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Streszczenie

Cel pracy: Celem pracy byta ocena przydatnosci oznaczania ekspresji p-N-acetylo-D-glukozaminidazy
(MGEAS) i endogliny (CD105), na poziomie mRNA, w diagnostyce nowotwordéw pecherza moczowego u kobiet
w wieku pomenopauzalnym oraz w prognozowaniu przebiegu choroby.

Materiat i metody: W prébkach moczu pobranych od 30 kobiet ze zdiagnozowanymi nowotworami peche-
rza moczowego oznaczono ekspresje MGEAS i CD105 na poziomie mRNA metoda real-time reakcji taficuchowej
polimerazy (polymerase chain reaction — PCR). Grupe kontrolng stanowit mocz pobrany od 20 kobiet, u ktorych
w badaniu ogélnym moczu ani w wywiadzie nie wystepowat krwinkomocz, a w badaniu ultrasonograficznym
(USG) nie stwierdzono zmian nowotworowych. Wyznaczono wartos¢ progowa dla obu oznaczanych genéw oraz
obliczono czutos¢ i swoistos¢ badanych markeréw.

Wyniki i wnioski: Przy progowej wartosci MGEAS5 wynoszacej 98,3 czutos¢ testu wynosita 85,2%, a swoistosé
95%. Ekspresje MGEAS stwierdzono w 27 (90%) preparatach moczu pobranego od kobiet chorych oraz w 20 (100%)
preparatach moczu pozyskanego od kobiet zdrowych. Oznaczanie ekspresji CD105 charakteryzowata 100-procen-
towa czutos¢ i 80-procentowa swoistosé. Wartosé progowa wynosita powyzej 2,0. W przeciwiefistwie do MGEAS,
ekspresji CD105 nie stwierdzono u chorych z nowotworami przejéciowonabtonkowymi o matym potencjale ztosli-
wosci (papillary urothelial neoplasms of low malignant potential — PUNLMP) i w moczu kobiet zdrowych.

Jednoczesne oznaczanie ekspresji MGEAS5 i CD105 na poziomie mRNA w moczu kobiet w wieku pomeno-
pauzalnym chorych na nowotwory pecherza moczowego wydaje sie uzytecznym wskaznikiem diagnostycznym
i prognostycznym w przebiegu choroby.

Stowa kluczowe: marker molekularny, MGEAS5, CD105, rak pecherza moczowego.

Summary

The aim of the study was to evaluate the usefulness of mMRNA expression of B-N-acetyl-D-glucosaminidase
(MGEA5) and endoglin (CD105) for bladder cancer diagnosis and disease prognosis in postmenopausal women.

Material and methods: Expression of MGEA5 and CD105 in mRNA with PCR real-time method was esti-
mated in a urine specimen from 30 women with diagnosed bladder cancer. The control group consisted of 20
women with negative cancer history and no changes in the urine specimen and ultrasound examination of the
bladder. For both estimated genes, cut-off, specificity and sensitivity were estimated.

Results and conclusions: At a cut-off value of MGEAS of 98.3 sensitivity was 85.2% and specificity 95%.
Expression of MGEAS was established in 27 of 30 (90%) urine specimens taken from women with bladder cancer
and in 100% (20 of 20) urine specimens from healthy women. Expression of CD105 was characterized by 100%
sensitivity and 80% specificity. Cut-off was over 2.0. There was no CD105 expression in women with papillary
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urothelial neoplasms of low malignant potential (PUNLMP), in contrast to MGEA5 expression. Estimation of
expression of both MGEA5 and CD105 in mRNA of urine specimens of postmenopausal women with urinary
bladder may be a useful marker of diagnosis and prognosis of bladder carcinoma.

Key words: molecular markers, MGEAS5, CD105, bladder cancer.

Wstep

Nienaciekajacy btony miesniowej rak pecherza mo-
czowego (non-muscle invasive bladder cancer) jest jed-
nym z najczesciej wystepujacych nowotworéw uktadu
moczowego i stanowi ok. 70% wszystkich nowotworéw
pecherza moczowego [1]. W Polsce jest 6smym pod
wzgledem czestosci zachorowan nowotworem u kobiet.
Zgodnie z danymi opublikowanymi przez Zaktad Epide-
miologii i Prewencji Nowotworéw Centrum Onkologii
w Warszawie, ztosliwe nowotwory pecherza moczowe-
go u kobiet diagnozowane s3 w ok. 98% przypadkéw
po 45. rz. W 2008 r. odnotowano w Polsce 1281 przy-
padkéw tego nowotworu u kobiet, z czego 1261 u 0séb
w przedziale wieku 45-85 lat. W tym samym czasie
zmarty z tego powodu 653 kobiety [2].

Nienaciekajacy rak pecherza moczowego moze
dtugo nie wywotywaé zadnych objawoéw, dlatego nie-
zwykle istotnym zagadnieniem jest odpowiednio wcze-
sna i wtasciwa diagnostyka choroby. Obecnie w wielu
osrodkach naukowych trwaja badania nad wytypowa-
niem mozliwie najczulszych i najbardziej specyficznych
markeréw molekularnych, ktérych zmiany na poziomie
molekularnym mozna by oznacza¢ w materiale pozy-
skiwanym od pacjentéw w sposéb nieinwazyjny. Coraz
czesciej podkresla sie w pisSmiennictwie naukowym
koniecznos¢ wytypowania grupy markeréw moleku-
larnych tak dobranych, aby w jak najpetniejszy sposéb
charakteryzowaty one proces nowotworowy toczacy sie
w obrebie drég moczowych [3].

Modyfikacja biatek komoérkowych, polegajaca
na przytaczeniu pojedynczych reszt [B-N-acetylo-D-
-glukozaminy do reszt seryny lub treoniny wigzaniem
O-glikozydowym (O-GlcNAc), jest glikozylacja. Do chwili
obecnej zidentyfikowano ok. 200 biatek komérkowych,
w przypadku ktérych potwierdzono wystepowanie reszt
O-GIcNAc. Wyréznia sie wérdd nich biatka cytoszkieletu,
jadrowych komplekséw porowych, chromatyny, polime-
raze RNA klasy Il i jej czynniki transkrypcyjne, proto-
onkogeny, supresory nowotworéw, jadrowe receptory
hormondw, fosfatazy, kinazy, enzymy zaangazowane
w procesy metaboliczne i wiele innych. Przytaczenie
reszt O-GlcNAc jest modyfikacja wykazujaca cechy pre-
destynujace ja do odgrywania istotnej roli w przekazy-
waniu sygnatu, zaréwno w komérkach prawidtowych,
jak i nowotworowych [4-6].

Enzymem usuwajacym reszty O-GlcNAc z biatek j3-
drowych i cytoplazmatycznych jest B-N-acetylo-D-glu-
kozaminidaza (MGEAS5). Wykazuje ona stabg aktywnos¢
hialuronidazy oraz aktywnosé¢ heksozaminidazy, ktére
zwigzane s3 z N-koficowa czescig enzymu. Sekwencja
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sklonowanej MGEA5S zostata zidentyfikowana jako se-
kwencja odpowiadajgca antygenowi 5, ulegajacemu
ekspresji w komérkach oponiaka (meningioma expres-
sed antigen 5 — MGEA5) i powodujacemu odpowied?
immunologiczna u pacjentéw. Najwieksza ekspresja
tego enzymu charakteryzujg sie mézg, tozysko i trzust-
ka [6-8].

W sygnalizacji indukowanej przez czynniki z rodziny
transformujacego czynnika wzrostu beta (transforming
growth factor beta — TGFpB) oprocz receptoréw TGFS
typu | i Il uczestnicza biatka okreslane jako receptory
pomocnicze TGFB (accesory receptor/auxiliary receptor).
Termin receptor pomocniczy nie jest pojeciem systema-
tycznym, gdyz biatka te nie petnig wszystkich funkcji
przypisanych receptorom, natomiast moga wptywaé na
aktywnos¢ szlaku sygnalizacyjnego TGFp. Jednym z ta-
kich receptorow jest glikoproteina transbtonowa endo-
glina (cluster of differentiation 105 — CD105). Jest ona
receptorem TGFB1 i TGFB3. Ulega nadekspresji w 5rod-
btonku naczyn krwionoénych tkanek, w ktérych zacho-
dzi waskularyzacja, a szczegélnie w powstajacych de
novo naczyniach krwionosnych nowotworéw. Sugeruje
sie, ze endoglina moze by¢ rozwazana jako uzyteczny
marker neoangiogenezy w nowotworach [9, 10].

Cel pracy

Celem badan byta ocena ekspresji MGEAS i CD105 na
poziomie mMRNA metoda real-time reakcji tancuchowe;j
polimerazy (polymerase chain reaction — PCR) oraz ocena
przydatnosci diagnostycznej i prognostycznej badanych
genéw jako markeréw transformacji nowotworowej pe-
cherza moczowego u kobiet w wieku pomenopauzalnym.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity preparaty moczu po-
branego od 30 kobiet ze zdiagnozowanymi nowotwo-
rami pecherza moczowego. Srednia wieku w tej grupie
wynosita 64,77 £9,12 roku. Charakterystyka kliniczno-
-patologiczna preparatow zamieszczona zostata w tabeli I.
Materiat kontrolny stanowity preparaty moczu pobra-
nego od 20 kobiet, u ktérych w badaniu ogélnym mo-
czu ani w wywiadzie nie wystepowat krwinkomocz lub
krwiomocz, a w badaniu ultrasonograficznym (USG) nie
stwierdzono zmian podejrzanych o rozrost nowotworowy.
Ztuszczone komorki nabtonkowe izolowano z 50 ml mo-
czu. Bezposrednio po pobraniu préby mocz przechowy-
wano w temperaturze 4°C do chwili wykonywania ozna-
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Tab. I. Charakterystyka kliniczno-patologiczna pacjentek i ba-
danych preparatéw

Pacjentki
Charakterystyka )
(n = 30) [%]

wiek

przedziat 52-88

Srednia +SD 54,3 11,5
typ nowotworu

carcinoma urotheliale 24 (80,0)

PUNLMP 6 (20,0)
stopien zréznicowania histologicznego

Gl 10 (33,3)

G2 9 (30,0

G3 5(16,7)

PUNLMP — nowotwér przejsciowonabtonkowy o matym potencjale ztosliwo-
sci (papillary urothelial neoplasms of low malignant potential).

czen, a nastepnie wirowano przy 2,000 rpm przez 15 min.
Otrzymany osad przemywano dwukrotnie zbuforowanym
roztworem soli fizjologicznej (pH 7,6) i przechowywano
w temperaturze —80°C do dalszych oznaczen.

Izolowanie RNA i synteza cDNA

Catkowite RNA izolowano przy uzyciu odczynnika TRI
Reagent (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA) zgod-
nie z zaleceniami producenta. Czystos¢ otrzymanych
preparatdow RNA okreslano metoda spektrofotometrycz-
na poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 260 nm
i 280 nm. Przyjetym kryterium czystosci DNA byta war-
tos¢ A /A, mieszczgca sie w granicach 1,8-2,0.

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano
przy uzyciu zestawu PCR Kit ver. 3.0 (Takara Bio Inc. Ja-
ponia) zgodnie z zaleceniami producenta. cDNA prze-
chowywano w temperaturze —20°C.

Analiza ilosciowa produkiv amplifikacji w czasie
rzeczywistym — reakcja real-time PCR

Otrzymany RNA stanowit matryce w reakcji real-
-time PCR do oznaczenia liczby kopii mRNA dla genu
MGEAS i endogliny. Uzyta mieszanina reakcyjna za-
wierata: 0,5 pul cDNA, 5 pl TagMan® Universal PCR Ma-
sterMix, 0,5 pl 20 x TagMan® Gene Expression Assays
i 4 pl H,O. Real-time PCR prowadzono w urzadzeniu
Mastercycler®ep realplex (Eppendorf). Poczatkowa ilosé
matrycy wyznaczana byta na podstawie parametru Ct
(teoretyczny numer cyklu, przy ktérym wartos¢ flu-
orescencji jest wyzsza niz przyjeta arbitralnie wartosé
graniczna). Pomiar wartosci Ct wykonano w dwoch
powtérzeniach, jako gen referencyjny wykorzystano
GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).
Do badan zastosowano nastepujace sondy TagMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, USA):
MGEAS5 — Hs00201970_m1; CD105 — Hs00923996 m];
GAPDH — Hs00266705_gl.

Analizy statystycznej wynikéw dokonano przy uzy-
ciu programu komputerowego STATISTICA wersja 9.0
(StatSoft, Poland) i MedCalc wersja 6.14 (MedCalc So-
ftware, Belgia). Do oceny rozktadéw wykorzystano test
Kotmogorowa-Smirnowa i po stwierdzeniu rozktadéw
odmiennych od normalnych do dalszych obliczef sto-
sowano testy nieparametryczne — U Manna-Whitneya
i Kruskala-Wallisa. Wyliczano takze wspotczynnik skos-
nosci, a poniewaz przybierat on wartosci nizsze niz
1,5, stosowano do obliczen Srednig arytmetyczng oraz
odchylenie standardowe (standard deviation — SD). Za
istotna statystycznie przyjeto wartosé p < 0,05.

Diagnostyczna wartos¢ progowa dla MGEAS i CD105
wyznaczono na podstawie krzywej ROC (receiver ope-
rating characteristic). Dla kazdej wartosci progowej
obliczano czutos¢ i swoistosé. W oparciu o obliczone
parametry utworzono wykres zaleznosci czutosci od
wartosci (100-swoistosc). Wykres ten — krzywa ROC
— postuzyt do oceny zdolnosci rozdzielczej testow dia-
gnostycznych. Pole pod krzywa (area under curve) —
ROC-AUC — byto sprawdzianem zdolnosci rozdzielczej
testu. Za optymalng wartos¢ graniczna dla MGEA5
uznano wartos¢ 98,3, natomiast dla CD105 — 2,0.

Wyniki

Ekspresje mRNA dla genu MGEA5 stwierdzono
w 27/30 (90%) preparatach nowotworowych, nato-
miast uwzgledniajac wyznaczona norme — w 23/30
(76,7%). W grupie kontrolnej ekspresja ta wynosita
odpowiednio 20/20 (100%) i zgodnie z wyznaczona
norma — 6/20 (30%).

Czestos¢ wykrywania ekspresji mRNA dla MGEA5
w zaleznosci od typu nowotworu przedstawiata sie na-
stepujgco: w PUNLMP — u 5/6 (83,3%) pacjentek, w car-
cinoma urotheliale — u 18/24 (75%). Czuto$¢ MGEA5
wynosita 85,2%, a swoistos¢ — 95,0%. Pole pod krzywa
ROC wynosito 0,92 (ryc. 1.).

Rozktad wartosci relatywnych charakteryzujacych
ekspresje mRNA dla genu MGEA5 w odniesieniu do
wartosci progowej przedstawia rycina 2.

W przypadku genu dla CD105 ekspresje stwier-
dzono w 14/30 (46,7%) preparatach nowotworowych
i wartosc ta byta identyczna po uwzglednieniu wartosci
progowej. W grupie kontrolnej ekspresja ta wynosita
odpowiednio 5/20 (25%), natomiast zgodnie z wyzna-
czong norma 0/20 (0%). Czestos¢ wykrywania ekspresji
mRNA dla endogliny w zaleznosci od typu nowotworu
przedstawiata sie nastepujaco: w PUNLMP — u 0/6 (0%)
pacjentek, w carcinoma urotheliale — u 14/24 (58,3%).
Czutos¢ CD105 wynosita 100%, a swoistos¢ 80,0%. Pole
pod krzywa ROC wynosito 0,98 (ryc. 3.).

Rozktad wartosci relatywnych charakteryzujacych
ekspresje mRNA dla genu CD105 w odniesieniu do war-
tosci progowej przedstawia rycina 4.
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Dyskusja

Choroba nowotworowa cechuje sie zwiekszeniem
tempa proliferacji komérek, a tym samym zwiekszeniem
stopnia anaplazji. Procesom tym towarzyszy dysfunkcja
mechanizméw regulacyjnych oraz naprawczych, odpo-
wiedzialnych za prawidtowy przebieg cyklu komérkowe-
go, metabolizm, ré6znicowanie, wzrost i odnowe tkanek,
jak réwniez tworzenie naczyh krwionosnych [1]. W wal-
ce z chorobg nowotworowa podstawowe znaczenie ma
jej wykrycie w jak najwczesniejszym stadium. W przy-
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padku diagnozowania nowotworéw pecherza moczowe-
go za metody pomocne uwazane sg zarbwno badania
podmiotowe, jak i przedmiotowe, natomiast ostateczne
rozpoznanie mozna postawi¢ na podstawie badania cy-
stoskopowego i histopatologicznego [11]. Nieliczne sa
natomiast informacje o przydatnosci badania wybra-
nych markeréw molekularnych w ptynach biologicznych
w diagnostyce onkologicznej zmian nowotworowych,
w tym nowotwordw pecherza moczowego [3].
Monitorowanie ekspresji genu MGEAS przy zastoso-
waniu metody real-time PCR w nowotworach pecherza
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moczowego wydaje sie obiecujace z uwagi na wysoka
czutosc (85,2%) i swoistos¢ (95,0%) tego markera mole-
kularnego. Ponadto wyznaczona warto$¢ progowa 98,3
pozwala na precyzyjne oddzielenie od siebie populacji
kobiet chorych na nowotwory pecherza moczowego od
grupy kobiet zdrowych.

Gen MGEAS i kodowane przez niego biatko sg sto-
sunkowo stabo scharakteryzowane w aspekcie udziatu
w procesie transformacji nowotworowej. Wiadomo jed-
nak, ze nadekspresja MGEAS powoduje zaburzenia cy-
klu komérkowego. Mechanizm tych zaburzeh moze by¢
rozny, ale w przypadku nadekspresji omawianego enzy-
mu dochodzi do zmian w fosforylacji biatek, szczegélnie
PRb, opbdZnienia przejscia przez faze M oraz zaktoce-
nia normalnej ekspresji cyklin. Modyfikacja czynnikéw
transkrypcyjnych przez reszty O-GlcNAc moze wptywaé
na ich stabilnos¢, wewnatrzkomérkowg lokalizacje, ak-
tywnos¢ oraz interakcje z innymi biatkami komplekséw
transkrypcyjnych lub DNA. Uwaza sie, ze zachowanie
rownowagi pomiedzy O-glikozylacja a fosforylacja ma
kluczowe znaczenie dla aktywnosci czynnikéw trans-
krypcyjnych i ich zdolnosci do regulowania ekspresji
gendw, w tym takze tych zaangazowanych w procesy
nowotworzenia [6, 12].

Proces angiogenezy jest nierozerwalnie zwiazany
z progresja nowotworu, a takze z jego przerzutowa-
niem. Liczba czynnikéw stymulujgcych ten proces jest
dos¢ znaczna, niemniej jednym z czesciej rozwazanych
w aspekcie typowania molekularnych markeréw nowo-
tworzenia jest endoglina. Wydaje sie, ze ma ona istotne
znaczenie w takich nowotworach, jak: rak piersi, jajnika,
endometrium, prostaty czy pecherza moczowego [13,
14]. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze oznaczanie
ekspresji endogliny na poziomie mRNA moze staé sie
uzytecznym wskaznikiem do diagnozowania ztosliwych
proceséw nowotworowych toczacych sie w obrebie pe-
cherza moczowego u kobiet w wieku pomenopauzal-
nym, gdyz ekspresji tego genu nie obserwuje sie u 0séb
zdrowych i tych, u ktérych zdiagnozowano PUNLMP. Na
podkreslenie zastuguje takze wysoka czutos¢ (100%)
i swoistos¢ (80,0%) tego potencjalnego markera.

Wyniki przeprowadzonych przez nas badan wskazu-
ja, ze okreslanie ekspresji MGEAS i CD105 na poziomie
MRNA metoda real-time moze staé sie uzytecznym mar-
kerem w diagnozowaniu i prognozowaniu nowotworéw
pecherza moczowego u kobiet w wieku pomenopau-
zalnym, dzieki ktéremu mozliwe bedzie ograniczenie
liczby wykonywanych cystoskopii. Badania te jednak
wymagaja kontynuowania i przebadania wiekszej liczby
chorych kobiet.

Praca wykonana z funduszy pracy wtasnej Uniwersy-
tetu Medycznego w todzi nr 502-19-842.
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