Nowotwory i ich diagnostyka.

Wyktad 8

Dr Agnieszka Jazwa
agnieszka.jazwa@uj.edu.pl

=) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY

aculty of Binchemistry, Biophysics and Biotechnoloay



Gtéwne przyczyny zgonoéw w EU

DEPA

i 25 5D 5 oD 25
- - !
|=chasmic heartdissa=ss
Carzbrovssculardissasss
Malignant neop Bsms of the lanynz, raches, bronchus and lung
0 0 20 a0 40
Accidenz

Chronic lower respirstoryd Esases
Preumonis

Chronic liver dissass

Malignant neo plasm of colon
Cizbetes mellites

Malignant neopls=m o fbreast
Int=ntonal seli-harm

Msalignant n=oplzsm of panoreas
Malignant neoplssm of stomach
Dizeases of kdneyand weisr
Alcoholic sbuss

AIDS (HIV)

Crug dependence

mMale
Female

(1) Provisicnal, the figwe is rarked on the average of male and female;
note the difference in the s caks employed between the twe parts of the figure.

S ouce: Eurostat (online data code: hith oo asck) Causes of death - standardised death rate, EU-

27,2010 (1) (per 100 000 inhabitants)

TMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY http://epp.eurostat.ec.europa.eu

Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology



Nowotwor

» Nowotwar (tac. neoplasma, gr. neoplasia) — jest nieprawidtowg tkankg, ktdra rozrasta
sie w nadmiarze i w sposob nieskoordynowany z tkankami prawidtowymi.

» Nadmierna proliferacja utrzymuje sie pomimo wyeliminowania czynnika, ktéry jg
wywoftat, a nowo powstate komérki nowotworowe nie réznicujg sie w tkankowo-
specyficzne komorki.

» Utrata kontroli nad podziatami jest zwigzana z mutacjami gendw kodujacych biatka
uczestniczgce w cyklu komdrkowym: protoonkogendw i gendw supresorowych. Mutacje
te powodujg, ze komadrka wcale lub niewtasciwie reaguje na sygnaty organizmu.

» Dziedzing medycyny zajmujgcg sie rozpoznawaniem
i leczeniem choréb nowotworowych jest onkologia
(gr. onkos — guz).
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Nowotwor

</ l

tagodny

ztosliwy

\

miejscowo-ztosliwy

- utworzony z tkanek
zroznicowanych i dojrzatych, o
budowie mato odbiegajacej od
obrazu prawidtowych tkanek

- dobrze ograniczony, czesto
otorbiony, rosnie wolno,
rozprezajgco (uciskajac
sgsiadujgce tkanki)

- nie daje przerzutdéw, a po
nalezytym jego usunieciu nie
powstaje wznowa (ponowny
rozrost nowotworu w tym
samym miejscu) - jest
catkowicie wyleczalny

- przyktady: gruczolak,
brodawczak, torbielak,
widkniak, ttuszczak, miesniak,
naczyniak, potworniak dojrzaty)

- utworzony z komérek o niskim
zréznicowaniu (niedojrzatych), o budowie
znacznie odbiegajgcej od obrazu
prawidtowych tkanek

- charakteryzuje sie szybkim wzrostem,
atypia i brakiem torebki

- rozprzestrzenia sie poprzez naciekanie
(wrastanie miedzy komorki) pobliskich
tkanek, co uposledza ich funkcje

- naciekajgc naczynia limfatyczne i
krwionosne, przedostaje sie do ich
Swiatta, a wraz z krwig lub chtonka
dociera w odlegte miejsce organizmu,
gdzie daje poczatek nowemu guzowi -
przerzut.

- przyktady: miesak, potworniak
niedojrzaty, rak (nowotwdr wywodzacy
sie z tkanki nabtonkowej), chtoniak,
biataczka, glejak.
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-zasadniczo nie daja
przerzutdw, ale daja
nawroty po zabiegach

operacyjnych

przyktady: rak
podstawnokomorkowy
skory, wiekszos¢ glejakow
ztosliwych mézgu, guz
mieszany slinianek,
widkniaki powieziowe,
potworniaki dojrzate,
szkliwiak zuchwy
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Etapy rozwoju nowotworu

<

Cancer Tends to Involve Multiple Mutations

Benign tumor cells Malignant cells invade

grow only locally and neighboring tissues, enter
cannot spread by blood vessels, and

invasion or metastasis metastasize to different sites

Time

Mutation Cells Mutations Proto-oncogenes More mutations,
inactivates proliferate inactivate mutate to more genetic
suppressor DNA repair oncogenes instability,
gene genes metastatic

disease NIATK (, w
ISihiiE
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Czynniki rakotworcze (karcynogeny)

czynniki, ktore wywotujgc mutacje w materiale genetycznym, przyczyniajg sie do rozwoju

— |

fizyczne

choroby nowotworowe;j

chemiczne

T

biologiczne

Promieniowanie jonizujgce
Promieniowanie UV

arsen (- rak watroby i oskrzeli),
azbest (= rak oskrzeli i
Srédbtoniak),

aminy aromatyczne (- rak
pecherza),

benzen (- biataczki),

nikiel (- rak oskrzeli i zatok
przynosowych),

chlorek winylu (- rak
watrobowokomaorkowy),
alkohol (= rak jamy ustnej,
przetyku i krtani),

aflatoksyna — wytwarzana przez
plesn z rodzaju Aspergillus

HHV-8 — herpeswirus 8 — miesak
Kaposiego

HPV — Ludzki wirus brodawczaka
— rak szyjki macicy, rak sromu,
rak pracia

HBV, HCV — Wirus zapalenia
watroby typu B i C —rak
watrobowokomorkowy

EBV — Wirus Epsteina-Barr —
ziarnica ztosliwa
(prawdopodobnie), rak jamy
nosowo-gardfowej, chfoniak
Burkitta, niektore rzadkie
postacie chtoniakdow
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2)

3)

4)

5)

6)

Diagnostyka nowotworow

Diagnostyka histopatologiczna wycinka pobranego z guza — metoda podstawowa —
pozwala okresli¢ czy badana zmiana jest nowotworem, czy jest to nowotwor tagodny, czy
ztosliwy, naciekajacy, czy nienaciekajacy, typ i stopien ztosliwosci nowotworu — rutynowe
barwienie hematoksyling i eozyng (H&E)

Badanie cytologiczne — rozpoznawanie nowotwordéw na podstawie pojedynczych
komodrek (cytodiagnostyka ztuszczeniowa lub aspiracyjna — biopsja aspiracyjna
cienkoigtowa)

Immunohisto- oraz immunocytochemia — badanie materiatu histologicznego i
cytologicznego poprzez wykrywanie antygenéw komorkowych

Metody morfometryczne — cytometria przeptywowa — ustalenie typu biataczki lub
chtoniaka, ocena klonalnosci rozrostow w weztach chtonnych

Metody cytogenetyczne i molekularne — badanie zmian w garniturze chromosomalnym —
wykrywanie dziedzicznych predyspozycji do rozwoju nowotwordw ztosliwych, wykrywanie
nielicznych komérek nowotworowych po leczeniu, ocena rokowania

Biomarkery nowotworowe — wykrywane metodami biochemicznymi w surowicy krwi i
innych ptynach ustrojowych
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Cytodiagnostyka

Badania cytologii aspiracyjnej

Ultrasound

Needle

" Fluid filled
lumps

Ultrasound
probe
O Rak szyjki macicy
© MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED. D Rak pi'uc
oy O Rak pecherza moczowego
U Rak sutka U Diagnostyka ptynéw z
U Rak tarczycy nowotworowo nacieczonych
O Rak ptuc : : - - :
surowiczych jam ciata (jama optucne;j,
O Przerzuty nowotworowe do osierdzia i otrzewnej)

weztdéw chtonnych i watroby
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Rozpoznanie choroby nowotworowej — ogdlne zasady

N
Wykrycie nowotworu
- objawy
» badania laboratoryjne
- badania obrazowe
< 4

e N

4 Y
[ Biopsja / zabieg chirurgiczny J Ocena zaawansowania klinicznego
- badanie fizykalne
‘ - badania laboratoryjne
N badania obrazowe

(Badanie cytologiczne)
Badanie histopatologiczne

g . N
% Rozpoznanie
- typ nowotworu

- stopien zroznicowania (grade)

L stopien zaawansowania (stage)

./‘
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b
m Klasyfikacja histopatologiczna i kliniczna nowotworow

Badanie histopatologiczne

* typ nowotworu (tkanka macierzysta)
* stopien zroznicowania (grade)

0 GO tagodny

I G1 dobrze zréoznicowany
| G2 miernie zroznicowany
1l G3 stabo zroznicowany
1Y G4 anaplastyczny

Badanie kliniczne

* stopien zaawansowania (stage)
I najwczesniejsza faza rozwoju (75-100% leczonych chorych przezywa 5 lat)
Il poczatkowa faza rozwoju (50-75% leczonych chorych przezywa 5 lat)
Il nowotwor zaawansowany (25-50% leczonych chorych przezywa 5 lat)

% nowotwory bardzo zaawansowane, o ztym rokowaniu (do 25% leczonych chorych
przezywa 5 lat)

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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&]Stopnie Zaawansowania i zréznicowania raka jelita grubego

rozprzestrzenianie si
do innych organéw

zdrowa

wezet :
naczynia

Okreznica
wstepujaca

vimed.pl

A A
yoreczek
robaczkowy

' -v ‘.7 N s ¢ ,\
Gruczolakorsk odbytnicy, I (wysoki)
stopien dojrzatosci stopier) dojrzstodci
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b
5 Zaburzenia genetyczne w raku jelita grubego

PRAWIDLOWA NADMIERNA GRUCZOLAK RAK POWSTAWANIE
BLONA PROLIFERACIA JELITA JELITA PRZERZUTOW
SLUZOWA NABLONKA GRUBEGO GRUBEGO ODLEGLYCH
nieprawidlowosci genow inaktywacja
APC, hMSH2, hMLH1 genow
(zespoly wrodzone) APC, hMSH2,
hMLH]1

inaktywacja alleli 5q21

zaburzenia metylacji DNA
mutacja punktowa genu K-ras

delecja genu DCC
inaktywacja/delecja genu
1 7p/mutacja p53

>
. inaktywacja 18q
K-ras i c-myc — onkogeny >
APC, MCC, DCC oraz p53 - geny supresorowe dalsza a?\'unmlac_la zaburzen
chromosomalnych
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Markery nowotworowe

» substancje wydzielane przez nowotwoér lub przez tkanki otaczajgce w odpowiedzi na
nowotwor, a ich zwiekszone stezenie w ptynach ustrojowych moze swiadczy¢ o istnieniu
choroby nowotworowej
O antygeny swoiste dla nowotworu / neoantygeny
O antygeny towarzyszgce nowotworom
- ptodowo-zarodkowe (np. AFP) i tozyskowe (np. hCG)
- antygeny weglowodanowe (np. CA 125, CA 15-3)
- antygeny grupowe krwi (np. CA 19-9)
- fragmenty cytokeratyny (np. CYFRA 21-1)
d (izo)enzymy (np. PSA)
O hormony produkowane eutopowo i ektopowo
1 nieswoiste markery (cytokiny i receptory, biatka ostrej fazy)
O geny / mutacje genetyczne (np. BCR/ABL, HER-2/neu)

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
ulty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology
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Zastosowanie markerow nowotworowych

» We wczesnych stadiach choroby poziom wiekszosci markeréw nowotworowych jest
podwyzszony tylko w matym procencie przypadkow.

» Natomiast w zaawansowanych, oczywistych klinicznie, stadiach choroby
nowotworowej, uzycie markera nie ma wiekszego znaczenia.

4

Markery nowotworowe maja tylko wartos¢ dodatkowej informacji i nie moga by¢
podstawg ustalenia rozpoznania choroby nhowotworowej.

1) badania przesiewowe w kierunku nowotwordw

2) wykrywanie / rozpoznanie nowotworu u pacjenta z podejrzeniem choroby
nowotworowej

3) ocena stopnia zaawansowania nowotworu i rokowania

4) przewidywanie odpowiedzi na leczenie

5) kontrola skutecznosci leczenia przeciwnowotworowego

6) badania kontrolne po leczeniu w celu wykrycia wznowy choroby

7) lokalizacja nowotworu (medycyna nuklearna) i celowana radioterapia

"FF§:"" DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY

Dumnicka P, Propedeutyka diagnostyki klinicznej, 2010/2011

Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology



\> %

@ Badania przesiewowe w kierunku choréb nowotworowych

p—

» znane markery nowotworowe sg zbyt mato czute i swoiste, aby mogty stuzy¢ do
wykrywania nowotworéw w ramach populacyjnych badan przesiewowych - dodatnia
wartosc predykcyjna badania przesiewowego do wykrywania nowotworu powinna wynosic
przynajmniej 20-30%, przy uwzglednieniu czestosci wystepowania danego nowotworu w
populacji (zachorowalnos¢ rzedu kilkadziesigt-kilkaset/100 000)

» markery nowotworowe sg wykorzystywane razem z innymi metodami diagnostycznymi w
wybranych populacjach o zwiekszonym ryzyku zachorowania na okreslone nowotwory

- PSA + badanie per rectum — rak stercza w populacji mezczyzn miedzy 45 (50) a 70 r.z.
- CA 125 + USG —rak jajnika w populacji kobiet o zwiekszonym ryzyku zachorowania
(przypadki raka jajnika wsrod bliskich krewnych)

- BhCG — nowotwory kosméwkowe u kobiet po usunieciu zasniadu groniastego

- CEA + obecnosc¢ krwi w kale — rak jelita grubego u osdb ze zwiekszonym ryzykiem
zachorowania

- AFP — rak z komorek watrobowych w okreslonych populacjach o duzej czestosci
wystepowania tego nowotworu (Chiny, Tajwan, Japonia, Alaska)

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology
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@ Wykrywanie / rozpoznawanie choréb nowotworowych

S

» do pewnego rozpoznania nowotworu konieczne jest badanie histopatologiczne

» wybrane markery mogg pomadc w ustaleniu rozpoznania u osoby z objawami
sugerujgacymi chorobe nowotworowag:

O CA 125 = rak jajnika

O PSA, PAP = rak gruczotu krokowego

1 CEA - rak jelita grubego

1 AFP - pierwotny rak watroby

1 kalcytonina - rak rdzeniasty tarczycy

O BhCG i AFP = nowotwory zarodkowe

> dodatni wynik markera nie potwierdza rozpoznania nowotworu, ujemny wynik nie
wyklucza nowotworu — znane markery sg zbyt mato czute i swoiste

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology
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%¢] Ocena stopnia zawansowania choroby i rokowania

%,

» opisano istotne statystycznie korelacje miedzy poziomem niektérych markerdw a
stopniem zaawansowania choroby nowotworowej w grupach chorych z pewnymi rodzajami
nowotworéw (np. PSA w raku stercza)

» pojedynczy wynik u pojedynczego chorego ma ograniczone znaczenie: bezwzgledne
stezenia markerow w réznych stopniach zaawansowania choroby naktadajg sie (PSA rzedu
20-30 ng/ml moze wystgpi¢ w I-IV stopniu zaawansowania raka stercza)

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY : : e .
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Kontrola skutecznosci leczenia i kontrola po zakonczeniu

leczenia (wykrywanie wznowy / rozsiewu choroby)

» najczestsze zastosowania markeréw nowotworowych

» poziom wiekszosci markerdw zmienia sie proporcjonalnie do masy nowotworu: spada po
skutecznej interwencji terapeutycznej, wzrasta wraz z rozsiewem nowotworu

» w wielu przypadkach mamy do czynienia z poczgtkowym ,,paradoksalnym” wzrostem: np.
po podaniu chemioterapii poziom markera poczgtkowo rosnie, a potem dopiero spada
(marker uwalniany z komorek nowotworu ulegajgcych martwicy)

» W ocenie nalezy uwzgledni¢ okres péttrwania markera np. we krwi

100
A — czesciowa remisja, nastepnie

rozsiew choroby

B — catkowita remisja, nastepnie
przerzuty

50 - C — catkowita remisja, nastepnie
wznowa miejscowa

D — catkowita remisja, bez wznowy

poziom markera (% wyjsciowego)
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Enzymy jako markery nowotworowe

ALP - fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase)

e izoenzymy: watrobowy, kostny (BALP) i tozyskowy (PLAP, izoenzym Regana)

e wysoka aktywnosé w przerzutach do watroby lub kosci

e pierwotny rak watroby

e PLAP: rak jajnika, ptuc, p. pokarmowego, nowotwory trofoblastu, nasieniaki, choroba
Hodgkina

LDH - dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

e uwalniana w wyniku rozpadu komérek

e nowotwory hematologiczne (chtoniaki, ostre biataczki), guzy lite (watroby, sutka, p.
pokarmowego, ptuc, jadra)

e aktywnosc koreluje z masg guza

uPA, PAI-1 — enzymy uktadu fibrynolizy (ang. urokinse plasminogen activator;
plasminogen activator inhibitor-1)

e podwyzszony poziom u-PA i PAI-1 wigze sie ze ztym rokowaniem u pacjentek z rakiem sutka
e podwyzszony poziom uPA lub PAI-1 u pacjentek z rakiem sutka moze by¢ wskazaniem do
podania chemioterapii po leczeniu chirurgicznym

®* majg zwigzek z angiogenezg i zahamowaniem apoptozy

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Enzymy jako markery nowotworowe - cd.

PSA — swoisty antygen sterczowy (ang. prostate specific antigen)

» glikoproteina (pojedynczy taricuch biatkowy), proteaza serynowa z rodziny kalikrein

e we krwi wystepuje przede wszystkim w formie kompleksu z al-antychymotrypsyng (PSA-
ACT; 55-95%) i a2-makroglobuling (PSA-A2M), mniejszg cze$¢ stanowi wolny PSA (fPSA)

e wiekszos¢ zestawdw immunochemicznych mierzy PSA-ACT i fPSA — total PSA (tPSA)

e dtugi okres poéttrwania we krwi (fPSA ok. 22 godz., tPSA ok. 33 godz.)

e PSA rosnie po zabiegach na gruczole krokowym, po przezodbytniczym badaniu prostaty,
przemijajacy wzrost takze po ejakulacji

e marker swoisty narzgdowo - produkowany gtownie przez komorki pecherzykow i
przewodow gruczofu krokowego

e wartosci graniczne: 4,0-10,0 ng/ml - rak lub tagodny przerost prostaty

e fPSA/tPSA <10 wskazuje na raka stercza, >25 na tagodny przerost prostaty

e metody (immunochemiczne) tradycyjne (czutos¢ 0,1 ng/ml) i ultraczute (0,01-0,001 ng/ml)
e rézne wartosci dla roznych grup wiekowych: <1,5 ng/ml - 40-49 lat; <2,5 ng/ml - 50-59 lat;
<4,5 ng/ml - 60-69 lat; <7,5 ng/ml - 70-79 lat (wg. Jacques Wallach, Medipage, 2011)

PAP - sterczowa fosfataza kwasna (ang. prostatic acid phosphatase)
* mniej czuta niz PSA we wczesnych stopniach zaawansowania raka stercza
e rzadziej niz PSA wzrasta w tagodnym przeroscie prostaty
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K osoby zdrowe | z fagodnym
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Hormony jako markery nowotworowe

ACTH zespot Cushinga, rak ptuc

PTH rozne (rak watroby, nerki, sutka, ptuc...)

PRL gruczolak przysadki, rak ptuc, rak nerki

ADH DRP, gruczolak/rak kory nadnerczy, rak trzustki

GH gruczolak przysadki, rak nerki, rak ptuc

kalcytonina rak rdzeniasty tarczycy

hCG nowotwory zarodkowe, nowotwory trofoblastu, nowotwory jadra
hPL nowotwory trofoblastu, gonad, rak ptuc, rak sutka

VIP rak trzustki, rak ptuc, guz chromochtonny nadnerczy, neuroblastoma
katecholaminy guz chromochtonny nadnerczy

f Y DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Hormony jako markery nowotworowe - cd.

hCG - gonadotropina kosméwkowa

* hCG - ludzka gonadotropina kosméwkowa: dimer a-B (glikoproteina)

e podjednostka a wspdlna dla hCG, LH, FSH, TSH

e podjednostka B swoista dla hCG

e we wczesnej cigzy przewaga podjednostki B, w pdznej a

* U pacjentdw z nowotworami réznie, zwykle przewaga podjednostki B (wolna BhCG + hCG)

e prawidtowy poziom u nieciezarnych kobiet i mezczyzn <5 IU/I

e poziom podwyzszony u wszystkich pacjentek z nowotworami trofoblastu (nawet >1 min. U/l),
koreluje z masg guza i z rokowaniem

e poziom podwyzszony u 70% chorych z nowotworami jgdra innymi niz nasieniaki

* moze by¢ podwyzszona w czerniaku, raku sutka, w marskosci watroby, chorobach zapalnych
jelit i chorobie wrzodowej dwunastnicy

* mozna mierzy¢ w ptynie moézgowo-rdzeniowym

Kalcytonina

e Syntetyzowana przez komorki C tarczycy

e marker raka rdzeniastego tarczycy (wartosci dopuszczalne <10 ng/l)
e Test z pentagastryng

e Badanie przesiewowe u 0séb spokrewnionych

e Ektopowe wydzielanie w innych nowotworach
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Antygeny ptodowo-zarodkowe

AFP - a-fetoproteina (ang. alpha-fetoprotein)

e marker pierwotnego raka watroby i nowotwordw zarodkowych (nie nasieniakdw)

e znaczne ilosci wytwarzane przez watrobe i pecherzyk zéttkowy zarodka / ptodu

e glikoproteina o ok. 30% homologii z albuming

e prawidtowo <10 ng/ml, w cigzy ro$nie od 12 tyg., w 3. trymestrze ok. 500 ng/ml

e nadmierny wzrost poziomu AFP we krwi ciezarnej - obecnos¢ wad rozwojowych cewy
nerwowej i mozgu ptodu; obnizenie poziomu > obecnos¢ zespotu Downa

e >500 ng/ml u nieciezarnych oznacza nowotwor

* >10-20 ng/ml - w marskosci lub zapaleniu watroby

CEA - antygen karcynoembrionalny (ang. carcinoembryonic antigen)

e rodzina bfonowych biatek adhezyjnych o strukturze immunoglobulin

e gruczolakoraki, zwtaszcza jelita grubego i odbytnicy (ekspresja CEA w komédrkach raka jelita
grubego jest ok. 60-krotnie wyzsza niz w prawidtowych komadrkach sluzéwki jelita)

e rak zotgdka, trzustki, piersi, ptuca, narzgddw rodnych, pecherza moczowego, stercza

* palacze, kobiety w cigzy, osoby po spozyciu alkoholu, chorzy z ostrym i przewlektym stanem
zapalnym, cukrzycy mogg miec nieznacznie podwyzszony poziom

e oznaczanie: przed leczeniem raka jelita grubego — wartos¢ prognostyczna po operacji —
normalizacja do 6 tyg. potwierdza radykalno$¢ kontrola w czasie leczenia i po leczeniu (co 2-3
miesigce przez 3 lata)
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Biatka szkieletu komorkowego - cytokeratyny

markery proliferacji guza

TPA - tkankowy antygen polipeptydowy
e podwyzszony w raku przewodow zétciowych, nie w watrobowokomaorkowym

TPS - swoisty tkankowy antygen polipeptydowy
e koreluje z aktywnoscig choroby i rokowaniem w raku ptuc

CYFRA 21-1 - fragment cytokeratyny 19
e podwyzszona w raku ptuc, zwtaszcza w niedrobnokomarkowym
e koreluje z zaawansowaniem choroby, uzyteczna w kontroli leczenia

SCCA (SCCAg) - antygen raka ptaskonabtonkowego

e podwyzszony w rakach ptaskonabtonkowych (ptuc, szyjki macicy, gtowy i szyi, p.
pokarmowego, jajnika, drég moczowych)

e koreluje z zaawansowaniem choroby, uzyteczny w kontroli leczenia

e wydzielany w $linie, z powietrzem wydychanym i z potem - tatwo o kontamiancje prébek
w laboratorium
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Antygeny weglowodanowe / transplantacyjne

mucyny

CA 125 rak jajnika, rak macicy

CA 15-3, CA 549, CA 27.29 rak sutka, rak jajnika

MCA rak sutka, rak jajnika

DU-PAN-2 rak trzustki, jajnika, p. pokarmowego, ptuc

antygeny grup krwi

CA 19-9 rak trzustki, p. pokarmowego, watroby
CA 19-5 rak trzustki, p. pokarmowego, jajnika
CA 50 rak trzustki, p. pokarmowego

CA72-4 rak sutka, rak jajnika, p. pokarmowego
CA 242 rak trzustki, p. pokarmowego
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\> %

w Antygeny weglowodanowe / transplantacyjne — cd.

%,

CA 125

e glikoproteina wytwarzana przez komorki nabtonka otrzewnej, optucnej, osierdzia,
endometrium, jajowoddw, nabtonek szyjki macicy

e ekspresja w komorkach raka jajnika i innych wychodzgcych z komérek niezarodkowych
jajnika

e wartosci prawidtowe <35 U/I

e w raku jajnika podwyzszony u 50% chorych z | stopniem zaawansowania i 90% chorych z
bardziej zaawansowanym nowotworem, poziom koreluje z masg guza

® pomaga w rozrdznieniu tagodnych i ztosliwych zmian w jajnikach (planowanie operacji)
e kontrola po leczeniu chirurgicznym (T1/2 ok. 5 dni)

e rokowanie co do skutecznosci chemioterapii

e wykrywanie progresji i wznowy
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Inne markery biatkowe

biatka

B2-mikroglobulina szpiczak mnogi, chtoniaki B-komdérkowe, CLL,
makroglobulinemia Waldenstréma

immunoglobuliny monoklonalne, szpiczak mnogo, chtoniaki

biatko Bence-Jonesa (monoklonalne

wolne tancuchy lekkie)

S100 B czerniak

S100 A2, A4, A6 rak sutka, przetyku, zotagdka (m.histologiczne)

tyreoglobulina (Tg) dobrze zroznicowany rak tarczycy

peptyd C insulinoma

chromograniny (CgA, CgB) guzy neuroendokrynne (chromochtonny, rakowiak,
neuroblastoma)
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Receptory bfonowe

ERaifB, PRAIB-rec. estrogenowe i progesteronowe

e obecne w tkankach prawidtowych (macica, przysadka, podwzgérze, gruczot sutkowy)
®* majg znaczenie w onkogenezie

e w raku sutka znaczenie rokownicze i w przewidywaniu odpowiedzi na leczenie
hormonalne: pacjentki z rakiem ER+ powinny by¢ leczone hormonalnie (tamoksyfen,
raloksyfen — selektywne modulatory receptoréw estrogenowych, SERM)

EGFR
e zty wskaznik prognostyczny w raku piersi, jelita grubego, przetyku, zotgdka, gtowy i szyi,
jajnika, szyjki macicy i trzonu macicy, pecherza moczowego
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Markery genetyczne

onkogeny

ras (N-ras, K-ras)
c-myc

Her-2/neu

bcl-2

BCR-ABL

geny supresorowe
RB

APC

BRCA1i2

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY

rozne (rak trzustki, j. grubego, ptuc, pecherza moczowego)

chtoniaki i biataczki, miesaki, rak j. grubego, szyjki macicy, zotgdka, watroby
rak sutka, jajnika i p. pokarmowego

chtoniaki i biataczki

CML, ALL

rodzinne wystepowanie retinoblastoma
polipowatosc rodzinna jelita grubego; rak jelita grubego i inne
rodzinne wystepowanie raka sutka i jajnika
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Markery genetyczne — cd.

» obecnos¢ onkogendw oznacza sie np. metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH)
w komorkach nowotworu = ich wykrycie moze miec znaczenie dla podjecia okreslonych
decyzji terapeutycznych (np. leczenie herceptyng pacjentek z rakiem piersi Her-2/neu
dodatnim) i w ocenie rokowania

» cytogenetyczna diagnostyka biataczek i chtoniakéw

» obecnos$é mutacji gendw supresorowych moze wskazywac na zwiekszone ryzyko rozwoju
okreslonego rodzaju nowotwordw u pacjenta. Mutacje gendw supresorowych wykrywa sie
metodami biologii molekularnej u oséb z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku
wybranych choréb nowotworowych. Np. wykrycie mutacji genu BRCA-1 lub BRCA-2 wskazuje
na zwiekszone zagrozenie rozwojem raka piersi i jajnika u pacjentki — nalezy jg zatem
poddawac regularnym badaniom przesiewowym w kierunku tych nowotworow tak, aby
wczesnie je wykry¢ (w niektorych krajach / przypadkach rozwaza sie nawet profilaktyczng
mastektomie i ooforektomie — zabieg usuniecia jajnikow).
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Cytogenetyczna diagnostyka CML

Chromosom Philadelphia

Normal Chromosomes Changed
chromosomes break chromosomes
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Powstaty gen fuzyjny - kinaza tyrozynowa bcr-abl - wykazuje statg aktywnosé,
co prowadzi do wzmozonej proliferacji (namnazania) macierzystych komorek

szpikowych.

przewlekta biataczka szpikowa (CML)
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Tumeore Tumor Markar
Escphareal sSCC
Cancer
Lung Cancer

CA-125, CEA
Squamous Cell »
Carcinoma SIX
Smat Cel CYFRA, &CC
Carcinoma NSE, ProGRP
Lung Cancer | AFP, FIVKA- |
Galbladder CA19-9 CEA
Cancer 8
Prostate PSA
Cancer 2
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Tumnor Tumoe Markar
Germ NSE

Cel Tumer

Thyreed Medullyry | NSE

Cartinoms

Breast Cancer |CA-125, CAYS.3

CEA
NCC-ST-439

CEA, STN

CA-125, CA19-9
CEA, Elastasal
NCC-S7-430
SLX, STN

CEA
NCC-ST-439
STN

BHCG, SCC
STN

#HCG, 5CC

BRCG, CA125
STN, SIX
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5 »Tropienie” przerzutow nowotworowych
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Micrometastasis Arrest and extravasation

Macrometastasis

Pomimo, ze testy z uzyciem przeciwciat monoklonalnych stajqg sie coraz bardziej czute,
nie sg jednak w stanie uwidoczni¢ pojedynczej komorki we krwi, ale jest to mozliwe
przy uzyciu techniki PCR.
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Przebieg reakcji PCR

temperaturach:

5I
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Reakcja PCR przebiega w 3 etapach cyklicznie, w zmieniajacych sig

Pod wphtwem wyrsze]
temperatury (8551.C)
podwadjna nic DIRA
rozpada sie na
pojedyficze nici

mﬂw’%”mmm . Etap | denatur.acjé

Etap I proytaczanie
o " primerdw

Primery to syntetyczne,
kratkie fragmenty DA,
ktdre na zasadzie
komplementarmosci
preytaczaja sie do obu
kraficdw odcinka DMA,
ktdry choemy powielic.

Etap I wydhuzanie
"orimerdw"

Do pregaczonych primerdw
specjalny enzyim polimeraza
Tan dohudowsnuje walne
nukleotydy, odtwarzajac
kopie pierwotne] nici DMNA.

W' kolefmech cyplilach realicli PR iosc powielonich fragmentdw pienwatnel matnaey DA wega
Twigkszeniv w posteple geometnyczigm, osiggaige nawet do T miliona kopli {po 30-40 ciliach).
Dzigh! temuy mozliwa jest analiza mikrasiaddw blologicznich, a nawet pofedificzych komdrek,
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% Wykrywanie krgzgacych we krwi komoérek raka watrobowo-

komorkowego poprzez analize ekspresji AFP technika PCR

. 10654
AFP - o-fetoproteina L
z ’ ®, *
HCC - rak watrobowokomadrkowy 12} .
(ang. hepatocellular carcinoma) g 10
V4 . 2 O B
HepG2 — komadrki raka watroby 2 o
S os *
10 000 000+ 04 1 165 1650 16500 165000 1650000
- 0.2
— HepG2
g 0 + + + " total RNA (pg)
; 0 2 4 6 8
zZ 1 DDD 000' Log total RNA
E Figure 2 Measurement of afp mRNA signals by semi quantitative RT-PCR. Total RNA extracted from 10 normal PMNCs was spiked with total RNA of a
o certain number of HepG2 cells (102, 102, 10¢, 105 or 10¢), as shown in lanes 2, 3 4, 5 and 6 respectively (right). The bottom of the autoradiograph shows the
“5 quantities of HepG2 total RNA used for the RT-PCR assay. The relationship between the volume of the afp PCR product measured by densitometry and the
-= amount of HepG2 total RNA spiked (on logarithmic scales) was found to be linear in a 10*fold range equivalent to 10>~10¢ cells. The equation of the linear
8 100 000 1 regression is y = 0.1819x + 0.3121 and the square of the correlation coefficient is equal to 0.9077.
=%
% Normal Patients Standards
=] [ ] | | ]
= ikb N1 N2 N3 N4 P1 P2 P3 P4 1000 10000
& 10 000
g
=1
o
-@ -
3 1000
0 E
8
<
=
@
g 100
b . * Sad — bm
.. — afp
afp upper |IIT|It 10- Y Iy Y I T TN T Mo * & B F %
Normal HCC patients
Figure 4 Afp mRNA levels equivalent to HepG2 total RNA (pg) (on
logarithmic scales) in peripheral blood (20 ml) from normal subjects (A) and [ it — Patoon: ‘ [S‘a"dards
HCC patients (#) (A represents one patient an'd ﬂ_ represents ten patients). NI N2 N3 N4 P1 P2 P3 P4 100010000
The levels were calculated according to the calibration curve of the volume of
the afp PCR product against HepG2 total RNA on logarithmic scales. The Southern blot: ” — afp

upper limit of the afp mRNA reference range for the normal group is indicated
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Do przygotowania na najblizsze ¢wiczenia

Diagnostyka zaburzen hormonalnych:
1) Ocena czynnosciowa tarczycy i osi przysadkowo-tarczycowej — badania laboratoryjne

2) Sktadowe osi podwzgdrze-przysadka-nadnercza
3) Test hamowania deksametazonem — zasada i cel oznaczenia
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