Wyzsza Szkota Medyczna w Sosnowcu

2 Szpital im. Prof. E. Michatowskiego

w Katowicach

3 Katedra Zdrowia Publicznego

Wydziatu Zdrowia Publicznego Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach
4 0ddziat Chordb Wewnetrznych,
Autoimmunologicznych i Metabolicznych
Centralnego Szpitala Klinicznego Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach
5 Katedra i Zaktad Immunologii i Serologii
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach

ADRES

DO KORESPONDENCIJI:

Dr hab. n. med. Ryszard Braczkowski
Katedra Zdrowia Publicznego
Wydziatu Zdrowia Publicznego
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach

ul. Piekarska 18

41-902 Bytom,

tel. 323976532do5

e-mail: rbracz@sum.edu.pl

Ann. Acad. Med. Siles. 2011, 65, 1-2, 89-98
Copyright © Slgski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach

ISSN 0208-5607

ANNALES ACADEMIAE MEDICAE SILESIENSIS

PRACA POGLADOWA

PSA ciagle najlepszy marker nowotworowy,
modyfikacje testu i nowe markery raka stercza

PSA still the best cancer marker, PSA test modifications
and new prostate cancer markers

Michat Braczkowski', Michat Biatozyt 2, Ryszard Braczkowski®#,
Zdzistawa Kondera-Anasz®

STRESZCZENIE

Od wielu lat specyficzny antygen sterczowy (PSA) uwazany jest za naj-
lepszy, cho¢ daleki od ideatu marker nowotworowy. Podstawowy cel jego
zastosowania to pomoc w rozpoznawaniu i réznicowaniu raka i tagod-
nego przerostu gruczotu krokowego. Wartos¢ markeréw nowotworowych
w przypadku raka stercza jest szczegblnie wazna wobec faktu wieloletnie-
go bezobjawowego rozwoju tego nowotworu, a szczegdlnego znaczenia
nabiera ona w ostatnich latach, gdy obserwujemy stale wzrastajacg ten-
dencje do zachorowan. W pracy przedstawiono zalety i wady testu PSA,
jego modyfikacje (np. testy dynamiczne) wprowadzone w celu zwieksze-
nia czutosci i specyficznosci oraz — co za tym idzie — wiarygodnoSci te-
stu. W dalszej kolejnosci opisano proenzymy oraz formy prekursorowe
PSA i mozliwosci wykorzystania ich w diagnostyce. W drugiej czesci pracy
opisano nowe, potencjalne markery raka stercza, ktérych proby wprowa-
dzenia wigza si¢ z rozwojem technik biologii molekularnej. Nalezy tu wy-
mieni¢ kolejne kalikreiny (PSA jest takze przedstawicielem tej rodziny),
EPCA-2, PCA3, AMACR, produkty rearanzacji i fuzji genéw, hipermety-
lacja GSTP1, wolne DNA w surowicy krwi, przeciwciala i szereg innych
0 nieco mniejszym znaczeniu.

SEOWA KLUCZOWE
markery nowotworowe, rak stercza, fagodny przerost stercza, PSA, nowe
markery raka stercza, biologia molekularna

ABSTRACT

The prostate-specific antigen is considered to be the most effective, though
far from ideal, tumor marker. The basic aim of its application is to diag-
nose and differentiate between cancer and benign prostatic hyperplasia.
The value of markers in case of prostate cancer is of particular impor-
tance, because of the long-term asymptomatic development. And recently,
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these values have become even more significant, since there has been an increasing tendency
to suffer from the disease. Our study presents advantages and imperfections of the PSA test, its
modifications (e.g. dynamic tests) introduced in order to increase the specificity and sensitivity
of the test, and thus its reliability. Subsequently proenzymes and PSA precursor forms as well as
the opportunities for their use in the diagnostics are described. The rest of the article is devoted
to the description of new potential prostate cancer markers, the implementation of which is
closely associated with the development of molecular biology techniques. Among them the most
important are: new kallikreins (PSA is also the member of kallikreins family), EPCA-2, PCA3,
AMACR, products of gene fusion and rearrangements, GSTP1 hypermethlation, free non-cellular

DNA and some antibodies.

KEY WORDS

cancer markers, prostate cancer, benign prostatic hyperplasia, new prostate cancer markers, mo-

lecular biology

Pomimo prowadzonych od dawna kosz-
townych badan oraz ogtoszenia setek do-
niesiefi, postep w zakresie marker6w no-
wotworowych nie jest tak duzy, jak tego si¢
wczesniej spodziewano i ciggle daleka jest
jeszcze droga do wykrycia markera ideal-
nego, charakteryzujacego si¢ wysoka czu-
foscig, swoisto$ciag i wartoscig predykcyjna
[1]. Od wielu lat za najlepszy, cho¢ daleki
od ideatu marker nowotworowy uwazany
jest specyficzny antygen sterczowy (prostate-
-specific antygen — PSA). Warto$¢ markerow
nowotworowych w przypadku raka stercza
jest szczegdlnie wazna z uwagi na wielolet-
ni bezobjawowy rozwdj tego nowotworu.
Szczegblnego znaczenia problem ten nabiera
w ostatnich latach, gdy obserwujemy stale
wzrastajaca tendencje do zachorowan [2,3].

1. PSA

PSA jest glikoproteing, ktora z tkanki gruczo-
tu krokowego po raz pierwszy wyizolowali
w 1979 r. Wang i wsp. [4]. Poczatki badan nad
tg substancjg notowane sg juz od roku 1971,
kiedy to Hara i wsp. wykryli w ludzkim na-
sieniu biatko, zakwalifikowane przez nich do
grupy gamma-seminoprotein. Kolejne badania
doprowadzity do wykazania przez Pepsidero
i wsp. jego obecnosci w krwi [5]. Gen odpo-
wiedzialny za produkcje tego biatka zlokali-
zowany jest na chromosomie 19 (19q13.4).
W surowicy PSA wystepuje gtownie w formie
zwigzanej, tworzgc kompleks z o -antychymo-
trypsyng (PSA-ACT), ktéra stanowi 65-95%
PSA catkowitego. W mniejszej ilosci wystepuja
kompleksy z a,-makroglobuling (A, M) i inhi-
bitorem o, —antyproteazy (API). W niewielkich

ilosciach wystepuje w postaci wolnej (fPSA)
[6,7,8]. Wynik PSA oznacza stezenie PSA cal-
kowitego (tPSA), w sktad ktorego wchodzg
PSA wolne i zwigzane. Proteina produkowana
jest zarobwno przez komorki zdrowego gruczo-
tu krokowego, jak i przez komérki raka tego
narzadu. Ponadto w §ladowych ilosciach jest
on produkowany poza gruczolem krokowym
(Slinianki, endometrium). Jego fizjologiczna
funkcja to udziat w trawieniu biatek bedacych
sktadnikami ptynu nasiennego, co powoduje
uptynnienie nasienia.

Zastosowanie PSA w diagnostyce jako marke-
ra raka gruczotu krokowego wynika z tego, ze
w przypadku zachorowania jego stezenie we
krwi zwykle wzrasta, co nie jest konsekwencija
jego zwiekszonej produkgcji, lecz zmiany spo-
sobu wydzielania, w efekcie ktorego u chorych
przedostaje si¢ do krwi znacznie wigksza ilos¢
PSA. Za prawidtowe uznaje si¢ stezenie PSA
we krwi mieszczace si¢ w granicach 0,0-4,0
ng/ml.

Mimo licznych zalet, PSA nie jest specyficz-
nym markerem raka gruczotu krokowego. Jak
juz wskazuje sama nazwa, specyficznos¢ doty-
czy raczej samego gruczotu krokowego niz jego
nowotworu. Do wzrostu stezenia PSA we krwi
dochodzi takze w przypadku tagodnego prze-
rostu stercza (BPH) oraz w przypadku zapa-
lenia gruczotu. Wptyw na wynik oznaczania
PSA maja: podawanie androgenéw, finasterydu
ilekoéw z grupy blokeré6w kanatu wapniowego,
a takze zabieg cystoskopii oraz — w mniejszym
stopniu — badanie per rectum i cewnikowanie
pecherza moczowego. Wynik badania stezenia
PSA zalezy ponadto od stosowanej metody
- r6znorodnos$¢ metod i uzywanych zestawow
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do oznaczenn moga by¢ przyczyna nieporéwny-
walnosci wynikéw z ré6znych osrodkow.
Stezenia PSA w osoczu oznacza si¢ metodami
radioimmunologicznymi i enzymoimmunolo-
gicznymi. W obu technikach wykorzystuje si¢
reakcje miedzy antygenem a przeciwciatem.
Zaleznie od producenta, stosowane sg zestawy
z przeciwciatem poli- lub monoklonalnym.
W ostatnich latach coraz czgSciej uzywane
sa takze testy chemiluminescencyjne CMIA
z uzyciem mikroczastek i znacznika. Mozna
tez juz dzi$ znalez¢ oferty firm, proponujacych
zakup testu PSA do indywidualnego zastoso-
wania. Za pomocg rutynowo stosowanych te-
stow (total PSA) oznacza sie zawsze PSA-ACT
oraz, w zaleznosci od rodzaju testu, zmienng
ilo§¢ wolnego PSA.

W wielu pracach akcentowana jest takze zalez-
nos¢ stezenia PSA we krwi od wieku badanego.
Zdaniem Osterlinga i wsp., u 0s6b ponizej 40
roku zycia za norme¢ nalezy przyjac¢ wartos¢ do
2,5 ng/ml, a powyzej 70 lat gérna granica nor-
my powinna wynosi¢ 6,6 ng/ml [9,10].

W sukurs sceptykom przyszty badania epide-
miologiczne. Wynika z nich, ze wprowadzenie
oznaczania PSA jako badania przesiewowego
doprowadzito do nadrozpoznawalnosci raka
gruczotu krokowego i czesto do wykonywania
niepotrzebnej biopsji [11]. Jednoczes$nie wy-
kazano, ze u okoto 29,6% pacjentéw z war-
toscig PSA miedzy 3,1 a 4,0 ng/ml, przy kto-
rej nowotwor nie powinien by¢ rozpoznany,
stwierdzato sie jednak jego obecnos¢ po wy-
konaniu biopsji, co wiecej wykrywano go tak-
ze u 10,1% pacjentow z PSA miedzy 0,6 a 1,0
ng/ml [12]. Inne badanie epidemiologiczne,
w ramach ktorego przebadano 18 882 mez-
czyzn bez rozpoznanego w chwili rozpoczecia
badania raka gruczotu krokowego, takze wy-
kazato niskg wrazliwos¢ testu, gdy jako punkt
odciecia przyjeto warto$¢ 4,0 ng/ml. W tej sy-
tuacji wykryto jedynie 20% rakéw, 80% pozo-
stato nierozpoznane [13].

Jeden z najtrudniejszych probleméw w diagno-
styce raka gruczotu krokowego wigze si¢ z sy-
tuacja, gdy stezenie PSA mieSci sie w granicach
tzw. szarej strefy, czyli miedzy 4 a 10 ng/ml.
W okoto 25% takich przypadkéow stwierdza
sie¢ obecnos¢ raka, dlatego wynik taki powi-
nien by¢ traktowany jako wskazanie do wyko-
nania biops;ji [14].

Potencjalny, znieksztatcajacy wynik badania
PSA, wptyw kolejnych czynnikow jest tak
prosty, ze nalezatoby sie dziwi¢, ze podnie-
siony zostal dopiero niedawno. S3 nimi masa

i wzrost badanego. Czynniki te mogg wptywac
na stopien rozcienczenia wydzielanego przez
stercz biatka, przez co np. wynik badania
u 0s6b wysokich i otytych mogtby byé zanizo-
ny [15,16].

Najnowsze badania dotyczace czutosci testu
PSA przytaczane przez badaczy z European
Randomized Study of Screening for Prostate
Cancer wskazuja, ze zalezy ona od osrodkow
i rejonow prowadzacych badania i jest mniej-
sza w testach wykonywanych w USA niz w Eu-
ropie [17].

Przytoczone tu obserwacje nie neguja warto-
$ci oznaczania PSA we wczesnej diagnostyce
i monitorowaniu leczenia raka stercza, zwra-
caja jednak uwage na ostrozno$¢ w interpre-
tacji wynikow.

2. MODYFIKACJE TESTU

W celu zwiekszenia mozliwosci wykorzystania
PSA w diagnostyce zaczeto wprowadza¢ ko-
lejne testy, bedace modyfikacja lub rozszerze-
niem tego badania. Ich podstawowym celem
jest rozr6znienie, czy podwyzszone stezenie
PSA wynika z przerostu, czy z raka stercza.

2.1. PSA DENSITY

Jako jedno z pierwszych wprowadzono ozna-
czanie tzw. PSA density (PSAD), czyli odnie-
sienie stezenia PSA do objetosci gruczotu kro-
kowego oznaczonego za pomocg odbytnicze-
go badania USG (TRUS) [18,19]. Przydatnos¢
tej modyfikacji testu zostata m.in. wykazana
w jednym z polskich badan [20]. Seaman
i wsp. zaproponowali, aby u pacjentéw ze ste-
zeniem PSA w granicach 4-10 ng/ml i negatyw-
nym wynikiem biopsji przyja¢ wartos¢ PSAD
0, > 15 ng/ml/g, jako wskazujaca na prawdo-
podobienstwo raka [21]. Niestety, konieczno$¢
wykonywania nie zawsze dostepnego TRUS
ogranicza mozliwo$¢ rozpowszechnienia tego
testu. Wskazywano takze na inne mozliwe
btedy w efekcie zastosowania tego testu. Cata-
lona i wsp. przedstawili np. wyniki obserwacji,
w ktorej stwierdzili, ze zastosowanie wartosci
0,15 jako punktu odciecia powoduje, ze u pa-
cjentow z wynikiem testu PSA w krwi miedzy
4 a 10 ng/ml i negatywnym wynikiem badania
per rectum czesto istniejacy rak pozostaje nie-
rozpoznany [22].

2.2. PSA IN TRANSITION ZONE
Jako lepsza alternatywe zaproponowano ba-
danie PSA w tzw. strefie przejSciowej (PSA in
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transition zone — PSAT) [23,24]. Lecz i temu
badaniu przedstawiono wiele zarzutéw, np.
ze w przypadku matego gruczotu krokowego
identyfikacja strefy przejsciowej jest trudna
i nieprecyzyjna, a dodatkowo w matych gru-
czotach przerost hipertroficzny jest mniejszy,
co przyczynia si¢ do mniejszej strefy przejScio-
wej. W efekcie daje to wyzsza warto$¢ PSAT,
przez co niweluje sie roznica miedzy tagodna
a ztosliwa postacig rozrostu [25].

2.3. BADANIA DYNAMICZNE
Kolejng modyfikacja zastosowania oznaczania
PSA w diagnostyce raka stercza sg badania dy-
namiczne, u podstawy ktorych lezy ocena tem-
pa narastania stezenia PSA w krwi. S3 to PSAV
(PSA-velocity), definiowane jako absolutny
roczny przyrost osoczowego PSA (ng/ml/rok),
i opracowany przez urologéw z Uniwersytetu
Stanford czas podwojenia PSA (PSA doubling
time — PSADT) [26,27].

W ostatnich latach jako warto$¢ mogacg sta-
nowi¢ wskazanie do biopsji przy PSA powyzej
4 ng/ml przyjeto 0,75 ng/ml/rok. Dla nizszych
stezen PSA okreSlenie punktu odcigecia PSAV
jest trudniejsze, najczeiciej przyjmowana jest
warto$¢ miedzy 0,1 a 0,5 ng/ml/rok [28,29].
Badanie PSAV zaakceptowane zostalo przez
wiele osrodkéw, jednak ciagle jeszcze poja-
wiaja si¢ wyniki podwazajace jego znaczenie
[30]. Badanie PSADT r6zni sie od PSAV tym,
ze, okresla ono wyktadniczy wzrost osoczowe-
go PSA w czasie. Wylicza si¢ je z wzoru:

PSADT = log2 x t/ [log wkPSA — logwp PSA]

gdzie: t = czas miedzy dwoma oznaczeniami,
wp = warto$¢ poczatkowa, wk = wartos¢ kon-
cowa oznaczania PSA.

Zaleta tego badania jest to, ze jesli w kolejnych
badaniach uzyty zostal taki sam zestaw, to
jego wynik nie zalezy od metody [31].

2.4. PSA WOLNE, PSA CALKOWITE
W ostatnich latach coraz wigksza wage zaczeto
przypisywacé oznaczaniu frakcji PSA wolnego
i zwigzanego oraz proporcji PSA wolne/PSA
catkowite. Aby mowi¢ o tym badaniu, nale-
zy wréci¢ do pierwszych fragmentéw pracy
i przypomnie¢, ze w osoczu PSA wystepuje
w postaci wolnej i zwigzanej. Okazuje sie, ze
poziom PSA tworzacego kompleks z al-chy-
motrypsyng u chorych z rakiem jest wyzszy
niz u chorych z tagodnym przerostem stercza.
Jak juz wspomniano, znacznie mniejsza ilos¢

PSA wystepuje w postaci wolnej. Odkryto, ze
procentowa zawarto$¢ PSA wolnego ulega dal-
szemu zmniejszeniu w raku tego narzadu [32].
Badanie stosunku wolnego do catkowitego PSA
(free/total PSA ratio) ma szczegdlne znaczenie
u pacjentow z zawarto$cia PSA w osoczu na
poziomie 4-10 ng/ml oraz z negatywnym
wynikiem badania per rectum, co potwier-
dzily wieloosrodkowe badania prowadzone
przez Catalong i wsp. [33]. Niestety, tak jak
we wczesniej prezentowanych testach, istnieje
wiele czynnikéw (np. temperatura przechowy-
wania probek czy wielkos¢ gruczotu krokowe-
go), ktére moga wpltywa¢ na wynik badania
[34].

W zwyktych warunkach nie mozna wybi6r-
czo oznaczy¢ PSA zwiazanego. Jest to jednak
mozliwe przy zastosowaniu przeciwcial, ktore
zapobiegaja przytaczeniu sie PSA wolnego do
oznaczanego kompleksu — oznaczamy wow-
czas tzw. cPSA (PSA zwigzane — lepiej uzywac
bytoby nazwy PSA skompleksowane lub kom-
pleksowe) [35]. W niektorych doniesieniach
wskazywana jest mozliwos¢ zastgpienia ozna-
czania stosunku fPSA/tPSA przez oznaczanie
cPSA /tPSA [36,37,38]. Od kilku lat mozliwe
jest oznaczanie PSA zwigzanego z a,-makro-
globuling, s3 nawet prace wskazujgce na duza
wartos$¢ takiego oznaczenia, gdyz ilos¢ PSA
AM jest znacznie wyzsza w tagodnym prze-
roScie stercza niz w raku [39]. Obecnie brak
jednak komercyjnych testow umozliwiajacych
to badanie.

2.5. FORMY WOLNEGO PSA

Frakcja niejednolita jest takze fPSA ztozo-
na z co najmniej trzech form — pPSA, bPSA
(BPSA) oraz iPSA. Forma pPSA (lub proPSA)
to proenzym lub forma prekursorowa PSA,
zawierajaca 7 aminokwaséow dla peptydu
wiodacego. Wystepuja tez formy skrocone
[-2]proPSA i [-4]proPSA, [-5]proPSA
[40,41,42,43,44]. Paradoksalnie w raku gru-
czotu krokowego spadkowi wartosci fPSA
towarzyszy wzrost wartosci pPSA. Zdaniem
niektérych badaczy, pPSA rdéznicuje raka gru-
czotu krokowego od jego przerostu lepiej niz
PSA wolne iskompleksowane, szczego6lnie
w przypadkach, gdy catkowite PSA zawiera
si¢ w granicach 4-10 pg/l [40] lub gdy pro-
cent wolnego PSA jest mniejszy niz 15 [41].
Wedtug Mikotajczyka i wsp., jeszcze bardziej
warto$ciowe jest oznaczanie [-2]proPSA [42].
Forma bPSA wykazuje w poréwnaniu z po-
przednia nieznaczne réznice w budowie tan-
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cucha aminokwasowego [45]. Zawarto$¢ bPSA
w surowicy krwi wzrasta w fagodnym gruczo-
lakowatym przeroScie gruczotu krokowego
(b — benign) [46]. Trzecia z tych molekularnych
subform fPSA to nieaktywna enzymatycznie
forma, tzw. intact PSA (iPSA). Forma ta takze
znalazta si¢ w kregu zainteresowana badaczy
zainteresowanych mozliwoscig jej wykorzysta-
nia w praktyce [47].

Czas pokaze, czy wszystkie mozliwosci testu
PSA zostaly juz wyczerpane, czy tez pojawig sie
kolejne jego modyfikacje. Juz dzi§ wiadomo, ze
nie wszystkie proby udoskonalenia PSA znala-
zty uznanie i rozpowszechnity sie. Przyktadem
moze tu by¢ bardzo obiecujaco zapowiadaja-
ce sie badanie stosunku PSA we krwi do PSA
w moczu, zaproponowane przez Iraniego
i wsp. [48]. Najblizsze lata pokaza réwniez, czy
oznaczanie PSA pozostanie badaniem wioda-
cym, gdyz pojawity si¢ nowe bardzo interesu-
jace propozycje.

3. INNE KALIKREINY

PSA jest przedstawicielem rodziny ludzkich
kalikrein (hK), w ktorej — jak do tej pory
— udato si¢ zidentyfikowaé 15 przedstawicieli
o podobnej sekwencji DNA i zblizonym skta-
dzie aminokwasowym [6]. W piSmiennictwie
anglojezycznym uzywana jest tez nazwa kal-
likrein related peptidase [49]. Geny dla wszyst-
kich tych biatek, okreslane jako KLK, znajduja
sie w lokalizacji 19q13.4. Gen KLK1 okre$lany
jest jako gen kalikreiny trzustkowo/nerkowe;j.
PSA kodowany jest przez gen KLK3. W diag-
nostyce raka gruczotu krokowego probuje sie
wykorzysta¢ takze inne kalikreiny, wsréd kto-
rych najwigksze nadzieje budza kalikreiny 2
oraz 11, kodowane przez geny KLK2 i KLK11
[50]. Kalikreina 2 wykazuje znaczny stopien
homologii z PSA, na poziomie aminokwaso-
wym wynosszacy 78%, a na poziomie sekwen-
¢ji nukleotydéw w genie nawet 80%. W raku
gruczotu krokowego obserwuje si¢ znaczacy
wzrost stezenia kalikreiny 2 w surowicy krwi,
co stwierdza sie nawet w przypadkach niskie-
go stezenia PSA [51].

Kwiatkowski i wsp. jako pierwsi zaobserwo-
wali, Ze stosunek stezenia kalikreiny 2 do fPSA
bardzo dobrze r6znicuje raka gruczotu kroko-
wego od jego przerostu, zarobwno u badanych
z PSA na poziomie 2—4 pg/l, jak i na poziomie
4-10 pg/l [52]. Zdaniem wielu badaczy, duza
zaleta kalikreiny 2 jest to, Ze jej poziom kore-
luje ze stopniem rozwoju choroby [53,54,55].

Kolejna kalikreing, ktéra moze w przysztosci
znalez¢ zastosowanie w uzupelniajacej diag-
nostyce raka gruczotu krokowego, jest kalli-
kreina 11 (gen zapisywany jest jako KLK11,
a biatko hK11) [56]. Ekspresja genu stwier-
dzana jest w szeregu tkanek, jak np. w moézgu
skorze, zotadku, jelicie grubym. Podwyzszony
poziom hK11 we krwi stwierdza si¢ zardbwno
w raku, jak i gruczolaku gruczotu krokowego,
jednak stezenie w gruczolaku jest zdecydowa-
nie wyzsze, dlatego obliczanie stosunku hK1/
tPSA postulowane jest jako bardzo przydatny
wskaznik r6znicujgcy [57].

4. STERCZOWY ANTYGEN SLUZOWY

Pierwsze informacje o nowym, bardziej spe-
cyficznym od PSA biomarkerze dotyczyly ster-
czowego antygenu $luzowego [58]. Nalezy on
do grupy stosowanych juz praktyce klinicznej
antygenow Sluzowych, takich jak: MUC1, CEA
czy M344, lecz nie wykazuje z nimi reakcji
krzyzowej [50]. Nie pojawito si¢ jednak zbyt
wiele doniesient mogacych zacheci¢ do jego za-
stosowania.

5. IGF-1

W raku gruczotu krokowego opisywane jest
podwyzszone stezenie insulinopodobnych
czynnikow wzrostu (IGFs) oraz obnizone ste-
zenie IGFBP3, gtéwnego biatka wigzacego IGF-
1 w surowicy krwi chorych [59]. Zmiany takie
opisywane s3 takze w innych nowotworach,
co pozwala przypuszczad, ze szanse, aby oce-
na ich stezenia we krwi mogta by¢ badaniem
pomocnym w rozpoznaniu raka gruczotu kro-
kowego, sa niewielkie, ale by¢ moze stanie sie
ona przydatna w ocenie efektow leczenia.

6. BIALKA, PEPTYDY, GENY

Postep, jaki w ostatnich kilkunastu latach
obserwowany jest w takich dziedzinach, jak
genomika (szczegblnie rozpowszechnianie
sie badan z zastosowaniem mikromacierzy)
i proteomika, wskazat na mozliwo$¢ wyko-
rzystania kolejnych biatek i peptydéw jako
markeréow nowotworowych. Réznice w eks-
presji w tkance zdrowego gruczotu krokowego,
gruczotu ktory ulegt tagodnemu przerostowi
oraz w ztoSliwej tkance nowotworowej, wy-
kazuja m.in.: wczesny antygen raka stercza
(early prostate antigen — EPCA), a—metylacyl
CoA racemaza (AMACR) oraz PCA3 [50]. Do
listy tej nalezatoby takze doda¢ mate biatka
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wiazace integryne [60]. Zmiany w ekspresji
gendw czesto przyczyniajg sie do zmian ste-
zenia we krwi biatek bedacych bedacych pro-
duktami tych genéw. Postep oznacza nie tylko
mozliwo$¢ badania kolejnych genow i biatek,
ale takze praktyczne wykorzystanie mozliwo-
Sci badania fuzji genéw czy tez oceny zmian
epigenetycznych, takich jak np. wystgpowanie
hipermetylacji.

6.1. EPCA-2
EPCA (early prostate cancer antygen) jest biat-
kiem strukturalnym jadra komorkowego,
opisanym po raz pierwszy przez naukowcow
z John’s Hopkins University [61]. Jako pierw-
sze opisano EPCA-1, ktore okazato sie marke-
rem stuzacym do oceny materiatu uzyskanego
w czasie biopsji. W nastepnej kolejnosci od-
kryto we krwi biatko EPCA-2, zblizone budo-
wa do EPCA-1. Wspomniani badacze z John’s
Hopkins University opracowali testy ELISA
stuzace do wykrywania w krwi EPCA-2, a kon-
kretnie jego epitopéw EPCA-2.19 oraz E-PCA-
-2.22 [65,66]. Ich specyficznos¢ zblizona
jest do 97% i pozwalajg one wykrywac 97%
wszystkich rakoéw gruczotu krokowego, po-
nadto stezenie EPCA-2.22 moze by¢ powig-
zane z rozlegtoicig procesu nowotworowego.
Marker ten doczekat sie juz préb wprowadza-
nia na rynek.

6.2. AMACR
AMACR jest enzymem zaangazowanym
w procesy metabolizmu oksydacyjnego i bio-
synteze bocznych tancuchéw kwaséw ttusz-
czowych. Odkryty zostat w miesie i produk-
tach mlecznych [67]. Gen kodujacy ten enzym
umieszczony jest w regionie 5p13.3. Meta-
analiza badan przeprowadzonych przy uzyciu
mikromacierzy wykazata jego nadekspresje
w tkance raka gruczotu krokowego [68]. Za-
stosowanie przeciwciat przeciw AMACR do
badania immunohistochemicznego pozwala
rozroézni¢ zmiane ztosliwg w gruczole kro-
kowym od tagodnego przerostu na poziomie
97% czutodci i 92% specyficznosci [69]. Bio-
rac to pod uwage zaczeto rozwazaé¢ mozliwos¢
oznaczania AMACR w ptynach ustrojowych.
Wykazano mozliwos¢ oznaczania mRNA
AMACR we krwi i moczu. Biatko, jak dotad,
udaje sie oznaczaé tylko w moczu technikg
western blot. Atrakcyjno$¢ wykorzystania
AMACR w diagnostyce zwieksza dodatkowo
mozliwo$¢ oznaczania przeciwcial antyA-
-MACR [70]. Wyzsze stezenie tych przeciwciat

w raku niz w tagodnym przeroscie, wykazy-
wana ze specyficznoscia 62% i wrazliwoscig
72%, zacheca do prob rozszerzenia diagnosty-
ki takze o ten parametr.

6.3. PRODUKTY REARANZACII | FUZJI GENOW

W wielu nowotworach stwierdzana jest rea-
ranzacja i fuzja gendéw. Najlepiej zjawisko to
zostato poznane i opisane w przypadku biata-
czek i chtoniakéw. Rearanzacje genéw obser-
wowane s3 takze w raku gruczotu krokowego.
Najlepiej znana jest chromosomalna trans-
lokacja umiejscowionego w pozycji 219q22.3
genu kodujacego zakotwiczong w btonie ko-
morkowej proteaze serynowg 2 (TMMPRSS2),
petnigcg funkcje regulatora androgenow,
ijego fuzja z genem dla czynnika transkrypcyj-
nego ERG o lokalizacji 21g22.2 lub z genem
ETV1 (ets variant 1) [50]. Powstate w wyni-
ku tych fuzji geny nosza nazwy odpowiednio
TMMPRSS2:ERG i TMMPRSS2:ETV1. Spo-
tykane s3 w okoto 50-60% rakéw gruczotu
krokowego i jedynie w pojedynczych przypad-
kach w tagodnym przeroscie tego narzadu [70].
Opracowany juz zostal test wykrywajacy za
pomoca amplifikacji genu i nastepnie iloScio-
wego PCR, obecnos¢ fuzyjnego TMMPRSS2:
ERG w moczu pobranym po masazu gruczotu
krokowego [71]. Poniewaz opisane fuzje ge-
néw odgrywaja najprawdopodobniej istotng
role w rozwoju raka gruczotu krokowego, nie-
wykluczone, ze znajda wicksze zastosowanie
jako punkty, na ktore ukierunkowana bedzie
terapia celowana, niz jako markery tego no-
wotworu [72]. W rakach gruczotu krokowego,
w ktorych nie dochodzi do rearanzacji genow
ERG, obserwowana jest natomiast nadekspre-
sja genu SPINK1 [73]. Nadekspresje te stwier-
dzono takze w wielu innych nowotworach.
W przypadku raka gruczotu krokowego istnie-
je mozliwos¢ jego oznaczania w moczu.

6.4. PCA3

W ostatnich latach coraz bardziej rozpo-
wszechnia si¢ oznaczenie PCA3, okreSlanego
tez DD3(PCA3). Poprzez badanie ekspresji
PCA3 rozumiemy oznaczanie obecnosci nie-
kodujacego mRNA, bedgcego produktem genu
PCA3 (prostate cancer gene 3) [74]. Jest ona
stwierdzana w 95% rakow stercza. Gen podle-
ga w nich mechanizmowi up regulation. Zjawi-
ska tego nie stwierdza si¢ w przypadku KLK3.
Ekspresja genu PCA3 nie jest stwierdzana
w zadnej innej tkance ani narzadzie poza gru-
czotem krokowym, wtaczajac jadra i pecherz
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moczowy [75]. Szczegblnie interesujgca jest
mozliwo$¢ oznaczania ekspresji PCA3 RNA
w moczu [75,76,77]. Za pomoca dostepnych
juz na rynku testow komercyjnych wynik
przedstawiany jest jako stosunek ekspresji
PCA3 RNA do ekspresji PSA mRNA. Ten ostat-
ni fakt moze budzi¢ pewne zastrzezenia, lecz
mimo to wskazuje sie na wysoka czutos$c¢ i spe-
cyficzno$¢ tego markera [78]. Wydaje sie, ze
dzieki tym dwoch cechom marker PCA3 nie
powinien pozostac tylko interesujaca propozy-
cja, lecz staé sie istotnym elementem diagno-
styki raka gruczotu krokowego.

Istnieje juz mozliwo$¢ rownoczesnego oznacza-
nia kilku markeréw molekularnych za pomocg
badania opartego na zasadzie PCR multiplex
[79,80]. Wiodacym markerem jest tu oczywi-
Scie PCA3, ale badanie uzupeiniaja AMACR,
TFF3, GOLPH2, SPINK1 i TMMPRSS2:ERG.
Nalezatoby tez wspomnie¢ o uzupetniajgcych
ten multipleksowy test badaniach TFF3, GOL-
-PH2.

6.5. TFF3

TFF3 nalezy do rodziny matych peptydow (tre-
foil factors) powigzanych z wydzielaniem $luzu
przez komorki nabtonka, ktorych rola polega
na ochronie §luzéwki [81]. Nazwa pochodzi
od zawartych w budowie tego peptydu trzech
petli przypominajacych tréjlistng koniczyne.
Nadekspresja genu TFF1 wykazana zostata
w raku piersi, natomiast nadekspresje genu
TFF3 (intestinal tefoil factor) stwierdzono tech-
nika mikromacierzy w tkance raka gruczotu
krokowego. Podwyzszone stezenie tego pepty-
du wykonano w surowicy krwi chorych z ra-
kiem gruczotu krokowego [82].

6.6. GOLPH2

Ekspresja GOLPH2 (Golgi phosphoprotein 2)
zostata wykryta w tkance nowotworowej raka
gruczotu krokowego, a pdzniej takze w surowi-
cy krwi. Warto§¢ GOLPH2 jako markera raka
gruczotu krokowego poréwnywana jest z war-
toscia AMACR [83].

7. HIPERMETYLACJA GSTP1

Gdy na poczatku naszego wieku opubliko-
wano prace moéwigce o zsekwencjonowaniu
ludzkiego genomu, wydawato sig, ze rozwia-
zany zostanie catkowicie zar6wno problem
dziedziczenia, jak i powstawania wielu cho-
rob. Wkroétce jednak okazato sie, jak ztudne

to byty nadzieje, gtbwnie z powodu zmian za-
chodzacych w genach, takich jak np. metylacja
cytozyny czy potranslacyjne modyfikowanie
histonéw. Zjawiska epigenetyczne probuje sie
rowniez wykorzysta¢ w celach diagnostyki
i prognozowania nowotworéw. Jednym z nich
jest hipermetylacja wysp dwunekletydow cy-
tozynowo-guaninowych (CpG) [84]. W wa-
runkach fizjologicznych 70% CpG ma grupe
metylowa przytaczong do cytozyny. Istnieja
jednak sekwencje DNA, zwane wyspamiCpG,
ktoére nie ulegaja w warunkach fizjologicznych
metylacji na koncu 5’ regioné6w promotoro-
wych gendéw. Sytuacje, w ktérych zmetylowa-
ne CpG pojawiaja sie w tych regionach, moga
skutkowa¢ zahamowaniem transkrypcji, bra-
kiem ekspresji odpowiadajacych genow i utrata
funkcji odpowiednich produktéw tych genow.
Zjawisko to okreSlane jest jako ,,wyciszenie
genu w procesie metylacji”. Gdy zaczyna ono
dotyczy¢ gendw supresorowych, czyli tych, kto-
rych prawidtowe produkty ograniczaja tempo
podziatéow komoérkowych, moze przyczyniac
sie¢ do onkogenezy. Zjawisko to wystepuje
w wielu nowotworach. W raku gruczotu kroko-
wego hipermetylacja wysp CpG obserwowana
jest w rejonie promotorowym genu S-transfe-
razy glutationowej n (GSTP1). Produktem tego
genu jest enzym uczestniczacy w detoksykacji
réznych zwigzkow, w tym karcinogendéw. Jego
wyciszenie moze przyczyniac sie do rozwoju
raka gruczotu krokowego [85]. Hipermetylacja
GSTP1 badana w osadzie moczu pobranego po
masazu gruczotu krokowego przez odbyt moze
by¢ markerem tego nowotworu [86].

8. WOLNE DNA

Zainteresowanie badaczy wzbudzito nie tylko
DNA stanowigce podstawe procesu transkryp-
¢ji zachodzacej w komorce. Zaobserwowano,
ze w osoczu krwi chorych na niektére nowo-
twory stwierdzane jest wolne (pozakomor-
kowe) DNA. Informacje na ten temat po raz
pierwszy przedstawiono w 1948 r. [87], jednak
o zwigzku miedzy wystepowaniem wolnego
DNA we krwi a chorobami nowotworowymi
nie mowito si¢ do 1977 r., do opublikowania
pracy Leona i wsp. [88]. Obecnos¢ wolnego
DNA we krwi wykazana zostata m.in. w raku
ptuci raku jelita grubego [89,90], a takze w ra-
ku gruczotu krokowego [91]. Badanie to budzi
ciagle wiele watpliwosci, takich jak technika
badania (ostatnio preferowane ilosciowe RT-
-PCR, chociaz nie brak zwolennikéw innych
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wczesniej stosowanych w tym badaniu tech-
nik) czy materiat do badania (lepsze osocze
czy surowica). Nie zmienia to jednak faktu, ze
wigze si¢ z nim bardzo duze nadzieje.

9. PRZECIWCIALA

Przy opisywaniu AMACR wspomniano o moz-
liwosci wykorzystania oznaczania przeciwciat
przeciw temu enzymowi jako jednemu z bio-
markeréw. W podobnym celu mozna wyko-
rzysta¢ takze inne autoprzeciwciata [50,92].
Wsréd nich duze nadzieje wigzaé mozna
z przeciwciatami przeciw HIP1 (huntigtin inte-
racting protein) [93].

10. NOWE MARKERY CZY JEDNAK PSA?

Pomimo przedstawionej tu duzej liczby badan,
ktoére uzupetniaé moga oznaczanie PSA, pod-
kresli¢ nalezy, ze nie wyczerpuja one wszyst-
kich mozliwosci. Ciagle jednak PSA pozosta-
je badaniem wiodacym. Pojawiajg sie zresztg
opinie poddajace w watpliwos¢ wprowadzanie
na rynek testow, ktorych wartos¢ nie przewyz-
sza warto$ci oznaczania PSA [94], cho¢ nie

zatrzyma to dziatan zmierzajacych do rozpo-
wszechnienia testow juz istniejacych oraz ba-
dan w kierunku wykrycia nowych markerow.

11. MARKERY PODATNOSCI

Na koniec nalezatoby wspomnie¢ o jeszcze
jednym nowym kierunku badan, ktoérych ce-
lem nie jest wczesne wykrycie nowotworu, lecz
0sOb szczegblnie zagrozonych zachorowaniem,
co moze sie wigza¢ zardbwno z wystgpowaniem
pewnych mutacji, jak i okreSlonego polimor-
fizmu niektérych genéw. W przypadku raka
gruczotu krokowego zwiekszone ryzyko zacho-
rowania probuje sie¢ powigza¢ z m.in. z poli-
morfizmem zlokalizowanego na chromosomie
X (Xql1-12), genu receptora androgenowego
czy tez z polimorfizmem genu PSA [95,96] oraz
z licznymi wariantami innych gendw, np. genu
ATM (ataxia-teleangiectasia mutated), czy tez ge-
néw zlokalizowanych na chromosomie 8 w re-
jonie 8q24 [97,98]. Stale wzrastajaca liczba prac
dotyczacych markerow podatnosci na zachoro-
wanie pozwala przypuszczaé, ze to wtasnie ich
oznaczanie moze w przysztosci sta¢ sie kierun-
kiem wiodgcym.
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