwigkszonej che-
mioopornosci na cisplatyng [164]. Dlatego tak waznym jest dokladna analiza
typu mutacji w genie TP53, czego potwierdzeniem sa wykonane w pracy anali-
zy, ktore wykazaly obecno$¢ co najmniej trzech mutacji genu TP53 zwigzanych
z oporno$cia na cisplatyng R273H, R248W, R175H. Dodatkowo przypadki te
charakteryzowaly si¢ metylacja regionu 5’ genu MLH1. Polaczenie analizy genu
TP53 z analiza metylacji regionu 5’ genu MLH1 wydaje si¢ by¢ szczegodlnie
interesujace. W siedmiu przypadkach naciekajacych guzoéw raka pecherza mo-
czowego zaobserwowano zarowno mutacje w genie TP53, jak i metylacje regio-
nu 5’ genu MLH1. Nowotwory te charakteryzowaly si¢ agresywno$cia oraz
100% $miertelno$cia. Poniewaz biatka MLH1, jak i p5S3 odpowiedzialne sa za
utrzymanie integralno$ci genomu w obecno$ci czynnikow indukujacych uszko-
dzenie DNA, utrata ich funkeji prowadzi bardzo czgsto do spadku wrazliwosci
komorki na czynniki chemioterapeutyczne, dlatego stan tych genéw moze mie¢
istotne znaczenie w doborze skutecznej terapii. Tym samym zaobserwowana w
pracy ,.Smiertelna koegzystencja” mutacji w genie TP53 oraz metylacji regionu
5’genu MLH1 zashiguje na kontynuacje i dalsze badania, ktore umozliwityby
wytypowanie grupy pacjentow o szczegodlnie zlym rokowaniu, wymagajacych
zastosowania kompleksowych metod terapeutycznych.

Zainteresowanie wykorzystaniem markerow metylacji do analizy plynow
ustrojowych takich jak surowica, osocze lub mocz sukcesywnie wzrasta. Chan
iwsp. [45] wykazali w komorkach z osadu moczu obecnos¢ metylacji genow
DAPK, RARp, CDH1 i CDKN2A odpowiednio u 46%, 68%, 59% i 14% chorych.
Ponadto czuto$¢ analizy metylacji (91%) byla wyzsza, niz czulo§¢ badania cyto-
logicznego osadu moczu (46%) [45]. Wysoka czulo§¢ oraz istnienie korelacji ze
spektrum metylacji w tkankach guza czyni analize komorek z osadu moczu uzy-
tecznym narzedziem w nieinwazyjnej diagnostyce raka pecherza moczowego
[86]. W przedstawionej pracy metylacje regionow 5° genow MGMT, DAPK
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i MLH1 w komorkach z osadu moczu wykazano u 26%, 24% oraz 16% chorych.
W guzachT2-T4 metylacje zidentyfikowane w tkankach guza byly w 73% po-
twierdzone w komorkach z osadu moczu tego samego chorego. W przypadku
guzéwTa/T1 tylko 33% metylacji w tkankach guza bylo nastgpnie wykazanych
w komorkach z osadu moczu. Jest to prawdopodobnie zwiazane z mniejsza ilo-
$cig komorek nowotworowych w moczu u chorych z guzem Ta/T1, w poréwna-
niu z guzem T2-T4. Dodatkowo obecnos¢ duzej ilosci komorek prawidtowych
W moczu moze wplywaé na niska czuto$¢ tego typu analizy w guzach Ta/T1. W
tym celu nalezatoby zwigkszy¢ czulo$¢ metody gtownie poprzez selekcje komo-
rek i izolacje wylacznie nowotworowego DNA. Innym rozwigzaniem jest zasto-
sowanie techniki umozliwiajacej iloSciowa analizg metylacji, takiej jak ,,Methy-
light”, ktéra wydaje si¢ by¢ atrakcyjna alternatywa dla analizy komoérek z osadu
moczu [89].

Analizy epigenetyczne otwieraja nowy rozdziat w prognostyce choréb no-
wotworowych. Badania Maruyama i wsp.[256] wykazaly, ze metylacja promoto-
ra genu CDH1 oraz FHIT u chorych na raka pgcherza moczowego zwiazana jest
z krotszym czasem przezycia. Rowniez wyniki przedstawionych w pracy badan
wykazaly, ze metylacja regionu 5’ genu MLH1 jest niezaleznymi czynnikiem
prognostycznym wplywajacym na skrocenie czasu przezycia chorych na raka
pecherza moczowego.

Ze wzgledu na rolg, jaka odgrywa system MMR w procesie nowotworzenia
oraz zaobserwowana w pracy tendencje do wspdtistnienia mutacji w genie TP53
z metylacja sekwencji 5’genu MLH1, ktéra to metylacja wykazuje istotny staty-
stycznie zwiazek z wyzszym stopniem zlo§liwo$ci, na uwagg zastuguje analiza
zaburzen w sekwencjach mikrosatelitarnych w loci gen6w MLH1 i MSH2. Mar-
kery BAT26, D2S123 oraz D3S1611 zostaly wybrane do oceny defektow w
systemie MMR [25]. Badania te prowadzono réwnolegle do badan nad ocena
profilu zmian mikrosatelitarnych (MSI/LOH) z wykorzystaniem 9 markerow
mikrosatelitarnych D8S133 (8p21.3-8q11.1), D9S2171 (9p21), D9S273 (9p21-
9g21), D9S252 (9913-9921), D9S242 (9g32-9g33), D12S81 (12921), Rb1.20
(13g14.3), TP53 (17p13.1) D18S34 (18912.2-18g12.3) w tej samej grupie cho-
rych [392].Uzyskane wyniki (13%) w przeciwienstwie do wynikow Christensen
i wsp. [55] nie potwierdzaja wysokiej (46-100%) czestosci wystepowania zabu-
rzen w sekwencjach mikrosatelitarnych genéow MLH1 i MSH2 w raku pecherza
moczowego. Rowniez metylacja sekwencji 5° genu MLH1 (19%) nie jest zjawi-
skiem czgstym, co takze zostato wykazane w niniejszej pracy. Tym samym niska
czesto$¢ wystepowania defektow w systemie MMR tlumaczy zaobserwOwana w
tej grupie chorych niska (16%) czgstos¢ wystgpowania MSI, ktora jest porow-
nywalna z czgstoscia obserwowana w przypadku innych rakow sporadycznych,
w tym w raku okreznicy (15%) [396]. We wszystkich przypadkach z MSI
stwierdzono albo obecno$¢ zmiany mikrosatelitarnej w locus jednego z bada-
nych genéw mutatorowych, albo metylacje sekwencji 5’genu MLH1. Metylacje
MLH1 zaobserwowano w trzech z szesciu przypadkow z MSI. Zastanawiajacym
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jest fakt, ze nie wszyscy chorzy z epimutacja (metylacja MLH1) lub niestabilno-
$cig w genach mutatorowych charakteryzowali si¢ obecnoscia MSI, co mogloby
sugerowac, ze inaktywacja genéw MMR nie musi zawsze prowadzi¢ do MSI w
raku pecherza moczowego. Zdecydowanie dominuje w tym nowotworze niesta-
bilno§¢ chromosomowa, czego dowodem jest obecnos¢ LOH zaobserwowana
ogdlnie u 71% chorych. Czgstos¢ LOH w guzach Ta/T1 wynosita 75%, zas w
guzach T2-T4 69% i charakteryzowata si¢ 100% specyficznoscia [392]. Zgod-
nie z powszechnie przyjeta koncepcja zakladajaca, ze w raku pgcherza moczo-
wego zmiany mikrosatelitarne wystgpuja najczg$ciej w chromosomie 9 [198],
badania przeprowadzone w tej samej grupie chorych, ktora zostata uzyta w roz-
prawie habilitacyjnej potwierdzity wysoka czgsto§¢ LOH/MSI w chromosomie 9
sugerujac inaktywacje takich gendéw jak pl6INK4A (9p21), PTCH (9922)
i DBC1 (9933) [392].

Wykorzystanie markerow mikrosatelitarnych do nieinwazyjnej analizy ko-
morek z osadu moczu stanowi od dawna przedmiot intensywnych badan. Mao
i wsp. [251] analizujac osady moczu potwierdzili obecno$¢ zmian mikrosateli-
tarnych obserwowanych w materiale pobranym bezposrednio z guza u 95% cho-
rych. Zgota odmienne wyniki zostaly opublikowane przez Fornari i wsp. [114],
ktorzy potwierdzili obecnos¢ LOH tylko w 49% nowotworow T1-T4. Rownole-
gla analiza mikrosatelitarna badanej w niniejszej pracy grupy chorych, wykazala
obecnos¢ LOH/MSI w komorkach z osadu moczu u 46% chorych [392].

Analiza komorek z osadu moczu z wykorzystaniem markerow BAT26,
D2S123 oraz D3S1611 potwierdzita obecnos¢ tylko jednej zmiany mikrosateli-
tarnej z pigciu zaobserwowanych w tkance guza zostalo, co nie jest wynikiem
satysfakcjonujacym. Wynik ten wskazuje, ze zmniejszona czuto$¢ analizy osa-
dow moczu w porownaniu z analiza tkanki nowotworowej jest najprawdop 0-
dobniej zwiazana z obecnos$cia w moczu nie tylko komorek nowotworowych, ale
réowniez prawidlowych 1 zapalnych. Komorki nowotworowe powinny stanowic,
co najmniej 10% calkowitej liczby komoérek w prébie [300]. Nie bez znaczenia
pozostaje takze czulo$¢ zastosowanej metody. Analiza poréwnawcza trzech
metod powszechnie stosowanych do analizy zmian mikrosatelitarnych wykazata,
ze metoda oparta na fluorescencji jest bardziej czuta od autoradiografii oraz
metody wykorzystujacej barwienie zeli srebrem [56]. Tym samym wyniki te
wskazuja, ze analiza mikrosatelitarna DNA izolowanego z komérek z osadu
moczu stanowi interesujaca alternatywe dla analizy tkanki nowotworowej, jak-
kolwiek ze wzgledu na nizsza czuto$¢ oraz rozbiezno$ci spotykane w literaturze
wymaga ona dalszych badan i standaryzacji.

Wyniki przedstawione w rozprawie habilitacyjnej dostarczaja szeregu
informacji odno$nie podloza genetycznego, jak i epigenetycznego raka pe-
cherza moczowego. Maja one znaczenie dla nauk podstawowych dostarcza-
jac nowych danych dotyczacych mutacji w genie TP53, albowiem po raz
pierwszy odnotowano wystapienie mutacji (intron 7/kodon 261), zwigzane j
z insercja trzech nukleotydow intronu 7 do eksonu 8 i powstaniem kodonu
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stop. Nowa, oryginalna obserwacja jest wykazanie istotnej statystycznie
zaleznos$ ci pomi¢ dzy metylacjg regionu 5’ genu MLH1 a obecno$ cia mutacji
w genie TP53 mogacej mie¢ istotne znaczenie rokownicze w raku pecherza
moczowego. Uzyskane wyniki dowodzg réowniez, ze wykorzystanie systemu
drozdzowego moze odgrywa¢ istotna role w okre§laniu funkcjonalnego sta-
nu bialka p53 zar6wno w tkankach nowotworowych, jak i w komérkach z
osadu moczu. Wykazuja niska czgstos¢ wystepowania autoprze ciwcial anty-
P53 u chorych na raka pecherza moczowego oraz brak niestabilnosci mi-
krosatelitarnej w loci genéw MLH1 i MSH2. Podkreslaja wage zmian epi-
genetycznych i wykazuja, ze metylacja regionu 5’ genéw zwigzanych z na-
prawa DNA zwlaszcza genu MLH1 jest niezaleznym czynnikiem progno-
stycznym.
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6.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan i po analizie statystycznej uzyska-

nych wynikéw mozna wysnu¢ nastgpujace wnioski:

1

Badanie obecno$ci mutacji w genie TP53 metoda sSplit-FASAY umozli-
wia: a) analiz¢ materialu pobranego bezposrednio z guza; b) analize ko-
morek z osadu moczu w przypadku chorych na raka pgcherza moczowego.
Obecno$¢ funkcjonalnych mutacji w genie TP53 jest zwiazana z wyzszym
stopniem zaawansowania i zlo§liwosci oraz jest niezaleznym czynnikiem
prognostycznym w odniesieniu do czasu przezycia w analizie wieloczy n-
nikowej.

W okoto 45% przypadkéw obecnos¢ autoprzciwciat anty-pS3 jest zwiaza-
na z obecnosciag funkcjonalnej mutacji w genie TP53. Brak zalezno$ci
pomiedzy obecno$cia autoprzeciwciat anty-p53 a stopniem zaawansowa-
nia i stopniem zlo$§liwosci nowotworu uniemozliwia wykorzystanie auto-
przeciwcial anty-p53, jako czynnika rokowniczego w raku pecherza mo-
czowego.

Metylacja regionu 5’ genu MGMT wykazuje zwiazek z krotszym czasem
przezycia w analizie jednoczynnikowej, za§ metylacja regionu 5’ genu
MLHL1 jest istotnym, niezaleznym czynnikiem prognostycznym. Obecnos¢
mutacji w genie TP53 w polaczeniu z metylacja regionu 5° genu MLH1
wskazuje na wysokie ryzyko zgonu. Metylacja regionu 5’ genu DAPK nie
wykazuje zwiazku z calkowitym czasem przezycia oraz ryzykiem wysta-
pienia wznowy w raku pgcherza moczowego.

Zaburzenia w sekwencjach mikrosatelitarnych w loci genéow MLHL
i MSH2 sa zjawiskiem rzadkim w raku pecherza moczowego. Brak zabu-
rzen mikrosatelitarnych w genach poreplikacyjnego systemu naprawy
blednie sparowanych zasad oraz niska czgsto§¢ metylacji regionu 5’ genu
MLH1 tlumaczy niska czgstos¢ wystgpowania MSI w raku pgcherza mo-
czoweqgo.

Czulo$¢ analizy metylacji 1 analizy mikrosatelitarnej komoérek z osadu
moczu jest mniejsza niz czulo$¢ analizy materialu pochodzacego z tkanki
NOWOtworowej.
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7. STRESZCZENIE

Rak pecherza moczowego jest jednym z najczg$ciej spotykanych nowotwo-
row ukladu moczowego. Obecnie trwaja intensywne badania zmierzajace do
poznania genetycznych oraz epigenetycznych mechanizméw rozwoju tego no-
wotworu.

Celem rozprawy habilitacyjnej bylo: a) zbadanie czgstosci i rozmieszczenia
mutacji funkcjonalnych w genie TP53 z wykorzystaniem systemu drozdzowego
(metoda split-FASAY) w powierzchownym oraz inwazyjnym raku pgcherza
moczowego z nablonka przejsciowego w polaczeniu z wybranymi czynnikami
klinicznymi; b) zbadanie czgsto$ci wystgpowania autoprzeciwciat anty-p53 w
osoczu chorych na raka pgcherza moczowego w relacji z mutacja w genie TP53
I wybranymi czynnikami klinicznymi; ¢) okreslenie warto$ci rokowniczej mety-
lacji regionéw 5’ genoéw zwiazanych z naprawa DNA (MLH1 i MGMT) oraz
apoptoza (DAPK); d) zbadanie niestabilnosci genomowej w loci genow MLH1
i MSH2 w relacji do niestabilno$ci mikrosatelitarnej w raku pecherza moczowe-
go; ) pordwnanie czuto$ci stosowanych metod oznaczania zmian genetycznych
i epigenetycznych w materiale tkankowym pobranym z guza z czulo$cia analizy
komorek z osadu moczu.

Badania przeprowadzono na grupie 61 chorych z rakiem pgcherza moczo-
wego. Material do badan stanowila: a) "tkanka nowotworowa” pobrana z guza;
b) krew obwodowa; c) komorki z osadu moczu. Jako grupe kontrolng wykorzy-
stano tkanke¢ bez zmian nowotworowych otaczajaca guz od 10 chorych na raka
pecherza moczowego, tkanke oraz komorki z osadu moczu otrzymane od 10
0s0b leczonych z powodu tagodnego rozrostu stercza oraz krew obwodowa po-
brana od 10 0séb z kamica uktadu moczowego.

Zastosowany w rozprawie habilitacyjnej system drozdzowy umozliwit oceng
czegstosci wystepowania mutacji w genie TP53 oraz odréznienie polimorfizmu
od istotnych funkcjonalnie mutacji. Obecno$¢ mutacji TP53 stwierdzono w 42%
guzéw naciekajacych (T2-T4). Tylko 10% guzéw Ta/T1 charakteryzowalo sig
obecno$cia mutacji TP53. Analiza komorek z osadu moczu chorych na raka
pecherza moczowego wykazala obecnos$¢ mutacji TP53 w 80% przypadkow z
mutacjami TP53 w tkance nowotworowej. W wyniku przeprowadzonych badan
po raz pierwszy stwierdzono obecno$¢ mutacji (intron 7/kodon 261), zw iazanej z
insercja trzech nukleotydow intronu 7 do eksonu 8 i powstaniem kodonu stop.
Mutacje nonsensowne stwierdzono jeszcze w trzech przypadkach. Osiem z
dwudziestu dwoch mutacji w genie TP53 wykazalo zwiazek ze zwigkszona zto-
$liwo$cia nowotworu. Stosujac metode split-FASAY wykazano, ze umozliwia
ona identyfikacje kilku mutacji wystepujacych rownoczesnie w obrebie jednego
genu. W badanej grupie chorych mutacje wielokrotne wystapily w trzech przy-
padkach i byly to gléwnie mutacje punktowe. Przeprowadzone analizy staty-
styczne potwierdzily istnienie zalezno$¢ pomigdzy obecno$cia mutacji w genie
TP53 a wyzszym stopniem zaawansowania 1 zto§liwosci oraz krétszym czasem
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przezycia. Funkcjonalne biatko p53 jest niezbgdnym czynnikiem umozliwiaja-
cym wlasciwa odpowiedz komorki na zastosowana terapi¢ i tym samym decydu-
je w wielu przypadkach o jej skutecznosci. Nieaktywne mutanty TP53 zwiazane
sa migdzy innymi z opornos$cia na cisplatyng, doxorubicyng czy S-fluorouracyl,
tym samym poznanie funkc jonalnych mutacji w genie TP53 moze mie¢ nie tylko
aspekt prognostyczny, ale i predykcyjny.

Stosujac test ELISA, dokonano oceny czgstosci wystepowania autoprzeciw-
cial anty-p53 w osoczu chorych na raka pgcherza moczowego. Autoprzeciwciata
anty-p53 stwierdzono w 18% przypadkow. Czgstos¢ wystgpowania autoprze-
ciwcial anty-p53 byla znacznie wyzsza w guzach Ta/T1 i wynosita 23% w po-
rownaniu z 13% w przypadku guzéw T2-T4. W 55% przypadkow mutacja w
genie TP53 nie byla zwiazana z obecno$cia autoprzeciwciat anty-p53 w osoczu
chorych na raka pgcherza moczowego. Sugeruje to, ze nie wszystkie mutacje
generuja odpowiedz humoralng skierowana przeciwko biatku p53. W grupie
kontrolnej obecno$¢ autoprzeciwcial anty-53 wykryto w jednym przypadku.

W celu ustalenia profilu metylacji genéw MLH1, MGMT i proapoptotycznej
kinazy DAP zastosowano technike, ktora umozliwila analiz¢ metylacji wybranej
sekwencji 5° genu w oparciu o modyfikacjec DNA wodorosiarczynem sodu. W
badanej grupie chorych metylacje regionu 5’ genu MLH1 zaobserwowano u
19% chorych, MGMT u 34% a DAPK u 45%. W guzach Ta/T1 czgstos¢ hiper-
metylacji wyniosta 60% a w guzach T2-T4 74%. Hipermetylacje minimum
dwoch regiondéw 5’ zaobserwowano w 23% przypadkéw. Liczba metylowanych
loci byla zalezna od stopnia zaawansowania nowotworu. Metylacje wigcej niz
jednego regionu 5 zaobserwowano w 37% przypadkow z wysokim stopniem
zaawansowania w porownaniu z 5% guzéw Ta/T1. W komorkach z osadu mo-
czu metylacje regionu 5” genu MLH1 zaobserwowano u 16% chorych, DAPK u
24%, a MGMT u 26%. Metylacja regionu 5’co najmniej jednego z trzech bada-
nych genow wyniosta 24% w przypadku guzéw Ta/T1 oraz 60% w przypadku
guzéw T2-T4. DwadzieScia pie¢ z trzydziestu dziewigciu (64%) metylacji zaob-
serwowanych w tkance guza zostato potwierdzonych w komoérkach z osadu mo-
czu. Specyficznos¢ analizy metylacji genu DAPK byla na poziomie 71% w po-
rownaniu ze 100% specyficzno$cia analizy metylacji genow MLH1 i MGMT. W
odroznieniu od ogdlnie panujacego pogladu, zgodnie, z ktérym metylacja regio-
nu 5’ genu DAPK jest zwiazana z ryzykiem wystapienia wznowy, nie wykazano
istnienia statystycznej zalezno$ci pomigdzy tymi dwoma czynnikami. Dominu-
jaca obecnos¢ metylacji MGMT w guzach T2—-T4 oraz obecno$¢ mutacji w genie
TP53 w 63% przypadkow z metylacja MGMT wskazuje, ze metylacja MGMT
jest zjawiskiem poznym w rozwoju raka pecherza moczowego. Znamienng sta-
tystycznie zalezno$¢ wykazano pomiedzy metylacja regionu 5° genu MLH1 a
wyzszym stopniem zlosliwosci i obecno$cia mutacji w genie TP53, jak rowniez
zaobserwowano, ze metylacja regionu 5’ genu MLH1 jest niezaleznym czynni-
kiem rokowniczym w raku pgcherza moczowego.

W celu oceny udziatu genow MLH1 i MSH2 w rozwoju raka pgcherza mo-
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czowego przeprowadzono analiz¢ zaburzen w sekwencjach mikrosatelitarnych,
w loci genéw MLH1 i MSH2. Wyniki badan wskazuja na niska (13%) czgstos¢
zaburzen mikrosatelitarnych w genach MLHL1 i MSH2. Tym samym niska czg-
sto§¢ wystepowania defektow w systemie MMR thimaczy zaobserwowana w
badanej grupie chorych niska (16%) czgstos¢ wystepowania MSI. Nie wszyscy
chorzy na raka pecherza moczowego z metylacja sekwencji 5°genu MLH1 lub
niestabilno$cia w genach mutatorowych charakteryzowali si¢ obecno$cia MSI,
co moze sugerowac, ze inaktywacja genow MMR nie zawsze prowadzi¢ do nie-
stabilno$ci mikrosatelitarnej w raku pecherza moczowego. Zdecydowanie domi-
nuje w tym nowotworze niestabilno§¢ chromosomowa. Analiza komoérek z osa-
du moczu charakteryzowala si¢ znacznie mniejsza czuloScia w poréwnaniu z
analiza tkanki guza.

Przeprowadzone badania umozliwity poréwnanie jednego z najistotniejs zych
defektow genowych, jakim jest mutacja w genie TP53 ze zmianami epigene-
tycznymi. Analiza istotnych funkcjonalnie mutacji w genie TP53 w polaczeniu z
okresleniem czgstoSci wystgpowania autoprzeciwciat anty-p53, okre§leniem
profilu metylacji genow MGMT, MLH1 i DAPK oraz analiza mikrosatelitarna
loci genéw MLH1 i MSH2 pozwolily na oceng istniejacych pomiedzy tymi zja-
wiskami zalezno$ci oraz umozliw ity wytypowanie niezaleznych markerow def'i-
niujacych prognoze kliniczng w przypadku raka pgcherza moczowego.
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8. SUMMARY

Bladder cancer is one of most common cancers of the urinary system. Cur-
rently, intensive research is carried out aimed at understanding genetic and epi-
genetic mechanisms of tumor deve lopment.

The aim of a postdoctoral thesis was: a) to investigate the frequency and lo-
cation of functional mutations in the TP53 gene using the yeast system (split-
FASAY method) in superficial and invasive transitional cell carcinoma of the
bladder in relation to chosen clinical parameters: b) to investigate the frequency
of anti-p53 autoantibodies in the plasma of bladder cancer patients in relation to
the presence of the TP53 gene mutation and to chosen clinical parameters; c) to
examine the prognostic value of methylation of the 5’ regions of genes con-
nected with the DNA repair, i.e., MLH1 and MGMT and apoptosis (DAPK); d)
to investigate the genomic instability at loci MLH1 and MSH2 in relation to mi-
crosatellite instability in cancer of the urinary bladder; e) to compare the sensi-
tivity of applied methods used to detect genetic and epigenetic changes in tumor
tissue with the sensitivity of methods when urine sediment was used as a sample
material.

The study was performed on the tumor tissue, peripheral blood, and urine
sediment from 61 bladder cancer patients. As the control group the surrounding
tumor free tissue from 10 bladder cancer patients was used together with non-
tumor tissue and urine sediment from 10 patients with benign prostate hyperpla-
sia and blood from 10 patients with lithiasis of the urea system.

The yeast system applied at the postdoctoral work allowed to evaluate the
frequency of the TP53 gene mutation and to distinguish the polymorphism from
functionally important mutation. The TP53 gene mutations were found in 42%
of muscle invasive (T2-T4) tumors, and only in 10% of non-invasive Ta/T1
stage tumors. In normal bladder tissue, the TP53 mutations were not found. In
80% of the cases, the TP53 mutations found in tumor tissue were re-detected in
urine sediment; thus, yeast has proven to be a useful system for the functional
evaluation of the TP53 gere status in urine sediments.

In this study for the first time, the presence of the splice site mutation at in-
tron 7/codon 261 that generated a new stop codon as a result of inclusion of the
last 3 bp of intron 7 into the exon 8 was reported. Premature stop codons were
observed in three more cases. Eight of twenty two mutations in the TP53 gene
showed an association with increased aggressiveness of cancer. Using functional
assay in yeast it was demonstrated that this method allows the identification of
multiple mutations in a single gene in a single patient’s cDNA sample. Three
multiple mutations found in the study group were predominantly point muta-
tions. The presence of the TP53 gene mutation was associated with the higher
tumor stage, grade and shorter survival of bladder cancer patients. The TP53
gene status is an essential factor in therapy guidance as there is a trend toward
worse response for mutant TP53 carrying cancers. The presence of the relation-
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ship between TP53 functional status and response to DNA-damaging treatment
indicates that the analysis characterizing TP53 inactivating mutations can have
not only a prognostic, but also predictive value.

ELISA test was used to assess the presence of anti-p53 autoantibodies in the
plasma of bladder cancer patients. Anti-p53 autoantibodies were found in 18 %
of cases. The frequency of anti-p53 autoantibodies in Ta/T1 stage tumors was
much higher (23%) compared with 13% in case of T2-T4 tumors. In 55% cases
the presence of autoantibodies didn't correlate with the TP53 gene mutation sug-
gesting, that not all mutations induce the humoral response directed against the
p53 protein. In the control group anti-p53 autoantibodies were detected in one
case.

A method that is based on the modification of DNA by sodium bisulfite was
used to assess the methylation of the 5° regions of DNA repair genes MLH1,
MGMT, and pro-apoptotic DAP-kinase. In the examined group of patients the
overall methylation frequency in tumor tissue was 19% for MLH1, 34% for
MGMT, and 45% for DAPK. In Ta/T1 tumors, the overall methylation was 60%
and in T2-T4 tumors it was 74%. Hypermethylation of the minimum of two loci
was observed in 23% of cases. The number of methylated loci was dependent on
the stage of tumors. Methylation in more than one gene was detected in 37% of
high-stage tumors comparing to only 5% in case of superficial Ta/T1 tumors. In
urine sediment, the frequency of 5’ region methylation was 16% for MLH1, 23%
for DAPK, and 26% for MGMT. Methylation of the 5’ region at least one of the
three tested genes was found in 24% of Ta/T1 tumors and in 60% of T2-T4
tumors. Twenty five of thirty nine (64%) methylations were re-detected in urine
sediments. The specificity of 5* region methylation of the DAPK gene was 71%
compared with 100% for MLH1 and MGMT. It does not exclude the DAPK gene
as a prognostic marker because the presence of the DAPK 5’ region methylation
in two adjacent nonmalignant tissues may represent premalignant modification.
In contrast to the general view, according to which methylation of the 5’ region
of DAPK gene is connected with a high recurrence rate a statistically significant
association between these two parameters was not found. Dominating presence
of the MGMT methylation in T2—T4 tumors and the presence of the mutation in
the TP53 gene in 63% cases with the MGMT methylation show that the MGMT
methylation is a late phenomenon in the development of bladder cancer. MLH1
methylation was significantly associated with high-grade tumors and the pres-
ence of the TP53 gene mutation. Moreover it was shown that the methylation of
the 5 region of MLH1 gene is an independent prognostic marker for outcome in
bladder cancer.

In order to assess the role of MLH1 and MSH2 in the development of bladder
cancer the analysis of microsatellite alterations in loci MLH1 and MSH2 were
performed. The results show low (13%) frequency of microsatellite alteration in
MLH1 and MSH2 genes. Thus, the law frequency of defects in the MMR system
explains the low (16%) frequency of MSI in the study group. Moreover, not all
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patients with either 5’ region methylation of MLH1gene or instability in the mu-
tator genes were characterized by the presence of MSI what may suggest that
inactivation of MMR genes is not always responsible for microsatellite instabili-
ty observed in cancer of the bladder. Definitely in this cancer a loss of heterozy-
gosity is found more often than MSI. The analysis of urine sediments was much
less sensitive in comparison with the analysis of tumor tissue.

The present study allowed to compare one of the most substantial gene de-
fects that is a mutation in the TP53 with the epigenetic alterations. The analysis
of functionally essential mutation in the TP53 gene in combination with deter-
mination of the frequency of anti-p53 antibodies, determination of the methyla-
tion status of MGMT, MLH, DAPK genes and microsatellite analysis at loci
MLH1 and MSH2 allowed to estimate the presence of association between these
events and enabled to mark out independent markers defining the clinical prog-
nosis in case of bladder cancer patients.
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