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Tkanki nowotworowe wytwarzaj¹
immunogenne substancje wydzie-
lane do krwi lub innych p³ynów
ustrojowych, nazwane biochemicz-
nymi markerami nowotworowymi
[1]. Oznaczanie tych markerów wy-
korzystywane jest do wykrywania,
rozpoznawania nowotworu oraz
monitorowania leczenia chorych
[2]. Rolê markerów nowotworowych
mog¹ pe³niæ enzymy: prokoagulant
nowotworowy (cancer procoagulant

CP) i katepsyna D. 
Prokoagulant nowotworowy (CP)

jest proteinaz¹ cysteinow¹, która
wystêpuje w surowicy krwi i w tkan-
kach rakowych osób chorych na
nowotwory, a nie wystêpuje u ludzi
zdrowych [3]. Wysok¹ aktywnoœæ
CP stwierdzono w surowicy krwi
chorych z rakiem szyjki macicy
i trzonu macicy [4], rakiem jajnika
[4, 5] oraz rakiem piersi [6, 7]. 

Katepsyna D jest proteinaz¹
aspartylow¹, która wchodzi w sk³ad
kaskady proteolitycznej, bior¹cej
udzia³ w inwazji nowotworowej i two-
rzeniu przerzutów [8]. Wysok¹ ak-
tywnoœæ tego enzymu zaobserwo-

wano u chorych z rakiem endome-
trium i rakiem szyjki macicy [9] oraz
u chorych z rakiem jajnika [10]. 

Celem pracy by³o okreœlenie ak-
tywnoœci prokoagulanta nowotworo-
wego (CP) i katepsyny D w surowi-
cy krwi i w tkankach nowotworo-
wych pobranych od kobiet z rakiem
sutka oraz w odpowiednim materia-
le kontrolnym, jak równie¿ próba
oceny przydatnoœci tego badania
w diagnostyce onkologicznej sutka. 

MATERIA£ I METODY

Materia³ badany – krew i tkanki,
pobrano od kobiet z rozpoznanym
histopatologicznie rakiem sutka,
przed wdro¿eniem chemioterapii
oraz radioterapii. Krew pobierano
z ¿y³y ³okciowej w sposób typowy,
przed zabiegiem operacyjnym.
Tkanki raka sutka i fragmenty zdro-
wych tkanek s¹siaduj¹cych z nowo-
tworem pobrano w czasie zabiegu
operacyjnego. Badaniem objêto
8 pacjentek w wieku od 38 do 82
lat oraz 10 kobiet zdrowych (wolon-
tariuszek) w wieku od 21 do 33 lat,
które stanowi³y grupê kontroln¹. 

Biochemiczne markery nowotworo-

we s¹ obecnie powszechnie wyko-

rzystywane do wykrywania i rozpo-

znawania nowotworów oraz monito-

rowania skutecznoœci leczenia.

Dotychczas ma³o poznanymi marke-

rami enzymatycznymi s¹ prokoagu-

lant nowotworowy (cancer procoagu-

lant CP) i katepsyna D. 

Celem pracy by³o oznaczenie aktyw-

noœci prokoagulanta nowotworowe-

go (CP) i katepsyny D w surowicy

krwi kobiet z rakiem sutka i kobiet

zdrowych oraz w tkankach raka sut-

ka i tkankach zdrowych, a tak¿e oce-

na przydatnoœci tego badania w dia-

gnostyce onkologicznej. 

Badanie aktywnoœci CP i katepsyny

D przeprowadzono w surowicy krwi

i w tkankach 8 pacjentek z rakiem

sutka i 10 kobiet zdrowych (grupa

kontrolna). Aktywnoœæ CP w surowi-

cy krwi oznaczano wg Gordona

i Bensona wyra¿aj¹c j¹ czasem

krzepniêcia w sekundach (s). Aktyw-

noœæ CP w 10% homogenatach tka-

nek badano wg Colucci i wsp. 

i wyra¿ano j¹ w nmol pNa/ml. Aktyw-

noœæ katepsyny D w surowicy krwi

oznaczano metod¹ Folina-Ciocalte-

au i wyra¿ono iloœci¹ uwolnionej tyro-

zyny w nM Tyr/ml/24 godz., a w tkan-

kach w nM Tyr/ml/2 godz. Aktywnoœæ

CP w surowicy krwi chorych na raka

sutka wynosi 144,0±17,0 s, a zdro-

wych kobiet 279,3±31,7 s. Aktyw-

noœæ katepsyny D w surowicy krwi

chorych z rakiem sutka wynosi

175,6±35,9 nM Tyr/ml/24 godz., a ko-

biet zdrowych 76,8±17,9 nM

Tyr/ml/24 godz. Aktywnoœæ CP w ho-

mogenatach tkanek raka sutka ma

wartoœæ 50,2±13,5 nmol pNa/ml,

a w homogenatach tkanki prawid³o-

wej 20,0±2,1 nmol pNa/ml. Aktyw-

noœæ katepsyny D w homogenatach

tkanki raka sutka wynosi 299,1±28,3

nM Tyr/ml/2 godz., a w homogena-

tach tkanki zdrowej sutka 61,4±9,0

nM Tyr/ml/2 godz. We wszystkich ba-

danych przypadkach ró¿nice miêdzy

aktywnoœci¹ CP i aktywnoœci¹ katep-

syny D w materiale badanym i kon-

trolnym s¹ istotne statystycznie

(p<0,001). 

Uzyskane wyniki sugeruj¹, ¿e bada-

nie aktywnoœci CP i katepsyny D mo-

¿e byæ wykorzystane w diagnostyce

onkologicznej sutka. 

S³owa kluczowe: prokoagulant no-

wotworowy (CP), katepsyna D, rak

sutka. 
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Aktywnoœæ CP w surowicy krwi
oznaczano metod¹ Gordona i Ben-
sona [11] i wyra¿ono j¹ czasem
krzepniêcia w sekundach (s). Ak-
tywnoœæ CP w 10-proc. homogena-
tach tkankowych oznaczano specy-
ficzn¹ dla tego enzymu metod¹
spektrofotometryczn¹ wg Colucci
i wsp. [12] i wyra¿ano j¹ iloœci¹
uwolnionej p-nitroaniliny w nmol
pNa/ml. Aktywnoœæ katepsyny D
oznaczano metod¹ Folina-Ciocalte-
au w modyfikacji miedziowej [13],
wyra¿aj¹c j¹ iloœci¹ uwolnionej ty-
rozyny w nM Tyr/ml/24 godz. w su-
rowicy krwi i w nM Tyr/ml/2 godz.
w przypadku badania aktywnoœci
katepsyny D w tkankach. Wyniki
opracowano statystycznie przy u¿y-
ciu testu Manna-Whitneya. Za po-
ziom istotnoœci statystycznej ró¿nic
przyjêto p<0,05.

WYNIKI

Z przeprowadzonych badañ wy-
nika, ¿e aktywnoœæ prokoagulanta
nowotworowego (CP) mierzona cza-
sem krzepniêcia w surowicy krwi
chorych na raka sutka wynosi
144±17,0 s, natomiast aktywnoœæ te-
go enzymu w surowicy krwi zdro-
wych kobiet wynosi 279,3±31,7 s.
Procentowy wzrost aktywnoœci CP
w raku sutka wynosi 94 proc. (tabe-

la). Aktywnoœæ katepsyny D mierzo-
na przyrostem tyrozyny kwasoroz-
puszczalnej w surowicy krwi chorych
z rakiem sutka wynosi 175,6±35,9
nM Tyr/ml/24 godz., a kobiet zdro-
wych 76,8±17,9 nM Tyr/ml/24 godz.,
co œwiadczy o wzroœcie aktywnoœci
o 129 proc. w porównaniu z grup¹
kontroln¹. Aktywnoœæ CP w homoge-
natach tkanek raka sutka ma war-
toœæ 50,2±13,5 nmol pNa/ml,
a w homogenatach tkanki prawid³o-
wej 20±2,1 nmol pNa/ml. Wzrost ak-
tywnoœci CP wynosi w tym przypad-
ku 151 proc. wartoœci uzyskanych
w grupie kontrolnej. Aktywnoœæ ka-
tepsyny D w homogenatach tkanki
raka sutka wynosi 299,1±28,3 nM
Tyr/ml/2 godz., a w homogenatach
tkanki zdrowej sutka 61,4±9,0 nM
Tyr/ml/2 godz. Wzrost aktywnoœci ka-
tepsyny D wynosi 387 proc. w po-
równaniu do aktywnoœci stwierdzo-
nej w grupie kontrolnej. We wszyst-
kich badanych przypadkach ró¿nice
miêdzy aktywnoœci¹ CP i aktywno-
œci¹ katepsyny D w materiale bada-
nym i kontrolnym s¹ istotne staty-
stycznie (p<0,001). 

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Badane enzymy: prokoagulant
nowotworowy (CP) i katepsyna D

Biochemical cancer markers are

used for cancer diagnosis as well as

monitoring of treatment effective-

ness. More and more attention is pa-

id to cancer procoagulant enzymes

(cancer procoagulant CP) and ca-

thepsin D. 

The aim of the study was to determi-

ne the activity of cancer procoagu-

lant (CP) and cathepsin D in the blo-

od serum and tissue in healthy wo-

men and those with breast cancer as

well as to evaluate the usefulness of

this examination in oncological dia-

gnostics. 

The activity of CP and cathepsin D

was studied in blood serum and tis-

sue of 8 breast cancer patients and

10 healthy women (control group).

Blood serum CP activity was marked

according to Gordon and Benson

expressing it by coagulation time in

seconds (s). The CP activity in 10%

tissue homogenate was examined

according to Colucci et al method

expressing it by in nmol pNa/ml. The

activity of cathepsin D was determi-

ned using the Folin-Ciocalteau me-

thod and expressed by the quantity

of released tyrosine in nM Tyr/ml/24h

and Tyr/ml/2h in the case of blood

serum and tissue, respectively. The

CP activity in the breast cancer blo-

od serum was found to be

144.0±17.0 s, but in the blood serum

of controls it was 279.3±31.7 s. The

activity of cathepsin D was

175.6±35.9 nM Tyr/ml/24h and

76.8±17.9 nM Tyr/ml/24h in the blo-

od serum of breast cancer and heal-

thy controls, respectively. The CP ac-

tivity in breast cancer tissue homoge-

nates reaches the value of 50.2±13.5

nmol pNa/ml and in normal tissue

homogenates it is 20.0±2.1 nmol

pNa/ml. The activity of cathepsin D

is 299.1±28.3 nM Tyr/ml/2 h and

61.4±9.0 nM Tyr/ml/2 h in tissue ho-

mogenates of breast cancer group

and control group, respectively. Dif-

ferences between the activity of CP

and that of cathepsin D in the exami-

ned and control material are statisti-

cally significant (p<0.001) in all stu-

died cases. 

The results suggest that examining

the activity of CP and cathepsin D

may be used in oncological diagno-

stics of breast cancer. 

Key words: cancer procoagulant

(CP), cathepsin D, breast cancer. 
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Tab. Wyniki badania aktywnoœci CP i katepsyny D w surowicy krwi chorych na raka sutka i kobiet

zdrowych oraz w tkankach raka sutka i tkankach prawid³owych

Table. Examination results of CP and cathepsin D activity in the blood serum and tissue of women
with breast cancer and controls

MMaarrkkeerryy BBaaddaannyy  mmaatteerriiaa³³ XX SSDD±± pp

surowica krwi chorych na raka
sutka 144,0 17,0

0,001
prokoagulant surowica krwi kobiet zdrowych 279,3 31,7
nowotworowy [s]

(CP) homogenaty tkanki raka sutka 50,2 13,5
homogenaty tkanki prawid³owej 
sutka [nmol pNa/ml] 20,0 2,1

0,001

surowica krwi chorych na raka 
sutka 175,6 35,9

0,002
katepsyna D surowica krwi kobiet zdrowych

[nM Tyr/ml/24 godz.] 76,8 17,9

homogenaty tkanki raka sutka 299,1 28,3
0,001

homogenaty tkanki prawid³owej 
sutka [nM Tyr/ml/2 godz.] 61,4 9,0
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bior¹ udzia³ w rozwoju choroby
nowotworowej. Oznaczanie ich ak-
tywnoœci mo¿e mieæ w onkologii
du¿¹ wartoœæ diagnostyczno-pro-
gnostyczn¹. 

Aktywnoœæ prokoagulacyjn¹ wy-
kazuje badana surowica krwi i tkan-
ki raka sutka. Stwierdzono, ¿e ak-
tywnoœæ CP w surowicy krwi cho-
rych z rakiem sutka roœnie prawie
2-krotnie, a w tkankach zmienionych
nowotworowo ponaddwukrotnie
w porównaniu do materia³u kontro-
lnego. Tkanki nowotworowe wytwa-
rzaj¹ substancje o charakterze pro-
koagulantów [14]. Obserwowane
znaczne skrócenie czasu krzepniê-
cia osocza bez czynnika VII suge-
ruje, ¿e badany prokoagulant nowo-
tworowy bezpoœrednio aktywuje
czynnik X bez udzia³u czynnika VII
[11]. Prokoagulant niezale¿ny od
czynnika VII i bezpoœrednio aktywu-
j¹cy czynnik X wystêpuje równie¿
w doœwiadczalnym raku p³uca Lewi-
sa, w czerniaku B16, miêsaku J.W.,
w³ókniakomiêsaku mF56 [15] i raku
Walkera [16]. Mielicki i wsp. [17] ba-
dali CP w nowotworze Guerin epithe-

lioma i zaobserwowali zwi¹zek miê-
dzy poziomem prokoagulanta nowo-
tworowego a mas¹ guza. Wykazano
wzrost aktywnoœci CP w okresie in-
tensywnego wzrostu guza i spadek
w fazie terminalnej. 

Donatii i wsp. [18] stwierdzili
w bia³aczkach zale¿noœæ pomiêdzy
przebiegiem choroby a aktywnoœci¹
CP. Prokoagulant nowotworowy nie
by³ obecny w komórkach szpiku
w okresie remisji, natomiast jego
obecnoœæ ujawni³a siê w przypad-
ku nawrotu choroby, w okresie jesz-
cze przed wyst¹pieniem objawów,
co mo¿e sugerowaæ mo¿liwoœæ wy-
korzystania badania CP do monito-
rowania przebiegu choroby i wcze-
snego ujawnienia wznowy [18, 19].
Ko¿uszko i wsp. [2] stwierdzili, ¿e
aktywnoœæ CP u chorych na raka
prze³yku, raka ¿o³¹dka i raka jelita
grubego po radykalnym zabiegu
operacyjnym wyraŸnie obni¿a³a siê,
natomiast w przypadku zabiegu
nieradykalnego lub stwierdzenia
przerzutów nie ulega³a zmianie. 

Z uzyskanych danych ekspery-
mentalnych wynika, ¿e aktywnoœæ
katepsyny D w surowicy krwi pa-
cjentek z rakiem sutka jest przesz³o
2-krotnie wy¿sza w porównaniu do
aktywnoœci tego enzymu w surowi-
cy krwi zdrowych kobiet. Natomiast
aktywnoœæ katepsyny D w homoge-
natach tkanki raka sutka jest prawie
5-krotnie wy¿sza od aktywnoœci te-
go enzymu w homogenatach tkanki
zdrowej sutka. Wyniki badania wska-
zuj¹ na wyraŸny zwi¹zek miêdzy
poziomem aktywnoœci tego enzymu
a wystêpowaniem choroby nowotwo-
rowej. Istnieje wiele danych literatu-
rowych potwierdzaj¹cych udzia³ en-
zymów proteolitycznych w rozroœcie
tkanek nowotworowych [1, 8]. Ka-
tepsyna D jest jednym z enzymów
kaskady proteolitycznej, zaanga¿o-
wanej w proces inwazji nowotworo-
wej i tworzenie przerzutów [8]. Du-
¿a aktywnoœæ proteolityczna katep-
syny D powoduje degradacjê bia³ek
substancji miêdzykomórkowej i b³o-
ny podstawnej, a tak¿e aktywacjê,
przez ograniczon¹ proteolizê, pro-
enzymów katepsyny B i L [8]. Ka-
tepsyna D bierze udzia³ w uwalnia-
niu czynników wzrostu, np. b FGF
(czynnik wzrostu fibroblastów) [20].
Procesy te odgrywaj¹ istotn¹ rolê
w kancerogenezie dziêki stymulacji
neoangiogenezy. Na aktywnoœæ pro-
teolityczn¹ katepsyny D mo¿e wp³y-
waæ wiele czynników, takich jak we-
wn¹trzkomórkowe pH, produkty me-
tabolizmu, hormony, czynniki
wzrostu, inhibitory [21]. Nie mo¿na
wykluczyæ, ¿e wiêksza aktywnoœæ
katepsyny D w homogenatach tka-
nek raka sutka jest spowodowana
przez niekontrolowane dzia³anie jed-
nego z tych czynników, który w pro-
cesie nowotworzenia wp³ywa na ak-
tywnoœæ enzymu. 

Katepsyna D jest enzymem lizo-
somalnym, obecnym w prawid³o-
wych komórkach. Wydzielana jest
w nadmiarze przez komórki raka
sutka na skutek indukcji estrogena-
mi [22]. Przy u¿yciu ró¿nych tech-
nik (immunohistochemia, hybrydy-
zacja in situ, ELISA, blotting) wyka-

zano 2-50-krotny wzrost ekspresji
katepsyny D w komórkach nowo-
tworowych sutka w porównaniu
z komórkami fizjologicznej tkanki
sutka lub fibroblastami [22]. Wzrost
ekspresji katepsyny D zaobserwo-
wano tak¿e w komórkach nowotwo-
rowych endometrium i szyjki maci-
cy [10], w¹trobiaka, czerniaka [23]
i nowotworach innych tkanek [21]. 

Wyniki przeprowadzonych badañ
aktywnoœci CP i katepsyny D
w przypadkach raka sutka potwier-
dzaj¹, ¿e enzymy te mo¿na uwa-
¿aæ za biochemiczne markery no-
wotworowe, które mog¹ byæ przy-
datne w diagnostyce onkologicznej. 

WNIOSKI

1. Aktywnoœæ CP i katepsyny D
w surowicy krwi kobiet z rakiem
sutka oraz w homogenatach
tkanek raka sutka jest znacznie
wy¿sza ni¿ w surowicy krwi ko-
biet zdrowych i w tkankach nie-
zmienionych nowotworowo. 

2. Oznaczania aktywnoœci CP i ka-
tepsyny D w surowicy krwi ko-
biet z rakiem sutka mog¹ byæ
wykorzystane w diagnostyce
onkologicznej. 
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