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Kratak sadrZaj: Klasi¢na proucavanja Warburga pre vise od 80 godina ukazala su na razlike koje se javljaju
u brzini glikoliti¢kih procesa u zdravim i malignim tkivima Sto je podstaklo na hiljade studija koje su za osnov
imale da pokazu da enzimi odrazavaju maligni proces. Ova izuCavanja su omogudila procenu glikolitickih, tako
i drugih enzima u malignim i zdravim tkivima, kao i u krvi i drugim telesnim tec¢nostima pacijenata s karci-
nomom. Uprkos brojnim proucavanjima, jo$ uvek nisu otkriveni specifi¢ni enzimi samo za kancer. Medutim,
merenja enzima u tkivima, krvi i telesnim tec¢nostima imaju veoma vaznu ulogu u pracenju i zbrinjavanju paci-
jenta s karcinomom. Svrha ovog rada je da prikaze enzime koji imaju tradicionalnu ulogu u enzimologiji
kancera, kao i one koji jo$ uvek traze mesto u protokolima za tretman pacijenata s karcinomom.

Kljucne reci: enzimi, tumorski markeri, telesne te¢nosti, metodologija

Uvod

Enzimi pripadaju prvoj grupi koris¢enih tumor-
skih markera. U proteinskom sadrZzaju tumora veoma
znacajnu ulogu imaju enzimi koji bi sa teoretske tacke
gledista mogli da budu dobri tumorski markeri kako
za dijagnozu tako i za pracenje malignog oboljenja
kod coveka, s obzirom da odrzavaju metaboli¢ke pro-
mene u tumorima (1).

Merenje enzima je relativno jednostavno na
osnovu spektrofotometrijskog odredivanja enzimske
aktivnosti. Uvodenjem radioimunoodredivanja 1950.
godine prvi put je omoguceno i merenje enzima kao
proteinskog antigena umesto kataliticke aktivnosti.
Medutim, osim nekoliko izuzetaka povecdanje aktiv-
nosti ili mase enzima ili izoenzima nije dovoljno speci-
ficno ili osetljivo za identifikaciju tipa karcinoma ili
specifi¢cnog ukljucivanja nekog organa. Jedan od tak-
vih izuzetaka je PSA, koji ima umerenu proteaznu
aktivnost i homologu aminokiselinsku sekvencu koja
odgovara serin proteazama familije kalikreina (2, 3).
Ispoljava se kod normalne, benigne, hiperplasticne i
kancerozne prostate, a minimalno u drugim tkivima
(4). Sve do otkrivanja PSA kao markera karcinoma
prostate, popularnost enzima kao markera bila je
znacajno umanjena (5, 6). Enzimi su narocito koris-
¢eni kao tumorski markeri pre otkrivanja onkofetalnih
antigena i prednosti otkrivanja monoklonskih antitela
(7). Patologija enzima kao markera karcinoma ogleda

se ispoljavanjem fetalnog oblika enzima ili izoenzima
ili ektopi¢nom produkcijom enzima.

Patogeneza enzimskih markera

Sve somatske Celjje imaju isti set gena. U toku
ontogeneze neki geni se ukljucuju (usled depresije), a
drugi se isklju¢uju (usled represije). U toku normalnog
procesa diferencijacije normalih ¢elija pod dejstvom
gena uspostavlja se sekvenca koja je karakteristi¢na za
svaku vrstu Celija (8). Proucavanja enzima i izoenzima
u Celijama tumora ukazala su da za razliku od normal-
nih ¢elija u ovim ¢elijama postoji drugacije izrazavanje
gena. Iz ovog razloga u neoplasticnim tkivima su na-
dene povecane (i izmenjene) aktivnosti skoro svih enzi-
ma koji su uklju¢eni u glikolizu, pentozno-fosfatni put,
glukoneogenezu, oksidativnu fosforilaciju, ciklus uree,
metabolizam nukleinskih kiselina (9).

Izmene profila enzima i izoenzima u malignim
tumorima se do danas objasnjavaju na vise nacina i
to slede¢im teorijama (9-12):

1. Teorijjom brisanja — iS¢ezavanje enzima i izoenzi-
ma unutar tkiva tumora objasnjava se nestajanjem
esencijalnih proteina u tumoru. Ovom teorijom
nije medutim, moguce objasniti kvantitativne pro-
mene enzima i izoenzima ili njihovo ponovno po-
javljivanje u tkivu tumora, mada se fizioloski ne na-
laze u normalnom odraslom organizmu.
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2. Teorijjom anaerobne glikolize — objasnjava se
uglavnom pojava enzima i izoenzima glikolitickog
puta, s obzirom da je anaerobna glikoliza Cesto
jako povecana u tumorima. Medutim, anaerobna
glikoliza nije povec¢ana kod svih tumora.

3. Teorijom priticanja — ukazuje se da fenotipski profil
razli¢itih enzima i izoenzima u tumorima odgovara
izvornom tkivu iz koga tumor poti¢e. Medutim, da-
nas je opste prihva¢eno da se enzimski profil moze
znacajno da razlikuje od izvornog tkiva.

4. Molekularnom korelacionom teorijom — izmene
enzimskih i izoenzimskih profila pri rastu tumora
se tumacde promenama koje su vezane za progres
tumora ili promenama koje su vezane za transfor-
maciju tumora. Pri ovakvim stanjima odigravaju se
sinteti¢ki i degradacioni procesi koji uticu i na
promenjene enzimske profile.

5. Teorijom disdiferencijacije — podrazumeva se da
se promene u genetskom sastavu javljaju u celi-
jama tumora i njihovim fenotipovima. Nastale pro-
mene se razlikuju od onih u normalnim ¢elijama.
Cesto su enzimi koji nastaju na ovaj nacin fenotip-
ski sli¢ni onim u fetalnim tkivima (otud naziv de-
diferencijacija; v. nize pod 6). Prema tome, pato-
loski enzimi i izoenzimi nastaju usled represije ili
derepresije odgovarajucih genoma u toku karcino-
geneze. Cesto se u Celijama tumora nalaze i feno-
tipovi enzima i izoenzima koji su identi¢ni organu
koji je domacin tumora.

6. Teorijom dediferencijacije — objasnjava se nacin
ponovnog pojavljivanja enzima ili izoenzima u ¢eli-
jama tumora, koji su postojali za vreme fetalnog zi-

vota. Normalno usled procesa represije nakon ro-
denja zaustavlja se produkcija ovakvih proteina,
medutim pojavom malignog tumora dolazi do
biosinteze fetalnih enzima i izoenzima u neoplas-
ti¢nim celijama. Posledica ovakvog procesa je po-
java tzv. »karcino-embriogenih proteina«, koji se
nalaze kako u fetalnim ili placentalnim organima
tako i u malignim tumorima.

Uloga karcino-embriogenih proteina jos uvek ni-
je u potpunosti razjasnjena. Neki su hormoni, kao sto
je B-humani horioni gonadotropin, a drugi enzimi kao
npr. Reganov izoenzim alkalne fosfataze.

Klinicka primena

Enzimi se u celijama nalaze u visokim koncen-
tracijama odakle prelaze u cirkulaciju usled nekroze
tumora ili izmene permeabiliteta celija karcinoma.
Povecani nivoi enzimskih aktivnosti javljaju se i usled
bloka pankreasnih i bilijarnih puteva i renalne insufi-
cijencije. Medutim, pre nego Sto dode do izlivanja
enzima mogle su da se dogode metastaze tumora.
Vedéina enzima takode nije karakteristika samo jednog
organa. To znaci da su enzimi najpogodniji kao ne-
specifi¢ni tumorski markeri, mada povisen nivo enz-
ima moze da signalizira prisustvo malignog procesa.

Izoenzimi i multipli oblici enzima obezbeduju
dodatnu organospecifi¢nost. Tradicionalno se uglav-
nom meri aktivnost enzima, mada je primenom anti-
tela moguce merenje i antigenskih svojstava enzima
kao proteina. U tabeli | prikazani su primeri nekih
enzima koji su karakteristi¢ni za odredeni tip karcino-
ma, kao i postupak odredivanja.

Tabela I Enzimi koji su tumorski markeri

Enzim Odredivanje Tip karcinoma
Alkohol dehidrogenaza Akt Jetra
Aldolaza Akt Jetra
Alkalna fosfataza Akt Kost, jetra, leukemija, sarkom
Alkalna fosfataza-placentalna Akt Ovariji, plu¢a, seminom, Hodgkin
Amilaza Akt Pankreas, razliciti
Aril sulfataza B Akt Kolon, dojka
Kreatin kinaza BB Akt Prostata, plu¢a (male Celije), dojka, kolon, ovariji
Esteraza Akt Dojka
Galaktoziltransferaza Akt Kolon, besika, gastrointestinalni
y-glutamiltransferaza Akt Jetra
Heksokinaza Akt Jetra
Laktat dehidrogenaza Akt Jetra, limfomi, leukemija, razliciti
Leucin aminopeptidaza Akt Pankreas, jetra
Neuron-specifi¢na enolaza RIA, EIA Plu¢a (male ¢elije), neuroblastom,
karcinoidni, melanom, feohromocitom, pankreas,
5’-nukleotidaza Akt Jetra
Prostati¢na kisela fosfataza Akt /IMA Prostata
PSA Akt Prostata
Piruvat kinaza Akt Jetra, razliciti
Ribonukelaza Akt Razliciti (ovariji, pluca)
Terminalna deoksitransferaza Akt Leukemija
Timidin kinaza RIA/Act Razliciti, leukemija, limfomi, plu¢a (male celije)
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Bez obzira na potencijalne mogu¢nosti, do da-
nas nije doslo do intenzivnijeg kori$¢enja enzima i
izoenzima za primarnu dijagnozu ili pra¢enje tumora.
Za ovo postoji vise razloga od kojih treba navesti sle-
dece:

a) Vecina enzima i izoenzima koji se sintetiSu u tkivu
tumora se ne izlu¢uju u serum. Shodno tome pro-
mene koje se dogadaju u tumoru ne preslikavaju
se na serum;

b) Pojedini enzimi i izoenzimi nalaze se u serumu u
tako malim koncentracijama, da ih nije moguce
otkriti uobicajenim metodama;

¢) Veéina enzima nalazi se i normalno u razlicitim
organima, tako da nije mogucée utvrditi da li enzim
koji se nalazi u serumu ima fiziolosko poreklo ili
potice iz tumora, i

d) Do sada nije izvrSena biohemijska Kklasifikacija
tumora koja bi se zasnivala na raspodeli enzima i
izoenzima, koji poticu iz tkiva tumora.

Bez obzira na ove poteskoce ovde ¢e biti opisani
enzimi koji su se do danas koristili pri dijagnostiko-
vanju i pra¢enju malignih tumora (9, 13, 14).

Enzimi kao tumorski markeri

Aktivnosti enzima se mere uobicajenim pos-
tupcima, i to najces¢e pomocu fotometrijskih meto-
da. Izoenzimi se analiziraju: elektroforetski, hromato-
grafski na koloni, izoelektrofokusiranjem, semi-kvan-
titativnim postupcima koji se zasnivaju na inhibiciji i
denaturaciji izoenzima, imunoloskim postupcima,
radioaktivnim postupcima itd. Prema tome svi pos-
tupci koji se inace primenjuju za analiziranje enzima
koriste se za odredivanje enzima u slu¢aju malignih
tumora. Aktivhost se odreduje u serumu, sekretu ili
izlivima.

d tabeli [ prikazani su enzimi koji mogu da
budu korisni za otkrivanje malignih tumora.

Alkalna fosfataza potice iz jetre, kostiju ili pla-
cente. U serumu zdravih osoba primarno se nalazi
alkalna fosfataza iz jetre ili bilijarnog trakta. Poviseni
nivoi alkalne fosfataze nalaze se u primarnom ili
sekundarnom karcinomu jetre. Odredivanje nivoa
alkalne fosfataze znacajno je za procenu metastat-
skog karcinoma na kostima ili jetri. Najveéa povisenja
nalaze se u pacijenata s osteoblastnim lezijama, kao
u slucaju karcinoma prostate s metastazama na kos-
tima. Manja povisenja nalaze se kod pacijenata s kar-
cinomom dojke i metastazama na kostima (15, 16).

Da bi se diferencirali izvori koji dovodi do po-
visenja alkalne fosfataze mogu se odredivati i drugi
enzimi kao $to su 5 -nukleotidaza ili y-glutamiltransfe-
raza. Odredivanje izoenzima alkalne fosfataze moze
dodatno da poveca specificnost analiziranja. Jetreni
izoenzim je termostabilniji od kostanog izoenzima. |

kod drugih malignih stanja kao npr. kod leukemija,
sarkoma i limfoma u kojih postoji hepaticna infiltra-
cija, takode mogu da se nadu pevecani nivoi alkalne
fosfataze.

Placentalna alkalna fosfataza (PALP) sintetiSe se
u trofoblastu i poveéana je u trudnica. PALP je prvi
put identifikovana kao Reganov izoenzim 1968. godi-
ne, kada je uvrstena u onkorazvojne markere zajedno
sa AFP i CEA. Povecava se kod razli¢itih malignih
stanja, ukljucujuéi karcinome pluéa i ovarija, trofobla-
stne i gastrointetstinalne karcinome, seminome i Hod-
gkinovo oboljenje.

Kreatin kinaza (CK) katalizuje fosforilaciju krea-
tina s adenozin-trifosfatom. CK je dimer koji se sastoji
iz M (misi¢ne) i B (mozdane) subjedinice. Ima tri
izoenzima CK1 (BB), CK2 (MB) i CK3 (MM). CK1 se
nalazi u mozgu, prostati, gastrointestinalnom traktu,
plu¢ima, mokracnoj besici, uterusu i placenti. U srca-
nom misi¢u najzastupljeniji je izoenzim CK2. CK3 se
nalazi i sr¢anom i skeletnim misi¢ima.

PoviSeni nivoi CK1 nalaze se u karcinomu pro-
state i karcinomu malih celija plu¢a. Mada je aktiv-
nost ovog izoenzima povisena i u sluc¢aju drugih ma-
lignih stanja (npr. dojke, kolona, ovarija, Zeludca)
neophodna su dalja ispitivanja njegove klinicke zna-
cajnosti (17). Izoenzimi CK su uklju¢eni u panel kar-
cinoma prostate poznat kao »ProstAsure« (18, 19).

Laktat-dehidrogenaza (LD) je enzim glikolitic-
kog puta tako da je njeno povisenje rezultat ostec¢enja
¢elija. Povisenje aktivnosti LD u malignim stanjima je
prilicno nespecifi¢no i nalazi se kod brojnih karcino-
ma ukljucujudi jetru, non-Hodginov limfom, akutnu
leukemiju, seminom, neuroblastoim, karcinom doj-
ke, kolon, Zeludac i plu¢a. Nivo aktivnosti LD u seru-
mu je u korelaciji s masom tumora kod c¢vrstih tu-
mora i prognosticki je indikator progresa oboljenja.
Znacaj LD u pracenju terapije je mali. Analiza izoenz-
ima takode ne doprinosi znacajnoj organo-specific-
nosti. Tako se npr. poviSenje izoenzima LD5 nalazi u
sluc¢aju metastaza na jetri, ali i u likvoru kad ukazuje
na metastaze centralnog nervnog sistema (17).

Enolaza je glikoliticki enzim koja je takode poz-
nata kao fosfopiruvat-hidrataza. Neuron-specificna
enolaza (NSE) je oblik enolaze koja se nalazi u neu-
ralnom tkivu i u ¢elijama difuznog neuroendokrinog
sistema i utroska aminskih prekurzora i dekarboksila-
cionih tkiva (APUD). NSE se nalazi u tumorima koji su
neuroendokrinog porekla, kao npr. kod karcinoma
malih ¢elija plu¢a (SCLC), neuroblastoma, feohromo-
citoma, karcinoidnih, medularnih karcinoma tireoi-
dee, melanoma i pankreasnih endokrinih tumora
(20).

Kisele fosfataze su fosfataze koje hidrolizuju
fosfatne estre pri pH optimumu manjem od 7,0.
Nalaze se u lizozomima sekretornih epitelijelnih ¢éelija.
Mada se fosfataza primarno stvara u prostati, takode
se nalazi u eritrocitima, trombocitima, leukocitima,
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kostnoj srzi, kostima, jetri, slezini, bubrezima i
tankom crevu.

Prostaticna kisela fosfataza (PAP) sa pH opti-
mumom od 5 do 6 je veoma labilna pri pH vrednos-
tima vec¢im od 7,0 i temperaturi iznad 37 °C. Od dru-
gih kiselih fosfataza razlikuje se primenom tartarata,
koiji izrazito inhibira prostati¢ni izoenzim. Drugi nacin
razlikovanja postize se primenom supstrata koji su
specifi¢ni za PAP. Dva najc¢esce koris¢ena supstrata
su timolftalein-monofosfat i B-naftil fosfat.

Kao tumorski marker kisela fosfataza se koristi
od 1938. godine, kada je primenjena za skrining kar-
cinoma prostate (1, 21). Takode je kori$¢ena i za pro-
cenu stadijuma karcinoma prostate, za prognozu i
pracenje terapije ovog karcinoma. Poviseni nivo PAP
u serumu nalaze se i kod osteogenog sarkoma, mul-
tiplog mijeloma, metastaza na kostima i drugih karci-
noma. Povecava se i kod nekih benignih stanja, kao
npr kod BPH, osteoporoze i hiperparatireoidizma.

Do sada se kod ¢vrstih tumora pokazala veoma
znacajna prostati¢na kisela fosfataza. Ovaj enzim se
povecava u serumu pacijenata s karcinomom pro-
state. Do povecanja verovatno dolazi zbog toga sto se
povecava ukupna koli¢ina tkiva prostate. Retko se
ovaj enzim povecava u stupnjevima O, A i u pocet-
nom stupnju B. Enzim se povec¢ava od 65 do 92%
kod pacijenata kod kojih dolazi do stupnja D (metas-
taza na kostima). Lazno pozitivni rezultati dobijaju se
usled povecdanja kisele fosfataze kod prostatitisa,
benignog prostati¢cnog tumora, ili nakon rektalne pal-
pacije. Kisela fosfataza moze da potice iz drugih orga-
na i to iz: kostiju, eritrocita, leukocita, trombocita itd.
Iz ovog razloga preporucuje se veoma osetljivo enzim-
sko-imuno odredivanje prostaticne kisele fosfataze,
koje se zasniva na primeni monoklonalnih antitela (9).

Danas je klinicka primena PAP zamenjena sa
PSA, s obzirom da PAP nije tako osetljiva za rano
otkrivanje karcinoma. Tako je danas klinicka primena
PAP ogranic¢ena na potvrdivanje karcinoma prostate i
utvrdivanje njegovog stadijuma (22, 23).

Kalikreini pripadaju podgrupi serin proteaza
kao enzimske familije, od kojih tri imaju specificnu
biolosku ulogu. Svi su humani kalikreini (hK) sli¢ne
genetske strukture i nalaze se u brojnim tkivima (pro-
stata, dojka, ovarij, testis). Tako je npr. KLK3 (PSA)
visoko izrazen u prostati, a manje u dojci, tireoidei,
pljuva¢nim Zlezdama, plu¢ima i traheji.

Samo tri od ukupno 15 kalikreina imaju speci-
ficnu biolosku ulogu. Uloga kalikreina kao tumorskih
markera je jako Siroka, s obziroim da su udruzeni s
hormonskim malignitetima (prostata, dojka, testiku-
larni i ovarijalni karcinomi). Uloga kK3 (PSA) je ovde
posebno opisana (3).

Prostaticni-specifi¢ni antigen (PSA) je jedan od
najznacajnijih tumorskih markera, s obzirom da je
jedan od nekoliko organo-specifi¢cnih markera. PSA je

otkrio Hara sa saradnicima 1971. godine. Ovaj se-
minalni plazma protein su nazvali y-seminoprotein,
dok ga je 1979. godine Wang sa sar. izolovao iz tkiva
prostate i nazvao prostaticni-specifi¢ni antigen. PSA
se nalazi u normalnom, benignom, hiperplasticnom i
malignom tkivu prostate.

PSA je jedno-lancani glikoprotein sa 7% ugljenih
hidrata. Ima 237 aminokiselinskih ostataka i Cetiri
bo¢na lanca ugljenih hidrata povezanih preko amino-
kiselina asparagina, serina, treonina i serina. N-termi-
nalna aminokiselina je izoleucin, a C-terminalni osta-
tak je prolin. Gen koji odreduje PSA lokalizovan je na
hromozomu 19. Slican je kalikrein-1 genu sa 82% ho-
mologije. Funkcionalno, PSA je serin proteaza iz ka-
likreinske familije, koju iskljucivo stvaraju epitelijelne
¢elije acinusa i duktusa prostate. U seminalnoj tec-
nosti PSA razraduje specifi¢cne proteine do proteina
manjih molekulskih masa koji sudeluju u procesu li-
kvefakcije i seminalne koagulacije. To znaci da je
aktivnost PSA sli¢na himotripsinu i tripsinu. Autodi-
gestija PSA je moguca na tri plozaja i to Lys 148, Lys
185 i Arg 85. Da bi se sprecila autodigestija PSA u
rastvoru dodaju se inhibitori proteaza.

U krvnoj cirkulaciji postoje dva glavna oblika PSA.
PSA je uglavnom kompleksiran s inhibitorom proteaze
o.q-antihimotripsinom (ACT) ili sa o.5-makroglobulinom
(AMQ) ili manjim komponentama slobodnog PSA.
Pomocu veéine imunohemijskih metoda meri se slo-
bodni i ACT-kompleksirani PSA, ali ne i AMG-PSA.

PSA je krajnje koristan tumorski marker za kar-
cinom prostate. Koristi se za otkrivanje stadijuma
karcinoma, kao i za pradenje tretmana karcinoma
prostate (24-27). Odredivanje PSA nije toliko znacaj-
no u skriningu ili ranom otkrivanju karcinoma pro-
state zato Sto je PSA specifican za tkivo prostate a ne
za sam karcinom prostate. BPH je uobicajeno obolje-
nje kod muskaraca iznad 50 godine starosti, a vred-
nosti PSA u ovih pacijenata su slicne onima kod ra-
nog stadijuma karcinoma prostate. Iz ovog razloga
izbor 4 ili 10 pg/L kao optimalnih cut-off vrednosti za
PSA je takore¢i nemogué zbog preklapanja PSA iz-
medu dve navedene grupe. Medutim, koris¢enje se-
rumskih vrednosti PSA sa digitalnim rektalnim preg-
ledom, pracenim transrektalnom ultrasonografijom
pruza mnogo tacniju i osetljiviju dijagnozu od samog
digitalnog pregleda.

Da bi se sposobnost PSA za rano otkrivanje kar-
cinoma prostate povecala ucinjeno je vise poboljsa-
nja: utvrdeni su referentni intervali po dekadama sta-
rosti i to od 0 do 2,5 pg/L za muskarce starosti 40 do
49 godina; 0 do 3,5 pg/L za 50 do 59 godina; 0 do
4,5 ng/L za 60 do 69 godina; i 0 do 6,5 ng/L za 70 do
79 godina starosti. SniZavanjem gornje granice nor-
male omoguceno je cesc¢e otkrivanje karcinoma
prostate kod mladih muskaraca, u kojih ¢e potenci-
jalno izlecenje radikalnom prostatektomijom biti
uspesnije. Drugo poboljsanje postignuto je prime-
nom gustine PSA, koja se dobija deljenjem koncen-
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tracije PSA sa zapreminom prostate koja se odreduje
trensrektralnom ultrasonografijom. Tako pacijenti s
koncentracijom PSA izmedu 4 i 10 pg/L, negativnim
rezultatom digitalnog rektalnog pregleda i poveca-
nom PSA gustinom imaju povecan rizik za karcinom
prostate. Tre¢a moguénost postize se preko PSA
brzine, koja govori o brzini poveéanja PSA s vre-
menom. Nakon uspostavljanja baznog nivoa PSA za
svakog pacinjenta izracunava se brzina rasta PSA.
Kako se PSA razlicito povecava kod zdravih, BPH
pacijenta i karcinoma prostate, to je znacajnost ovog
parametra najveca za karcinom posto kod ovih paci-
jenata PSA najvise raste (viSe od 0,75 ug/L/god).

Procenat slobodnog PSA poboljsava osetljivost i
specificnost pri otkrivanjnu karcinoma prostate,
narocito kod pacijenata u dijagnostickoj »sivoj« zoni
PSA izmedu 4 i 10 pg/L ili 2 ili 20 pg/L. ProPSA
(pPSA) takode poboljsava fPSA u otkrivanju karcino-
ma prostate sa ukupnim PSA u oblasti 2,5 ili 4,0
ng/L. Kompleksirani PSA (cPSA) se pokazao znacaj-
nim u poboljSanju specifi¢cnosti ukupnog PSA pri
otkrivanju karcinoma prostate u multicentricnim kli-
nic¢kim ispitivanjima.

Danas se za odredivanje PSA koriste kako tradi-
cionalna tako i ultrasenzitivnha odredivanja zasnovana
na imunoodredivanju uz primenu razli¢itih obelezi-
vaca (enzim, fluorescencija, hemiluminescencija)
(28). Mora se, medutim, voditi racuna o kalibraciji,
matriksu, reakcionom vremenu, osetljivosti, nepre-
ciznosti itd. Takode se mora znati da antitela reaguju
s razli¢itim PSA epitopima, Sto znaci i s razliCitim mo-
lekularnim oblicima PSA.

Ultrasenzitivna odredivanja PSA omogucavaju
odredivanje 0,01 do 0,001 pg/L, §to je mnogo manje
nego primenom tradicionalnih PSA odredivanja. Naj-
znacajnija primena ovog odredivanja je u otkrivanju
zaostalog karcinoma prostate nakon radikalne pro-
statektomije.

Humani glandularni kalikrein 2 (hK2) i PSA
(humani kalikrein 3) su serin proteaze koje imaju
80% identi¢nost u proteinskoj sekvenci i skoro se
iskljucivo nalaze u prostaticnom epitelu (29). Sli¢no
PSA, koncentracija hK2 je 100 000 puta ve¢a u sem-
inalnoj te¢nosti nego u serumu (30). hK2 ima spo-
sobnost da formira komplekse sa endogenim anti-
proteazama. Znacajan inhibitor je protein-C-inhibitor
(PCI) koji u seminalnoj te¢nosti kao najvedi ligand
kompleksira hK2, dok se u in vitro uslovima hK2
kompleksira sa alfay-antiplazminom, alfay-makroglo-
bulinom, ACT, antitrombinom IlI, C1-inaktivatorom i
plazminogen aktivator inhibitorom-1.

hK2 je znacajan pri imunohistohemijskom otkri-
vanju stupnja karcinoma i metastaza limfnih ¢vorova
(31).

Urokinaza-plazminogen aktivator sistem se
sastoji iz tri glavnhe komponente, urokinaza-pazmino-
gen aktivatora (uPA, 53 kDa serin proteaza), uPA re-

ceptora vezanog za membranu (UPAR) i uPA inhibito-
ra, PAI-1 i PAI-2. uPA se koristi kao prognosticki mar-
ker karcinoma dojke i brojnih drugih karcinoma
(32-35).

uPA se stvara kao prost inaktivni polipeptid, koji
se aktivira cepanjem izmedu lizina 158 i izoleucina
159. Razgradnju katalizuju brojne proteaze, ukljucu-
juci katepsine B i L i hK2. Aktivni oblik uPSA sadrzi
jedan A-lanac, koji reaguje sa svojim receptorom, i
kataliticki aktivnim B-lancom. Zna se za aktivhost uPA
u prevodenju plazminogena u aktivni plazmin, koji
razgraduje komponente ekstracelularnog matriksa
(ECM) i aktivira metaloproteinaze matriksa (MMPs),
koje zatim dalje razgraduju ECM i aktiviraju i oslo-
badaju specificne hormone rasta (fibroblastni hor-
mon rasta, [FGF]2 i transformisu¢i hormon rasta,
[TGF]-?). Aktivhost uPA in vivo kontrolisu dva in-
hibitorna molekula, PAI-1 i PAI-2. Ova dva inhibitora
imaju i druge finkcije u angiogenezi, Celijskoj adheziji
i migraciji i inhibiciji apoptoze.

uPA se koristi kao prognosticki marker za karci-
nom dojke, kao i za druge brojne karcinome (36).

Katepsini su lizozomalne proteaze od kojih je
proucava uloga katepsina B, D i L u razvoju i progre-
su tumora. Sli¢no drugim proteazama, katepsini se
sintetizuju kao visoko molekulski prekurzori koji
podlezu procesu aktivacije. Katepsin B (CB) je tiol-
zavisna proteaza koja se nalazi u lizozomima; aktivira
se katepsinom D (CD) i metaloproteinazama iz matri-
ksa. Aktivirani CB moze aktivirati uPA i specificne
metaloproteinaze. Katepsin L (CL) je po specifi¢nosti
slican katepsinu B, medutim neznatno je aktivan
prema supstratima male molekulske mase. Katepsin
D, slicno CB, je lizozomalna proteinaza koja pripada
aspartim proteazama.

Stvaranje i lokalizacija CB se menja u tumorima
u odnosu na zdravo tkivo. U tkivu tumora vezuje se za
membranu ili se izlucuje. Poja¢ano se stvara u tu-
moru dojke, kolona, pluéa i prostate, zatim u glio-
mima, melanomima i osteoklastomima (37).

Katepsin B je prvobitno odredivan pomoc¢u hro-
mogenih supstrata, dok je danas moguce primeniti
ELISA tehniku za odredivanje CB i CL. Za otkrivanje
CB u tkivu primenjuje se imunohistohemijski postu-
pak.

Matriks metaloproteinaze (MMP) ¢ini familija
od 23 strukturno sli¢nih cink-zavisnih endopeptidaza
koje razgraduju komponente ECM (38). Ve¢ina MMPs
se izulucuje u zimogenom obliku, a aktiviraju se ukla-
njanjem 10kDa amino-terminalnog domena. Nakon
aktiviranja njihovu proteoliti¢ku aktivnost inhibiraju
tkivni inhibitori poznati kao tkivni inhibitori meta-
loproteinaza (TIMPs). MMPs su funkcionalno podelje-
ne u Cetiri podgrupe, koje se zasnivaju na ECM speci-
ficnosti i to kao: kolagenaze, zelatinaze, stromelizini i
membranske MMPs.
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MMPs ostvaruju brojne funkcije ukljucujudi tkiv-
no remodeliranje i zarastanje rana. Medutim, one su
povezane i sa rastom tumora, invazijom i metastaza-
ma (39). Tako npr. MMP-2, MMP-3 i MMP-9 ubrzava-
ju rast adenokarcinoma pluca, ovarija, papilarnog ti-
reoidnog karcioma, endometrijalnog sarkoma itd.

MMPs se najcesce otkrivaju pomodu tzv. zelatin
zimografije, koja je elektroforetska tehnika za identi-
fikaciju proteoliticke aktivnosti enzima koji se razdva-
jaju primenom natrijum dodecil-sulfat poliakrilamid
gel elektroforeze pod neredukuju¢im uslovima. U
tkivima se MMPs otkrivaju imunohistohemijski pri-
menom specifi¢nih antitela, a u serumu i ekstraktima
tkiva primenom imunoodredivanja.

Tumor-prateci tripsin inhibitor (eng. Tumor-
associated trypsin inhibitor, TATI) je 6 kDa tripsin
inhibitor koji je prvi put identifikovan u urinu pacijenta s
karcinom ovarijuma. TATI je identi¢an ranije otkrive-
nom pankreasnom sekretorom tripsin inhibitoru
(PSTI), koji je takode poznat kao Kazal inhibitor. TATI
stvaraju pankreasne acinarne Celije zajedno s tripsino-
genom. lzlucuje se u pankreasni sok gde ¢ini 0,1 do
0,8% ukupnog proteina. Manje ga ima u drugim zdrav-
im tkivima, gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta,
zucne kese, bilijarnog trakta, bubrega, pluca, jetre i
dojke. TATI takode deluje kao reaktant akutne faze i
pojavljuje se pod izrazito inflamatornim uslovima. TATI
sprecava autodigestiju tkiva pod dejstvom tripsinogena
koji izlu¢uju pankreas i druga tkiva (40).

Mada se nivo TATI povecava u pankreatitisu,
teskim ostecenjima i zapaljenjima, on je jos uvek rela-
tivno dobar tumorski marker za razliCite karcinome.
Mada se u veéine karcinoma TATI povecava zbog po-
vecanog stvaranja, ovo povecanje je izazvano i pra-
tecom inflamacijom i destrukcijom tkiva.

Telomeraza se sastoji iz heksanuleotidnih pono-
vaka (TTAGGQ) koji oznacavaju kraj hromozoma i
inhibiraju mehanizam prepravke DNK zajednic¢kim
spajanjem krajeva hromozoma. Telomeraza je nor-
mlano aktivha u embriogenezi, dok se umanjuje u ve-
¢ini somatskih celija pre i odmah nakon rodenja. U
¢elijama tumora povecéana aktivnost telomeraze pred-
stavlja specifican marker transformacije. Aktivnost te-
lomeraze je nadena u vise od 80% karcinoma, gde je
njena aktivnost u korelaciji s progresom i prognozom
tumora (41).

Drugi enzimi

Osim ovih enzima ovde treba pomenuti i neke
druge enzime kao $to su amilaza, lipaza, himotripsin
i alanin-aminopeptidaza kod karcinoma pankreasa,
glukozo-6-fosfat dehidrogenaza, heksokinaza i -glu-
kuronidaza kod karcinoma grli¢a i tela materice, a.-1,4-
glukozidaza i sijalitransferaza kod karcinoma dojke i
arilsulfataza B kod karcinoma debelog creva.

U slucaju nekih tumora na kostima povecava se

alkalna fosfataza koja potice iz kostiju. Zatim kod
¢vrstih tumora povecava se i najveci broj glikolitickih
izoenzima, kao Sto su fosfofruktokinaza, fosfohekso
izomeraza, heksokinaza, aldolaza, glutation-redukta-
za, laktat, malat i izocitrat dehidrogenaza itd. Medu-
tim, primena ovih enzima je veoma ogdrani¢ena s
obzirom da se povecavaju i u slu¢aju metastaza na
jetri (9).

Amilaza se povecava u 8 do 40% pacijenata s
karcinomom pankreasa (43). Medutim, treba imati na
umu da slicne promene ovog enzima u serumu i u
urinu izazivaju i takva oboljenja kao $to su pankreati-
tis, parotitis, intestinalna opstrukcija, renalna insufici-
jencija ili makroamilazemija (u serumu). Do poveca-
vanja aktivnosti amilaze dolazi i usled opstrukcije u
odvodnim kanalima pankreasa i to sekundarno usled
tumora pankreatitisa. Prema tome, promene ovog
enzima odrazavaju sekundarni fenomen i nisu po-
sledica samog rasta tumora. Takode se pokazalo da
merenje amilaze, lipaze i himotripsina u pankreas-
nom soku (sa ili bez stimulacije sa sekretinom i/ili
pankreoziminom), kao i odredivanje amilaze u urinu
ili merenje tripsina i himotripsina u fecesu ne potpo-
maze dijagnostikovanje karcinoma pankreasa, tj.
rano otkrivanje rasta tumora.

Suprotno ¢vrstim tumorima, nespecifi¢cno pove-
¢anje glikolitickih enzima moze da bude od dijag-
nosticke pomoci kod metastatskih karcinoma. Sli¢na
je situacija i sa holestatskim enzimima koji su karak-
teristi¢ni za metastaze jetre. Povecanje alkalne ili kise-
le fosfataze je karakteristicno za metastaze na kosti-
ma.

Metastatske karcinome jetre prati: 1) holestaza,
2) nekroza Celija jetre, 3) smanjenje sinteze enzima, i
4) povremeno povecanje glikolitickih enzima. Kao sto
je poznato markeri holestaze su alkalna fosfataza,
leucin aminopeptidaza, 5’-nukleotidaza i y-glutamil-
transpeptidaza. Markeri nekroze celija su aspartat i
alanin aminotransferaza, kao i mitohondrijalna gluta-
mat dehidrogenaza. Dobar marker za sintetsku funk-
ciju jetre je enzim holinesteraza. Laktat dehidroge-
naza je pogodan marker za grupu glikolitickih enzi-
ma. Shodno izlozenom, metastatski karcinom jetre se
odlikuje karakteristi¢cnim enzimskim profilom u kome
postoji izrazito povedanje holestatskih enzima, ume-
reno povecanje aminotransferaza, veoma cesto pove-
¢anje glutamat dehidrogenaze i umereno smanjenje
aktivnosti holinesteraze (44, 45). Ovaj enzimski profil je
veoma slican onom kod ekstrahepati¢ne zu¢ne opstru-
kcije. Razlika je u tome Sto je kod metastatskih karci-
noma mnogo veca aktivnost gama-glutamil transpep-
tidaze, a ponekad je povecéana i izrazito LDH. Ova dva
tipa oboljenja mogu da se diferenciraju i prema vred-
nosti bilirubina, koji je normalan ili relativno umereno
povisen u slucaju metastatskih karcinoma, a za razliku
od ekstrahepati¢ne Zu¢ne opstrukcije.

Uz ve¢ pomenute enzime preporucuje se i odre-
divanje fosfoheksoizomeraze i karcinoembrionog
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antigena (CEA), ¢ime se povecava broj pozitivnih re-
zultata u slucaju metastaza na jetri, ukljucujudi i
»rano« otkrivanje rasta metastatskog karcinoma (46).

Povecanje alkalne fosfataze i/ili kisele fosfataze
ukazuje na pojavu metastaza na kostima. Alkalna fos-
fataza ukazuje na povecanu aktivnost osteoblasta
(47), kisela fosfataza uglavnom potice iz osteoklasta
(48). To znaci da ¢e povecanje aktivnosti alkalne fos-
fataze ukazivati na osteoblastne metastaze, a kisela
fosfataza na osteoklastne metastaze. Ovo se odnosi i
na primarne tumore na kostima. Mora se medutim,
voditi racuna da se povecana aktivnost alkalne fosfa-
taze javlja pri svakoj stimulaciji osteoblasta i to bilo pri
normalnom ili patoloskom rastu, osteoporozi, osteo-
malaciji, posle fraktura kostiju, kod hiperparatireoidiz-
ma, Pagatovog oboljenja, leukemija, mijeloma, limfo-
ma, kao i drugih oboljenja. S obzirom da se alkalna
fosfataza povecava i u slucaju oboljenja jetre,
holestaza, trudnoce ili gastrointestinalnih oboljenja,
veoma je znacajno istovremeno odredivanje enzima,
leucin aminopeptidaze, 5-nuklotidaze ili y-glutamil-
transpeptidaze.

Sli¢no alkalnoj fosfatazi i kisela fosfataza se
povecava u slucaju hiperparatireoidizma, Pagetovog
oboljenja, osteoporoze, osteogenesis inperfecta,
Albrightovog oboljenja, lipidoza, kao i oboljenja trom-
bocita i eritrocita (48).

Samo se u izuzetnim sluc¢ajevima aktivnosti alkal-
ne i kisele fosfataze povecavaju kao prvi znak klinicki
nepoznatih metastaza na kostima (42).

Odredivanje aktivnosti enzima u malignim eksu-
datima i izlivima ima malog znacaja s obzirom da je
veéina malignih eksudata krvava. Iz ovog razloga do-
lazi do interferencije narocito u slucaju glikolitickih
enzima (laktat i malat dehidrogenaza, heksokinaza i
dr.), koji se nalaze u veoma visokim koncentracijama
u eritrocitima, granulocitima i limfocitima. Prema
tome, povecanje ovih enzima je znacajno samo ako
izlivi nisu hemoragicni. Aktivnosti ovih enzima mogu
da budu povecane i u sluc¢aju ne-hemoragicnih izliva
ako su oni npr. posledica bakterijske ili virusne infek-
cije ili tuberkuloze. Ovo je usled toga Sto ovakvi eksu-
dati sadrZe granulocite ili limfocite koji imaju visok
sadrzaj glikolitickih enzima. Od izvesne pomo¢i moze
da bude analiza izoenzima LDH, s obzirom da hemo-
lizat eritrocita sadrZzi uglavnom izoenzime LDH; i
LDH>. U slucaju eksudata koji su posledica malignog
procesa pri elektroforetskom rastavljanju ¢e se nadi
povecanje tzv. »intermedijerne« hibridne frakcije

LDH,—-LDHy ili povecéanje izoenzima LDHs. Medutim,
ovakav izoenzimski profil se nalazi i u sluc¢aju granu-
locita i limfocita.

Osim izoenzima LDH, treba pomenuti i primer
izoenzima aldolaze, i to tzv. »fetalne« aldolaze A i
aldolaze C, koje se javljaju pri rastu nekih tumora i to
narocito hepatoma i rabdomiosarkoma.

Histaminaza se povecava u oko 70% slucajeva
pacijenata sa metastatskim karcinomom tiroidee
(49), a javlja se i u sluc¢aju nekih drugih karcinoma
(npr. ovarija, bronhija itd.). Osim gore pobrojanih
enzima treba pomenuti i neke druge kao Sto su:
izoenzim V 5’-nukleotid fosfodiesteraze, izoenzim P
diaforaze, cistinaminopeptidaza (oksitocinaza), pla-
centalna protransglutaminaza, 17-3-hidroksisteroid
dehidrogenaza, izoenzim Il transaminaza razgranatih
aminokiselina i onko-fetalni izoenzim gama-glutamil-
transpeptidaze i kancero-karaktreristi¢ni izoenzim
amilaze. Osim ve¢ napred opisanih enzima ovde jos
treba pomenuti glikozil i druge transferaze ugljenih
hidrata, lizozim, fosfohekso-izomerazu i terminalnu
deoksinukleotidil transferazu.

Lizozim (muramidaza se pokazao kao pogodan
enzim za klasifikaciju leukemija. Povedane aktivnosti
ovog enzima su nadene u serumu 45% pacijenata s
akutnom granulocitnom leukemijom, u 77% pacije-
nata s akutnom mijelomonocitnom leukemijom, i u
38% pacijenata s akutnom limfoblastnom leukemi-
jom.

Terminalna deoksinukleotidil transferaza
(TDT) se nalazi u veoma visokim koncentracijama u
normalnom timusu i u T i non-T akutnim limfoblast-
nim leukemijskim dcelijjama. Visoke aktivnosti su
nadene u limfocitima periferne krvi i u kostanoj srzi
kod vedine pacijenata s akutnom limfoblastnom leu-
kemijom.

Iz izlozenog se moze zakljuditi da veliku vrednost
u otkrivanju i pra¢enju malignih oboljenja nemaju oni
enzimi i izoenzimi koji se normalno nalaze u organi-
ma humanog organizma, uprkos cinjenici da se u
tkivu tumora nalaze njihovi karakteristicni enzimski
profil. Mnogo je znacajnije da se enzimi ili izoenzimi
nalaze iskljucivo u tkivu tumora i da ih normalno
nema u zdravim organima. Prema tome, sve buduce
napore treba usmeriti u pravcu otrivanja ovakvih enz-
ima i izoenzima u kom slucaju bi enzimska dijagnos-
tika malignih oboljenja bila mnogo vrednija.

Zahvalnost: Rad je uraden na osnovu Ugovora
br. 145010B finansiranog od MNTR Srbije.
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ENZYMES AS TUMOR MARKERS

Nada Majkié-Singh

Institute of Medical Biochemistry, Clinical Centre of Serbia and Pharmaceutical Faculty,
Belgrade, Serbia and Montenegro

Summary: The classical studies of Warburg more than 80 years ago outlining differences in glycolitic
rates between normal and malignant tissues initiated literally thousands of studies in which attempts were made
to implicate enzymes in the malignant process. These studies led to evaluation of glycolitic as well as other
enzymes in malignant and normal tissues and in blood and other body fluids of patients with cancer. Despite
these many studies, a cancer-specific enzyme has not yet been described. However, enzyme measurements in
tissue, blood and body fluids have a major role in the management of patients with cancer. The purpose of
paper is to review enzymes which have a traditional role in cancer enzymology and those which are still seek-

ing a place in treatment protocols of cancer patients.
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