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Izvle~ek. Lizosomske cisteinske proteinaze,
imenovane tudi cisteinski katepsini, so ubikvitar-
ni proteoliti~ni encimi. Najpomembnej{a skupina
njihovih endogenih zaviralcev tvori naddru`ino
cistatinov, ki jo sestavljajo tri dru`ine: stefini,
cistatini in kininogeni. Vpletenost cisteinskih
katepsinov in cistatinov v proteoliti~ne procese,
ki vodijo v invazijo in zasevanje tumorskih celic,
so potrdili rezultati {tevilnih raziskav in vitro in
in vivo. Na teh spoznanjih temelji predpostav-
ka o njihovi mo`ni vlogi kazalcev za napoved
poteka bolezni in pre`ivetja bolnikov z rakom.
V prispevku so opisane biokemi~ne lastnosti lizo-
somskih cisteinskih proteinaz in njihovih
endogenih zaviralcev, njihova vloga v celici ter
pri rasti in zasevanju malignih tumorjev. Podan
je podroben pregled klini~nih raziskav, ki obrav-
navajo napovedni pomen teh novih biolo{kih
kazalcev pri bolnikih z rakom. Rezultati so spod-
budni, {e posebej v primeru karcinoma dojke,
vendar zaenkrat {e ne dopu{~ajo njihove upo-
rabe v vsakodnevni klini~ni praksi skupaj z `e
uveljavljenimi napovednimi kazalci.
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Abstract. Lysosomal cysteine proteinases, termed
also cysteine cathepsins, are ubiquitous proteoly-
tic enzymes. The most important group of their
endogenous inhibitors belongs to the cystatin
superfamily, which consists of three families: ste-
fins, cystatins and kininogens. The involvement of
cysteine cathepsins and cystatins in proteolytic
processes, leading to invasion and dissemination
of tumor cells, has been confirmed by the results
of several in vitro and in vivo studies. These fin-
dings suggest that they play a role in the prognosis
of the course of the disease and survival of can-
cer patients. The paper describes the biochemical
properties of lysosomal cysteine proteinases and
their endogenous inhibitors, as well as the role they
play in the cell and in malignant tumor growth and
dissemination. Cinical studies evaluating these
new biological prognostic factors in cancer patients
are reviewed. The results are encouraging, par-
ticularly for patients with breast cancer, but they
are not yet conclusive enough to be applied in the
daily clinical practice along with the already estab-
lished prognostic factors.

Uvod

Vedenje malignih tumorjev zna~ilno opredeljujeta zmo`nost invazije tumorskih celic v okol-

na tkiva in tvorba zasevkov na razli~nih mestih v telesu, oddaljenih od primarnega tumorja.

Pri tem tumorske celice prehajajo skozi razli~ne tkivne razdelke, ki sestavljajo organi-

zem. Te med seboj lo~ujeta dve vrsti zunajceli~nega matriksa, bazalne membrane in

intersticijsko vezivno tkivo. Glavne sestavine teh struktur so razli~ni proteini, predvsem

kolagen, adhezivni glikoproteini in proteoglikani (1).
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Razkroj zunajceli~nega matriksa in prehajanje tumorskih celic skozenj sta posledica u~in-

kovanja ve~ vrst razli~nih proteoliti~nih encimov. Tvorijo in izlo~ajo jih tumorske in

normalne celice v svojo okolico ali na povr{ino citoplazemske membrane. Encime, ki

sodelujejo v teh procesih, razvr{~amo glede na kemi~no naravo skupin, odgovornih za

kataliti~no aktivnost, v {tiri razrede. Iste celice, ki tvorijo encime, izdelujejo tudi njihove

zaviralce (tabela 1) (2).

Tabela 1. Razredi proteinaz, njihovi proteinski zaviralci in pH-obmo~je aktivnosti.

Razred Predstavniki pH-obmo~je Proteinski

aktivnosti zaviralci

Serinske elastaza; dejavniki sistema komplementa 7–9 αα2-antiplazmin;

proteinaze (C
1r

, C
1s

, C
3
, C

5
, F

D
); himaza; himotripsin; αα2-makroglobulin;

kalikrein; katepsin G; koagulacijski PAI (I–IV)

faktorji (VII, IX–XII, trombin); plazmin;

tripsin; triptaza; uPA; tPA

Cisteinske ali papainske proteinaze 3–8 cistatini; kininogeni;

tiolne proteinazea (katepsini B, F, H, K,L, O/2, S, U, W); stefini;

kalpaini; klostripaini; streptokokne αα2-makroglobulin

cisteinske proteinaze; virusne

cisteinske proteinaze; apopaini

Aspartatne gastricin; himozin; katepsini (D, E); 2–7 pepstatin

proteinaze pepsin; renin

Metaloproteinaze kolagenaze; motrilizin; 7–9 TIMP (I, II)

stromelizini (1–3); `elatinaze (A, B)

uPA, aktivator plazminogena urokinaznega tipa; tPA, aktivator plazminogena tkivnega tipa;
PAI, zaviralec aktivatorja plazminogena; TIMP, tkivni zaviralec metaloproteinaz.
a Cisteinske proteinaze tvorijo naddru`ino, ki jo sestavlja {est dru`in.

Prisotnost zaviralcev je neobhodna za nadzorovano delovanje encimskih molekul.

Dopolnjuje jo ve~ drugih nadzornih mehanizmov, delujo~ih znotraj in/ali zunaj celice (sli-

ka 1). Le natan~no uravnavanje encimske aktivnosti zagotavlja varnost tkivnih struktur

pred neza`eleno proteoliti~no po{kodbo (2).

Proteoliti~na kaskada

Delovanje posameznih encimov in njihovih zaviralcev je v normalnem tkivu povezano

in usklajeno v proteoliti~ni kaskadi. Ta sodeluje v {tevilnih fiziolo{kih in bolezenskih pro-

cesih: trofoblastnem vsajanju, morfogenezi zarodka, angiogenezi, celjenju ran, patolo{ki

invaziji bakterij in parazitov idr. (2). Njena aktivacija je zapleten proces, ki vklju~uje {te-

vilne interakcije med encimsko neaktivnimi proencimi, aktivnimi proteinazami razli~nih

razredov in njihovimi zaviralci (3).

V tumorskem tkivu je uravnavanje proteoliti~ne kaskade pomanjkljivo ali napa~no.

Vzrok temu je modulacija enega ali ve~ mehanizmov, ki uravnavajo sintezo, transport
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in izlo~anje v njej sodelujo~ih encimov in zaviralcev. To vodi do sprememb v njihovi celi~-

ni porazdelitvi in/ali koncentraciji oz. aktivnosti in do vzpostavitve novih, neobi~ajnih razmerij

med njimi (3).

Klju~no vlogo v verigi proteoliti~nih dogajanj, ki vodijo v invazijo in zasevanje tumorskih

celic, ima serinska proteinaza aktivator plazminogena urokinaznega tipa (uPA). Ta pre-

tvarja proencim plazminogen v fibrinoliti~ni peptid plazmin, ki je zmo`en razgradnje ve~ine

zunajceli~nih proteinov, bodisi neposredno ali posredno preko aktivacije drugih protei-

naz (slika 2) (4). Aktivacija neaktivnega prekurzorja uPA v encimsko aktivni uPA je posledica

proteoliti~nega delovanja lizosomskih cisteinskih proteinaz katepsinov B in L (5, 6). Za

aktivacijo obeh katepsinov je v prvi vrsti odgovorna aspartatna proteinaza katepsin D (7),
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++
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Kontrola encimske aktivacije:

– postranslacijska modifikacija
(fosforilacija glikozilacija)

– vezikalna sekvestracija
– vezava na celi~no membrano
– tvorba proteinaznih kompleksov
– vezava s proteoglikani
– inhibitorji

– pH
– Ca
– ATP
– razgradnja

++

Kontrola encimske aktivnosti:

AKTIVEN ENCIM

mRNA

Slika 1. Mehanizmi, ki sodelujejo pri uravnavanju encimske aktivnosti.

pro-KATEPSIN D

pro-KATEP-
SINA B, L

KATEPSINA B, L

uPApro-uPA

PLAZMINOGEN PLAZMIN

KOLAGENAZE
TIMP
(tip I, II)

pro-KOLAGENAZE

a2 – MAKROGLOBULIN
ANTIPLAZMIN

PAI (tip I-IV)

CISTATIN C
STEFINA A, B

avtoaktivacija

avtoaktivacija

KATEPSIN D

Slika 2. Proteoliti~na kaskada: aktivacija in uravnavanje. uPA – aktivator plazminogena urokinaznega tipa,
PAI – inhibitor aktivatorja plazminogena, TIMP – tkivni inhibitor metaloproteinaz.



ki ji zaradi njene sposobnosti avtoaktivacije v kislem okolju nizkega pH pripisujejo vlo-

go spro`ilca proteoliti~ne kaskade (8). Aktivacija prooblik katepsinov B in L naj bi bila

tudi rezultat njunega avtokataliti~nega procesiranja (9, 10). Oba katepsina, B in L, sta

zmo`na neposredne razgradnje proteinskih gradnikov zunajceli~nega matriksa (11, 12).

Lizosomske cisteinske proteinaze

Lizosomske cisteinske proteinaze, imenovane tudi cisteinski katepsini (ime izhaja iz gr{-

kega izraza kathepsin, ki pomeni »razgraditi«), uvr{~amo v dru`ino papainskih proteinaz.

Mednje pri{tevamo katepsine B, H, L in S ter v zadnjem ~asu odkrite katepsine K, O/2,

F, W in U (13). Kot ubikvitarni lizosomski encimi se nahajajo v vseh celicah organizma

sesalcev, vendar se njihova koncentracija med posameznimi vrstami celic in tkiv razli-

kuje: najvi{ja je v makrofagih oz. v organih, kot so ledvice, vranica in jetra. Vsi imajo na

aktivnem mestu kot esencielno kataliti~no skupino ume{~en cistein. Po svoji kemi~ni sesta-

vi so glikoproteini, ki jih z redkimi izjemami razvr{~amo v skupino endopeptidaz (14).

Sodelujejo v {tevilnih fiziolo{kih procesih:

• pri znotrajceli~nem proteinskem obratu;

• pri posttranslacijskem preoblikovanju nekaterih biolo{ko pomembnih proteinskih pre-

kurzorjev (npr. inzulina in endorfina) in

• pri nastanku razli~nih bolezenskih stanj: mi{i~ne distrofije, artritisa, emfizema, multi-

ple skleroze in raka (14).

Katepsini se sintetizirajo kot proteinski prekurzorji z M
r
30–50 kDa. Po kon~ani glikozi-

laciji in fosforilaciji v Golgijevem aparatu se s posredovanjem receptorjev za manoza-

6-fosfatne ostanke na njihovih molekulah transportirajo v endosomske vezikle (15). V ki-

slem pH-okolju znotraj lizosomov se poleg katepsinov nahaja {e vrsta drugih hidroliti~nih

encimov. Kakovostni in koli~inski odnosi med ujetimi encimi opredeljujejo proteoliti~ni

potencial lizosomskih veziklov (15) in pogojujejo tako razlike med lizosomi celic razli~-

nih tkiv kot tudi celic iste vrste, nahajajo~ih se v razli~nih okoljih (16).

Med najbolj preu~evane lizosomske cisteinske proteinaze pri raku sodijo katepsini B,

H in L. Mesto nahajanja gena za katepsin B pri ~loveku je na kromosomu 8 in za katep-

sin L na kromosomu 9, medtem ko to za katepsin H ni poznano (3, 17). Zrele oblike

katepsinov B, H, in L se v celici nahajajo v obliki eno- in/ali dvoveri`nih molekul z maso,

ki zna{a do nekaj deset kDa, odvisno od vrste organizma oziroma tkiva (3, 14). U~in-

kujejo v kislem okolju s pH 6,0; v obmo~ju nevtralne ali alkalnih vrednosti pH so slabo

aktivni ali neaktivni, odvisno od narave substrata in stopnje zrelosti encima (14). Delu-

jejo na {tevilne proteinske substrate, tudi na sestavine zunajceli~nega matriksa (11, 12,

18). Katepsina B in L sta zmo`na aktivacije prekurzorske oblike uPA (12, 13) in prekur-

zorjev nekaterih kolagenaz (19). Za svojo aktivacijo potrebujejo tiolne reagente in

kelatorje (14). Aktivirajo jih tudi pepsin (14), katepsin D (7, 18) in metaloproteinaze (20)

ali pa je njihova aktivacija posledica avtokataliti~ne aktivnosti (9, 10, 18). Nepovratno

jih inhibirajo tiol vezujo~i reagenti, povratno pa leupeptin in drugi peptidni aldehidi, makro-

globulin α2 ter ~lani naddru`ine cistatinov, to so stefini, cistatini in kininogeni. Izjema je
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katepsin H: v nasprotju s katepsinoma B in L nanj leupeptin nima u~inka ali pa je le-ta

omejen. Od ostalih katepsinov ga lo~i tudi velika afiniteta do konkanavalina A, tempe-

raturna stabilnost in zmo`nost delovanja bodisi kot endo- ali aminopeptidaza (14).

Katepsin L u~inkuje na proteinske substrate do 10-krat hitreje od ostalih katepsinov in

velja za naju~inkovitej{o izmed lizosomskih proteinaz (14). Homolognost aminokislin-

skih zaporedij nakazuje skupno evolucijsko poreklo vseh treh katepsinov oz. ~lanov razreda

cisteinskih proteinaz (5, 17).

Vpletenost katepsinov B, H, in L v proteoliti~ne procese, ki vodijo v invazijo in zaseva-

nje tumorskih celic, so potrdile {tevilne raziskave in vitro in in vivo. Primerjave s celicami

normalnih tkiv so v celicah `ivalskih in ~love{kih tumorjev pokazale:

• povi{ano ekspresijo mRNA za posamezne katepsine;

• razlike v transportu in zorenju katepsinskih molekul in

• spremenjeno (obi~ajno povi{ano) koncentracijo in/ali aktivnost katepsinskih molekul

(3, 8, 11, 12).

Posledici teh razlik naj bi bili pove~ana proteoliti~na zmo`nost in spremenjena celi~na

razporeditev katepsinov. V nasprotju z normalnimi celicami, kjer se molekule katepsi-

nov nahajajo prvenstveno v lizosomih, najdemo v tumorju velik dele` encimskih molekul

na citoplazemski membrani (21, 22) in/ali v proobliki v njeni neposredni bli`ini, zunaj celi-

ce (18, 23). Tu so stabilne tudi v aktivni obliki, zahvaljujo~ okolju z rahlo alkalnim pH in

prisotnosti velikih proteinskih substratov, kot so proteini zunajceli~nega matriksa (18, 24, 25).

Endogeni lizosomski zaviralci cisteinskih proteinaz

Najpomembnej{a skupina endogenih zaviralcev lizosomskih cisteinskih proteinaz pri-

pada superdru`ini cistatinov, ki jo sestavljajo tri dru`ine: stefini, cistatini in kininogeni.

^lani teh dru`in se med seboj razlikujejo po afiniteti in razmerju vezave na molekule katep-

sinov, ki je pri vseh ~vrsta, a reverzibilna in kompetitivna. Trem dru`inam je bila v zadnjem

~asu priklju~ena {e ~etrta, dru`ina nezaviralnih proteinov, ki vklju~uje s histidinom

bogate glikoproteine in glikoproteine α
2
HS (tabela 2) (3, 26).

Tabela 2. Zaviralci lizosomskih cisteinskih proteinaz iz superdru`ine cistatinov pri ~loveku.

Dru`ina Predstavniki Nahajanje M
r
(kDa)

Stefini stefina A in B v celici 11

Cistatini cistatin C zunaj celice 13

Kininogeni HMW-kininogen zunaj celice 88–114

LMW-kininogen 50–68

HMW, visokomolekularni (high molecular weight);
LMW, nizkomolekularni (low molecular weight).
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V nasprotju s kininogeni in cistatini, ki so v prvi vrsti zunajceli~ni zaviralci, najdemo ste-

fine predvsem znotraj celic (3, 26). Ker so ~lani naddru`ine cistatinov vpleteni v mehanizme,

odgovorne za nadzor znotraj- in zunajceli~nega beljakovinskega razkroja, jim pripisu-

jejo vlogo vsestranskih za{~itnikov celic, tj. pred neza`eleno endo- in eksogeno

proteolizo (25).

Poleg navedenih pri{tevamo k endogenim zaviralcem lizosomskih cisteinskih proteinaz

{e druge, strukturno bolj oddaljene ~lane superdru`ine cistatinov: p21 (produkt onkoge-

na c-Ha-ras) (27), p41 (fragment invariantne verige glavnega histokompatibilnostnega

kompleksa) in ekvinatoksin (zaviralec, ki ga najdemo v morski veternici) (13). Pomem-

ben zunajceli~ni zaviralec endopeptidaz vseh {tirih razredov je tudi makroglobulin α
2

(28).

Stefini

V dru`ino stefinov uvr{~amo pri ~loveku stefina A in B, pri glodalcih pa njuna analoga,

stefin α in stefin β (29). Gena za stefina A in B se nahajata na kromosomu 3q (17,30)

in ne vklju~ujeta sekretornih signalnih zaporedij (31). Stefina A in B sta enoveri`ni negli-

kozilirani beljakovini z M
r
okoli 11 kDa (26). Stabilna sta v okolju z nevtralnim ali alkalnim

pH. Obe sta toplotno stabilni in strukturno precej podobni druga drugi (51 % njune struk-

ture je identi~ne), razlikujeta pa se po svojih imunolo{kih zna~ilnostih (26, 32). Stefin

A se nahaja v visokih koncentracijah predvsem v epitelu in nekaterih celicah limfati~-

nega tkiva, kjer naj bi sodeloval v obrambi pred invadirajo~imi bakterijami in paraziti oziroma

njihovimi (tj. zunanjimi) cisteinskimi proteinazami (29, 33, 34). Nasprotno pa je stefin B

med razli~nimi tkivi razporejen sorazmerno enakomerno, zaradi ~esar mu pripisujejo vlo-

go za{~itnika celic pred nenadzorovano aktivnostjo endogenih cisteinskih proteinaz (26,

29, 35). Stefin A zavira delovanje katepsina B mnogo mo~neje kot stefin B in je hkrati

bolj odporen na delovanje katepsina D. Oba stefina u~inkoviteje inhibirata delovanje katep-

sinov L in H kot katepsina B (26, 36).

Rezultati imunohistokemi~nih {tudij ka`ejo, da je v tumorskem tkivu mesto nahajanja

molekul stefinov spremenjeno. Prisotnost stefinov ugotavljajo tako na povr{ini celic kot

tudi v njihovi neposredni okolici, skupaj z molekulami encimov, kar naj bi slu`ilo u~in-

kovitemu nadzoru fokalne proteolize. Pri tem je bila v tkivu razli~nih vrst tumorjev

izmerjena tako zni`ana kot tudi zvi{ana ali celo nespremenjena aktivnost oziroma kon-

centracija zaviralcev kot v okolnem, zdravem tkivu (3). Poleg tega naj bi endogeni zaviralci,

po poreklu iz tumorjev, posedovali druga~ne zaviralne lastnosti kot tisti iz normalnih tkiv (37).

Glede na rezultate opravljenih raziskav se zdi, da je z invazijo in zasevanjem tumorskih

celic izmed vseh ~lanov superdru`ine cistatinov najtesneje povezan stefin A (3).

Cistatini

Cistatini so neglikozilirani enoveri`ni bazi~ni proteini z M
r
13 kDa. Zna~ilno jih oprede-

ljuje prisotnost dveh disulfidnih vezi, name{~enih na C-koncu molekul. Sekven~na

homolognost med cistatini in stefini zna{a kar 30% (26). Dru`ina cistatinov vklju~uje cista-

tina C in S z razli~icami ter cistatin D; najbolj preu~evani zaviralec pri ~loveku je

cistatin C. Gen, ki ga kodira, se nahaja na kromosomu 20 in vklju~uje signalno zapo-

redje, ki daje novonastalemu peptidu lastnosti sekretorne molekule (38). V visokih
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koncentracijah se nahaja v razli~nih tkivih in telesnih teko~inah, {e posebej v semen-

ski teko~ini, cerebrospinalni teko~ini in sinovialni teko~ini (38). Cistatin C je eden izmed

naju~inkovitej{ih zaviralcev lizosomskih cisteinskih proteinaz in njihov fiziolo{ko najpo-

membnej{i zaviralec v zunajceli~nem prostoru (26). Spremenjene koncentracije cistatina C

so bile izmerjene pri razli~nih bolezenskih stanjih, zlasti avtoimune narave (39). Serum-

ska koncentracija cistatina C naj bi bila celo bolj ob~utljiv kazalec zgodnje ledvi~ne okvare

kot serumska koncentracija kreatinina in ponekod ̀ e izpodriva klasi~ne metode za opre-

delitev ledvi~ne funkcije (40).

Kininogeni

Kininogeni so enoveri`ni visokomolekularni plazemski glikoproteini (26). Poznani so tri-

je tipi kininogenov: visokomolekularni ali HMW-kininogen (M
r
88–114kDa), nizkomolekularni

ali LMW-kininogen (M
r
50–68kDa) in podganji T-kininogen (M

r
68kDa) (41). Humana HMW-

in LMW-kininogena sta produkta istega gena, ki se nahaja na kromosomu 3q (17). Serin-

ska proteinaza kalikrein pretvarja zrelo enoveri`no molekulo v dvoveri`no, z lahko in te`ko

verigo, pri ~emer se spro{~a kinin. Te`ki verigi obeh kininogenov sta identi~ni, medtem

ko je lahka veriga HMW-kininogena znatno ve~ja kot pri LMW-kininogenu. Obe verigi sta

med seboj povezani z disulfidno vezjo. Tako HMW- kot LMW-kininogen sta prisotna v mono-

in oligomerni obliki. Zaviralna aktivnost kininogenov je stabilna v obmo~ju nevtralne in

bazi~nih pH vrednosti ter labilna pri pH, ni`jem od 4,0 (26, 41). Kininogeni so u~inkoviti

zunajceli~ni zaviralci katepsina L ter {ibkej{i zaviralci katepsina H in {e posebej katep-

sina B (42). @e dolgo so poznani kot prekursorji vazoaktivnih kininov; aktivno sodelujejo

tudi v kaskadni reakciji strjevanja krvi in vnetni reakciji (41).

Klini~ni pomen lizosomskih cisteinskih proteinaz in njihovih endogenih
zaviralcev

V nasprotju z vlogo cisteinskih katepsinov in cistatinov na molekularni in celi~ni ravni je

njihov klini~ni pomen kot kazalcev za napoved pre`ivetja bolnikov z rakom manj dog-

nan. Izvedena je bila vrsta klini~nih raziskav, v katerih so posku{ali ovrednotiti njihovo

napovedno vlogo (tabela 3). Kljub spodbudnim obetom se do sedaj {e nobeden izmed

katepsinov ali njihovih zaviralcev ni izkazal za prognosti~no tako zanesljivega, da bi lah-

ko odlo~ilno vplival na izbor vrste in/ali stopnje agresivnosti zdravljenja, in to pri nobeni

vrsti raka.

Karcinom dojke

Prva klini~na raziskava, ki je poskusila ovrednotiti napovedni pomen lizosomskih cistein-

skih proteinaz in njihovih endogenih zaviralcev pri raku, je bila izvedena v Ljubljani

leta 1992. Lahova in sodelavci so pomerili aktivnost katepsinov B in L ter celokupno aktiv-

nost njihovih zaviralcev v tumorskem tkivu 50 bolnic s karcinomom dojke. Z dol`ino

pre`ivetja bolnic je statisti~no zna~ilno (obratno) korelirala le aktivnost katepsina L in

ne tudi katepsina B ali zaviralcev (43). Ista skupina avtorjev je v drugi, podobni {tudiji

kot najbolj zanesljivega znanilca kraj{ega pre`ivetja bolnic spoznala tri- in ve~kratno
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zni`anje tumorske koncentracije stefina A glede na vrednost, izmerjeno v okolnem, zdra-

vem tkivu dojke. Temu sta sledili povi{ana aktivnost in povi{ana koncentracija katepsina B

ter – statisti~no mejno zna~ilno – tudi katepsina L (44). Obratno soodvisnost med dol-

`ino pre`ivetja in tkivno koncentracijo katepsina L so zabele`ili Thomssen in sodelavci.

V raziskavi, ki je zajela 167 bolnic, se je napovedna mo~ katepsina L izkazala za pri-

merljivo napovedni mo~i stanja pazdu{nih bezgavk in stopnje diferenciacije tumorskih

celic, ki spadata med najpomembnej{e napovedne kazalce pri tej vrsti raka (45). Isti avtor-

ji so nedavno poro~ali, da katepsin L v kombinaciji z zaviralcem aktivatorja plazminogena
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Tabela 3. Napovedni pomen lizosomskih cisteinskih proteinaz in njihovih endogenih zaviralcev pri raku.

Vrsta raka Avtor (Ref.) Vzorec [tevilo Encim/ Analiza Napovedna

bolnikov zaviralec vrednost

Karcinom dojke Lah in sod., 1992 (43) tkivo 45 KB, KL, ICP EA ↑↑ KL

Budihna in sod., 1995 (48) tkivo 62 KB ELISA ↓↓ KB

Thomssen in sod., 1995 (45) tkivo 167 KB, KL ELISA ↑↑ KB, ↑↑ KL

Lah in sod., 1997 (44) tkivo 60 KB, KL, SA ELISA ↑↑ KB, ↓↓ SA

tkivo 60 KB, KL IHK ↑↑ KB

Foekens in sod., 1998 (47) tkivo 1500 KB, KL ELISA ↑↑ KB, ↑↑KL

Kuopio in sod., 1998 (49) tkivo 384 SA IHK ↑↑ SA

Thomssen in sod., 1998 (46) tkivo 103 KL ELISA ↑↑ KL

Krcinom plju~ Ebert in sod., 1994 (50) tkivo 65 KB EA ↑↑ KB

Inoue in sod., 1994 (54) tkivo 142 KB IHK ↑↑ KB

Knoch in sod., 1994 (51) tkivo 69 KB, ICP EA ↑↑ KB, ↓↓ ICP

Sukoh in sod., 1994 (55) tkivo 108 KB IHK ↑↑ KB

Ebert in sod., 1997 (56) tkivo 51 ICP EA ↓↓ ICP

tkivo 50 SA, SB, CC ELISA ↓↓ SB

Werle in sod., 1997 (52) tkivo 33 KB EA ↑↑ KB

Werle in sod., 1997 (53) tkivo 55 KB, KL EA

tkivo 28 KB, KL ELISA ↑↑ KL

Karcinomi glave in Russo in sod., 1995 (60) tkivo 68 KB, KL EA ↑↑ KB

vratu Budihna in sod., 1996 (57) tkivo 41 KB, KH, KL, SA, SB ELISA ↑↑ KL, ↓↓ SA, ↓↓ SB

[mid in sod., 1997 (58) tkivo 22 KB, SA, SB ELISA ↓↓ SA, ↓↓ SB

Strojan, 1998 (59) tkivo 49 KB, KL, SA, SB, CC ELISA ↓↓ SA, ↓↓ SB, ↓↓ CC

Karcinom debelega Campo in sod., 1994 (61) tkivo 69 KB IHK ↑↑ KB

~revesa in danke Kos in sod., 1998 (62) serum 325 KB ELISA ↑↑ KB

Karcinom `elodca Plebani in sod., 1995 (63) tkivo 25 KB, KL ELISA ↑↑ KB

Maligni melanom Kos in sod., 1997 (64) serum 43 KB, KH, KL, SA, CC ELISA ↑↑ KB, ↑↑ KH

Tumorji C@S Strojnik in sod., 1999 (65) tkivo 100 KB, SA IHK ↑↑ KB

C@S, centralni `iv~ni sistem; KB, katepsin B; KH, katepsin H; KL, katepsin L; SA, stefin A; SB, stefin B; CC, cistatin C;
ICP CP, zaviralci cisteinskih proteinaz; EA, encimska aktivnost; ELISA, encimsko-imunski test; IHK, imunohistokemija;
↑, soodvisnost med visoko aktivnostjo/koncentracijo encima oz. zaviralca in slab{im pre`ivetjem bolnikov;
↓, soodvisnost med nizko aktivnostjo/koncentracijo encima oz. zaviralca in slab{im pre`ivetjem bolnikov.



tipa 1 omogo~a v skupini bolnic z neprizadetimi pazdu{nimi bezgavkami zanesljivo raz-

poznavo posameznic z izjemno dobrimi izgledi za pre`ivtje. Te naj ne bi potrebovale

sistemskega adjuvantnega zdravljenja (46). Tudi doslej najobse`nej{a raziskava napo-

vedne vloge katepsinov nasploh, v katero je bilo vklju~eno kar 1500 bolnic s karcinomom

dojke, potrjuje, da sta povi{ani tkivni koncentraciji katepsinov B in L zanesljiva znanil-

ca kraj{ega pre`ivetja bolnic. Kombiniranje obeh njuno napovedno mo~ {e dodatno

okrepi (47). Nasprotno pa so Budihna in sodelavci kraj{e pre`ivetje zabele`ili v skupi-

ni bolnic z nizko tkivno koncentracijo katepsina B. To je zaenkrat edina raziskava, ki zvi{ano

koncentracijo katepsinov v tumorskem tkivu povezuje z bolj{imi izgledi za pre`ivetje (48).

Na mo`en napovedni pomen cistatinov pri karcinomu dojke ka`e poleg `e omenjene

raziskave Lahove in sodelavcev (44) tudi nedavno objavljena {tudija Kuopioa in sodelav-

cev. V njej so avtorji imunohistokemi~no dolo~ali stopnjo ekspresije stefina A v parafinskih

vzorcih tumorjev 440 bolnic. Bolnice s stefin A-negativnimi tumorji so `ivele statisti~no

pomembno dlje kot bolnice s stefin A-pozitivnimi tumorji (49).

Karcinom plju~

Prvo poro~ilo o mo`ni napovedni vlogi cisteinskih katepsinov pri karcinomu plju~ je bila

raziskava Eberta in sodelavcev leta 1994, ki je zajela 65 bolnikov. Kraj{e pre`ivetje so

avtorji zabele`ili v skupini z aktivnostjo katepsina B v tumorskem tkivu iznad izbrane raz-

mejitvene vrednosti (50). Tej podobna je raziskava Knocha in sodelavcev, v kateri so

poleg aktivnosti katepsina B kot prognosti~no pomembno spoznali tudi razmerje aktiv-

nosti med katepsinom B in zaviralci cisteinskih proteinaz (51). O obratni soodvisnosti

med dol`ino pre`ivetja in aktivnostjo katepsina B so poro~ali tudi Werle in sodelavci, ven-

dar le pri histolo{ki podvrsti plo{~atoceli~nega karcinoma in dele`u katepsina B,

aktivnemu pri pH 7,5 (52). Nasprotno pa rezultati druge podobne raziskave iste skupi-

ne avtorjev iz istega ~asovnega obdobja zanikajo napovedno vredost tako aktivnosti kot

koncentracije katepsina B (53). Pomembna pomanjkljivost obeh omenjenih raziskav je

majhno {tevilo vanje vklju~enih bolnikov, tj. 33 oziroma 28 (52, 53). Istosmiselni so tudi

rezultati obeh do sedaj objavljenih imunohistokemi~nih {tudij. V obeh je bilo kraj{e pre-

`ivetje bolnikov povezano s povi{ano ekspresijo katepsina B; v vsako je bilo vklju~enih

ve~ kot 100 bolnikov (54, 55). Mo`ni napovedni pomen zaviralcev cisteinskih proteinaz

so preu~evali Ebert in sodelavci. Pomembni za napoved pre`ivetja bolnikov sta se izka-

zali le tkivna koncentracija stefina B in celokupna aktivnost zaviralcev v tumorskem tkivu;

obe sta pozitivno korelirali z dol`ino pre`ivetja (56).

Karcinomi glave in vratu

Na Onkolo{kem in{titutu in Univerzitetni kliniki za otorinolaringologijo in cervikofacialno

kirurgijo v Ljubljani smo leta 1992 zastavili obse`no raziskavo z namenom oceniti mo`-

no napovedno vrednost tkivnih koncentracij katepsinov B, H in L ter zaviralcev stefinov

A in B ter cistatina C pri bolnikih s karcinomi glave in vratu. Raziskava je potekala v dveh

delih: v prvem (obdobje med 1992–1993, skupina 1) je bilo vanjo vklju~enih 45 bolnikov

(opazovanih 41 bolnikov) in v drugem (obdobje med 1995–1996, skupina 2) 60 bolnikov
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(opazovanih 49 bolnikov). Po srednji dobi opazovanja dveh let smo v skupini 1 statisti~-

no zna~ilno bolj{e pre`ivetje zabele`ili pri bolnikih s tumorsko koncentracijo stefinov A in

B, ki je bila vi{ja od izbrane razmejitvene koncentracije, oziroma pri bolnikih z ni`jo kon-

centracijo katepsina L od izbrane razmejitvene koncentracije (57). Te rezultate, izjema

je katepsin L, so potrdili tudi rezultati analize, ki je zajela podskupino 22 bolnikov s kar-

cinomom grla (58), in rezultati analize pre`ivetja v skupini 2 (59). Na{im opa`anjem

nasprotujejo rezultati italijanske raziskave, v kateri so avtorji dolo~ali aktivnost katepsi-

nov B in L v tumorskem tkivu 68 bolnikov s karcinomom grla. V tej skupini bolnikov je

bilo z bolj{imi izgledi za pre`ivetje povezano le razmerje aktivnosti katepsina B med tumor-

skim in normalnim tkivom iznad ena, ne pa tudi katepsina L (60).

Drugi raki

Pri drugih vrstah raka napovedni pomen lizosomskih cisteinskih proteinaz in njihovih endo-

genih zaviralcev {e ni bil preu~evan ali pa je bil preu~evan v manj{em obsegu.

Campo in sodelavci so v skupini 69 bolnikov s karcinomom debelega ~revesa in dan-

ke zabele`ili obratno soodvisnost med imunohistokemi~no dolo~eno stopnjo ekspresije

katepsina B in dol`ino pre`ivetja (61). Podobno ugotavljajo Kos in sodelavci, ki so meri-

li serumsko koncentracijo katepsina B pri 325 bolnikih z isto vrsto raka (62), in Plebani

in sodelavci pri bolnikih s karcinomom `elodca. Slednji so dolo~ali tudi tkivno koncen-

tracijo katepsina L, ki pa ni korelirala s pre`ivetjem. Pomembna pomanjkljivost te

raziskave je majhno {tevilo vanjo vklju~enih bolnikov, samo 25 (63).

V Ljubljani so bile napravljene tudi prve raziskave pri bolnikih z melanomom (64) in tumor-

ji centralnega ̀ iv~nega sistema (65). Dalj{e pre`ivetje 43 bolnikov s sistemsko raz{irjeno

obliko ko`nega melanoma je bilo povezano z nizko serumsko koncentracijo katepsinov

B in H, tj. ni`jo od izbrane razmejitvene koncentracije. Serumske koncentracije katep-

sina L, stefina A in cistatina C se niso izkazale kot prognosti~no pomembne (64). Podobno

so bolniki s katepsin B-pozitivnimi tumorji centralnega `iv~nega sistema `iveli statisti~-

no zna~ilno dlje kot bolniki s katepsin B-negativnimi tumorji. Tudi v tej raziskavi stopnja

ekspresije stefina A ni korelirala s pre`ivetjem bolnikov (65).

Zaklju~ek

Vpletenost lizosomskih cisteinskih proteinaz in njihovih endogenih zaviralcev v proce-

se, ki prispevajo k invazivni rasti in zasevanju malignih tumorjev, potrjujejo rezultati {tevilnih

raziskavah in vitro in in vivo. Ugotovljena je bila tudi povezanost med vsebnostjo posa-

meznih encimov in zaviralcev v tumorskem tkivu in/ali serumu in pre`ivetjem bolnikov

z razli~nimi vrstami raka. Rezultati so spodbudni, {e posebej v primeru karcinoma doj-

ke, vendar zaenkrat {e ne dovoljujejo uporabe teh novih biolo{kih kazalcev v vsakodnevni

klini~ni praksi. V bodo~e bo treba v raziskave vklju~iti ve~je {tevilo bolnikov in standar-

dizirati postopke za dolo~anje vsebnosti posameznih encimov oz. zaviralcev v biolo{kih

vzorcih. Le tako bodo rezultati tudi verodostojni in primerljivi.
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