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Urokinazni aktivator plazminogena, njegovi zaviralci in receptor pri
raku dojke — novi napovedni dejavniki poteka bolezni in odgovora na sistemsko zdravijenje

Simona Bors$tnar, Ivan Vrhovec in Tanja Cufer

Preucevanje bioloskih lastnosti tumorjev, ki izrazajo
invazivnost in sposobnost zasevanja, je pomembno
podrocje v raziskovaniju raka dojke. Ze pred dolgo ¢asa

je namrec postalo jasno, da nam klasi¢ni napovedni
dejavniki, kot so prizadetost pazdu$nih bezgavk, patoloska
velikost tumorja, patohistoloski tip tumorja s stopnjo
malignosti ter vsebnost hormonskih receptorjev v tumorju,
ne dajejo zadostne informacije za napovedovanje izhoda
bolezni.

Iskanje novih napovednih dejavnikov

Novi napovedni dejavniki so tiste lastnosti tumorja in
tumorskih celic, s katerimi zelimo ¢im bolje opisati
raznolikost raka, napovedati prognozo in predvideti
odgovor na razli¢ne vrste sistemskega zdravljenja pri vsaki
bolnici. Ti novi napovedni dejavniki so proliferacijski
oznacevalci, onkogeni, supresorski geni, receptorji za rastne
faktorje, dejavniki invazivnosti tumorja.

Seveda je dolocitev teh dejavnikov se
vedno izjemno pomembna in je
nepogresljiv del popisa vsake bolnice

z rakom dojke. Se vedno najprej
pogledamo, ali imajo bolnice zasevke v
pazdusnih bezgavkah, kar pomeni prvo
delitev v prognosti¢no manj in bolj
ugodno skupino. Izsledki Stevilnih
raziskav v preteklih desetletjih so
pokazali, da je absolutna korist
sistemskega zdravljenja najvecja pri
bolnicah z zasevki v pazdusnih

Napovedni dejavniki so
lastnosti tumorja in
tumorskih celic, ki
napovedujejo prognozo
raka (prognostic factor) in
odgovor na razli¢ne vrste
sistemskega zdravljenja
(predictive factor).

Dejavniki invazivnosti tumorja

Prognoza raka je odvisna predvsem od
sposobnosti rakavih celic za invazijo v
okolna tkiva in zasevanje v oddaljene
organe (3,4). Invazija in zasevanje
potekata v naslednjem zaporedju:
lokalna invazija v zunajceli¢ni matriks,
angiogeneza, invazija v krvne Zile,
prezivetje rakavih celic v Zilnem obtoku,
njihova ekstravazacija in sekundarna rast
(slika 1), (3). Za razvoj teh dogodkov so
pomembne razli¢ne proteaze: serinske

bezgavkah, vendar pa v enakem odstotku
(relativna korist) pomaga tudi pri
bolnicah brez zasevkov v pazdusnih bezgavkah (1, 2). To
lahko primerjamo z nekak$no slepo obrambo pred
ponovitvijo bolezni. V prognosti¢no

(aktivatorji plazminogena in plazmin),
cisteinske (katepsin B, H, L), aspartilne
(katepsin D) in metaloproteaze (zelatinaze, kolagenaze,
stromelizin) (4).

neugodni skupini bolnic pricakujemo, da
bo ponovitev bolezni zadela ve¢ino
bolnic. Ker ne vemo, kateri bo
prizaneseno, »zascitimo« vse. Le
manjsina v tej skupini bo zascitena brez
potrebe. V prognosti¢no ugodni skupini
pa vemo, da bo ponovitev bolezni
prizadela manjiino bolnic. Ce zai¢itimo
vse, bo vcasih tezko obrambo z
dopolnilnim sistemskim zdravljenjem

brez potrebe prestala vecina organe.

Dejavniki invazivnosti
tumorja so proteaze,
njihovi zaviralci in
receptorji, ki sodelujejo pri
invaziji tumorskih celic v
okolna tkiva in pri
zasevanju v oddaljene

Izsledki predklini¢nih in klini¢nih
raziskav napovednega pomena kazejo na
najpomembnejo vlogo serinske proteaze
urokinaznega aktivatorja plazminogena
(uPA) ter njegovih zaviralcev (PAI-T in
PAI-2) ter receptorja (UPAR) pri invaziji in
zasevanju tumorskih celic.

Rakave celice ter tudi makrofagi in
fibroblasti v tumorju sintetizirajo in
izlo¢ajo inaktiven enoverizni proencim
(pro-uPA). Katepsin D prek aktivacije
katepsina B in L ter plazmin s cepitvijo

prognosti¢no ugodnih bolnic. Vec¢ina
bolnic in njihovih zdravnikov se verjetno
strinja, da je bolje biti zadCiten zaman kot pa tvegati
moznost, da se bolezen ponovi. Vendar obramba pred
ponovitvijo bolezni z dopolnilnim sistemskim zdravljenjem
zal mnogokrat odpove. Tu pa se zacenja drugi del zgodbe.
Postavljamo si nova vprasanja. Ne zanima nas samo, pri
katerih bolnicah je tveganje za ponovitev bolezni tako
majhno, da dopolnilnega sistemskega zdravljenja ne
potrebujejo, ampak tudi, kak$no sistemsko zdravljenje je pri
neki skupini bolnic najpriporocljivejse.

verige aktivirajo pro-uPA v aktivno obliko
uPA. Aktivacija uPA sprozi kaskadni sistem pretvorbe
plazminogena v aktiven proteoliticni encim plazmin, ki
razgrajuje medceli¢ne proteine (fibrin, fibronektin,
proteoglikane in laminin) in prek aktivacije prokolagenaze
IV razgrajuje kolagen kot sestavni del bazalne membrane
(Slika 2). Ko se bazalna membrana razgradi, sta tumorskim
celicam omogocena prodor v okolna tkiva in zasevanje v
oddaljene organe (5-8). Zelo pomembno vlogo v
uravnavanju proteolize imajo zaviralci aktivatorja
plazminogena. Najpomembnejsa med Stirimi poznanimi sta
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Slika 1. Zaporedje dogodkov pri invaziji tumorskih celic in zasevanju v oddaljene organe.

Povzeto po Annual Review of Medicine 1998 (3).

zaviralec aktivatorja plazminogena tipa 1
(PAI-1) in zaviralec aktivatorja
plazminogena tipa 2 (PAI-2). Oba
spadata v razred serpinskih zaviralcev
serinskih proteaz (5, 8). PAI-2 deluje kot
Cisti zaviralec uPA — velike vrednosti
napovedujejo manjsi metastatski
potencial tumorjev. PAI-1 pa je protein z
vec vlogami. Njegov koncni ucinek je, da
deluje proteoliti¢no in ne kot zaviralec —
velike vrednosti napovedujejo vedji
metastatski potencial tumorja.

Mocna in neodvisna
napovedna moc¢ uPA in
PAI-1 je potrjena v
metaanalizi, v katero je
bilo vkljucenih 8377
bolnic z operabilnim
rakom dojke, tudi tiste, ki
so bile zdravljene na Ol v
Ljubljani.

Napovedni pomen uPA, PAI-1, PAI-2 in

Napovedni pomen uPA, PAI-1, PAI-2 in
uPAR za odgovor na sistemsko
zdravljenje

V zadnjih letih znova prihaja v ospredje
predvsem vprasanje, kak$no sistemsko
zdravljenje je pri neki skupini bolnic
najpriporocljivejse. Is¢emo torej
napovedne dejavnike odgovora na
sistemsko zdravljenje. Ze tri desetletja je
znano, da so tak dejavnik hormonski
receptorji v tumorju, napovedujejo
namre¢ dober odgovor na hormonsko
zdravljenje, kar s pridom uporabljamo pri
nacrtovanju zdravljenja bolnic z rakom
dojke. Proteaze so bile do sedaj malo
raziskane v tej smeri. Prvi izsledki so iz
raziskave, v katero je bilo vkljuc¢enih 74
bolnic z metastatsko boleznijo. Pri
bolnicah z veliko vsebnostjo uPA in PAI-
1 so ugotovili slabsi odgovor na
zdravljenje s tamoksifenom (11). Izsledki
iz raziskav, kjer so preucevali napovedni
pomen uPA za odgovor na dopolnilno
sistemsko zdravljenje s tamoksifenom, so
nasprotni. Kazejo namrec na to, da velike
vrednosti uPA v tumorju napovedujejo
dober odgovor na dopolnilno zdravljenje
s tamoksifenom (12-14).

Nase izkusnje

Napovedni pomen uPA, PAI-1, PAI-2 in
uPAR na potek raka dojke in odgovor na
razli¢ne vrste dopolnilnega sistemskega
zdravljenja smo preucili tudi v svoji
raziskavi. Vanjo smo vkljucili 460 bolnic,

uPAR za potek raka dojke

Pred dobrimi desetimi leti se je med raziskovalci porodila
ideja, da bi lahko proteaze s svojo vlogo v celi¢ni invaziji in

ki smo jih v letih 1997 in 1998 zdravili na Onkoloskem
institutu v Ljubljani zaradi operabilnega raka dojke. Iz
tumorjev dojk smo neposredno po operaciji pripravili

zasevanju napovedovale potek bolezni in
prezivetje pri rakavih boleznih, tudi pri
raku dojke. Prezivetje bolnic z rakom je
namre¢ odvisno predvsem od
metastatskega potenciala primarnega raka.
Duffy s sodelavci je bil prvi, ki je dolocil
vsebnost uPA v citosolu tumorjev 62 bolnic
z rakom dojke in prvi ugotovil, da velika
vrednost uPA napoveduje krajse preZivetje
brez znamenj bolezni (9). Nadaljnje
klini¢ne raziskave so to pri raku dojke v
veliki meri Ze potrdile. Mo¢na in neodvisna
napovedna moc¢ uPA in PAI-1 je sedaj ze
potrjena tudi v metaanalizi, v katero je bilo
vklju¢enih 8377 bolnic, med njim tudi
skoraj sto tistih, ki so bile zdravljene na
Onkoloskem institutu v Ljubljani (10).
Manj raziskan je napovedni pomen PAI-2
in uPAR.
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Slika 2. Shema tumorske proteolize. Crtkasta puscica pomeni inhibicijo, polna puscica
aktivacijo. (uPA = urokinazni aktivator plazminogena, PAI-1/2 = zaviralec
aktivatorja plazminogena tipa 1/2, uPAR = receptor za uPA)
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citosole in tritonske ekstrakte, v katerih smo dolocili
dejavnike proteinskega sistema uPA. Koncentracijo uPA,
PAI-1 in uPAR smo dolocili v tritonskih ekstraktih,
koncentracijo PAI-2 pa v citosolih. Vse stiri beljakovine smo
dolocili z encimsko-imunsko metodo. PreZivetje brez
znamenj bolezni (PBZB) smo prikazali s prezivetvenimi
krivuljami po Kaplan-Meierju in razlike v prezivetju
analizirali s testom logrank. Za univariatno in multivariatno
analizo smo uporabili regresijsko analizo po Coxu.

pazdusnimi bezgavkami sta se PAI-1 in PAI-2 pokazala kot
edina neodvisna napovedna dejavnika poteka bolezni (RT=
4,23 in 0,15). V kombinaciji obeh pa so imele bolnice z
ugodno kombinacijo vrednosti obeh zaviralcev (majhen
PAI-1 in velik PAI-2) 100 % 3-letno prezivetje, medtem ko
je bilo pri bolnicah z neugodno kombinacijo (velik PAI-1 in
majhem PAI-2) komaj 67,8 %.

Nekoliko nas je presenetilo, da uPA v nasi raziskavi ni
pokazal prepri¢ljivega napovednega

V srednji opazovalni dobi 33 mesecev se
je bolezen ponovila pri 18,5 % bolnic.
Ugotovili smo, da sta PAI-1 in PAI-2
neodvisna napovedna dejavnika poteka
bolezni pri bolnicah z rakom dojke.
Bolnice z velikimi vrednostmi PAI-1 so
imele 2,67-krat vecje, bolnice z velikimi
vrednostmi PAI-2 pa 1,72-krat manjse
tveganje ponovitve bolezni. Preostala
dejavnika proteinskega sistema uPA nista
pokazala statisti¢no znacilnega vpliva na
prezivetje brez znamenj bolezni (PBZB).
Poleg obeh zaviralcev uPA je le status
bezgavk zadrzal neodvisno napovedno
vrednost.

Kombinacija dejavnikov proteinskega
sistema uPA je izboljsala napovedno
vrednost. Najznacilnejso razliko smo
ugotovili pri kombinaciji obeh zaviralcev
uPA. Bolnice s tumorji, ki so vsebovali
manj PAI-1 in vec¢ PAI-2 od razmejitvenih

Dejavnike proteinskega
sistema uPA dolo¢amo v
tumorskem ekstraktu. Tega
pripravimo iz zmletega
koscka tumorja, ki je bil
neposredno po operaciji
zamrznjen v teko¢em
dusiku. Nacin priprave je
podoben kot za
biokemic¢no dolocanje
hormonskih receptorjev, le
da pri ekstrakciji
beljakovin iz tumorja
uporabljamo tudi detergent
Triton X-100.

pomena za PBZB. Tezko je razloziti
razliko med naso in drugimi raziskavami.
Nacin priprave tkiva in metoda dolocanja
sta podobna in primerljiva. Edina vecja
razlika med naso in drugimi raziskavami
je v stevilu bolnic, ki so bile zdravljene z
dopolnilnim sistemskim zdravljenjem. Pri
nas ga je prejelo 89 % vseh bolnic, v
vecini drugih (retrospektivnih) raziskav
pa le 28-70 % bolnic. Pri tem ne gre za
agresivnejsi pristop k zdravljenju na
nasem institutu, ampak zgolj za razli¢no
Casovno obdobije, v katerem smo bolnice
vkljucevali v analizo. Datoteke bolnic iz
teh raziskav namrec segajo v osemdeseta
in zacCetek devetdesetih let preteklega
stoletja. Zdravljenje bolnic se je takrat
razlikovalo od zdravljenja v zadnjem
desetletju.

Tako smo raziskali u¢inkovitost
posameznih vrst dopolnilnega

vrednosti, so imele 86 % 3-letho PBZB,

medtem ko so imele bolnice z velikimi vednostmi PAI-1 in
majhnimi vrednosti PAI-2 v primarnih tumorjih samo 56 %
3-letno PBZB (Slika 3). Pri bolnicah z negativnimi

sistemskega zdravljenja pri bolnicah z
majhnimi in velikimi vrednostmi posameznih dejavnikov
proteinskega sistema uPA. V nasi raziskavi le dobra desetina
bolnic ni prejela nobenega dopolnilnega sistemskega
zdravljenja. Tretjina bolnic je prejela dopolnilno

kemoterapijo, tretjina dopolnilno

hormonsko zdravljenje, Cetrtina pa
oboje. Izra¢unali smo 3-letno PBZB glede
na proteinski sistem uPA znotraj skupin,
ki smo jih dolocili glede na vrsto
dopolnilnega sistemskega zdravljenja. S
tem smo Zeleli ugotoviti, ali lahko
vsebnost dejavnikov proteinskega sistema

uPA napove odgovor na doloc¢eno vrsto
sistemskega zdravljenja.

Za uPA smo ugotovili, da je pri bolnicah,
ki niso prejele dopolnilnega sistemskega
zdravljenja ali pa so prejele kemoterapijo
(samo ali v kombinaciji s hormonskim
zdravljenjem), tveganje ponovitve
bolezni vecje, ¢e imajo v tumorju veliko
vrednost uPA. Do popolnega preobrata
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pa je prislo pri bolnicah, ki so prejele
dopolnilno hormonsko zdravljenje. Tu
nismo ugotovili statisti¢ne razlike v 3-
letnem PBZB. Se ve¢, bolnice z velikimi

48

Slika 3. PBZB pri vseh bolnicah glede na PAI-1 in PAI-2 (PBZB = preZivetje brez znamenj
bolezni, m = vrednost, manjsa od razmejitvene, v = vrednost, vecja od

razmejitvene)

vrednostmi uPA v tumorju so imele v
primerjavi z drugimi celo manjse
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tveganje ponovitve bolezni (Slika 4). Izracun in grafi¢ni
prikaz govorita v prid trditvi, da je velika vrednost uPA v
tumorju napovedni dejavnik dobrega odgovora na
zdravljenje z dopolnilnim hormonskim zdravljenjem.

biologije tumorjev. Prizadevanje Stevilnih raziskovalcev je

razjasnilo molekularno zgradbo proteinskega sistema uPA,

mehanizem delovanja in interakcije med seboj in drugimi

celi¢nimi proteini. Le $e korak pa nas lo¢i od razpoznave
tar¢e do odkritja molekule, ki bo

delovala na posamezno tar¢o v tumorju
100 in zavrla aktivacijske poti. Postavlja se
vprasanje, ali bi lahko morda z »umetno«
RT=0.76 velikimi vrednostmi PAI-2 ali sinteti¢nimi
90 - (p=0.623) zaviralci preprecili invazijo in zasevanje
RT=0.82 tumorskih celic. In vitro so ze ugotovili,
_ (p=0.577) da selektivni zaviralec uPA 4-
£ 80 | jodobenzo(b)tiofen-2-karboksamidin (B-
o RT=2,63 i Ko rast in invazii
N - 428) preprecuje tumorsko rast in invazijo
D (p=0.207) . : Z1
s _ (15, 16). lzsledki teh raziskav nakazujejo,
£ RT=1.47 dai K dni
3 70 - (p=0.079) a je uPA kot osrednja proteaza v
“ RT=1.57 procesu tumorske proteoliza zanimiva
(p=0.077) tar¢a za nova zdravila proti raku, ki bodo
60 - RT=1.92 to bolezen v prihodnosti naredila $e bolj
(p=0.047) obvladljivo.
50
uPA <5.58 ng/mg proteinov uPA >5.58 ng/mg proteinov .
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