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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rak pecherza moczowego (RPM) wystepuje dosy¢ czesto i dotyka gléwnie osoby w starszym
wieku. Zgodnie z informacja podang przez Krajowy Rejestr Nowotwordw w 2012 roku byt to
czwarty, pod wzgledem zachorowania, nowotwdr u mezczyzn i jedenasty u kobiet. Wczesne
zdiagnozowanie tego nowotworu jest bardzo wazne. Im pdzniej zostanie wykryty tym bar-
dziej jest zaawansowany, a z tym wiaze sie trudniejsze leczenie i gorsze rokowanie.
Diagnostyka raka pecherza moczowego nie jest prosta i wciaz do$¢ inwazyjna. Najczesciej
wykorzystuje sie w tym celu cystoskopie, czyli wziernikowanie pecherza, biopsje tkanek
zmienionych nowotworowo z oceng histopatologiczna, a takze cytologiczng ocene osadu
moczu. To sktonito badaczy do poszukiwari alternatywnych metod diagnostyki raka peche-
rza moczowego.

Niedawno opisano grupe szeciu biatek BLCA swoistych dla raka pecherza. Szczegdlne zain-
teresowanie wzbudzito biatka BLCA-4. Jednak dane dotyczace zastosowania w praktyce sa
nieliczne, dlatego konieczna jest kontynuacja badan w szerszym zakresie nad tym potencjal-
nym markerem RPM. BLCA-4 nalezy do biatek macierzy jadrowej i charakteryzuje sie duza
swoistoscia dla tego typu nowotworu.

Uszkodzenia oksydacyjne DNA odgrywaja znaczacg role w patogenezie niektérych choréb
cztowieka, m.in. takze choréb nowotworowych. 8-Hydroksy-2’deoksyguanozyna (8-OHdG)
jest nukleozydem, powstajacym wskutek utlenienia guaniny w DNA. Oznaczanie 8-OHdG jest
przydatnym markerem w ocenie uszkodzen genotoksycznych.

Celem pracy byt przeglad informacji dotyczacych wartosci diagnostycznej BLCA-4, jego funk-
cji w procesie karcynogenezy RPM i analiza przydatno$ci w narazeniu na zwiazki genotok-
syczne mierzona poziomem 8-OHdG.

rak pecherza moczowego - biatko BLCA-4 - marker diagnostyczny - 8-O0HdG

Summary

Bladder cancer (BC) affects usually older people. According to information provided by the Natio-
nal Cancer Registry in 2012. BC was the 4%, in terms of illness, cancer in men and 11 in women.
Early diagnosis of bladder cancer is important because detected later has worse prognosis.
Diagnosis of bladder cancer is not simple and it is still very invasive. Usually the cystoscopy
or endoscopic bladder biopsy with histopathological evaluation and cytology of urine sedi-
ment is used. This prompted researchers to look for alternative noninvasive methods of dia-
gnosis of bladder cancer.

Recently, it was described the group of six proteins (BLCA) specific for BC, with special atten-
tion to BLCA-4.BLCA-4 belongs to the nuclear matrix protein and has a high specificity for
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this type of cancer however the value of this marker in BC diagnosis is not yet established.
Oxidative DNA damage play an important role in the pathogenesis of some human diseases,
including cancer. Determination of 8-hydroxy-2'deoksyguanozyne (8-OHdG) is currently used
in the evaluation of genotoxic damage.

The aim of the work was to review information on BLCA-4, its function in the process of BC
carcinogenesis and diagnostic value also in exposure to genotoxic compounds measured by
8-hydroxy-2'deoksyguanozyne (8-OHdG) level.
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gtéwnych rybosomowych RNA u ssakéw, wybarwione srebrem NOR okresla sie jako AQNOR; AP-1 -
czynnik transkrypcyjny 1 (activator protein 1); AP-2 — czynnik transkrypcyjny 2 (activator protein 2);
AUC - pole pod krzywg ROC (area under the curve); BER — naprawa uszkodzert DNA przez wyciecie
zasad azotowych (base excision repair); BLCA - biatka macierzy jadrowej; BLCA-4 - biatko macierzy
jadrowej 4; BLNL(1-3) - biatka wykryte w zdrowych tkankach pecherza moczowego; Cl - przedziat
ufnosci dla danej miary statystycznej; c-MYC - protoonkogen, kodowane przez ten gen biatko jest
czynnikiem transkrypcyjnym i reguluje proces komérkowy; CTCF - represor transkrypcji; ELISA —
testimmunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay); ELK-3 — gen bedacy cztonkiem
rodziny czynnikéw transkrypcyjnych; ERK - grupa kinaz, dzieki ktérym dziatajg czynniki wzrostu
i estry forbolu, odpowiadaja za regulacje proliferacji i réznicowania komoérek (extra cellular signal
regulated kinases); ETS — czynnik transkrypcyjny (E26 transformation-specific); HLH - region helisa-
-petla-helisa (helix-loop-helix); HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (high-performance
liquid chromatography), HR - rekombinacja homologiczna (homologous recombination); IL-1,
- 2 —interleukiny 1, 8; MMP-9 — metaloproteinaza macierzy 9; MNU — N — metyloN-nitromocznik;
NER - naprawa uszkodzerr DNA przez wycinanie nukleotydéw (nucleotide excision repair); NFATC
- czynnik jagdrowy aktywowanych limfocytéw T (nuclear factor of activated T-cells); NF-E1 - czynnik
transkrypcyjny swoisty wobec erytroidy Eryf1 (erythroid-specific transcription factor); NF-E2 - czynnik
jadrowy erytroida 2 (nuclear factor, erythroid 2); NIH — bazy danych National Institute of Health, USA;
NIR - naprawa uszkodzer DNA przez naciecie nukleotydu (nucleotide incision repair); NM - macierz
jadrowa (nuclear matrix); NMPs — biatka macierzy jadrowej (nuclesr matrix proteins); 8-OHdG -
8-okso-2'-deoksyguanozyna; PARP-1 - jadrowa polimeraza Poli ADP-rybozy; RFT - reaktywne formy
tlenu; RPM - rak pecherza moczowego; TCF - podrodzina czynnikéw transkrypcyjnych; T24 - linia
komorkowa raka pecherza moczowego; TM - trombomodulina; UMUC-2 - linia komérkowa raka
pecherza moczowego; UUT-UCCs — nowotwory urotelialnych komérek gérnych drég moczowych;
VEGF - czynnik wzrostu Srodbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor); WWA - wielopier-
$cieniowe weglowodory aromatyczne.

STRUKTURA | FUNKCJA MACIERZY JADROWE)J

Macierz jadrowa, nukleoszkielet, szkielet jadrowy (NM
- nuclear matrix) jest tréjwymiarowa sieciag wtdékien
biatkowych tworzacych wewnetrzny szkielet jadra
komérkowego, odpowiedzialny za utrzymanie struk-
tury przestrzennej chromatyny. Termin NM zostat po
raz pierwszy wprowadzony przez Berezneya i Coffeya

w 1974 r. jako okre$lenie uporzadkowanej pozostatosci
z jaderka watroby szczura [3].

Nukleoszkielet tworzg pozachromatynowe struktury
pozostate po trawieniu jagdra komérkowego buforami
o duzej sile jonowej oraz niejonowymi detergentami
i nukleazami. Do elementéw struktury szkieletu jadro-
wego naleza: blaszka jadrowa z jadrowymi komplek-
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sami porowymi, bedgca pozostato$cig otoczki jadrowej;
resztkowa struktura jaderka; pozajaderkowa wtdknisto-
-ziarnista sie¢ znajdujgca sie w przestrzeni wewnatrz-
chromatynowej, tworzaca tzw. macierz wewnetrzna
(internal matrix) [2].

Sktad macierzy jadrowej nie jest znany, udato sie usta-
1i¢, ze dominujgcg komponenta macierzy sa biatka nie-
histonowe (98%), reszte tworzg fosfolipidy i niewielkie
ilo$ci kwaséw nukleinowych. Bez wzgledu na sposéb izo-
lowania biatek, zawsze sa zasocjowane z niewielka ilo$cia
DNA jgdrowego odpornego na trawienie przez nukleazy.
Sktad macierzy danej komérki moze ulega¢ zmianom,
przez to nie zawsze jest identyczny. Dzieje sie tak m.in.
wéwczas, gdy komérka ulega procesowi réznicowania
lub transformuje sie w komérke nowotworowa [36,37].

Do funkgcji hipotetycznych macierzy jadrowej mozna
zaliczy¢: role w replikacji DNA, udziat w regulacji eks-
presji genéw, uczestnictwo w transkrypcji i dojrzewa-
niu RNA oraz w transporcie prekursoréw rybosoméw
do cytoplazmy. Takze uczestnictwo w procesie wiro-
genezy i fosforylacji biatek wirusowych, wigzania kar-
cynogendw czy tez wigzania hormondw steroidowych.
Macierz jagdrowa jest zaangazowana w procesy wyste-
pujace w zmienionych nowotworowo komérkach (zabu-
rzenia organizacji i replikacji DNA, zmian w transkrypcji
czy struktury i ksztattu jadra) [4,18].

Biatka macierzy jadrowej (NMPs) stanowia mniej niz
10% catkowitych biatek jadrowych. Nalezg do nich m.in.:
biatka matryny, laminy, biatka Ag-NOR, aktyna, biatka
rybonukleoprotein jadrowych, polimeraza, topoizome-
raza oraz kinaza jadrowa zalezna od kalmoduliny i jonéw
wapnia. Gtéwnymi biatkami macierzy jadrowej ssakéw
sa matryny, prawdopodobnie uczestniczg w procesach
fosforylacji biatek, koordynowaniu transkrypcji i spla-
taniu RNA. Blaszka jadrowa jest siecig $redniej wielko-
$ci widkien sktadajacych sie z biatek zwanych laminami.
Laminy sg bezpos$rednio zwigzane z DNA, ale odgrywaja
réwniez wazng role w utrzymaniu wewnetrznej archi-
tektury jadra komdrkowego. Uwaza sie, Ze uczestnicza
w cze$ciowym przekazie sygnaléw miedzy jadrem a cyto-
plazmg komdrkowa. Jest wiele biatek macierzy jadrowej,
w tym autoantygeny, fibronektyna, biatka keratynopo-
dobne, produkty onkogendw, czynniki transkrypcyjne,
startery rozpoznawania biatek, fosfolipazy i kinaz biat-
kowe, ktérych rola wciaz nie jest poznana [35].

NMPs wigzg sie ze swoistymi sekwencjami DNA S/MAR,
ktére uczestnicza w chromosomalnej replikacji i trans-
krypcji. Oddziatuja z topoizomerazg 11, polimerazami
PARP 1 i 2 oraz CTCF, czynnikiem wigzacym z regulato-
rowym regionem genu C-MYK [3,36].

Biatko mAciERzy JaDROWE) — 4 (BLCA - 4)

Analiza elektroforetyczna biatek macierzy jadrowej
przeprowadzona z uzyciem dwuwymiarowej (2D) elek-
troforezy wysokiej rozdzielczo$ci wykazata obecno$é

ponad 200 protein. Poréwnanie sktadu nukleoszkieletu
komérek zdrowych i zmienionych chorobowo umozli-
wito znalezienie i identyfikacje swoistych biatek macie-
rzy dla danego rodzaju nowotworu, np. w raku pecherza
moczowego, stercza, sutka czy jelita grubego [28].

W 1996 r. Getzenberg i wsp. zwrdcili uwage na zmie-
niony ksztalt jadra i chromatyny jadrowej w komér-
kach nowotworowych pecherza moczowego. To sktonito
ich do wnikliwego przeanalizowania sktadu zmienio-
nych struktur, czego skutkiem byto odkrycie biatek raka
pecherza moczowego BLCA. Przeprowadzajac jednocze-
$nie analize prébek tkanek nowotworowych i prawi-
dlowych od pacjentéw z rakiem pecherza moczowego,
stwierdzono réznice w zawarto$ci NMPs. We wszystkich
prébkach guzéw wykryto 6 swoistych dla raka pecherza
biatek macierzy jadrowej (BLCA-1-BLCA-6), nieobecnych
w prawidtowych wycinkach urotelium (tab.1). Obecno$é
pieciu z nich, powigzanych z RPM znaleziono réwniez
na liniach komérkowych raka pecherza UMUC-2, T24
(nie zidentyfikowano tylko BLCA-5). Wykryto réwniez 3
biatka (BLNL-1 do BLNL-3) wystepujace jedynie w mate-
riale ze zdrowych tkanek pecherza moczowego. Biatko
okreslone jako BLCA-4, pojawiato sie juz we wczesnym
stadium choroby i bylo go najwiecej w analizowanej
macierzy [19,41,47]dwuwymiarowej

Tabela 1. Biatka BLCA wystepujace w ludzkim raku pecherza moczowego,
zidentyfikowane z uzyciem 2-wymiarowej (2D) elektroforezy wysokiej
rozdzielczosci (wg [19])

BLCA

(biatka macierzy Masa czasteczkowa  Punkt izoelektryczny
jadrowej RPM) (kDal (el

BLCA-1 72000 7,70

BLCA-2 40000 7,50

BLCA-3 39000 6,27

BLCA-4 37000 6,24

BLCA-5 32000 580

BLCA-6 31000 8,00

Wtasciwie niemozliwe jest zmierzenie przebiegu ekspre-
sji BLCA-4 u ludzi, dlatego postuzono sie modelem zwie-
rzecym w celu przeanalizowania progresji raka pecherza
moczowego. Opracowany przez Hicksa i Wakefield,
a nastepnie zmodyfikowany przez Steinberga i wsp.
model zwierzecy obejmowat podawanie czynnika rako-
twérczego N-metylo-N-nitrozomocznika (MNU) bezpo-
$rednio do pecherza szczuréw, w celu wywotania procesu
karcynogenezy. Widoczne guzy w pecherzu pojawity sie
okoto 30 tygodnia od pierwszej iniekcji dopecherzowej
(wiekszo$¢ zmian tworzyly raki urotelialne).

Samicom szczuréw F344 Fisher wkraplano MNU dope-
cherzowo w 0, 2, 4 1 6 tygodniu. Do badari pobierano
pecherze zwierzat w 8-34 tygodni, natomiast prébki
moczu od drugiego tygodnia zaréwno w grupie bada-
nej, jak i kontrolnej (ztozonej ze zdrowych szczurdw
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BLCA-4
I |
ML-1a Y ML-8
s prawidtowy przeptyw zwiekszenie
. ., . krwi w guzie angiogenezy w
inwazyjnosci komorek glogenezy
nowotworowych ( antykoagulant) obrebie guza

Ryc. 1. Model prawdopodobnego udziatu BLCA-4 w patogenezie RPM [34]

F344 Fisher). BLCA-4 stwierdzono w moczu juz w 4 tygo-
dniu po iniekcji MNU, natomiast ekspresje w tkance po
8 tygodniach. Wyniki potwierdzily, ze pojawienie sie
BLCA-4 w moczu nastepuje we wczesnym stadium raka
pecherza, zanim pojawia sie makroskopowo widoczne
guzy [14,46].

Biatko BLCA-4 wykryto u chorych pacjentéw z RPM
zaréwno w guzach nowotworowych, jak i w niezmienio-
nej tkance pecherza moczowego. W prébkach pobranych
od zdrowych 0séb nie znaleziono biatka BLCA-4. Zasta-
nawiajace jest jednak to dlaczego biatko BLCA-4 wyste-
puje takze w zdrowych tkankach pecherza u pacjentéw
z nowotworem. Prawdopodobna jest hipoteza oparta na
sefekcie pola” wobec tkanek sgsiadujacych, tj. niskiej
ekspresji biatka BLCA-4 w zdrowych komdrkach sasiadu-
jacych z nowotworowg tkankg pecherza [26,45].

W 2004 r. Van Le i wsp. zidentyfikowali i wyizolowali
gen kodujacy biatko BLCA-4. Gen zostat sklonowany do
PcDNA 3.1 wektora ekspresji. Po poréwnaniu homolo-
gii sekwencji w bazie danych NIH (National Institute
of Health, USA) uzyskano informacje, iz BLCA-4 wyka-
zuje podobienstwo do wczesniej juz zidentyfikowa-
nego cztonka rodziny czynnikéw transkrypcyjnych
ETS - genu Elk-3. Wspdlne obszary obu genéw obejmuja
sekwencje jadrowej lokalizacji i jeden region - HLH
(helisa-petla-helisa). Badacze uwazaja, ze biatko BLCA-4
jest prawdopodobnie nie tylko potencjalnym marke-
rem nowotworowym z duzg swoistoscia. Jest takze nowo
odkrytym czlonkiem rodziny czynnikéw transkrypcyj-
nych ETS. Geny docelowe ETS obejmuja onkogeny, geny
supresorowe, geny zwiazane z apoptoza, z réznicowa-
niem, angiogeneza, inwazyjnoscig i tworzeniem przerzu-
téw. Poniewaz czynniki transkrypcyjne sa zaangazowane

w przebieg wielu funkgji biologicznych, nieprawidtowa
ekspresja genéw moze sie przyczyni¢ do transforma-
cji i progresji nowotworu. Zwtaszcza Elk-3 odgrywa role
w promowaniu stymulacji angiogenezy i ekspresji czyn-
nika wzrostu $rédbtonka naczyti (VEGF) [46].

Elk-3 ufosforylowany i aktywowany przez zewnatrzko-
mérkowy sygnat szlaku kinazy (Erk) razem z Elk-1 i Sap-1
tworzy potréjny kompleks czynnikéw transkrypcyjnych
podrodziny TCF, regulujacy wczesng odpowiedz komé-
rek spoczynkowych na stymulacje czynnikiem wzro-
stu [5,35]. Van Lee i wsp. wykazali, ze BLCA-4 moze by¢
potencjalnym regulatorem transkrypcji i moze oddzia-
tywaé z juz poznanymi czynnikami transkrypcyjnymi,
takimi jak AP-1,AP-2, NFATC,NF-E1i NF-E2 [40,45].

Myers-Irvin i wsp. w 2005 r. analizujac role biatka BLCA-4
w patofizjologii raka pecherza moczowego stwierdzili, ze
komdrki z nadekspresja BLCA-4 wykazywaly intensyw-
niejszy poziom wielu gendéw, m.in. kodujacych IL-1a,
IL-8 czy trombomoduline (TM). To odkrycie dostarczyto
informacji na temat potencjalnej funkcji BLCA-4 w cza-
sie procesu nowotworowego. Wykazano zwigzek mie-
dzy ekspresja biatka BLCA-4 a IL-1a, - 8 i TM. Analiza
sekwencji genéw promotorowych IL-1q, IL-8, TM wska-
zata wiele miejsc ETS, co moze sugerowad, ze BLCA-4
wiazac sie bezposrednio z kazdym z tych genéw wywo-
tuje ich nadekspresje. Wedtug Mayers-Irvin i wsp. jest
to potencjalny mechanizm patogenezy RPM zwigzany
z udziatem BLCA-4 (ryc.1). Wzrost IL-1a nasila ekspre-
sje enzyméw degradujacych macierz i sprzyja adhe-
zji nowotworowych komérek $rédbtonka, co natomiast
powoduje wzrost proliferacji i inwazyjnosci komdrek
rakowych. Podwyzszona ilo$¢ trombomoduliny bedacej
antykoagulantem, zapewnia odpowiedni przeptyw krwi
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w naczyniach nowotworu hamujac powstawanie zakrze-
péw blokujacych wlasciwe jego ukrwienie. Zwiekszona
ilo§¢ IL-8 stymuluje angiogeneze w obrebie guza. Prawi-
dtowe unaczynienie nowotworu pozwala na szybki jego
rozrost [34].

BLCA-4 w RAKU PECHERZA MOCZOWEGO (PRZYKEADY)

Feng i wsp. przeanalizowali 53 prébki pochodzace od
chorych na raka pecherza moczowego (metodg immu-
nohistochemiczna) pod wzgledem ekspresji wielu czyn-
nikéw. Dodatnie korelacje zidentyfikowano miedzy
ekspresjg BLCA-4 i interleukiny-1a (IL-1a), (p=0,038),
IL-8, (p=0,001), czynnika wzrostu $rédbtonka naczyt
(VEGF), (p=0,002) i metaloproteinazy macierzy 9 (MMP-
9), (p=0,013) [16].

Poziom biatka BLCA-4 moze by¢ waznym markerem
przezywalnosci przydatnym w monitorowaniu prze-
biegu raka pecherza moczowego. Badania 325 chorych
na RPM wykazaly, ze nadekspresja BLCA-4 byta istotnie
zwigzana z inwazyjno$cia guza (p <0,001) oraz jego sta-
dium (p <0,001). Nie zalezata od wieku, plci, rozmiaru
guza oraz liczby guzéw nowotworowych. Wysoki poziom
BLCA-4 byt znaczacym czynnikiem informujgcym o sta-
bej przezywalno$ci pacjentédw z rakiem pecherza moczo-
wego. Wielowymiarowa analiza regresji Coxa wykazata,
ze poziom ekspresji biatka BLCA-4 moze odgrywa¢ wazng
role w przewidywaniu rokowan jako marker przezywal-

nodci [51].

Raki urotelialnych gérnych drég moczowych (UUT-
-UCCs - (upper urinary tract urothelial cell carcinoma)
sa rzadkie, ale zwykle inwazyjne w chwili rozpozna-
nia. W baniach oceniono poziom BLCA-4 w moczu u 30
pacjentéw chorych na UUT-UUC i u zdrowych (grupa
kontrolna). Wykazano, ze poziom BLCA-4 byt znaczaco
wyzszy u pacjentéw z UUT-UCC (p<0,0017) w stosunku
do grupy poréwnawczej (p<0,0001). Autorzy ocenili
BLCA-4 jako bardzo swoisty marker dla tego typu raka
i zasugerowali jego oznaczanie jako wskaznika pomocni-
czego oprécz biopsji [17].

MetaanaLiza BLCA-4

Qiliang Cai, Yudong Wu i wsp. w 2015 r. zanalizowali
i poréwnali 9 raportéw, ktérych tematem byta ocena
warto$ci diagnostycznej biatka BLCA-4 u chorych na
raka pecherza moczowego [6]. Byly to prace: Konety
[25,26], Van Le [45], Chen [9], Guo [20], Feng [17], Jiang
[22], Huang [21], Wang [47] i Yang [48]. Wstepna charak-
terystyke kazdego z raportéw zamieszczono w tabeli 2.

Badania przeprowadzono w latach 2000-2015, wiekszo§¢
w Chinach, dwa w USA. Liczba préb w poszczegSlnych
badaniach mieécila sie w zakresie 76-180, wszystkie
wykonano w moczu pacjentéw. Biatko BLCA-4 oznaczono
testem ELISA (7 raportéw), w jednym z pozostatych

Tabela 2. Charakterystyka dziewieciu raportéw poddanych metaanalizie przez Qiliang Cai, Yudong Wu i wsp. [6]

Badacze Kraj Rok Liczba préb (n) Metoda oznaczenia Punkt odciecia PD FD FU PU
Konety USA 2000 106 test ELISA 13A/ g 53 0 2 51
Van Le USA 2005 140 test kanapkowy 0D=0.04 67 3 8 62

Chen Chiny 2005 76 test ELISA 13A/ng 33 0 2 41
Guo Chiny 2011 155 gPCR 13A/pg 65 14 7 69
Feng Chiny 20M 136 test ELISA 1,7x10-4A 74 0 2 60
Jiang Chiny 2013 88 test ELISA 13A/ng 28 0 2 58
Huang Chiny 2014 82 test ELISA 13A/ng 49 1 7 25
Wang Chiny 2014 156 test ELISA 13A/ug 42 0 4 10
Yang Chiny 2015 180 test ELISA 13A/ng 75 0 5 100

Punkt odciecia — wartos¢ graniczna (wartos¢ odciecia) — kryterium rozdzielajace wyniki prawidtowe od wynikéw uznanych za nieprawidtowe; PD — prawdziwie
dodatnie, FD — fatszywie dodatnie, FU — fatszywie ujemne, PU — prawdziwie ujemne; OD = wartos¢ odczytu; A/ug — indeks przeliczenia absorbandji na pg biatka;
qPCR —ilosciowa reakcja faricuchowa polimerazy DNA
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Ryc. 2. Wzory strukturalne najczesciej oznaczanych zmodyfikowanych nukleotydéw: 8-hydroksyguanozyny (8-OHG) oraz 8-okso-2'-deoksyguanozyny (8-0HdG) [10]

raportéw testem immunoenzymatycznym z podwdj-
nym wigzaniem przeciwcial (tzw. test kanapkowy) [45],
a w drugim ilo$ciowg reakcjg taricuchowa polimerazy
DNA (qPCR) [20].

Uzyskano nastepujace szacunkowe wartosci: czuto$¢ 0,93
(95% przedzial ufnosci [CI] 0,90-0,95), swoisto$¢ 0,97(95%
CI, 0,95-0,98), pozytywny stosunek prawdopodobieristwa
48,16 (95% C1, 11,77-197,01), negatywny stosunek praw-
dopodobieristwa 0,08 (95% CI, 0,06-0,11), diagnostyczny
iloraz szans 534,03 (95% CI, 150,15-1899,31) i war-
to$¢é pola pod krzywa (AUC) wynoszaca 0,9607 (okresla
wysoki poziom ogélnej doktadnosci). Podsumowujac,
BLCA-4 uznano za obiecujacy marker do diagnozowania
raka pecherza moczowego.

MARKER USZKODZEN GENETYCZNYCH 8-HYDROKSY-
2'peoKsyGuANOzZYNA (8-OHpG)

Rak pecherza moczowego (RPM) jest zaliczany do nowo-
tworéw zaleznych $rodowiskowo. Zwigzek miedzy eks-
pozycja Srodowiskowa a zapadalnoscig jest wyrazniejszy
niz w innych nowotworach. Chociaz etiologia raka
pecherza jest nieznana, zidentyfikowano wiele czynni-
kéw, ktére moga go wywotaé. Naleza do nich: m.in. pale-
nie papieroséw, aminy aromatyczne, wielopier$cieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA), pestycydy, nitrozo-
aminy, zwiazki arsenu oraz pewne leki. Udowodniono,
ze niektdre zwigzki chemiczne wchloniete do organizmu
a nastepnie usuwane w postaci potgczeni z substancjami
endogennymi, podczas wydalania z moczem ulegaja
w pecherzu moczowym cze$ciowej hydrolizie z wytwo-
rzeniem kancerogennych karbokationéw [12,24,29].

Na RPM zapadaja gtéwnie ludzie starsi (50% przypad-
kéw to osoby powyzej 75 roku zycia), dlatego uwaza
sie, ze dlugotrwaly wptyw $rodowiska i stylu zycia, nie
powinien by¢ lekcewazony. W raku pecherza interakcje
czynnikéw $rodowiskowych w potaczeniu z genetyczna
wrazliwo$cig, mechanizmami detoksykacyjnymi czy sys-

temami naprawczymi (np. DNA) to bardzo prawdopo-
dobnie droga rozwoju RPM [43].

Najwiecej dowoddéw na chemiczng karcynogeneze
w raku pecherza moczowego dostarcza narazenie zawo-
dowe. Zwiazek miedzy ekspozycja na niektére aminy
aromatyczne a zapadalno$¢ na RPM odkryto juz w XIX
w. u pracownikéw zatrudnionych przy produkcji barw-
nikéw azowych. Aktualna lista czynnikéw sprawczych
obejmuje wiele zwiazkéw chemicznych np. z grupy
metali. Wykazano m.in. zwigzek arsenu w wodzie pit-
nej a zachorowaniem na RPM. Gléwny mechanizm
chemicznej karcynogenezy w narazeniu (na arsen)
polega na wzmozonej generacji wolnych rodnikéw
(RFT), ktére uszkadzaja DNA. RFT powoduja struktu-
ralne modyfikacje kwaséw nukleinowych, do ktérych
mozna zaliczyé: utlenienie zasady azotowej, co powo-
duje rozerwanie nici DNA (np. utlenienie guaniny do
8-oksoguaniny, powstawanie glikolu tyminy); alkilo-
wanie zasady azotowej, najcze$ciej za pomoca grupy
metylowej (powstaja czgsteczki 7-metyloguaniny,
1-metyloadeniny i 6-O-metyloguaniny); hydroliza
zasad azotowych, w tym deaminacja, a takze depirymi-
dynacja i depurynacja (odtaczenie zasady azotowej od
ufosforylowanej czasteczki deoksyrybozy); tworzenie
adduktéw (np. benzo[a]pirenodioloepoksydu guano-
zyny) [13,38,39,49].

Uszkodzenia DNA nastepuja w wyniku bezposredniego
oddziatywania RFT lub przez wtaczenie zmodyfikowa-
nego nukleotydu w czasie powielania materiatu gene-
tycznego. RFT indukujg uszkodzenia zaréwno jadrowego,
jak i mitochondrialnego DNA. Cze$ciej niz uszkodzenia
w obrebie jagdrowego DNA (nuclear DNA, nDNA) sg obser-
wowane mutacje w DNA mitochondrialnym (mitochon-
drial DNA, mtDNA). Sgsiedztwo taficucha oddechowego,
generujacego RTF sprzyja uszkodzeniom mtDNA i bte-
dom replikacyjnym biatek, odpowiedzialnych za prze-
prowadzenie procesu fosforylacji oksydacyjnej. Wedtug
jednej z hipotez, to wtasnie mutacje mitochondrialnego
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DNA i malejaca z wiekiem aktywno$¢ mitochondriéw
sa gtéwna przyczyng starczych zaburzen organizmu
i zmian patologicznych [23,27].

Do obrony przed mutacjami genowymi organizmy zywe
wyksztalcily systemy naprawcze kwaséw nukleinowych.
Naleza do nich: BER (base excision repair) - naprawa
przez wyciecie zasad azotowych, NIR (nucleotid einci-
sion repair) - naciecie nukleotydu, NER (nucleotide exci-
sion repair) - wycinanie nukleotydéw, HR (homologous
recombination) - rekombinacja homologiczna. W przy-
padku niesparowanych nukleotyddw, zgodnie z zasa-
dami komplementarnosci, jest aktywowany mechanizm
korygujacy (mis-match repair) [32,50].

Jednymi z markeréw uszkodzen DNA zachodzacych pod
wplywem stresu oksydacyjnego sa: 8-hydroksyguano-
zyna (8-OHG) oraz jej pochodna, 8-hydroksy-2’-deoksy-
guanozyna (8-OHdG) [10].

Wykazano podwyzszony poziom 8-OHdG u pracownikéw
narazonych na chloroaniline [8], arsen [30,31], rte¢ [7,43]
czy pestycydy [33]. Dane te wskazuja na warto$¢ 8-OHdAG
w monitorowaniu narazenia na zwigzki genotoksyczne.

8-OHdG po wycieciu przez systemy naprawcze organi-
zmu zostaje catkowicie wydalony do moczu w postaci
niezmienionej. Kiedy$ byt oznaczany z uzyciem wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej HPLC z nastepowa
chromatografig gazowg z detektorem spektrometrii
masowej (GC/MS), obecnie metodg immunoenzyma-
tyczng (ELISA) znacznie tafisza i szybsza [1,10].

8-Hyoroksy-2'peoksvcuanozyna (8-OHoG) w RPM
(PRzYKEADY)

Rak pecherza moczowego jest czesto charakteryzo-
wany jako zalezny od $rodowiska i wystepuje najcze-
$ciej u 0séb starszych, narazenie na dziatanie toksyn
$rodowiskowych (czesto genotoksycznych) jest istotne,
tym bardziej ze procesy naprawcze ulegaja ostabieniu
z wiekiem. W dostepnej literaturze niewiele jest przy-
ktadéw dotyczacych oznaczen poziomu 8-OHdG w RPM;
wyniki sg rozbiezne. Niektére wskazuja na zwiekszone
stezenie uwalnianego do moczu 8-OHdG i jego analo-
géw u pacjentéw z rakiem pecherza moczowego (70,5+
38,2 ng/mg kreatyniny) (58,8+43,4 ng/mg kreatyniny)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (36,1£24,5 ng/mg
kreatyniny) [10].

Istotne sa wyniki opisujace korelacje miedzy 8-OHdG
a stezeniem arsenu w moczu chorych z RPM. Wykazano,
ze $rednie catkowite stezenie zwigzkéw arsenu w moczu
byto znacznie podwyzszone u pacjentéw z rakiem
i wynosito 37,67+2,98 ug/g kreatyniny w poréwnaniu
z grupa kontrolng 21,10£0,79 pg/g kreatyniny (p<0,01).
Jednak nie stwierdzono istotnie wyzszego stezenia
8-OHAG (7,4840,97 ng/mg kreatyniny) u pacjentéw
z rakiem, w poréwnaniu do o0séb zdrowych (5,95+0,21
ng/mg kreatyniny) [11].

Aby oszacowa( poziom uszkodzen oksydacyjnych w raku
pecherza moczowego, okre§lono zawarto$é 8-OHdG
w DNA izolowanym z leukocytéw krwi obwodowej zdro-
wych o0séb dorostych i pacjentéw. Poziom 8-OHdG w DNA
u pacjentéw z rakiem pecherza moczowego byty istotnie
wyzszy (p<0,0001) niz u oséb w grupie kontrolnej. Cho-
ciaz $rednie warto$ci 8-OHdG u pacjentéw byly wyzsze
u 0s6b palacych w poréwnaniu z niepalgcymi, réznica
nie byta istotna statystycznie. 8-OHdG nie wykazato
korelacji z typem zréznicowania raka G (grade). U pala-
czy z rakiem pecherza stwierdzono istotnie wyzszy
poziom 8-OHdG (p<0,001) niz u oséb zdrowych palgcych,
podobnie u chorych na raka pecherza moczowego niepa-
lacych poziom 8-OHAG (p<0,001) byt istotnie wyzszy niz
u zdrowych niepalacych. Redukeja oksydacyjnego stresu
jest uwazana za bardzo wazny $rodek do pierwotnej pro-
filaktyki RPM [1].

W innych badaniach oceniono poziom 8-OHdG w moczu
i surowicy u 36 chorych na RPM. Srednig warto$é
8-OHdG w surowicy wynosita 0,24 ng/ml (0,13-0,58 ng/
ml), aw moczu 12,20 ng/ml (1,66-62,96 ng/ml). Stezenie
kreatyniny w surowicy korelowato z poziomem 8-OHdG
(r=0,739, p<0,001), ale nie stwierdzono takiej zaleznosci
w moczu (R=0,075; p=0,52). Brak byto réwniez wzajem-
nej korelacji miedzy zawarto$cia 8-OHdG w surowicy
i moczu (R=0,257, p=0,13). Wyzsze poziomy w surowicy
8-OHdG powigzano z obecno$cig guzéw wysokiej klasy
(p=0,028) [42].

Wprawdzie 8-OHdG mozna uznaé za marker uszkodzeti
DNA w raku pecherza moczowego, to wcigz niewiele wia-

domo o jego swoisto$ci.

PopsumowaNie

Badania BLCA-4 wskazuja na warto$¢ tego biatka jako
wczesnego markera do nieinwazyjnej diagnostyki RPM
ze wzgledu na jego nasilong ekspresje i szybkie pojawie-
nie sie w moczu jeszcze przed utworzeniem widocznych
guzéw (badania przesiewowe, prewencja raka pecherza
moczowego w grupie ryzyka). Wéréd markeréw raka
pecherza moczowego, BLCA-4 ma wysoka czuto$¢ i swo-
isto$¢, a jego warto$¢ dodatkowo wzrasta przez brak eks-
presji u pacjentéw z réznymi tagodnymi zaburzeniami
urologicznymi, np. zakazenia drég moczowych, zapale-
nia pecherza moczowego, kamica, polipowato$¢ czy jed-
noczesne przeprowadzenie cystoskopii.

Dobrze poznanym wskaznikiem uszkodzeti genotok-
sycznych jest 8-OHdG. O ile u zdrowych oséb uszko-
dzony nukleotyd jest naprawiany przez endonukleazy
i inne enzymy, to w stanach patologicznych uszkodzenia
przewyzszaja zdolno$ci naprawcze DNA. Obecno$é zmo-
dyfikowanego nukleotydu w nici kwasu nukleinowego
zwieksza ryzyko zaburzen w procesach transkrypcji
i replikacji DNA, doprowadzajac do wystgpienia muta-
cji. Jezeli zmiany obejma grupe onkogendw lub gendw
supresorowych, w komérce moze zostaé zainicjowany
proces kancerogenezy.
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Wiele danych wskazuje na 8-OHdG jako marker nara-
zenia na zwigzki genotoksyczne, co sugeruje jego przy-
datno$¢, tym bardziej ze w tym typie raka narazenie na
pewne czynniki chemiczne odgrywa istotna role w pro-
cesie nowotworzenia. Poziom oznaczanego 8-OHdG jest
sumg dziatania czynnikéw $rodowiskowych, istniejacej
choroby oraz wydolnosci systeméw naprawczych DNA.

Nie znaleziono w dostepnej literaturze préby zbadania
korelacji BLCA-4/8-OHdG miedzy markerem wykrywania

PismiennicTwo

RPM (BLCA-4) a genotoksycznych uszkodzeti (8-OHdG)
w raku pecherza moczowego. Wykazanie wzajemnych
zalezno$ci miedzy obydwoma markerami w RPM, na
ktérego rozwdj zasadniczy wptyw ma styl zycia (palenie
papieroséw, miejsce zamieszkania, rodzaj pracy, dieta)
potwierdzitoby swoisto$¢ BLCA-4 takze w narazeniu $ro-
dowiskowym. Wydaje sie, ze taczne stosowanie obu tych
markeréw utatwi diagnostyke i ocene rokowati w RPM.
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