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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Jednym z wazniejszych problemoéw terapeutycznych raka watrobowokomoérkowego jest czgste
wystgpowanie przerzutéw w nastgpstwie hematogennej drogi rozprzestrzeniania si¢ komoérek
z guza pierwotnego. Standardowe obrazowe metody diagnostyczne nie pozwalaja na odpowied-
nio wczesne wykrycie nawrotu choroby. Natomiast analiza molekularnych markeréw komorek,
oparta zwlaszcza na analizie mRNA w prébkach krwi obwodowej metoda RT-PCR, teoretycz-
nie umozliwia znajdowanie pojedynczych mikroprzerzutéw. Ze wzgledu na swoistos¢ dla raka
watrobowokomorkowego (HCC) analiza ekspresji alfafetoproteiny jest przyjmowana za ,,zioty
standard” w diagnostyce HCC zaréwno na poziomie ekspresji biatka, jak i mRNA. Opracowanie
protokotu analizy nastr¢cza jednak wiele ktopotéw, a przydatnosé tego markera do monitoringu
statusu chorego w okresie okotooperacyjnym jest kwestionowana. Obecnie trwaja poszukiwania
nowych swoistych markeréw HCC, zaréwno wsrdd tych Scisle watrobowych, jak i charaktery-
stycznych jednoczesnie dla r6znych nowotworéw. Badane sa rowniez markery zwiazane z ozna-
czeniem swobodnie krazacych kwaséw nukleinowych, w tym ich ilo§ciowe oznaczenie. Szansa
na uzyskanie zadowalajacych wynikéw swoistosci testow moze by¢ potaczenie oznaczen kilku
réznych markeréw obecnosci komérek nowotworowych we krwi.

rak watrobowokomorkowy (HCC) ¢ molekularne markery nowotworowe * RT-PCR ¢ AFP mRNA
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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 specificity 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-specific 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.

hepatocellular carcinoma (HCC) * molecular tumor markers ¢ RT-PCR « AFP mRNA -
peripheral blood * circulating tumor cells
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WePROWADZENIE

Pierwotny rak watroby jest piata w kolejnosci nowotworowa
przyczyna Smierci na Swiecie, a najcz¢stsza jego postacia
jest rak watrobowokomorkowy (hepatocellular carcinoma
- HCC) [26]. Do wazniejszych czynnikéw etiologicznych
sprzyjajacych rozwojowi tego guza zalicza si¢ przewlekie
miazszowe choroby watroby (zwtaszcza zakazenia wiru-
sami hepatotropowymi HBV, HCV, a takze hemochroma-
tozg) oraz spozywanie zywnosci zanieczyszczonej afla-
toksynami. Obszary endemii HCC w znacznej mierze
pokrywaja si¢ z obszarami endemii zakazerh wirusami
HBV i HCV [4]. Polska nalezy do grupy krajéw o umiar-
kowanym wspotczynniku zapadalnosci na HCC. W 2003 r.
odnotowano 1969 zgonéw (1047 wsréd mezczyzn i 922
wsréd kobiet) z powodu HCC, co stanowito 4,7% zgonéw
wywotanych choroba nowotworowa. Ponadto, tego same-
go roku zarejestrowano 1559 nowych przypadkéw zacho-
rowan na HCC (813 wsréd megzczyzn i 746 wsréd kobiet)
[78]. Najskuteczniejsza metoda leczenia tego nowotwo-
ru nadal pozostaje resekcja segmentoéw lub plata watro-
by, jednak u okoto 70% pacjentéw poddanych leczeniu
dochodzi do wznowy w ciagu pierwszych 3 lat od zabie-
gu [24]. Standardowe metody diagnostyczne, wykorzy-
stujace techniki obrazowe, nie pozwalaja na odpowiednio
wczesne wykrycie nawrotu choroby, co skutkuje tym, ze
nawet zastosowanie agresywnej terapii jest nieskuteczne
ze wzgledu na wznowe miejscowa lub pojawienie si¢ od-
legtych przerzutéw.

Obserwacje czgsto powstajacych ognisk przerzutowych
W przeszczepianej watrobie doprowadzity do przypusz-
czenia, ze komorki nowotworowe moga si¢ rozprzestrze-
ni¢ poza watrobg droga krazenia krwi spontanicznie lub
jako konsekwencja inwazyjnych, jatrogennych procedur
i moga stanowic zaczatki mikroprzerzutéw [57]. Z tego tez
wzgledu staly si¢ one celem diagnostycznym w monito-

ringu MRD (minimal residual disease, minimalnej choro-
by resztkowej), a dostgpnos¢ krwi obwodowej i niewielka
inwazyjnos¢ tej metody moga ja uczyni¢ technika stoso-
wang z wyboru. Pomocna okazuje si¢ tu analiza marke-
row, a wigc genéw lub ich produktéw pojawiajacych sig
w komorce w przebiegu choroby. Technologia przeciwciat
monoklonalnych (mAbs) pozwala na czule i swoiste ozna-
czenia biatek metodami immunohistochemii (IHC) czy cy-
tomerii przeptywowej, jednak pracochtonnosé i wysokie
koszty tych metod dyskwalifikuja je jako potencjalne ru-
tynowe badania przesiewowe.

Molekularne markery komérek nowotworowych oznacza-
ne w probkach krwi obwodowej pozwalaja na wzglednie
tanig i bezinwazyjna wczesna diagnoze¢ w grupie ryzyka
oraz rutynowa oceng skutecznosci terapii. Jednakze obec-
nie wcigz brak jest w powszechnej praktyce medycznej za-
twierdzonego markera dla HCC. Ze wzgledu na wysoka
czutos$¢ technik taficuchowej reakcji polimerazy (polyme-
rase chain reaction — PCR) mozliwe stato si¢ wykrywanie
z uzyciem RT-PCR pojedynczych krazacych we krwi ko-
morek nowotworowych (circulating tumor cells — CTC).
Markery oparte na oznaczeniu mRNA metoda PCR z uzy-
ciem odwrotnej transkryptazy (reverse transcriptase po-
lymerase chain reaction — RT-PCR) pozwalaja okresli¢
stopient ekspresji genu oraz wykry¢ réznice wynikajace
z alternatywnego sktadaniu eksonéw.

Zaproponowana metoda ma kilka istotnych przewag w sto-
sunku do oznaczen opartych o analiz¢ biatek [17] (tabe-
lal).

W przypadku HCC wykazano, ze mRNA albuminy i o-fe-
toproteiny moga by¢ potencjalnym markerem obecnosci
rozprzestrzenionych w krwiobiegu komérek HCC [25,29].
Jednak duza liczba badan wykazuje, ze markery te wyste-
puja réwniez w zdrowych hepatocytach, zatem ich uzytecz-

Tabela 1. Zalety oznaczen opartych na reakji RT-PCR w poréwnaniu z analiza biatek

1. RNA jest bardzo nietrwaty w Srodowisku pozakomérkowym, dlatego jego wykrycie wskazuje jednoznacznie na obecno$¢ komérek

nowotworowych w badanej tkance lub ptynie ustrojowym

2. Tkankowoswoisty mRNA wskazuje czesto na obecno$¢ komérek mimo negatywnych wynikow oznaczen biatkowych

3. Pomimo ze testy z uzyciem mAbs stajq sie coraz bardziej czute, nie sq jednak w stanie uwidocznic pojedynczej komorki, co jest mozliwe przy

uzyciu techniki PCR

4. Ocena ilosciowa w IHC jest czesto subiektywna, podczas gdy np. analiza PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) jest znacznie dokfadniejsza

5. Ponadto metoda ta jest mniej pracochtonna i relatywnie tania
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nos$¢ w diagnostyce HCC pozostaje wciaz kontrowersyjna.
Dlatego istnieje potrzeba poszukiwania innych lepszych
markeréw lub/i opracowania wiarygodnej metody iloscio-
wego ich oznaczania.

IMARKERY $CISLE SWOISTE WATROBOWO

o-fetoproteina

a-fetoproteina (AFP) to podstawowe biatko surowicy krwi
ptodu o funkcji immunoregulacyjnej, wptywajace na wzrost
i proliferacj¢ komorki [70]. Biatko to, bedac efektorem
dla NFkB, stanowi jeden z mechanizméw powstania im-
munotolerancji w stosunku do komérek nowotworowych.
Prawdopodobnie mechanizm ten jest zblizony do sytuacji
stanu ciazy, gdy rozwija si¢ matczyna tolerancja immu-
nologiczna na rozwijajacy si¢ w macicy ptéd. AFP jest
typowa onkofetoproteing wykazujaca swoistos¢ dla tkan-
ki watrobowej, gdyz w hepatoblastomie, dziecigcym raku
watroby, obserwuje si¢ jej wysoka ekspresje, prowadzona
przez przypominajace embrionalne hepatoblasty komor-
ki nowotworowe [23].

Przyczyna wznowienia ekspresji AFP w HCC, wyciszonej
przez negatywny regulator transkrypcji w okresie ptodo-
wym, pozostaje nieznana. Znaczenie moga tu mie¢ zmiany
w substancji zewnatrzkomoérkowe;j [1], czynniki epigene-
tyczne, tj. jony metali ci¢zkich dziatajace poprzez induk-
cje biatek stresowych A2/3 [9] lub inaktywacja biatka p53
przez HBx (biatko X wirusa HBV) skutkujaca stymulacja
ekspresji AFP [54].

Oznaczenia

Stezenie AFP w surowicy jest nadal uznawane za ,,zto-
ty standard” w badaniach diagnostycznych HCC, a w gu-
zach wydzielajacych jej znaczna ilo$¢ umozliwia oceng
doszczetnosci zabiegu operacyjnego. Po radykalnym za-
biegu operacyjnym ponowne narastanie jej st¢zenia w su-
rowicy moze by¢ czutym markerem wznowy procesu no-
wotworowego. Sposrdd trzech glikoizoform tego biatka
uwaza sig, ze frakcja AFP-L3 jest najlepszym wskaZni-
kiem stopnia zaawansowania nowotworu, w tym takze
obecnosci przerzutéw odlegtych, niezaleznie od rozmia-
ru guza czy catkowitego stgzenia AFP w surowicy [34].
Jednak czuto$¢ 1 swoistos¢ metod serologicznych sa wciaz
zbyt male by wykry¢ mikroprzerzuty. Co wigcej, obecne
w surowicy biatko nie wskazuje na wystgpowanie w niej
komoérek nowotworowych, a jedynie na jego duze wytwa-
rzanie przez guz lub intensywnie regenerujace hepatocyty.
Alternatywa dla badan serologicznych stato si¢ zapropo-
nowane w 1994 r. przez Matsumurg i wsp. [39] oznacza-
nie poziomu mRNA dla AFP we krwi obwodowej metoda
RT-PCR. W badaniu tym nie stwierdzono ekspresji genu
AFP u zdrowych ochotnikéw, podczas gdy potowa pacjen-
tow chorych na HCC okazata si¢ AFP mRNA-pozytywna,
a wynik istotnie korelowat z rozmiarem guza, stgzeniem
surowiczej o-fetoproteiny oraz obecnoscia pozawatrobo-
wych przerzutéw. Wysoki poziom mRNA dla AFP ko-
respondowat ze znacznym zaawansowaniem klinicznym
w klasyfikacji TNM — stopiert IV (TNM: tumor — guz
(pierwotny), nodus — wezet (chtonny), metastases — prze-
rzuty odlegle) oraz z czgstszym wystgpowaniem zakrze-
picy zyly wrotnej [38].

Zastosowanie techniki tzw. ,,wewngtrznej” (nested) RT-PCR
(w ktdrej druga para starteréw wiaze si¢ w obrebie pro-
duktu amplifikacji pierwszej pary, dajac krétszy produkt)
zwigksza czutos¢ 10—100 razy w poréwnaniu do konwen-
cjonalnego RT-PCR i pozwala wykry¢ 1-10 komérek
HepG2 wsrdd leukocytéw w S ml krwi [15]. Zastosowany
przez Funaki i wsp. trzystopniowy RT-PCR przypomina-
jacy wewnetrzny PCR [14] w tescie czutosci, dawal pozy-
tywny wynik amplifikacji nawet przy rozciericzeniu 10
cDNA z komérek HuH7, co odpowiada mozliwosci wy-
krycia 1 komérki HuH7 w 1 ml krwi. W badaniu in vivo,
czutos¢ metody wynosita 43% po drugim kroku, natomiast
po trzecim wzrastata do 71%. Metoda ta zostata zaadapto-
wana do oznaczen ilo$ciowych z uzyciem skonstruowane-
go kompetytora reakcji RT-PCR [16].

Opracowano réwniez inne metody ilo§ciowego oznaczania
AFP mRNA we krwi obwodowej, np. poprzez okreslenie
ilosci produktu amplifikacji AFP mRNA w poréwnaniu do
wartosci uzyskiwanych dla okreslonych stezen komorek he-
patoblastoma (linia HepG2) [80]. Alternatywne podejscie
bazuje na wilaczeniu do analizy RT-PCR wewnegtrznego
standardu — mRNA dla GAPDH (dehydrogenaza aldehy-
du-3-fosfoglicerynowego), pozwalajacego na normaliza-
cj¢ wynikéw w zaleznos$ci od liczby wszystkich jadrza-
stych komérek w prébee [37,43].

Problemy

Wciaz nierozwiazanym problemem pozostaja wyniki fat-
szywie dodatnie uzyskiwane od pacjentéw z ostrym lub
przewlektym uszkodzeniem watroby, z cholangiocarcino-
ma (CCC) oraz w przypadku dokonanej marskosci watro-
by [39,85], ktérych przyczyna moze by¢ obecnos¢ pew-
nych ilosci transkryptu dla AFP w uszkodzonych [7],
a nawet w prawidlowych krazacych hepatocytach [2,79],
cho¢ w znacznie mniejszych ilosciach niz w komérkach
HCC. Liczne badania wykazuja, ze status pacjenta pod
wzgledem AFP mRNA moze zmieni¢ si¢ z negatywnego
na pozytywny po interwencji chirurgicznej na skutek ja-
trogennego uwolnienia hepatocytéw do krwiobiegu [16,
36, 43]. Uwolnione mechanicznie hepatocyty moga prze-
bywa¢ w krwiobiegu okoto 7 dni. Po tym okresie sa one
usuwane prawdopodobnie w wyniku reakcji uktadu im-
munologicznego [16, 56], dlatego okreslenie optymalne-
go czasu pobrania probki, w celu monitorowania MRD po
zabiegu, jest nadal kwestia sporna.

W przeciwienstwie do prezentowanych powyzej opinii
Lemoine [32] oraz Witzigmann [77] nie wykazali korela-
¢ji migedzy nawrotem choroby a poziomem AFP mRNA,
niezaleznie od czasu pobierania probki do analizy, co moze
Swiadczy¢ o znacznej heterogenicznosci ekspresji AFP,
a takze o niedoskonatosci dostgpnych metod.

Szansa na uzyskanie zadowalajacej swoistosci oznaczei
wydaje si¢ zastosowanie analiz ilo§ciowych. Wong zapro-
ponowala metodg, opierajaca si¢ na stworzeniu krzywej
kalibracyjnej dla kazdej probki pochodzacej od pacjen-
ta, przedstawiajacej w skali logarytmicznej st¢zenie AFP
mRNA odpowiadajace okreslonym liczbom komérek HCC
danego pacjenta, zmieszanych z ustalong liczba jednoja-
drzastych komoérek krwi obwodowej (peripherial blood
mononucleated cells - PBMNC) [79] (ryc. 1). W podob-
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Ryc. 1. Krzywe kalibracyjne ilosci produktu amplifikacji z uzyciem ilosciowego RT-PCR AFP mRNA. A. Symulacje obecnosci komérek watrobowych we
krwi jednego pacjenta przeprowadzono przez zmieszanie ekwiwalentéw liczby komérek guza (HCC), komdrek tkanki nieobjetej nowotworem
(N) oraz komdrek watrobiaka ludzkiego (Hep@2) z 10° leukocytéw. B. Krzywe kalibracyjne ilosci A P mRNA dla pieciu rznych pacjentéw
(H1-H5) i linii referencyjnej (HepG2). Na podstawie [25] (zmodyfikowano)

ny spos6b mozna okresli¢ poziom ALB mRNA (gen albu-
miny), ktéry odzwierciedla liczbg zdrowych hepatocytéw
krazacych we krwi obwodowej i tym samym uniknaé ge-
nerowanie wynikéw fatszywie dodatnich. Metoda ta jest
jednak pracochionna i inwazyjna, gdyz wymaga pobra-
nia tkanki guza od pacjenta, co moze mie¢ zastosowanie
gtéwnie przy monitorowaniu ryzyka wznowienia choroby
po resekcji lub transplantacji watroby.

Albumina

Albumina (ALB) nalezy do tej samej czterogenowej rodzi-
ny, co o-fetoproteina [51] jednak — w przeciwienistwie do
AFP — jest wytwarzana przez tkanke watroby noworodkéw
i dorostych. Kar i Carr uzyli albuminy jako markera HCC
wykorzystujac amplifikacje za pomoca RT-PCR 3 i 4 eksonu
genu ALB [25]. Prog czutosci przez nich uzyskany wynosit
5 komérek Hep3B na 10° komérek MCF7. Cho¢ autorzy
ci nie uzyskali falszywie pozytywnych wynikéw (prawdo-
podobnie z powodu matej czutosci metody), to inne gru-
py wykazaty obecnos¢ ALB mRNA (pochodzacego z pra-
widlowych hepatocytéw) we krwi pacjentéw z marskoscia
i wirusowym zapaleniem watroby [36] oraz u calkowicie
zdrowych ochotnikéw [6,39]. Byto to najprawdopodobnie;j
spowodowane zjawiskiem tzw. nieuprawnionej transkryp-
cji (illegitimate transcription) [3], umozliwiajacej ekspre-
sj¢ na bardzo niskim poziomie wtasciwie kazdego genu
w komorce, a mozliwe do wykazania tylko bardzo czuty-
mi metodami. Zrédlem pozytywnego sygnatu amplifika-
cji moga by¢ leukocyty, ktére moga zwigkszy¢ znaczaco
ekspresje ALB po stymulacji mitogenami [45].

Paradoksalnie okazuje si¢, ze ekspresja albuminy w ko-
morkach linii HepG2 oraz w komérkach HCC jest wrecz
obnizona wzgledem odpowiadajacej jej tkanki bez obec-
nosci nowotworu prawdopodobnie na rzecz uruchomienia
ekspresji AFP [79]. Zatem poziom ekspresji ALB moz-
na odnies¢ raczej do liczby prawidtowych hepatocytéw
uwolnionych do krwi. Nie przesadza to o obecnosci kra-
zacych komoérek nowotworowych, jednak moze umozli-

wic ich kwantyfikacje — o ile zostaly zidentyfikowane na
podstawie innego markera (np. AFP). Nalezy wzia¢ row-
niez pod uwage dobor odpowiednich starteréw, gdyz réz-
ne grupy badawcze badaty amplifikacje PCR réznych ek-
sonéw genu ALB. Istotne jest tez, iz znaczna homologia
migdzy genami ALB i AFP moze spowodowaé uzyskanie
fatszywie dodatnich wynikéw.

v-glutamylo transpeptydaza (GGTP)

U zdrowych dorostych GTTP jest wydzielana do krwi
giéwnie przez watrobowe komérki Kupffera oraz ko-
morki srédbtonka przewodu zétciowego, a jej aktyw-
nos¢ znacznie wzrasta w watrobie ptodowej i w tkankach
z HCC [87]. Biatko to wystepuje w 13 formach izoenzy-
matycznych, przy czym trzy z nich I, II, II’ (nazwy frak-
cji uzyskanych przez elektroforez¢ w gradiencie stgzenia
zelu poliakrylamidowego) pojawiaja si¢ tylko u chorych
na HCC, przez co ich stgzenie w surowicy jest uzywa-
ne jako serologiczny marker diagnostyczny pierwotnego
raka watroby [60].

GGTP mRNA moze by¢ wykryty w tkance watrobowej
zdrowych dorostych lub pacjentéw z: HCC, nieztosliwy-
mi dolegliwo$ciami watroby oraz wtérnym rakiem watro-
by (ogniska przerzutowe do watroby). Wyrdznia si¢ trzy
jego typy: ptodowo-watrobowy (typ A), HepG2 (typ B)
oraz tozyskowy (typ C). Wszystkie trzy transkrypty daja
biatko o identycznej strukturze, a réznice w ich sekwen-
¢ji znajduja si¢ w niekodujacym regionie 5°, co sugeruje,
iz powstawanie mRNA ludzkiej GGTP moze by¢ regulo-
wane przez mechanizm alternatywnego sktadania genéw
w tym rejonie [58] lub moze ono wywodzi€ sig¢ z réznych
gendw/pseudogendw.

Typ A jest dominujacy w prawidtowej tkance watrobo-
wej, nieztosliwych hepatopatiach, tagodnych oraz wtor-
nych guzach (100%). W powyzszych przypadkach typ C
wystepuje w 25%, a typ B w ogdle sie nie pojawia [19]
lub wystepuje okazjonalnie (10-12,5%) [73]. Nie zaob-
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serwowano znaczacej roznicy w dystrybucji powyzszych
typow mRNA migdzy zdrowymi tkankami a tkankami
dotknigtymi nienowotworowymi schorzeniami. Z kolei
typ B znacznie czgsciej wykrywa si¢ w przypadku HCC.
W tkance guza wystepuje zawsze, przy obnizonej (okoto
50%) czgstosci wystgpowania typu A, natomiast w tkan-
ce nieobjetej nowotworem, przylegajacej do guza — przy
100% wystepowaniu typu A, typ B pojawia si¢ w 87,5%
[73]. Nowsze badania Hana z 2003 r. daty bardzo podob-
ne wyniki, co potwierdza przydatnos¢ GTTP jako swoiste-
go markera [19] rowniez w przypadku oznaczeih w préb-
kach krwi obwodowe;j.

Badanie Sheena z 2003 r. wykazato, ze obecnos¢ typu B
GGTP mRNA w tkance z nowotworem koreluje z czgst-
szym nawrotem choroby (63,6 versus 14,3% przy nega-
tywnym wyniku). Obecnos¢ tego mRNA w tkance guza
oraz tkance otaczajacej, wolnej od nowotworu korelowa-
a ze Smiertelnoscia w ciagu pigciu lat od zabiegu (odpo-
wiednio — 45,5 versus 0% i 53,6 versus 0%) [63].

Czestos¢ wykrywania wszystkich typéw mRNA w komér-
kach z krwi obwodowe;j jest znacznie nizsza niz w przypad-
ku analizy tkanki z biopsji, co generuje pewna pule wyni-
kéw fatszywie ujemnych. Konieczne jest przeprowadzenie
badan w wigkszej grupie oséb, zwlaszcza z pacjentami po
interwencjach chirurgicznych oraz monitorowanie ewen-
tualnej remisji choroby.

IMARKERY PREFERENCYJNE DLA RAKA WATROBY (OBECNE ROWNIEZ
W INNYCH NOWOTWORACH)

Insulinopodobny czynnik wzrostu typu II (IGF2)

Insulinopodobny czynnik wzrostu typu II (insulin-like gro-
wth factor) jest mitogennym polipeptydem spokrewnionym
z insuling, wydzielanym przez wiele organéw ptodowych.
Gen IGF2 charakteryzuje si¢ skomplikowana regulacja
transkrypcji, czego konsekwencja jest wystgpowanie czte-
rech rodzajéw jego mRNA, transkrybowanych z réznych
promotoréw [21]. Nadekspresja IGF2 w tkance watroby
z nowotworem oraz ogniskach przednowotworowych jest
dobrze udokumentowana zaréwno w modelach zwierze-
cych [61], jak i u ludzi w ognisku HCC [65]. Sygnalizacja
ze strony IGF2 poprzez IGFRI stanowi zatem parakrynny
mechanizm stymulacji proliferacji hepatocytéw. Przyczyna
tego stanu jest przywrécenie ptodowego wzoru transkryp-
cji IGF2 na skutek aktywacji ptodowoswoistych promoto-
réow P2, P3 i P4 oraz utrata ekrspresji z promotora P1, ak-
tywnego w zyciu dorostym [74].

IGF2 bywa uzywany jako marker serologiczny, natomiast
niewiele wiadomo o mozliwosci wykrywania komérek
CTC z wykorzystaniem amplifikacji /GF2 mRNA. Z ba-
dan Donga i wsp. wynika jednak, iz swoistosS¢ transkryp-
tu /GF2 dla komérek HCC obecnych we krwi jest duza,
gdyz u zdrowych oséb, jak i u pacjentéw z réznymi nieno-
wotworowymi dolegliwosciami watroby wynik oznaczen
byl negatywny [8]. Czutos¢ zastosowanej metody nested
RT-PCR nie jest zadowalajaca — poprawnie zdiagnozo-
wano jedynie 34% chorych. Wykrywalno$¢ IGF2 mRNA
wzrasta jednak wraz ze stopniem zaawansowania choro-
by i sigga 100% w przypadku obecnosci pozawatrobowych
przerzutéw HCC.

Glipikan 3

Glipikan 3 (glypican 3 — GPC3) nalezy do rodziny siar-
czanowo-heparanowych proteoglikanéw btonowych, ktére
moga by¢ rowniez wydzielane do krazenia [12]. Z powo-
du umiejscowienia w komoérce molekutom tym przypisuje
si¢ role regulacji oddzialtywan miedzy czynnikami wzrostu
a ich receptorami. GPC3 moze wigc wplywac na wzrost,
réznicowanie i migracj¢ komoérek [11].

Mutacja genu GPC3 jest gtéwna przyczyna wystgpowania
syndromu Simpsona-Golabiego-Behmela, charakteryzuja-
cego sig przerostem ciata oraz wieloma wrodzonymi wa-
dami rozwojowymi, natomiast jego status w nowotworach
jest zréznicowany. W komoérkach HCC, nowotworach prze-
wodu pokarmowego i czerniaku [47] — rozwijajacych sig
z tkanek, w ktorych GPC3 ulega ekspresji tylko w okresie
embrionalnym, transformacji nowotworowej towarzyszy
jego reekspresja. Zaréwno analizy Northern-blot oraz hy-
brydyzacja in situ [89], jak i mikromacierze oraz RT-PCR
[48,68] wykazaty, ze ekspresja GPC3 mRNA w hepatocy-
tach jest bardzo mata, albo wrecz nieobecna w przypadku
hiperplazji czy marskosci, podczas gdy w 75-80% przy-
padkéw HCC jest zwigkszona 5—10-krotnie w poréwna-
niu ze zdrowa tkanka otaczajaca guz.

Opierajac si¢ na danych z analizy profili ekspresyjnych
HCC i zdrowej tkanki z uzyciem techniki mikromacierzy,
zidentyfikowano czgsto ulegajacy nadekspresji w przypadku
nowotworu watroby transkrypt MXR7, wykazujacy 100%
homologii z cDNA glipikanu 3 [30], a badania Zhou [88]
wykazaly analogiczny profil wykrywalnosci HCC, jak po-
przednio przytoczone badania Nakatsury [48]. Sugeruje to
tozsamos¢ tych dwéch markerdw.

Do tej pory przeprowadzono niewiele badan oceniajacych
stopien ekspresji GPC3 w komdrkach HCC technika PCR.
Jak dotad nie sprawdzano réwniez mozliwosci zastosowa-
nia powyzszego markera w analizie komérek HCC we krwi
obwodowej. Prawie 100% swoistos¢ GPC3 dla HCC w po-
rownaniu z tagodnymi dolegliwosciami watroby czyni go
obiecujacym markerem do wczesnej diagnostyki pierwot-
nego raka watroby. Ekspresja GPC3 w komoérkach innych
nowotworow (np. czerniak, guz Wilmsa czy hepatoblasto-
ma) moze obniza¢ swoistos¢ diagnozy w badaniach prze-
siewowych [54].

IMARKERY CHARAKTERYSTYCZNE DLA NOWOTWORU, MNIEJ SWOISTE
DLA MIEJSCA POCHODZENIA

B1,4N-acetylgalaktozaminyltransferaza (GalNAT)

B1,4N-acetylgalaktozaminyltransferaza (GalNAcT) jest
glikozylotransferaza zaangazowang w syntez¢ ganglio-
zydéw GM?2 i GD2 z ich prekursoréw GM3 i GD3 [55],
ktore odgrywaja znaczaca rolg w rozwoju embrionalnym
oraz w transformacji nowotworowej, szczeg6lnie w przy-
padku nowotworéw o pochodzeniu neuroektodektoder-
malnym [56, 57].

Sugita i wsp. [58] zbadali przydatnos¢ powyzszego mar-
kera w badaniach diagnostycznych HCC. Bardzo wyso-
ki odsetek (94%) HCC wykazywal metoda pétilosciowej
RT-PCR ekspresj¢ GalNAcT znacznie wyzsza niz w ota-
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czajacej guz tkance watroby. Ponadto GalNAcT mRNA
nie byl wykrywany we krwi obwodowej zdrowych oséb.
Pozytywny wynik testu uzyskano za to u 5 z 14 pacjen-
tow z HCC, przy czym u wszystkich rozwingty si¢ prze-
rzuty w ciagu 2 lat od resekcji [58]. W catej badanej gru-
pie tylko u jednego pacjenta z HCC wykazano ekspresje
AFP oraz nie zaobserwowano w jego przypadku wznowy
choroby. Analityczna czuto$¢ metody wynosita 5 komérek
HuH7 na 1ml krwi zdrowego osobnika [58].

Negatywng strong wykorzystania GalNAcT jako markera
jest czesta jej ekspresja w réznych typach nowotwordw,
szczegllnie zotadka i piersi oraz stosunkowo mata czutos§é
w badaniach in vivo. Potencjalnymi sposobami ulepszenia
oznaczen tego markera moze by¢: optymalizacja warunkéw
reakcji PCR, zaprojektowanie innych starteréw czy zasto-
sowanie bardziej swoistej metody izolacji komorek.

Antygeny swoiste dla nowotworéw

Istnieja wysoce charakterystyczne dla nowotworéw an-
tygeny nieulegajace ekspresji w tkankach prawidlowych
(z wyjatkiem jader i tozyska), bedace peptydami prezen-
towanymi przez czasteczki MHC klasy I oraz rozpoznawa-
ne przez autologiczne cytotoksyczne limfocyty T. Naleza
tu m.in. 3 rodziny genéw MAGE, GAGE i BAGE, ktérych
przedstawiciele moga si¢ pojawi¢ w komérkach HCC
[59]. Przynajmniej jeden z tych antygenéw ulega ekspresji
w 81% przypadkéw. Sposrdd nich najczesciej wykrywane
sa MAGE-1 oraz MAGE-3. MAGE-1 (melanoma associa-
ted antigen gene 1) wystgpuje znacznie czesciej w komor-
kach HCC niz w innych typach nowotworéw [60, 61]. Jego
mRNA jest wykrywalny z uzyciem RT-PCR preferencyj-
nie w przypadku matych i dobrze zréznicowanych histolo-
gicznie guzow (odpowiednio: 81 1 70%) [62, 59], natomiast
brak go w tkance bez guzéw nowotworowych.

Na podstawie amplifikacji mRNA swoistego dla MAGE-
11 MAGE-3 mozna réwniez z duza doktadnoscia zidenty-
fikowac krazace we krwi komoérki HCC, co potwierdzaja
wyniki oznaczen statusu gendw MAGE w okresie okoto-
operacyjnym [63].

Jednakze z badan tych wynika ze CTC pierwotnego raka
watroby moga by¢ wykryte w pézZniejszym stadium cho-
roby, gdyz metoda ta pozwala zidentyfikowa¢ 10°-~10° ko-
morek nowotworowych na 106 innych jadrzastych komé-
rek krwi obwodowej. Natomiast postuzenie si¢ nested
RT-PCR pozwala wykry¢ co najmniej jeden z transkryp-
téw u 63% pacjentéw z HCC [64]. Co wigcej, status pa-
cjenta wzgledem MAGE-1/3 koreluje ze stopniem rozwoju
raka i pozwala zdiagnozowac potencjalne mikroprzerzuty
u 56% chorych juz w 1II stopniu zaawansowania nowotwo-
ru. Problemem pozostaje jednak niewystarczajaca czutosé
oznaczen markerow oraz obecno$¢ powyzszych antygenéw
w innych typach nowotworéw.

Odwrotna transkryptaza ludzkiej telomerazy
(hTERT)

Telomeraza jest rybonukleoproteidem utrzymujacym diu-
gos¢ telomerdéw, bedacych tandemowymi powtérzeniami
5’TTAGGG’3 (sekwencja ludzka) na koncach eukario-
tycznych chromosoméw i odpowiadajacych za integral-

nos¢ DNA, zapobiegajacych ich degradacji, fuzji czy rea-
ranzacji [65]. Podczas gdy wigkszos¢ normalnych ludzkich
komérek somatycznych nie wykazuje aktywnosci teolme-
razy, w szybko proliferujacych komérkach linii ptciowe;j,
trofoblascie, komérkach hematopoetycznych i w 85-95%
komoérek nowotworowych gen telomerazy ulega ekspresji
[66,67]. Kompleks telomerazy sktada si¢ z dwdch podjed-
nostek: komponentu RNA, bedacego matryca dla polimera-
zy (hTER) [68] oraz wtasciwej katalitycznej podjednostki
o aktywnosci odwrotnej transkryptazy (human telomera-
se reversed transcriptase — hTERT) [69].

Skracanie telomeréw petni dwojaka funkcje w rozwoju
HCC: z jednej strony indukuje niestabilnos¢ chromosoméw,
przyczyniajac si¢ do rozwoju nowotworu, z drugiej strony
- progresja raka jest uzalezniona od stabilizacji telomerdow,
co wiaze si¢ z aktywacja telomerazy [70]. Badania klinicz-
ne wskazuja na wysoka ekspresj¢ ”TERT mRNA w komor-
kach HCC, co koreluje z aktywnos$cia enzymatyczng te-
lomerazy oznaczana za pomoca metody TRAP (telomere
repeat amplification protocol) [71]. Natomiast w tkankach
niezmienionych nowotworowo mRNA dla hTERT jest nie-
obecny poza nielicznymi przypadkami marskosci. Wiaze
si¢ to najpewniej z procesem regeneracji uszkodzonej wa-
troby, ktéremu moze towarzyszy¢ pojawianie si¢ ognisk
dysplazji hepatocytéw, ktére sa stanem przednowotworo-
wym. Ponadto nie mozna wykluczy¢ obecnosci mikroog-
nisk HCC w marskiej watrobie.

Wu wykazat obecno§¢ hTERT mRNA we krwi obwodo-
wej u 83% chorych z pierwotnym rakiem watroby, jednak
odnotowal wystgpowanie tego zjawiska réwniez u czeg-
Sci pacjentéw z innymi dolegliwosciami watroby, a nawet
u zdrowych ludzi [72]. Przyczyna tego zjawiska moze by¢
ekspresja telomerazy np. w leukocytach. Zastosowanie
bardzo doktadnej izolacji komdrek opartej na negatywnej
i pozytywnej selekcji immunomagnetycznej pozwala wy-
kluczy¢ fatszywie dodatnie wyniki zwigzane z obecnos-
cig leukocytéw [73]. Analityczna czuto$¢ metody wynosi
1-10 komérek HeLa w 2 ml krwi. Jednoczesnie wykry-
walnos¢ CTC w stadium rozsiewu guza wynosita 85—-89%,
oraz tylko u 25% pacjentéw we wczesnym etapie rozwo-
ju choroby (stadium T1 w skali TNM).

Swobodnie krazace kwasy nukleinowe

Alternatywnym podejsciem jest analiza swobodnie kraza-
cych kwasow nukleinowych (circulating nucleic acids in
plasma or serum — CNAPS) i zmian genetycznych z nimi
zwiazanych. Wykazano obecnos¢ zwigkszonej iloSci DNA
w osoczu 0séb cierpiacych na rézne postacie raka oraz
choroby autoimmunologiczne (np. reumatoidalne zapale-
nie stawéw czy toczen rumieniowaty) [74,75]. Zauwazono,
ze skuteczna terapia choroby powoduje obnizenie poziomu
DNA w surowicy. Przyczyna wystgpowania CNAPS moze
by¢ apoptoza badz nekroza komérek [76], lub aktywne ich
wydzielanie przez komérki nowotworowe. Podobny mecha-
nizm zostat opisany dla aktywowanych limfocytéw [77].

Metylacja promotoréw
Przyktadem tego typu markera moze by¢ biatko p16 (zwa-

ne tez pl6™K4). Petni ono funkcj¢ inhibitora kinazy za-
leznej od cyklin podobnie jak pokrewne mu biatko p15.
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Ryc. 2. Rola biatka p16 w punkcie kontrolnym restrykgji cyklu
komérkowego. Uwolnienie przez p16 kompleksu kinazy
i cykliny powoduje fosforylacje biatka Rb, co z kolei
uaktywnia czynnik transkrypcyjny E2F. Na podstawie [83]
(zmodyfikowano)

W postaci aktywnej jest zatem ,,supresorem’” komorek no-
wotworowych, cz¢sto hipermetylowanym w wielu rodza-
jach raka [78]. Oba te biatka moduluja fosforylacje biatka
Rb, wplywajac w ten sposéb na proliferacje komérki (ryc.
2). Stosujac metyloswoista reakcje PCR (methylation spe-
cific PCR — MSP) [79] mozna wykry¢ metylacj¢ promoto-
réw genéw P16 i P15 powodujaca wyciszenie ich ekspresji
zaréwno w tkance guza jak i w surowicy krwi. U prawie
73% pacjentow z metylacja P16 w obrgbie guza podob-
ne zmiany wykryto w prébkach krwi, nie uzyskujac jed-
noczesnie falszywie pozytywnych wynikéw [80]. Czutosé
wykrycia metylacji P15 jest znacznie mniejsza (10* versus
10° dla P16), jednak u 92% pacjentéw wykazujacych me-
tylacje w obu genach w obrgbie guza uzyskano wynik po-
zytywny dla przynajmniej jednego markera w surowi-
cy. Istnieje rowniez mozliwos¢ ilosciowej analizy MSP
(real-time quantitative methylation specific PCR — RTQ-
MSP) [81], w ktérej wyniki odzwierciedlaja wzgledne ilo-
Sci zmetylowanych sekwencji w czasie okotooperacyjnym
podobne do statusu AFP mRNA. Nie uzyskano w tych ba-
daniach zadnych falszywie pozytywnych wynikéw, a me-
tode t¢ wykorzystat z powodzeniem rowniez Yu do oceny
ryzyka rozprzestrzenienia si¢ nowotworu w wyniku bio-
psji guza [82].

Mutacje mitochondrialne

Somatyczne mutacje w genomie mitochondrialnym zi-
dentyfikowano w kilku postaciach raka, przy czym wigk-
szo$¢ z nich w niekodujacym regionie tzw. petli D [84].
Rejonem hiperzmiennym w tej petli jest fragment mig-
dzy 303. a 315. nukleotydem zawierajacy polimorficzne
jednonukleotydowe powtdrzenia cytozyny. W przypadku
komérek HCC wykazano czgste pojawianie si¢ mutacji
w mtDNA, ktére sa obecne rowniez w tkance otaczajacej
guz [85] oraz w DNA obecnym w osoczu u 33% pacjentéw
[86]. Mutacje te sa jednak heterogenne i zostaty zidentyfi-
kowane przez bezposrednie sekwencjonowanie fragmentu
petli D, a ich obecnos¢ 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 trwatosci niz DNA wykazano obecnos¢
RNA w postaci zwigzanej z innymi molekutami w suro-
wicy czy osoczu pacjentéw z chorobami nowotworowy-
mi. Jedynym jak dotad zbadanym tego typu markerem
w HCC jest h”TERT mRNA, ktérego ilosci mierzone za
pomoca real-time RT-PCR w stosunku do ilosci GAPDH
mRNA wzrastaja wraz z post¢pem choroby [88]. Czutos¢
metody wynosi 89,7%, a zastosowana gruntowna proce-
dura pozbycia si¢ komorek, gtéwnie leukocytéw, dodatko-
wo zapobiega generowaniu falszywie dodatnich wynikéw.
Jednak obiektywna ocena ilosciowa moze by¢ utrudnio-
na przez to, ze jak wykazali Ng i wsp, poziom mRNA de-
hydrogenazy 3-fosfogliceraldehydu (GAPDH) moze by¢
podwyzszony we krwi oséb z HCC [89].

ZAKONCZENIE

Mimo stosunkowo dobrze poznanej patogenezy raka wa-
trobowokomadrkowego skutecznos¢ terapii jest weigz mata.
Rozwdj narzedzi diagnostycznych stuzacych do monitoro-
wania i badania krazacych komérek nowotworowych jest
niezb¢dny do opracowania nowych protokotéw terapeu-
tycznych w celu zminimalizowania rozprzestrzeniania si¢
i wzrostu liczby CTC.

Chociaz zaden ze znanych markeréw nie spetnia ideal-
nie warunkéw swoistosci i czutosci, to sposréd pojedyn-
czych markeréw komorek watroby na szczegdlna uwa-
ge zasluguja enzymy watrobowe, takie jak GGPT, ktorej
swoistos¢ opiera si¢ na wykorzystaniu polimorfizmu sek-
wencji mRNA, co nie jest mozliwe do wykrycia inng me-
toda niz RT-PCR. Szansa na uzyskanie zadowalajacego
poziomu wykrywalnosci, a takze ulepszenia dyskrymina-
¢ji miedzy nowotworowymi i tagodnymi postaciami cho-
roby moze by¢ potaczenie oznaczeri kilku markeréw jed-
noczesnie. W przypadku reakcji PCR rozwiazanie to jest
fizycznie wykonalne przez zastosowanie tzw. multiplex
PCR, czyli reakcji PCR z uzyciem kilku par starteréw swo-
istych dla réznych genéw, prowadzonej w jednej probdwece.
Mozna np. wykorzysta¢ marker bedacy silng determinanta
obecnosci komérek nowotworowych (MAGE) w potacze-
niu z markerem charakterystycznym dla tkanki watrobo-
wej (AFP) [63]. Uznanie za wynik pozytywny obecnosci
co najmniej jednego markera sposréd kilku oznaczanych
zwigksza poziom wykrywalnosci mikroprzerzutéw w po-
rownaniu z ocena pojedynczych markeréw [80,64].

Na uwage zastuguje tez analiza swobodnie krazacych kwa-
sow nukleinowych oraz metody oznaczen iloSciowych (real-
time RT-PCR) pozwalajacych bardziej precyzyjnie ocenic
ryzyko rozwoju pierwotnego raka watroby, a takze wtor-
nych guzéw. Konieczne sg dalsze badania w wigkszych
grupach pacjentéw z wykorzystaniem ujednoliconych pro-
tokotéw, zwlaszcza dotyczacych izolacji komoérek z krwi
obwodowej, ktéra pozwala zniwelowaé tto, Zrédlem kto-
rego sa krwinki biate.
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