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Streszczenie

Cel pracy: Ocena przydatności oznaczania ekspresji transporterów glukozy GLUT1 i  GLUT3 na poziomie 
mRNA w diagnostyce raka pęcherza moczowego u kobiet w wieku pomenopauzalnym oraz w prognozowaniu 
przebiegu choroby.

Materiał i metody: W próbach moczu pobranych od 46 kobiet ze zdiagnozowanym rakiem pęcherza moczo-
wego oznaczono ekspresję GLUT1 i GLUT3 na poziomie mRNA metodą łańcuchowej reakcji polimeryzacji w cza-
sie rzeczywistym (real-time polymerase chain reaction – real-time PCR). Jako materiału kontrolnego użyto moczu 
pozyskanego od 37 kobiet, u których w badaniu ultrasonograficznym nie stwierdzono zmian nowotworowych.

Wyniki: Ekspresję GLUT1 stwierdzono w 37/46 (82%) preparatach moczu pobranego od kobiet chorych oraz 
w 27/37 (74%) preparatach moczu pozyskanego od kobiet zdrowych. W przeciwieństwie do GLUT1, ekspresji 
GLUT3 nie stwierdzono w moczu osób zdrowych, natomiast ekspresję tego genu wykazano w 28/46 (62%) pró-
bach moczu pobranego od kobiet chorych. Ekspresja obu badanych genów była znamiennie wyższa (p < 0,05) 
w moczu pozyskanym od kobiet, u których rozpoznano raka w stadium G2 i G3 oraz T2–T4, w porównaniu ze 
stadium G1 oraz Ta–T1.

Wnioski: Oznaczanie ekspresji transporterów glukozy na poziomie mRNA w moczu kobiet w wieku pomeno-
pauzalnym, chorych na nowotwory pęcherza moczowego wydaje się użytecznym wskaźnikiem diagnostycznym 
w przebiegu choroby.

Słowa kluczowe: transportery glukozy, GLUT1, GLUT3, rak pęcherza moczowego u kobiet.

Summary

Purpose: The aim of the study was to evaluate the usefulness of glucose transporters (GLUT1 and GLUT3) 
mRNA level for bladder cancer diagnosis in postmenopausal women. 

Material and methods: Glucose transporters expression was measured by a real-time polymerase chain 
reaction (real-time PCR) assay in urine obtained from 46 postmenopausal women with bladder cancer and 37 
healthy women.

Results: GLUT1 expression was found in urine of both healthy women (74%) and bladder cancer patients 
(82%). GLUT3 expression was not detected in urine of healthy persons but it was found in 62% of bladder cancer 
samples. A positive expression of poorly differentiated bladder cancers (G2, G3) showed a significantly higher 
GLUT1 expression than G1 tumors. Similarly, GLUT 3 transcript level was significantly higher in G2 and G3 in 
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Wstęp

Rak pęcherza moczowego w Polsce jest 8. pod wzglę-
dem częstości zachorowań nowotworem u kobiet i sta-
nowi jedno z poważniejszych wyzwań dla urologów oraz 
onkologów. Nowotwór ten występuje w  postaci niena-
ciekającej mięśniówkę właściwą w ok. 70% przypadków 
i inwazyjnej w ok. 30%. Raki nieinwazyjne cechuje ten-
dencja do dawania wznowy w ok. 60% przypadków. Od 
10% do 30% wśród guzów nawrotowych wykazuje istot-
ną progresję w  zakresie utraty różnicowania komórko-
wego i stopnia zaawansowania klinicznego [1]. Zgodnie 
z  danymi eksperymentalnymi, w  molekularne podłoże 
transformacji nowotworowej tego narządu zaangażo-
wane mogą być także czynniki białkowe uczestniczące 
w transmisji sygnału komórkowego, stymulowane przez 
estrogeny [2, 3]. U kobiet w wieku przedmenopauzalnym 
estrogeny syntetyzowane są głównie przez jajniki, nato-
miast u kobiet w wieku pomenopauzalnym miejsce syn-
tezy tych hormonów przejmuje tkanka tłuszczowa, mózg, 
śródbłonek naczyń krwionośnych i mięśnie gładkie [4]. 
Z uwagi na to, że nowotwory pęcherza moczowego wy-
stępują głównie u  kobiet w  podeszłym wieku, celowa 
wydaje się analiza molekularnych podstaw transformacji 
nowotworowej tego narządu w tej właśnie grupie kobiet.

Cechą charakterystyczną metabolizmu komórek 
nowotworowych jest nasilenie procesu glikolizy, które 
możliwe jest m.in. dzięki zwiększonemu transportowi 
glukozy do komórki [5]. Różnice w szybkości i ilości wy-
chwytywania glukozy pomiędzy komórkami normalny-
mi i nowotworowymi stały się podstawą opracowania 
metody diagnozowania nowotworów przez zastosowa-
nie pozytonowej tomografii emisyjnej wykorzystującej 
fluorodeoksyglukozę zawierającą promieniotwórczy 
izotop 18F jako znacznik [6]. Przechodzenie glukozy 
przez błonę komórkową odbywa się z udziałem białek 
należących do rodziny transporterów glukozy określa-
nych jako GLUT. Do chwili obecnej zidentyfikowano 14 
białek (GLUT1–GLUT14) należących do tej rodziny i za-
angażowanych w transport glukozy oraz innych heksoz 
[7]. Poszczególne transportery wykazują różne powino-
wactwo do transportowanych monosacharydów oraz 
różnią się ekspresją tkankową [5]. GLUT1 i GLUT3 należą 
do transporterów o dużym powinowactwie do glukozy, 
umożliwiających bardzo szybki transport glukozy do ko-
mórek. GLUT1 ulega ekspresji na zróżnicowanym pozio-
mie w wielu typach komórek i uważa się, że odpowiada 
on za podstawowy transport glukozy [5]. Występowanie 
GLUT3 jest bardziej ograniczone. Stanowi on główny 

comparison to G1 bladder cancers. Analogous results were obtained for both genes in relation to the clinical 
stage (ta-T1 vs. T2-T4). There was no relationship between the expression of studied genes and recurrence. 

Conclusions: Analysis of the glucose transporters expression in the urine of postmenopausal women with 
bladder cancer appears to be a useful diagnostic indicator of the disease.

Key words: glucose transporters, GLUT1, GLUT3, bladder cancer.

Tab. I. Charakterystyka kliniczno-patologiczna pacjentek i ba-
danych preparatów 

Charakterystyka
Pacjentki

n = 46 (%)

wiek 
przedział
średnia ± SD

51–88 lat
56,7 ±12,4 

roku

typ nowotworu
carcinoma urotheliale 46 (100,0)

stopień zróżnicowania histolo- 
gicznego

G1
G2
G3

22
11
13

(43,5)
(15,2)
(19,6)

stopień zaawansowania klinicznego
Ta–T1
T2–T4

31
15

(67,4)
(32,6)

transporter glukozy w neuronach, ale był również iden-
tyfikowany w spermie i krwinkach białych [8].

Stwierdzono, że w komórkach nowotworowych, w na-
stępstwie zwiększonego zapotrzebowania na glukozę, do-
chodzi do nasilenia ekspresji niektórych transporterów 
glukozy. GLUT1 jest transporterem glukozy, którego nad- 
ekspresję obserwuje się w przypadku prawie wszystkich 
nowotworów złośliwych. Zwiększoną ekspresję GLUT1 
w stosunku do tkanek prawidłowych stwierdzono w przy-
padku raka wątroby [9], trzustki [9], nerek [10], płuc [11], 
piersi [12], żołądka [13], nowotworów głowy i szyi [14] oraz 
tarczycy [15]. GLUT3 ulega nadekspresji w  rakach płuc,  
jajnika i żołądka [16]. 

Cel pracy

Celem badań była ocena ekspresji transporterów 
glukozy GLUT1 i  GLUT3, na poziomie mRNA, metodą 
łańcuchowej reakcji polimeryzacji w  czasie rzeczywi-
stym (real-time polymerase chain reaction – real-time 
PCR) oraz ocena przydatności diagnostycznej badanych 
genów jako markerów transformacji nowotworowej pę-
cherza moczowego kobiet w wieku pomenopauzalnym.

Materiał i metody

Materiał do badań stanowiły preparaty moczu po-
branego od 46 kobiet ze zdiagnozowanym rakiem pę-
cherza moczowego. Średnia wieku w tej grupie wynosiła 
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56,7 ±12,4 roku. Charakterystyka kliniczno-patologiczna 
preparatów zamieszczona została w  tabeli I. Materiał 
kontrolny stanowiły preparaty moczu pobranego od 
37 kobiet, u  których w  badaniu ultrasonograficznym 
nie zdiagnozowano zmian nowotworowych. U  żadnej 
z kobiet, zarówno w grupie chorych, jak i kontrolnej, nie 
stwierdzono cukrzycy. Złuszczone komórki nabłonkowe 
izolowano z 30–50 ml moczu. Bezpośrednio po pobra-
niu próby moczu przechowywano w temperaturze 4oC 
do chwili wykonywania oznaczeń, a następnie wirowa-
no przy 2000 rpm przez 15 min. Otrzymany osad prze-
mywano dwukrotnie zbuforowanym roztworem soli fi-
zjologicznej (pH 7,6) i przechowywano w temperaturze 
–80oC do dalszych oznaczeń.

Izolowanie RNA i synteza cDNA

Całkowite RNA izolowano przy użyciu odczynnika 
TRI Reagent (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA) 
zgodnie z  zaleceniami producenta. Przyjętym kryte-
rium czystości DNA była wartość A260/A280 mieszcząca 
się w granicach 1,8–2,0. Reakcję odwrotnej transkrypcji 
przeprowadzano przy użyciu zestawu PCR Kit ver. 3.0 
(Takara Bio Inc., Japonia) zgodnie z zaleceniami produ-
centa. cDNA przechowywano w temperaturze –20°C.

Analiza ilościowa produktu amplifikacji w czasie 
rzeczywistym – reakcja real-time PCR

Otrzymany RNA stanowił matrycę w reakcji real-time 
PCR dla oznaczenia liczby kopii mRNA dla genu GLUT1 
i  GLUT3. Użyta mieszanina reakcyjna zawierała: 0,5 µl 
cDNA, 5 µl TaqMan® Universal PCR MasterMix, 0,5 µl 20× 

TaqMan® Gene Expression Assays i 4 μl H2O. Reakcję real- 
time PCR prowadzono w  urządzeniu Mastercycler®ep  
realplex (Eppendorf). Początkowa ilość matrycy wyzna-
czana była na podstawie parametru Ct (teoretyczny nu-
mer cyklu, przy którym wartość fluorescencji jest wyższa 
niż przyjęta arbitralnie wartość graniczna). Pomiar war-
tości Ct wykonano w dwóch powtórzeniach, jako gen re-
ferencyjny wykorzystano GAPDH. Do badań zastosowano 
następujące sondy TaqMan® Gene Expression Assays 
(Applied Biosystems, USA): GLUT1 – Hs00892681_m1; 
GLUT3 – Hs00359840_m1, GAPDH – Hs00266705_g1. 

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej wyników dokonano przy uży-
ciu programu komputerowego STATISTICA wersja 9.0 
(StatSoft, Poland). Do oceny rozkładów wykorzystano 
test Kołmogorowa-Smirnowa i po stwierdzeniu rozkła-
dów odmiennych od normalnych do dalszych obliczeń 
stosowano testy nieparametryczne – U  Manna-Whit-
neya i Kruskala-Wallisa.

Wyniki

Ekspresję genu GLUT1 stwierdzono w 37/46 (82%) 
preparatach moczu pobranego od kobiet chorych oraz 
w 27/37 (74%) preparatach moczu pozyskanego od ko-
biet zdrowych. Ekspresji GLUT3 nie stwierdzono w mo-
czu osób zdrowych, natomiast ekspresję tego genu wy-
kazano w  28/46 (62%) próbach moczu pobranego od 
kobiet chorych. Zestawienie poziomu ekspresji genów 
GLUT1 i GLUT3 z cechami kliniczno-patologicznymi za-
warto w tabeli II.

Tab. II. Ekspresja genów GLUT1 i GLUT3 wyrażona jako liczba kopii badanego genu w przeliczeniu na 1000 kopii genu GAPDH, w odnie-
sieniu do parametrów kliniczno-patologicznych

GLUT1 (liczba kopii mRNA dla GLUT1/1000 kopii GAPDH) GLUT3 (liczba kopii mRNA dla GLUT3/1000 kopii GAPDH)

mocz prawidłowy (P) vs mocz pozyskany od kobiet chorych (BC)

P 
97,08 ±35,67

BC 
371,63 ±128,04

P 
–

BC 
201,67 ±95,6

p < 0,05 –

mocz pozyskany od kobiet chorych – wznowa

brak 
297,81 ±194,87

występuje 
367,26 ±118,77

brak 
181,78 ±101,34

występuje 
169,67 ±106,82

p = 0,84 p = 0,62

mocz pozyskany od kobiet chorych – stopień zaawansowania klinicznego

Ta–T1 
236,7 ±83,6

T2~T4 
417,6 ±145,2

Ta–T1 
116,3 ±68,4

T2~T4 
281,2 ±92,4

p < 0,05 p < 0,05

mocz pozyskany od kobiet chorych – stopień zróżnicowania histologicznego

G1 
224,8 ±108,2

G2 
452,8 ±117,8

G3 
403,4 ±182,7

G1 
125,7 ±59,2

G2 
216,3 
±97,4

G3 
228,5 ±106,3

G1 vs G2 p < 0,05; G1 vs G3 p < 0,05 G1 vs G2 p < 0,05; G1 vs G3 p < 0,05
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Wykazano, że ekspresja zarówno GLUT1, jak i GLUT3 
była znamiennie statystycznie wyższa w  preparatach 
moczu pozyskanych od chorych na raka wykazujące-
go wyższy stopień zaawansowania klinicznego oraz 
niższy stopień zróżnicowania histologicznego, odpo-
wiednio T2–T4 oraz G2 i G3, w porównaniu ze stadium 
Ta–T1 i G1. Nie wykazano natomiast znamiennej różnicy 
w ekspresji badanych genów w odniesieniu do wystę-
powania wznowy u pacjentek.

Dyskusja

Komórki nowotworowe charakteryzują się zwięk-
szonym zapotrzebowaniem na glukozę. Wynika to głów-
nie z faktu, że pozyskują one energię prawie wyłącznie 
w procesie mało efektywnej glikolizy beztlenowej, któ-
ra jest sposobem adaptacji tych komórek do warunków 
hipoksji towarzyszącej rosnącym guzom. Ważnym regu-
latorem procesów związanych z  hipoksją jest czynnik 
HIF-1α (hypoxia inducible factor 1α). Czynnik ten wpły-
wa na regulację ekspresji wielu genów, m.in. tych za-
angażowanych w angiogenezę, transport glukozy i we-
wnątrzkomórkowy metabolizm [17]. Ekspresja GLUT1 
i  GLUT3 jest stymulowana przez HIF-1α w  warunkach 
niedoboru tlenu. Z kolei na ekspresję i aktywność HIF-1α 
wpływa szereg czynników, np. estrogeny. W komórkach 
raka jajnika estrogeny i progesteron regulują ekspresję 
HIF-1α poprzez szlak sygnałowy z udziałem kinazy Akt, 
wpływając na potencjał metastatyczny komórek [18]. 
Hipoksja związana jest z  agresywnym zachowaniem 
guzów i  dlatego wydaje się, że nadekspresja GLUT1 
i GLUT3 może odgrywać rolę w progresji nowotworów. 
W przypadku kilku nowotworów, np. głowy i szyi, raka 
płuc, pęcherzyka żółciowego, jelita grubego, nerki, pier-
si i jajników, stwierdzono zależność pomiędzy ekspresją 
GLUT1 a stopniem zaawansowania oraz złymi rokowa-
niami dla pacjenta [17–22]. Ekspresja GLUT3 wzrasta 
także w komórkach raków w odpowiedzi na hipoksję, 
ale badania kliniczne dają niejednoznaczne wyniki. 

Istnieje kilka doniesień dotyczących ekspresji GLUT1 
w  raku pęcherza moczowego [23–26]. Nie ma nato-
miast danych dotyczących ekspresji GLUT3. Wyniki ba-
dań immunohistochemicznych różnych preparatów no-
wotworów pęcherza moczowego wskazują na korelację 
pomiędzy wysoką ekspresją transportera GLUT1 a agre-
sywnym potencjałem komórek nowotworowych, stop-
niem zaawansowania nowotworu, złymi rokowaniami 
i niskim wskaźnikiem przeżywalności [23–24].

W  prezentowanej pracy analizowano ekspresję 
GLUT1 i  GLUT3 w  komórkach pochodzących z  osadu 
moczu kobiet w wieku pomenopauzalnym ze zdiagno-
zowanymi nowotworami pęcherza moczowego oraz ko-
biet, u których nie stwierdzono choroby nowotworowej, 
stanowiących grupę kontrolną. W  przeciwieństwie do 
wcześniejszych immunohistochemicznych badań Chan-
ga i wsp. [23], które sugerowały brak ekspresji GLUT1 

w normalnej śluzówce pęcherza, przeprowadzona przez 
autorów niniejszej pracy analiza wykazała ekspresję 
mRNA GLUT1 w większości przypadków, zarówno w gru-
pie kobiet chorych, jak i w grupie kontrolnej. Stwierdzo-
no jednak, że ekspresja GLUT1 w moczu kobiet chorych 
była prawie 4-krotnie wyższa niż w grupie kontrolnej. 
Ekspresję GLUT3 obserwowano w  62% przypadków 
chorych na raka pęcherza moczowego. Nie stwierdzono 
natomiast ekspresji tego transportera w osadzie komó-
rek pochodzących z  moczu kobiet z  grupy kontrolnej. 
GLUT3 może być zatem dobrym markerem transforma-
cji nowotworowej w  przypadku pęcherza moczowego 
u kobiet w wieku pomenopauzalnym.

Stwierdzono istotne statystycznie różnice w ekspresji 
obu transporterów glukozy pomiędzy rakami nieinwa-
zyjnymi (Ta–T1) a rakami inwazyjnymi (T2–T4). Ekspresja 
GLUT1 i  GLUT3 koreluje również z  uznanym markerem 
agresywności guzów, tj. stopniem złośliwości histologicz-
nej. Większa ekspresja transporterów obserwowana była 
w moczu pacjentek z rakami średnio i słabo zróżnicowa-
nymi (G2 i G3) niż u kobiet z nowotworami dobrze zróżni-
cowanymi o niskim stopniu złośliwości histologicznej (G1).

Uzyskane wyniki sugerują, że ekspresja GLUT1 i GLUT3 
oznaczana w osadzie moczu może być ważnym czynni-
kiem diagnostycznym w przypadku raka pęcherza moczo-
wego u kobiet. Sugerujemy, że wysoka ekspresja GLUT1 
i GLUT3 w rakach pęcherza wskazuje na zwiększony trans-
port i zużycie glukozy, co jest skorelowane z agresywnym 
charakterem nowotworu. Niezależnie od ich znaczenia 
w diagnostyce wydaje się, że GLUT1 i 3 mogą być również 
brane pod uwagę jako cel terapii raka pęcherza moczo-
wego, ponieważ zmniejszenie transportu glukozy może 
ograniczać potencjał proliferacyjny i  zdolność do inwazji 
komórek nowotworowych.

Praca wykonana z  funduszy działalności statutowej 
Uniwersytetu Medycznego w Łodzi nr 503/0-157-01/503-01.

Praca wykonana z funduszy działalności statutowej 
Uniwersytetu Łódzkiego.
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