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Streszczenie

  Jednym z ważniejszych problemów terapeutycznych raka wątrobowokomórkowego jest częste 
występowanie przerzutów w następstwie hematogennej drogi rozprzestrzeniania się komórek 
z guza pierwotnego. Standardowe obrazowe metody diagnostyczne nie pozwalają na odpowied-
nio wczesne wykrycie nawrotu choroby. Natomiast analiza molekularnych markerów komórek, 
oparta zwłaszcza na analizie mRNA w próbkach krwi obwodowej metodą RT-PCR, teoretycz-
nie umożliwia znajdowanie pojedynczych mikroprzerzutów. Ze względu na swoistość dla raka 
wątrobowokomórkowego (HCC) analiza ekspresji alfafetoproteiny jest przyjmowana za „złoty 
standard” w diagnostyce HCC zarówno na poziomie ekspresji białka, jak i mRNA. Opracowanie 
protokołu analizy nastręcza jednak wiele kłopotów, a przydatność tego markera do monitoringu 
statusu chorego w okresie okołooperacyjnym jest kwestionowana. Obecnie trwają poszukiwania 
nowych swoistych markerów HCC, zarówno wśród tych ściśle wątrobowych, jak i charaktery-
stycznych jednocześnie dla różnych nowotworów. Badane są również markery związane z ozna-
czeniem swobodnie krążących kwasów nukleinowych, w tym ich ilościowe oznaczenie. Szansą 
na uzyskanie zadowalających wyników swoistości testów może być połączenie oznaczeń kilku 
różnych markerów obecności komórek nowotworowych we krwi.

 Słowa kluczowe: rak wątrobowokomórkowy (HCC) • molekularne markery nowotworowe • RT-PCR • AFP mRNA • 
krew obwodowa

Summary

  The frequent occurrence of metastases from the primary tumor present a major therapeutic prob-
lem in hepatocellular cancer because of the hematogenous spread of cancer cells. Standard imaging 
diagnostics methods do not allow for an early detection of relapse of the disease, as opposed to the 
analysis of molecular cell markers, especially mRNA-based methods, in peripheral blood samples 
by RT-PCR. Analysis of alphafetoprotein expression is the “gold standard” in the diagnostics of 
HCC at the protein and mRNA level because of its specifi city for liver cancer. However, working 
out an analysis protocol is problematic and the utility of the marker in monitoring a patient’s sta-
tus in the perioperative period remains controversial. New HCC markers are being searched for 
among the highly liver-specifi c ones and those shared between various cancers types. Markers 
associated with freely circulating nucleic acids are also studied and quantitative assays are used. 
An assay for several markers simultaneously could give satisfactory results.

 Key words:  hepatocellular carcinoma (HCC) • molecular tumor markers • RT-PCR • AFP mRNA • 
peripheral blood • circulating tumor cells
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WPROWADZENIE

Pierwotny rak wątroby jest piątą w kolejności nowotworową 
przyczyną śmierci na świecie, a najczęstszą jego postacią 
jest rak wątrobowokomórkowy (hepatocellular carcinoma 
- HCC) [26]. Do ważniejszych czynników etiologicznych 
sprzyjających rozwojowi tego guza zalicza się przewlekłe 
miąższowe choroby wątroby (zwłaszcza zakażenia wiru-
sami hepatotropowymi HBV, HCV, a także hemochroma-
tozę) oraz spożywanie żywności zanieczyszczonej afl a-
toksynami. Obszary endemii HCC w znacznej mierze 
pokrywają się z obszarami endemii zakażeń wirusami 
HBV i HCV [4]. Polska należy do grupy krajów o umiar-
kowanym współczynniku zapadalności na HCC. W 2003 r. 
odnotowano 1969 zgonów (1047 wśród mężczyzn i 922 
wśród kobiet) z powodu HCC, co stanowiło 4,7% zgonów 
wywołanych chorobą nowotworową. Ponadto, tego same-
go roku zarejestrowano 1559 nowych przypadków zacho-
rowań na HCC (813 wśród mężczyzn i 746 wśród kobiet) 
[78]. Najskuteczniejszą metodą leczenia tego nowotwo-
ru nadal pozostaje resekcja segmentów lub płata wątro-
by, jednak u około 70% pacjentów poddanych leczeniu 
dochodzi do wznowy w ciągu pierwszych 3 lat od zabie-
gu [24]. Standardowe metody diagnostyczne, wykorzy-
stujące techniki obrazowe, nie pozwalają na odpowiednio 
wczesne wykrycie nawrotu choroby, co skutkuje tym, że 
nawet zastosowanie agresywnej terapii jest nieskuteczne 
ze względu na wznowę miejscową lub pojawienie się od-
ległych przerzutów.

Obserwacje często powstających ognisk przerzutowych 
w przeszczepianej wątrobie doprowadziły do przypusz-
czenia, że komórki nowotworowe mogą się rozprzestrze-
nić poza wątrobę drogą krążenia krwi spontanicznie lub 
jako konsekwencja inwazyjnych, jatrogennych procedur 
i mogą stanowić zaczątki mikroprzerzutów [57]. Z tego też 
względu stały się one celem diagnostycznym w monito-

ringu MRD (minimal residual disease, minimalnej choro-
by resztkowej), a dostępność krwi obwodowej i niewielka 
inwazyjność tej metody mogą ją uczynić techniką stoso-
waną z wyboru. Pomocna okazuje się tu analiza marke-
rów, a więc genów lub ich produktów pojawiających się 
w komórce w przebiegu choroby. Technologia przeciwciał 
monoklonalnych (mAbs) pozwala na czułe i swoiste ozna-
czenia białek metodami immunohistochemii (IHC) czy cy-
tomerii przepływowej, jednak pracochłonność i wysokie 
koszty tych metod dyskwalifi kują je jako potencjalne ru-
tynowe badania przesiewowe.

Molekularne markery komórek nowotworowych oznacza-
ne w próbkach krwi obwodowej pozwalają na względnie 
tanią i bezinwazyjną wczesną diagnozę w grupie ryzyka 
oraz rutynową ocenę skuteczności terapii. Jednakże obec-
nie wciąż brak jest w powszechnej praktyce medycznej za-
twierdzonego markera dla HCC. Ze względu na wysoką 
czułość technik łańcuchowej reakcji polimerazy (polyme-
rase chain reaction – PCR) możliwe stało się wykrywanie 
z użyciem RT-PCR pojedynczych krążących we krwi ko-
mórek nowotworowych (circulating tumor cells – CTC). 
Markery oparte na oznaczeniu mRNA metodą PCR z uży-
ciem odwrotnej transkryptazy (reverse transcriptase po-
lymerase chain reaction – RT-PCR) pozwalają określić 
stopień ekspresji genu oraz wykryć różnice wynikające 
z alternatywnego składaniu eksonów.

Zaproponowana metoda ma kilka istotnych przewag w sto-
sunku do oznaczeń opartych o analizę białek [17] (tabe-
la 1).

W przypadku HCC wykazano, że mRNA albuminy i a-fe-
toproteiny mogą być potencjalnym markerem obecności 
rozprzestrzenionych w krwiobiegu komórek HCC [25,29]. 
Jednak duża liczba badań wykazuje, że markery te wystę-
pują również w zdrowych hepatocytach, zatem ich użytecz-
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1.  RNA jest bardzo nietrwały w środowisku pozakomórkowym, dlatego jego wykrycie wskazuje jednoznacznie na obecność komórek 
nowotworowych w badanej tkance lub płynie ustrojowym

2. Tkankowoswoisty mRNA wskazuje często na obecność komórek mimo negatywnych wyników oznaczeń białkowych

3.  Pomimo że testy z użyciem mAbs stają się coraz bardziej czułe, nie są jednak w stanie uwidocznić pojedynczej komórki, co jest możliwe przy 
użyciu techniki PCR

4. Ocena ilościowa w IHC jest często subiektywna, podczas gdy np. analiza PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) jest znacznie dokładniejsza 

5. Ponadto metoda ta jest mniej pracochłonna i relatywnie tania

Tabela 1. Zalety oznaczeń opartych na reakcji RT-PCR w porównaniu z analizą białek
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ność w diagnostyce HCC pozostaje wciąż kontrowersyjna. 
Dlatego istnieje potrzeba poszukiwania innych lepszych 
markerów lub/i opracowania wiarygodnej metody ilościo-
wego ich oznaczania.

MARKERY ŚCIŚLE SWOISTE WĄTROBOWO

a-fetoproteina

a-fetoproteina (AFP) to podstawowe białko surowicy krwi 
płodu o funkcji immunoregulacyjnej, wpływające na wzrost 
i proliferację komórki [70]. Białko to, będąc efektorem 
dla NFkB, stanowi jeden z mechanizmów powstania im-
munotolerancji w stosunku do komórek nowotworowych. 
Prawdopodobnie mechanizm ten jest zbliżony do sytuacji 
stanu ciąży, gdy rozwija się matczyna tolerancja immu-
nologiczna na rozwijający się w macicy płód. AFP jest 
typową onkofetoproteiną wykazującą swoistość dla tkan-
ki wątrobowej, gdyż w hepatoblastomie, dziecięcym raku 
wątroby, obserwuje się jej wysoką ekspresję, prowadzoną 
przez przypominające embrionalne hepatoblasty komór-
ki nowotworowe [23].

Przyczyna wznowienia ekspresji AFP w HCC, wyciszonej 
przez negatywny regulator transkrypcji w okresie płodo-
wym, pozostaje nieznana. Znaczenie mogą tu mieć zmiany 
w substancji zewnątrzkomórkowej [1], czynniki epigene-
tyczne, tj. jony metali ciężkich działające poprzez induk-
cję białek stresowych A2/3 [9] lub inaktywacja białka p53 
przez HBx (białko X wirusa HBV) skutkująca stymulacją 
ekspresji AFP [54].

Oznaczenia

Stężenie AFP w surowicy jest nadal uznawane za „zło-
ty standard” w badaniach diagnostycznych HCC, a w gu-
zach wydzielających jej znaczną ilość umożliwia ocenę 
doszczętności zabiegu operacyjnego. Po radykalnym za-
biegu operacyjnym ponowne narastanie jej stężenia w su-
rowicy może być czułym markerem wznowy procesu no-
wotworowego. Spośród trzech glikoizoform tego białka 
uważa się, że frakcja AFP-L3 jest najlepszym wskaźni-
kiem stopnia zaawansowania nowotworu, w tym także 
obecności przerzutów odległych, niezależnie od rozmia-
ru guza czy całkowitego stężenia AFP w surowicy [34]. 
Jednak czułość i swoistość metod serologicznych są wciąż 
zbyt małe by wykryć mikroprzerzuty. Co więcej, obecne 
w surowicy białko nie wskazuje na występowanie w niej 
komórek nowotworowych, a jedynie na jego duże wytwa-
rzanie przez guz lub intensywnie regenerujące hepatocyty. 
Alternatywą dla badań serologicznych stało się zapropo-
nowane w 1994 r. przez Matsumurę i wsp. [39] oznacza-
nie poziomu mRNA dla AFP we krwi obwodowej metodą 
RT-PCR. W badaniu tym nie stwierdzono ekspresji genu 
AFP u zdrowych ochotników, podczas gdy połowa pacjen-
tów chorych na HCC okazała się AFP mRNA-pozytywna, 
a wynik istotnie korelował z rozmiarem guza, stężeniem 
surowiczej a-fetoproteiny oraz obecnością pozawątrobo-
wych przerzutów. Wysoki poziom mRNA dla AFP ko-
respondował ze znacznym zaawansowaniem klinicznym 
w klasyfi kacji TNM – stopień IV (TNM: tumor – guz 
(pierwotny), nodus – węzeł (chłonny), metastases – prze-
rzuty odległe) oraz z częstszym występowaniem zakrze-
picy żyły wrotnej [38].

Zastosowanie techniki tzw. „wewnętrznej” (nested) RT-PCR 
(w której druga para starterów wiąże się w obrębie pro-
duktu amplifi kacji pierwszej pary, dając krótszy produkt) 
zwiększa czułość 10–100 razy w porównaniu do konwen-
cjonalnego RT-PCR i pozwala wykryć 1–10 komórek 
HepG2 wśród leukocytów w 5 ml krwi [15]. Zastosowany 
przez Funaki i wsp. trzystopniowy RT-PCR przypomina-
jący wewnętrzny PCR [14] w teście czułości, dawał pozy-
tywny wynik amplifi kacji nawet przy rozcieńczeniu 10–8 
cDNA z komórek HuH7, co odpowiada możliwości wy-
krycia 1 komórki HuH7 w 1 ml krwi. W badaniu in vivo, 
czułość metody wynosiła 43% po drugim kroku, natomiast 
po trzecim wzrastała do 71%. Metoda ta została zaadapto-
wana do oznaczeń ilościowych z użyciem skonstruowane-
go kompetytora reakcji RT-PCR [16].

Opracowano również inne metody ilościowego oznaczania 
AFP mRNA we krwi obwodowej, np. poprzez określenie 
ilości produktu amplifi kacji AFP mRNA w porównaniu do 
wartości uzyskiwanych dla określonych stężeń komórek he-
patoblastoma (linia HepG2) [80]. Alternatywne podejście 
bazuje na włączeniu do analizy RT-PCR wewnętrznego 
standardu – mRNA dla GAPDH (dehydrogenaza aldehy-
du-3-fosfoglicerynowego), pozwalającego na normaliza-
cję wyników w zależności od liczby wszystkich jądrza-
stych komórek w próbce [37,43].

Problemy

Wciąż nierozwiązanym problemem pozostają wyniki fał-
szywie dodatnie uzyskiwane od pacjentów z ostrym lub 
przewlekłym uszkodzeniem wątroby, z cholangiocarcino-
mą (CCC) oraz w przypadku dokonanej marskości wątro-
by [39,85], których przyczyną może być obecność pew-
nych ilości transkryptu dla AFP w uszkodzonych [7], 
a nawet w prawidłowych krążących hepatocytach [2,79], 
choć w znacznie mniejszych ilościach niż w komórkach 
HCC. Liczne badania wykazują, że status pacjenta pod 
względem AFP mRNA może zmienić się z negatywnego 
na pozytywny po interwencji chirurgicznej na skutek ja-
trogennego uwolnienia hepatocytów do krwiobiegu [16, 
36, 43]. Uwolnione mechanicznie hepatocyty mogą prze-
bywać w krwiobiegu około 7 dni. Po tym okresie są one 
usuwane prawdopodobnie w wyniku reakcji układu im-
munologicznego [16, 56], dlatego określenie optymalne-
go czasu pobrania próbki, w celu monitorowania MRD po 
zabiegu, jest nadal kwestią sporną.

W przeciwieństwie do prezentowanych powyżej opinii 
Lemoine [32] oraz Witzigmann [77] nie wykazali korela-
cji między nawrotem choroby a poziomem AFP mRNA, 
niezależnie od czasu pobierania próbki do analizy, co może 
świadczyć o znacznej heterogeniczności ekspresji AFP, 
a także o niedoskonałości dostępnych metod.

Szansą na uzyskanie zadowalającej swoistości oznaczeń 
wydaje się zastosowanie analiz ilościowych. Wong zapro-
ponowała metodę, opierającą się na stworzeniu krzywej 
kalibracyjnej dla każdej próbki pochodzącej od pacjen-
ta, przedstawiającej w skali logarytmicznej stężenie AFP 
mRNA odpowiadające określonym liczbom komórek HCC 
danego pacjenta, zmieszanych z ustaloną liczbą jednoją-
drzastych komórek krwi obwodowej (peripherial blood 
mononucleated cells – PBMNC) [79] (ryc. 1). W podob-
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ny sposób można określić poziom ALB mRNA (gen albu-
miny), który odzwierciedla liczbę zdrowych hepatocytów 
krążących we krwi obwodowej i tym samym uniknąć ge-
nerowanie wyników fałszywie dodatnich. Metoda ta jest 
jednak pracochłonna i inwazyjna, gdyż wymaga pobra-
nia tkanki guza od pacjenta, co może mieć zastosowanie 
głównie przy monitorowaniu ryzyka wznowienia choroby 
po resekcji lub transplantacji wątroby.

Albumina

Albumina (ALB) należy do tej samej czterogenowej rodzi-
ny, co a-fetoproteina [51] jednak – w przeciwieństwie do 
AFP – jest wytwarzana przez tkankę wątroby noworodków 
i dorosłych. Kar i Carr użyli albuminy jako markera HCC 
wykorzystując amplifi kacje za pomocą RT-PCR 3 i 4 eksonu 
genu ALB [25]. Próg czułości przez nich uzyskany wynosił 
5 komórek Hep3B na 106 komórek MCF7. Choć autorzy 
ci nie uzyskali fałszywie pozytywnych wyników (prawdo-
podobnie z powodu małej czułości metody), to inne gru-
py wykazały obecność ALB mRNA (pochodzącego z pra-
widłowych hepatocytów) we krwi pacjentów z marskością 
i wirusowym zapaleniem wątroby [36] oraz u całkowicie 
zdrowych ochotników [6,39]. Było to najprawdopodobniej 
spowodowane zjawiskiem tzw. nieuprawnionej transkryp-
cji (illegitimate transcription) [3], umożliwiającej ekspre-
sję na bardzo niskim poziomie właściwie każdego genu 
w komórce, a możliwe do wykazania tylko bardzo czuły-
mi metodami. Źródłem pozytywnego sygnału amplifi ka-
cji mogą być leukocyty, które mogą zwiększyć znacząco 
ekspresję ALB po stymulacji mitogenami [45].

Paradoksalnie okazuje się, że ekspresja albuminy w ko-
mórkach linii HepG2 oraz w komórkach HCC jest wręcz 
obniżona względem odpowiadającej jej tkanki bez obec-
ności nowotworu prawdopodobnie na rzecz uruchomienia 
ekspresji AFP [79]. Zatem poziom ekspresji ALB moż-
na odnieść raczej do liczby prawidłowych hepatocytów 
uwolnionych do krwi. Nie przesądza to o obecności krą-
żących komórek nowotworowych, jednak może umożli-

wić ich kwantyfi kację – o ile zostały zidentyfi kowane na 
podstawie innego markera (np. AFP). Należy wziąć rów-
nież pod uwagę dobór odpowiednich starterów, gdyż róż-
ne grupy badawcze badały amplifi kacje PCR różnych ek-
sonów genu ALB. Istotne jest też, iż znaczna homologia 
między genami ALB i AFP może spowodować uzyskanie 
fałszywie dodatnich wyników.

g-glutamylo transpeptydaza (GGTP)

U zdrowych dorosłych GTTP jest wydzielana do krwi 
głównie przez wątrobowe komórki Kupffera oraz ko-
mórki śródbłonka przewodu żółciowego, a jej aktyw-
ność znacznie wzrasta w wątrobie płodowej i w tkankach 
z HCC [87]. Białko to występuje w 13 formach izoenzy-
matycznych, przy czym trzy z nich I’, II, II’ (nazwy frak-
cji uzyskanych przez elektroforezę w gradiencie stężenia 
żelu poliakrylamidowego) pojawiają się tylko u chorych 
na HCC, przez co ich stężenie w surowicy jest używa-
ne jako serologiczny marker diagnostyczny pierwotnego 
raka wątroby [60].

GGTP mRNA może być wykryty w tkance wątrobowej 
zdrowych dorosłych lub pacjentów z: HCC, niezłośliwy-
mi dolegliwościami wątroby oraz wtórnym rakiem wątro-
by (ogniska przerzutowe do wątroby). Wyróżnia się trzy 
jego typy: płodowo-wątrobowy (typ A), HepG2 (typ B) 
oraz łożyskowy (typ C). Wszystkie trzy transkrypty dają 
białko o identycznej strukturze, a różnice w ich sekwen-
cji znajdują się w niekodującym regionie 5’, co sugeruje, 
iż powstawanie mRNA ludzkiej GGTP może być regulo-
wane przez mechanizm alternatywnego składania genów 
w tym rejonie [58] lub może ono wywodzić się z różnych 
genów/pseudogenów.

Typ A jest dominujący w prawidłowej tkance wątrobo-
wej, niezłośliwych hepatopatiach, łagodnych oraz wtór-
nych guzach (100%). W powyższych przypadkach typ C 
występuje w 25%, a typ B w ogóle się nie pojawia [19] 
lub występuje okazjonalnie (10–12,5%) [73]. Nie zaob-

Ryc. 1.  Krzywe kalibracyjne ilości produktu amplifi kacji z użyciem ilościowego RT-PCR AFP mRNA. A. Symulację obecności komórek wątrobowych we 
krwi jednego pacjenta przeprowadzono przez zmieszanie ekwiwalentów liczby komórek guza (HCC), komórek tkanki nieobjętej nowotworem 
(N) oraz komórek wątrobiaka ludzkiego (HepG2) z 106 leukocytów. B. Krzywe kalibracyjne ilości AFP mRNA dla pięciu różnych pacjentów 
(H1-H5) i linii referencyjnej (HepG2). Na podstawie [25] (zmodyfi kowano)
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serwowano znaczącej różnicy w dystrybucji powyższych 
typów mRNA między zdrowymi tkankami a tkankami 
dotkniętymi nienowotworowymi schorzeniami. Z kolei 
typ B znacznie częściej wykrywa się w przypadku HCC. 
W tkance guza występuje zawsze, przy obniżonej (około 
50%) częstości występowania typu A, natomiast w tkan-
ce nieobjętej nowotworem, przylegającej do guza – przy 
100% występowaniu typu A, typ B pojawia się w 87,5% 
[73]. Nowsze badania Hana z 2003 r. dały bardzo podob-
ne wyniki, co potwierdza przydatność GTTP jako swoiste-
go markera [19] również w przypadku oznaczeń w prób-
kach krwi obwodowej.

Badanie Sheena z 2003 r. wykazało, że obecność typu B 
GGTP mRNA w tkance z nowotworem koreluje z częst-
szym nawrotem choroby (63,6 versus 14,3% przy nega-
tywnym wyniku). Obecność tego mRNA w tkance guza 
oraz tkance otaczającej, wolnej od nowotworu korelowa-
ła ze śmiertelnością w ciągu pięciu lat od zabiegu (odpo-
wiednio – 45,5 versus 0% i 53,6 versus 0%) [63].

Częstość wykrywania wszystkich typów mRNA w komór-
kach z krwi obwodowej jest znacznie niższa niż w przypad-
ku analizy tkanki z biopsji, co generuje pewną pulę wyni-
ków fałszywie ujemnych. Konieczne jest przeprowadzenie 
badań w większej grupie osób, zwłaszcza z pacjentami po 
interwencjach chirurgicznych oraz monitorowanie ewen-
tualnej remisji choroby.

MARKERY PREFERENCYJNE DLA RAKA WĄTROBY (OBECNE RÓWNIEŻ 
W INNYCH NOWOTWORACH)

Insulinopodobny czynnik wzrostu typu II (IGF2)

Insulinopodobny czynnik wzrostu typu II (insulin-like gro-
wth factor) jest mitogennym polipeptydem spokrewnionym 
z insuliną, wydzielanym przez wiele organów płodowych. 
Gen IGF2 charakteryzuje się skomplikowaną regulacją 
transkrypcji, czego konsekwencją jest występowanie czte-
rech rodzajów jego mRNA, transkrybowanych z różnych 
promotorów [21]. Nadekspresja IGF2 w tkance wątroby 
z nowotworem oraz ogniskach przednowotworowych jest 
dobrze udokumentowana zarówno w modelach zwierzę-
cych [61], jak i u ludzi w ognisku HCC [65]. Sygnalizacja 
ze strony IGF2 poprzez IGFRI stanowi zatem parakrynny 
mechanizm stymulacji proliferacji hepatocytów. Przyczyną 
tego stanu jest przywrócenie płodowego wzoru transkryp-
cji IGF2 na skutek aktywacji płodowoswoistych promoto-
rów P2, P3 i P4 oraz utrata ekrspresji z promotora P1, ak-
tywnego w życiu dorosłym [74].

IGF2 bywa używany jako marker serologiczny, natomiast 
niewiele wiadomo o możliwości wykrywania komórek 
CTC z wykorzystaniem amplifi kacji IGF2 mRNA. Z ba-
dań Donga i wsp. wynika jednak, iż swoistość transkryp-
tu IGF2 dla komórek HCC obecnych we krwi jest duża, 
gdyż u zdrowych osób, jak i u pacjentów z różnymi nieno-
wotworowymi dolegliwościami wątroby wynik oznaczeń 
był negatywny [8]. Czułość zastosowanej metody nested 
RT-PCR nie jest zadowalająca – poprawnie zdiagnozo-
wano jedynie 34% chorych. Wykrywalność IGF2 mRNA 
wzrasta jednak wraz ze stopniem zaawansowania choro-
by i sięga 100% w przypadku obecności pozawątrobowych 
przerzutów HCC.

Glipikan 3

Glipikan 3 (glypican 3 – GPC3) należy do rodziny siar-
czanowo-heparanowych proteoglikanów błonowych, które 
mogą być również wydzielane do krążenia [12]. Z powo-
du umiejscowienia w komórce molekułom tym przypisuje 
się rolę regulacji oddziaływań między czynnikami wzrostu 
a ich receptorami. GPC3 może więc wpływać na wzrost, 
różnicowanie i migrację komórek [11].

Mutacja genu GPC3 jest główną przyczyną występowania 
syndromu Simpsona-Golabiego-Behmela, charakteryzują-
cego się przerostem ciała oraz wieloma wrodzonymi wa-
dami rozwojowymi, natomiast jego status w nowotworach 
jest zróżnicowany. W komórkach HCC, nowotworach prze-
wodu pokarmowego i czerniaku [47] – rozwijających się 
z tkanek, w których GPC3 ulega ekspresji tylko w okresie 
embrionalnym, transformacji nowotworowej towarzyszy 
jego reekspresja. Zarówno analizy Northern-blot oraz hy-
brydyzacja in situ [89], jak i mikromacierze oraz RT-PCR 
[48,68] wykazały, że ekspresja GPC3 mRNA w hepatocy-
tach jest bardzo mała, albo wręcz nieobecna w przypadku 
hiperplazji czy marskości, podczas gdy w 75–80% przy-
padków HCC jest zwiększona 5–10-krotnie w porówna-
niu ze zdrową tkanką otaczającą guz.

Opierając się na danych z analizy profi li ekspresyjnych 
HCC i zdrowej tkanki z użyciem techniki mikromacierzy, 
zidentyfi kowano często ulegający nadekspresji w przypadku 
nowotworu wątroby transkrypt MXR7, wykazujący 100% 
homologii z cDNA glipikanu 3 [30], a badania Zhou [88] 
wykazały analogiczny profi l wykrywalności HCC, jak po-
przednio przytoczone badania Nakatsury [48]. Sugeruje to 
tożsamość tych dwóch markerów.

Do tej pory przeprowadzono niewiele badań oceniających 
stopień ekspresji GPC3 w komórkach HCC techniką PCR. 
Jak dotąd nie sprawdzano również możliwości zastosowa-
nia powyższego markera w analizie komórek HCC we krwi 
obwodowej. Prawie 100% swoistość GPC3 dla HCC w po-
równaniu z łagodnymi dolegliwościami wątroby czyni go 
obiecującym markerem do wczesnej diagnostyki pierwot-
nego raka wątroby. Ekspresja GPC3 w komórkach innych 
nowotworów (np. czerniak, guz Wilmsa czy hepatoblasto-
ma) może obniżać swoistość diagnozy w badaniach prze-
siewowych [54].

MARKERY CHARAKTERYSTYCZNE DLA NOWOTWORU, MNIEJ SWOISTE 
DLA MIEJSCA POCHODZENIA

b1,4N-acetylgalaktozaminyltransferaza (GalNAT)

b1,4N-acetylgalaktozaminyltransferaza (GalNAcT) jest 
glikozylotransferazą zaangażowaną w syntezę ganglio-
zydów GM2 i GD2 z ich prekursorów GM3 i GD3 [55], 
które odgrywają znaczącą rolę w rozwoju embrionalnym 
oraz w transformacji nowotworowej, szczególnie w przy-
padku nowotworów o pochodzeniu neuroektodektoder-
malnym [56, 57].

Sugita i wsp. [58] zbadali przydatność powyższego mar-
kera w badaniach diagnostycznych HCC. Bardzo wyso-
ki odsetek (94%) HCC wykazywał metodą półilościowej 
RT-PCR ekspresję GalNAcT znacznie wyższą niż w ota-
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czającej guz tkance wątroby. Ponadto GalNAcT mRNA 
nie był wykrywany we krwi obwodowej zdrowych osób. 
Pozytywny wynik testu uzyskano za to u 5 z 14 pacjen-
tów z HCC, przy czym u wszystkich rozwinęły się prze-
rzuty w ciągu 2 lat od resekcji [58]. W całej badanej gru-
pie tylko u jednego pacjenta z HCC wykazano ekspresję 
AFP oraz nie zaobserwowano w jego przypadku wznowy 
choroby. Analityczna czułość metody wynosiła 5 komórek 
HuH7 na 1ml krwi zdrowego osobnika [58].

Negatywną stroną wykorzystania GalNAcT jako markera 
jest częsta jej ekspresja w różnych typach nowotworów, 
szczególnie żołądka i piersi oraz stosunkowo mała czułość 
w badaniach in vivo. Potencjalnymi sposobami ulepszenia 
oznaczeń tego markera może być: optymalizacja warunków 
reakcji PCR, zaprojektowanie innych starterów czy zasto-
sowanie bardziej swoistej metody izolacji komórek.

Antygeny swoiste dla nowotworów

Istnieją wysoce charakterystyczne dla nowotworów an-
tygeny nieulegające ekspresji w tkankach prawidłowych 
(z wyjątkiem jąder i łożyska), będące peptydami prezen-
towanymi przez cząsteczki MHC klasy I oraz rozpoznawa-
ne przez autologiczne cytotoksyczne limfocyty T. Należą 
tu m.in. 3 rodziny genów MAGE, GAGE i BAGE, których 
przedstawiciele mogą się pojawić w komórkach HCC 
[59]. Przynajmniej jeden z tych antygenów ulega ekspresji 
w 81% przypadków. Spośród nich najczęściej wykrywane 
są MAGE-1 oraz MAGE-3. MAGE-1 (melanoma associa-
ted antigen gene 1) występuje znacznie częściej w komór-
kach HCC niż w innych typach nowotworów [60, 61]. Jego 
mRNA jest wykrywalny z użyciem RT-PCR preferencyj-
nie w przypadku małych i dobrze zróżnicowanych histolo-
gicznie guzów (odpowiednio: 81 i 70%) [62, 59], natomiast 
brak go w tkance bez guzów nowotworowych.

Na podstawie amplifi kacji mRNA swoistego dla MAGE-
1 i MAGE-3 można również z dużą dokładnością zidenty-
fi kować krążące we krwi komórki HCC, co potwierdzają 
wyniki oznaczeń statusu genów MAGE w okresie około-
operacyjnym [63].

Jednakże z badań tych wynika że CTC pierwotnego raka 
wątroby mogą być wykryte w późniejszym stadium cho-
roby, gdyż metoda ta pozwala zidentyfi kować 102–103 ko-
mórek nowotworowych na 106 innych jądrzastych komó-
rek krwi obwodowej. Natomiast posłużenie się nested 
RT-PCR pozwala wykryć co najmniej jeden z transkryp-
tów u 63% pacjentów z HCC [64]. Co więcej, status pa-
cjenta względem MAGE-1/3 koreluje ze stopniem rozwoju 
raka i pozwala zdiagnozować potencjalne mikroprzerzuty 
u 56% chorych już w II stopniu zaawansowania nowotwo-
ru. Problemem pozostaje jednak niewystarczająca czułość 
oznaczeń markerów oraz obecność powyższych antygenów 
w innych typach nowotworów.

Odwrotna transkryptaza ludzkiej telomerazy 
(hTERT)

Telomeraza jest rybonukleoproteidem utrzymującym dłu-
gość telomerów, będących tandemowymi powtórzeniami 
5’TTAGGG’3 (sekwencja ludzka) na końcach eukario-
tycznych chromosomów i odpowiadających za integral-

ność DNA, zapobiegających ich degradacji, fuzji czy rea-
ranżacji [65]. Podczas gdy większość normalnych ludzkich 
komórek somatycznych nie wykazuje aktywności teolme-
razy, w szybko proliferujących komórkach linii płciowej, 
trofoblaście, komórkach hematopoetycznych i w 85–95% 
komórek nowotworowych gen telomerazy ulega ekspresji 
[66,67]. Kompleks telomerazy składa się z dwóch podjed-
nostek: komponentu RNA, będącego matrycą dla polimera-
zy (hTER) [68] oraz właściwej katalitycznej podjednostki 
o aktywności odwrotnej transkryptazy (human telomera-
se reversed transcriptase – hTERT) [69].

Skracanie telomerów pełni dwojaką funkcję w rozwoju 
HCC: z jednej strony indukuje niestabilność chromosomów, 
przyczyniając się do rozwoju nowotworu, z drugiej strony 
- progresja raka jest uzależniona od stabilizacji telomerów, 
co wiąże się z aktywacją telomerazy [70]. Badania klinicz-
ne wskazują na wysoką ekspresję hTERT mRNA w komór-
kach HCC, co koreluje z aktywnością enzymatyczną te-
lomerazy oznaczaną za pomocą metody TRAP (telomere 
repeat amplifi cation protocol) [71]. Natomiast w tkankach 
niezmienionych nowotworowo mRNA dla hTERT jest nie-
obecny poza nielicznymi przypadkami marskości. Wiąże 
się to najpewniej z procesem regeneracji uszkodzonej wą-
troby, któremu może towarzyszyć pojawianie się ognisk 
dysplazji hepatocytów, które są stanem przednowotworo-
wym. Ponadto nie można wykluczyć obecności mikroog-
nisk HCC w marskiej wątrobie.

Wu wykazał obecność hTERT mRNA we krwi obwodo-
wej u 83% chorych z pierwotnym rakiem wątroby, jednak 
odnotował występowanie tego zjawiska również u czę-
ści pacjentów z innymi dolegliwościami wątroby, a nawet 
u zdrowych ludzi [72]. Przyczyną tego zjawiska może być 
ekspresja telomerazy np. w leukocytach. Zastosowanie 
bardzo dokładnej izolacji komórek opartej na negatywnej 
i pozytywnej selekcji immunomagnetycznej pozwala wy-
kluczyć fałszywie dodatnie wyniki związane z obecnoś-
cią leukocytów [73]. Analityczna czułość metody wynosi 
1–10 komórek HeLa w 2 ml krwi. Jednocześnie wykry-
walność CTC w stadium rozsiewu guza wynosiła 85–89%, 
oraz tylko u 25% pacjentów we wczesnym etapie rozwo-
ju choroby (stadium T1 w skali TNM).

Swobodnie krążące kwasy nukleinowe

Alternatywnym podejściem jest analiza swobodnie krążą-
cych kwasów nukleinowych (circulating nucleic acids in 
plasma or serum – CNAPS) i zmian genetycznych z nimi 
związanych. Wykazano obecność zwiększonej ilości DNA 
w osoczu osób cierpiących na różne postacie raka oraz 
choroby autoimmunologiczne (np. reumatoidalne zapale-
nie stawów czy toczeń rumieniowaty) [74,75]. Zauważono, 
że skuteczna terapia choroby powoduje obniżenie poziomu 
DNA w surowicy. Przyczyną występowania CNAPS może 
być apoptoza bądź nekroza komórek [76], lub aktywne ich 
wydzielanie przez komórki nowotworowe. Podobny mecha-
nizm został opisany dla aktywowanych limfocytów [77].

Metylacja promotorów

Przykładem tego typu markera może być białko p16 (zwa-
ne też p16INK4). Pełni ono funkcję inhibitora kinazy za-
leżnej od cyklin podobnie jak pokrewne mu białko p15. 
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W postaci aktywnej jest zatem „supresorem” komórek no-
wotworowych, często hipermetylowanym w wielu rodza-
jach raka [78]. Oba te białka modulują fosforylację białka 
Rb, wpływając w ten sposób na proliferacje komórki (ryc. 
2). Stosując metyloswoistą reakcję PCR (methylation spe-
cifi c PCR – MSP) [79] można wykryć metylację promoto-
rów genów P16 i P15 powodującą wyciszenie ich ekspresji 
zarówno w tkance guza jak i w surowicy krwi. U prawie 
73% pacjentów z metylacją P16 w obrębie guza podob-
ne zmiany wykryto w próbkach krwi, nie uzyskując jed-
nocześnie fałszywie pozytywnych wyników [80]. Czułość 
wykrycia metylacji P15 jest znacznie mniejsza (104 versus 
105 dla P16), jednak u 92% pacjentów wykazujących me-
tylację w obu genach w obrębie guza uzyskano wynik po-
zytywny dla przynajmniej jednego markera w surowi-
cy. Istnieje również możliwość ilościowej analizy MSP 
(real-time quantitative methylation specifi c PCR – RTQ-
MSP) [81], w której wyniki odzwierciedlają względne ilo-
ści zmetylowanych sekwencji w czasie okołooperacyjnym 
podobne do statusu AFP mRNA. Nie uzyskano w tych ba-
daniach żadnych fałszywie pozytywnych wyników, a me-
todę tę wykorzystał z powodzeniem również Yu do oceny 
ryzyka rozprzestrzenienia się nowotworu w wyniku bio-
psji guza [82].

Mutacje mitochondrialne

Somatyczne mutacje w genomie mitochondrialnym zi-
dentyfi kowano w kilku postaciach raka, przy czym więk-
szość z nich w niekodującym regionie tzw. pętli D [84]. 
Rejonem hiperzmiennym w tej pętli jest fragment mię-
dzy 303. a 315. nukleotydem zawierający polimorfi czne 
jednonukleotydowe powtórzenia cytozyny. W przypadku 
komórek HCC wykazano częste pojawianie się mutacji 
w mtDNA, które są obecne również w tkance otaczającej 
guz [85] oraz w DNA obecnym w osoczu u 33% pacjentów 
[86]. Mutacje te są jednak heterogenne i zostały zidentyfi -
kowane przez bezpośrednie sekwencjonowanie fragmentu 
pętli D, a ich obecność we krwi testem ligacji niesparowa-

nych zasad [87]. Zatem brak jest na razie prostej i uniwer-
salnej metody oznaczania tych zmian.

Wolny mRNA

Pomimo mniejszej trwałości niż DNA wykazano obecność 
RNA w postaci związanej z innymi molekułami w suro-
wicy czy osoczu pacjentów z chorobami nowotworowy-
mi. Jedynym jak dotąd zbadanym tego typu markerem 
w HCC jest hTERT mRNA, którego ilości mierzone za 
pomocą real-time RT-PCR w stosunku do ilości GAPDH 
mRNA wzrastają wraz z postępem choroby [88]. Czułość 
metody wynosi 89,7%, a zastosowana gruntowna proce-
dura pozbycia się komórek, głównie leukocytów, dodatko-
wo zapobiega generowaniu fałszywie dodatnich wyników. 
Jednak obiektywna ocena ilościowa może być utrudnio-
na przez to, że jak wykazali Ng i wsp, poziom mRNA de-
hydrogenazy 3-fosfogliceraldehydu (GAPDH) może być 
podwyższony we krwi osób z HCC [89].

ZAKOŃCZENIE

Mimo stosunkowo dobrze poznanej patogenezy raka wą-
trobowokomórkowego skuteczność terapii jest wciąż mała. 
Rozwój narzędzi diagnostycznych służących do monitoro-
wania i badania krążących komórek nowotworowych jest 
niezbędny do opracowania nowych protokołów terapeu-
tycznych w celu zminimalizowania rozprzestrzeniania się 
i wzrostu liczby CTC.

Chociaż żaden ze znanych markerów nie spełnia ideal-
nie warunków swoistości i czułości, to spośród pojedyn-
czych markerów komórek wątroby na szczególną uwa-
gę zasługują enzymy wątrobowe, takie jak GGPT, której 
swoistość opiera się na wykorzystaniu polimorfi zmu sek-
wencji mRNA, co nie jest możliwe do wykrycia inną me-
todą niż RT-PCR. Szansą na uzyskanie zadowalającego 
poziomu wykrywalności, a także ulepszenia dyskrymina-
cji między nowotworowymi i łagodnymi postaciami cho-
roby może być połączenie oznaczeń kilku markerów jed-
nocześnie. W przypadku reakcji PCR rozwiązanie to jest 
fi zycznie wykonalne przez zastosowanie tzw. multiplex 
PCR, czyli reakcji PCR z użyciem kilku par starterów swo-
istych dla różnych genów, prowadzonej w jednej probówce. 
Można np. wykorzystać marker będący silną determinantą 
obecności komórek nowotworowych (MAGE) w połącze-
niu z markerem charakterystycznym dla tkanki wątrobo-
wej (AFP) [63]. Uznanie za wynik pozytywny obecności 
co najmniej jednego markera spośród kilku oznaczanych 
zwiększa poziom wykrywalności mikroprzerzutów w po-
równaniu z oceną pojedynczych markerów [80,64].

Na uwagę zasługuje też analiza swobodnie krążących kwa-
sów nukleinowych oraz metody oznaczeń ilościowych (real-
time RT-PCR) pozwalających bardziej precyzyjnie ocenić 
ryzyko rozwoju pierwotnego raka wątroby, a także wtór-
nych guzów. Konieczne są dalsze badania w większych 
grupach pacjentów z wykorzystaniem ujednoliconych pro-
tokołów, zwłaszcza dotyczących izolacji komórek z krwi 
obwodowej, która pozwala zniwelować tło, źródłem któ-
rego są krwinki białe.

Ryc. 2.  Rola białka p16 w punkcie kontrolnym restrykcji cyklu 
komórkowego. Uwolnienie przez p16 kompleksu kinazy 
i cykliny powoduje fosforylację białka Rb, co z kolei 
uaktywnia czynnik transkrypcyjny E2F. Na podstawie [83] 
(zmodyfi kowano)
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