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Streszczenie

Cel pracy: Celem przeprowadzonych badan byta ocena przydatnosci oznaczania ekspresji genu N-acetylo-
glukozaminy transferazy z wigzaniem O-glikozydowym (O-linked N-acetylglucosamine transferase — OGT) w dia-
gnozowaniu nowotwordéw pecherza moczowego u kobiet w wieku pomenopauzalnym oraz w prognozowaniu
przebiegu transformacji nowotworowej tego narzadu.

Materiat i metody: Materiat uzyty do badan stanowit mocz pozyskany od 52 chorych ze zdiagnozowanymi
nowotworami pecherza moczowego. W preparatach tych oznaczono ekspresje OGT na poziomie matrycowego
kwasu rybonukleinowego (mRNA) w czasie rzeczywistym (real-time) metoda reakcji tancuchowej polimerazy
(polimerase chain reaction — PCR). Materiat kontrolny stanowit mocz pozyskany od 37 kobiet, u ktérych w ba-
daniu ultrasonograficznym (USG) nie stwierdzono zmian nowotworowych. Wyznaczono warto$é progowa dla
badanego genu oraz obliczono czutos¢ i swoistos¢ tego markera.

Wyniki: Przy progowej wartosci OGT wynoszacej 416,93 czutos¢ testu wynosita 100%, a swoistos¢ 88,9%.
Ekspresje OGT stwierdzono w 36 z 46 (78,2%) preparatow moczu pobranego od kobiet ze zdiagnozowanym
rakiem pecherza moczowego oraz w 18 z 37 (48,6%) preparatdow moczu prawidtowego. Natomiast uwzglednia-
jac wartos¢ progowa, ekspresje OGT stwierdzono odpowiednio w 19 z 46 i w 1 z 37 analizowanych preparatéw.
Ekspresji OGT nie stwierdzono w moczu kobiet chorych ze zdiagnozowanym brodawczakowatym nowotworem
przejsciowonabtonkowym o niskim potencjale ztosliwosci (papillary urothelial neoplasm of low malignant po-
tential — PUNLMP).

Whnioski: Oznaczanie ekspresji OGT na poziomie mRNA w moczu kobiet w wieku pomenopauzalnym, cho-
rych na nowotwory pecherza moczowego wydaje sie uzytecznym wskaznikiem diagnostycznym i prognostycz-
nym w przebiegu choroby.

Stowa kluczowe: marker molekularny, N-acetyloglukozamina transferazy z wigzaniem O-glikozydowym, rak
pecherza moczowego u kobiet.

Summary

Aim of the study: The aim of the study was to evaluate the usefulness of mRNA expression of O-GlcNAc
transferase (OGT) for bladder neoplasm diagnosis and disease prognosis in postmenopausal women.

Material and methods: OGT expression was measured by a real-time PCR assay in urine obtained from
52 postmenopausal women with bladder neoplasms and 37 healthy women. For the studied gene, cut-off, speci-
ficity and sensitivity were estimated.
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Results: For OGT, the cut-off value was 416.93, sensitivity 100% and specificity 88.9%. Expression of OGT
was established in 36/46 (78.2%) urine specimens taken from women with bladder cancer and in 18/37 (48.6%)
urine specimens from healthy women. There was no OGT expression in women with papillary urothelial neo-

plasms of low malignant potential (PUNLMP).

Conclusions: Measurement of OGT mRNA level in urine samples obtained from postmenopausal women
with urinary bladder cancer may be a useful marker of diagnosis and prognosis.
Key words: molecular marker, O-GlcNAc transferase, OGT, bladder cancer in women.

Wstep

N-acetyloglukozamina transferazy z wigzaniem
O-glikozydowym (O-linked N-acetylglucosamine trans-
ferase — OGT) jest jednym z dwdch enzyméw zwigza-
nych z potranslacyjng modyfikacjg biatek komérkowych
(O-GlcNAcylacja), ktéra polega na przytaczeniu do sery-
ny lub treoniny wigzaniem O-glikozydowym (O-GlcNAc),
pojedynczych reszt N-acetyloglukozoaminy [1]. Wyni-
ki wielu badah wskazuja, ze O-GlcNAcylacja odgrywa
wazng role w procesach zwigzanych z nowotworze-
niem, takich jak metabolizm, transkrypcja, regulacja
cyklu komérkowego i reorganizacja cytoszkieletu [2].
O-GlcNAcylacja jest modyfikacja wykazujacg cechy
predestynujace ja do odgrywania roli w przekazywa-
niu sygnatu w komérce. Po pierwsze, jest to modyfi-
kacja bardzo dynamiczna. Okres potowicznego zani-
ku reszt cukrowych jest znacznie krétszy niz ten sam
czas dla polipeptydu. Po drugie, poziom O-GlcNAcylacji
biatek zmienia sie w zaleznosci od dostepnosci sktad-
nikbw odzywczych, stymulacji komérek czynnikami
wzrostu i insuling, a takze zalezy od fazy cyklu komér-
kowego. Po trzecie, istnieje Scisty zwiazek pomiedzy
O-GlcNAcylacja i fosforylacja biatek komérkowych.
W wielu wypadkach reszty O-GlcNAc i fosforanowe ry-
walizuja ze sobg o miejsce wigzania [3].

Szereg  doniesien  wskazuje na  zaburzenia
O-GlcNAcylacji w procesie nowotworzenia. W przy-
padku niektérych rakéw, np. tarczycy, piersi, ptuc i je-
lita grubego, stwierdzono znaczne zmiany w poziomie
O-GlcNAcylacji biatek komérkowych, w pordwnaniu
z tkanka prawidtowg lub nowotworami tagodnymi
[4-10]. Zmiany O-GlcNAcylacji skorelowane byty ze zmia-
nami aktywnosci lub ekspresji enzyméw zaangazowa-
nych w O-GlcNAcylacje, czyli O-GlcNAc transferazy oraz
B-N-acetylo-D-glukozaminidazy (OGA), enzymu odtacza-
jacego reszty O-GlcNAc.

Wczesniejsze badania dotyczace oceny przydatno-
Sci oznaczania ekspresji genu kodujacego B-N-acetylo-
-D-glukozaminidaze (MGEA5) w moczu kobiet chorych
na nowotwory pecherza moczowego daty bardzo obie-
cujace wyniki ze wzgledu na wysokg czutos¢ (85,2%)
i swoistos¢ (95,0%) tego markera molekularnego. Wy-
znaczona wartos¢ progowa 98,3 pozwolita na precyzyjne
oddzielenie od siebie populacji kobiet chorych na nowo-
twory pecherza moczowego od grupy kobiet zdrowych
[11]. Biorac pod uwage te wyniki, jak rowniez coraz licz-
niejsze dane sugerujgce zaangazowanie O-GlcNAcylacji

W procesy zwigzane z powstawaniem i progresja nowo-
twordw, interesujace wydaje sie zbadanie u pacjentek
z nowotworami pecherza moczowego rowniez ekspre-
sji OGT. W zwigzku z powyzszym, celem badah byta
ocena ekspresji OGT na poziomie matrycowego kwa-
su rybonukleinowego (MRNA) w czasie rzeczywistym
(real-time) metoda reakcji tancuchowej polimerazy (po-
limerase chain reaction — PCR) oraz ocena przydatnosci
diagnostycznej i prognostycznej badanego genu jako
markera transformacji nowotworowej pecherza moczo-
wego u kobiet w wieku pomenopauzalnym.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity preparaty moczu po-
zyskanego od 52 kobiet ze zdiagnozowanymi nowo-
tworami pecherza moczowego. Srednia wieku w tej
grupie wynosita 56,8 +13,4. U 46 kobiet zdiagnozowano
raka pecherza moczowego, natomiast u 6 brodawcza-
kowaty nowotwoér przejsciowonabtonkowy o niskim
potencjale ztosliwosci (papillary urothelial neoplasm of
low malignant potential — PUNLMP). Charakterystyka
kliniczno-patologiczna preparatéw przedstawiona zo-
stata w tabeli I. Materiat kontrolny stanowity preparaty
moczu pozyskanego od 37 kobiet, u ktérych w badaniu
ultrasonograficznym (USG) nie zdiagnozowano zmian
nowotworowych. Ztuszczone komérki nabtonkowe izo-
lowano z ok. 50 ml moczu. Bezposrednio po pobraniu
probki moczu przechowywano w temperaturze 4°C do
chwili wykonywania oznaczef, a nastepnie wirowano
przy 2000 obr./min przez 15 min. Otrzymany osad prze-
mywano dwukrotnie zbuforowanym roztworem soli fi-
zjologicznej (pH 7,6) i przechowywano w temperaturze
—-80°C do dalszych oznaczeh.

Izolowanie kwasu rybonukleinowego
i synteza komplementarnego kwasu
deoksyrybonukleinowego

Catkowity kwas rybonukleinowy (RNA) izolowano
przy uzyciu odczynnika TRI Reagent® (Sigma-Aldrich
Corp, St. Louis, MO, USA) zgodnie z zaleceniami produ-
centa. Czystos¢ otrzymanych preparatéw RNA okresla-
no metoda spektrofotometryczng poprzez pomiar ab-
sorbancji przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm. Przyjetym
kryterium czystosci kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA) byta warto$¢ A, /A, mieszczaca sie w granicach
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Tab. I. Charakterystyka kliniczno-patologiczna oséb chorych
i badanych preparatéw

Chore

Charakterystyka

n =52 (%)
wiek [lata]
przedziat 52-88
Srednia + SD 56,8 13,4
typ nowotworu
Carcinoma urotheliale 46 (88,5)
PUNLMP 6 (11,5)
stopien zréznicowania histologicznego
Gl 22 (42,3)
G2 11 (21,1)
G3 13 (36,6)
stopief zaawansowania klinicznego
Ta-T1 31(59,6)
T2-T4 15 (40,4)

PUNLMP — brodawczakowaty nowotwor przejsciowonabtonkowy o niskim
potencjale ztosliwosci (papillary urothelial neoplasm of low malignant
potential); SD — odchylenie standardowe (standard deviation).

1,8-2,0. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadza-
no przy uzyciu zestawu PCR Kit ver. 3.0 (Takara Bio Inc.
Japonia) zgodnie z zaleceniami producenta. Komple-
mentarny DNA (complementary DNA — cDNA) przecho-
wywano w temperaturze —20°C.

Analiza ilosciowa produkiu amplifikacji w czasie
rzeczywistym

Otrzymany RNA stanowit matryce w reakgcji real-
time PCR dla oznaczenia liczby kopii mRNA dla genu OGT.
Uzyta mieszanina reakcyjna zawierata: 0,5 pl cDNA, 5 pl
TagMan® Universal PCR MasterMix, 0,5 pl 20 x TagMan®
Gene Expression Assays i 4 ul H,0. Reakcjg taficuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym prowadzono w urza-
dzeniu Mastercycler®ep realplex (Eppendorf). Poczatko-
wa ilos¢ matrycy wyznaczana byta na podstawie para-
metru Ct (teoretyczny numer cyklu, przy ktérym wartos¢
fluorescencji jest wyzsza niz przyjeta arbitralnie wartos¢
graniczna). Pomiar wartosci Ct wykonano w dwdch
powtérzeniach, jako gen referencyjny wykorzystano
GAPDH. Do badah zastosowano nastepujace sondy Ta-
gMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems,
USA): OGT - Hs00269228, GAPDH — Hs00266705_g1.

Analizy statystycznej wynikéw dokonano przy
uzyciu programu komputerowego STATISTICA wersja
9.0 (StatSoft, Poland) i MedCalc wersja 6.14 (MedCalc
Software, Belgia). Za statystycznie istotng przyjeto
wartosé p < 0,05. Diagnostyczng wartos¢ progowa dla
OGT wyznaczono na podstawie krzywej charakterysty-
ki odbiornika (receiver operating characteristic — ROC).
Dla wartosci tej obliczano czutos¢ i swoistosé. W opar-
ciu o obliczone parametry utworzono wykres zalezno-
Sci czutodci od wartosci (100-procentowa swoistosc).
Wykres ten (krzywa ROC) postuzyt do oceny zdolnosci
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Ryc. 1. Krzywa charakterystyki odbiornika dla genu N-acetylo-
glukozaminy transferazy z wigzaniem O-glikozydowym (OGT)
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Ryc. 2. Rozktad wartosci relatywnej ekspresji genu N-acetylo-
glukozaminy transferazy z wigzaniem O-glikozydowym (OGT)

w grupie kontrolnej i badanej. Wartos¢ progowa 416,93

rozdzielczej testow diagnostycznych. Pole pod krzywa
(area under curve — AUC) ROC byto sprawdzianem zdol-
nosci rozdzielczej testu. Za optymalng wartos¢ granicz-
na dla OGT uznano wartos¢ 416,93.

Wyniki

Ekspresje mRNA dla genu OGT stwierdzono w 36
z 46 (78,2%) preparatéw moczu pozyskanego od kobiet
ze zdiagnozowanym rakiem pecherza moczowego, na-
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tomiast uwzgledniajac wyznaczona norme —w 19 z 46
(41,3%). W grupie kontrolnej ekspresja ta wynosita od-
powiednio 18 z 37 (48,6%) i zgodnie z wyznaczong nor-
ma 1z 37 (2,7%).

Czutos¢ OGT wynosita 100%, a swoistos¢ 88,9%.
Pole pod krzywa ROC wynosito 0,946 (ryc. 1.). Rozktad
wartosci relatywnych charakteryzujacych ekspresje
mRNA dla genu OGT w odniesieniu do wartosci progo-
wej przedstawia rycina 2.

Dyskusja

Funkcja O-GlcNAcylacji w powstawaniu i progresji
nowotwordw nie zostata jednoznacznie okreslona. Wy-
niki badah wskazuja jednak, ze analiza ekspres;ji i ak-
tywnosci enzyméw zaangazowanych w te modyfikacje
moze mie¢ bardzo istotne znaczenie w diagnostyce no-
wotworéw. Duze natezenie O-GlcNAcylacji skorelowane
z duza ekspresja OGT wydaje sie dobrym markerem
progresji nowotworéw piersi [6, 10]. Wykazano, ze eks-
presja OGT jest znacznie wieksza w rakach piersi sta-
bo zréznicowanych, o wyzszym stopniu ztosliwosci niz
w rakach dobrze zréznicowanych. Z kolei mate steze-
nie mRNA dla OGA jest skorelowane z wystepowaniem
przerzutéw do weztéw chtonnych [10]. Stwierdzono
takze, ze mata ekspresja OGA moze by¢ niezaleznym
czynnikiem rokowniczym w przypadku nawrotu raka
watrobowokomérkowego [9].

W prezentowanej pracy dokonano oceny przydat-
nosci diagnostycznej ekspresji OGT w moczu kobiet
chorych na nowotwory pecherza moczowego. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze oznaczanie ekspresji OGT na po-
ziomie mRNA moze sie sta¢ uzytecznym wskaznikiem
w diagnostyce nowotworéw pecherza moczowego
u kobiet w wieku pomenopauzalnym, poniewaz przy
progowej wartosci OGT 416,93 czutos¢ testu wynosita
100%, a swoistos¢ 88,9%.

W pismiennictwie naukowym coraz czesciej pod-
kresla sie koniecznos¢ wytypowania grupy markeréw
molekularnych, tak dobranych, aby w najlepszy sposéb
charakteryzowaty one proces nowotworowy toczacy sie
w obrebie drég moczowych i ktére mozna by wykorzystaé
do poprawy diagnostyki raka pecherza moczowego [12].
Wyniki badah autoréw niniejszej pracy sugeruja, ze za-

rowno OGT, jak i analizowany wczesniej gen kodujacy
B-N-acetylo-D-glukozaminidaze moga by¢ wtaczone do
panelu markeréw, ktérych oznaczenie w moczu kobiet
w wieku pomenopauzalnym chorych na nowotwory
pecherza moczowego ma wartos¢ diagnostycznga i pro-
gnostyczna. Dalsze badania na odpowiednio licznych
grupach s3 niezbedne do stwierdzenia, czy propono-
wane przez autoréw markery moga by¢ w przysztosci
pomocne w podejmowaniu decyzji klinicznych.

Praca wykonana z funduszy dziatalnosci statutowej Uni-
wersytetu Medycznego w todzi nr 503/0-157-01/503-01.

Praca wykonana z funduszy dziatalnosci statutowej
Uniwersytetu tédzkiego.
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