
AAiimm  ooff  tthhee  ssttuuddyy::  The aim of our studies
was to assess the influence of paclita-
xel on the expression of selected acti-
vating transcriptional factors in ductal
breast cancer primary cells using the
microarray technique. 
MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss:: The cells were
treated with 60 ng/ml and 300 ng/ml
doses of paclitaxel. Administered dose
concentrations corresponded to those
applied in breast cancer mono- and
polytherapy and also covered the num-
ber of chemotherapy cycles. The control
breast cancer cells in vitro were not tre-
ated with a cytostatic drug. 
RReessuullttss:: Sixteen among 21 analysed
genes indicated statistically significant
increased expression in the cells incu-
bated with 60 ng/ml of paclitaxel: 
15 genes in the 1.8-3.3 fold range 
(p < 0.05), but ETS1 gene expression
level increased 4.7-fold in comparison
to the control cells. The higher dose of
300 ng/ml of paclitaxel caused a cyto-
toxic effect in the cells and  a statisti-
cally non-significant decrease in expres-
sion of all studied genes. 
CCoonncclluussiioonnss::  In summary it may be sta-
ted that a 60 ng/ml dose of paclitaxel
caused increased expression of analy-
sed genes coding transcriptional acti-
vating factors that enhance the studied
taxane’s mechanism of action. Thus we
can suppose that these changes in gene
expression values may constitute pro-
gnostic and predictive factors in ductal
breast cancer therapy. The obtained
results encourage us to carry out fur-
ther studies on the functions and rela-
tions between genes and their products. 

KKeeyy  wwoorrddss:: breast cancer, transcriptio-
nal activators, paclitaxel, microarrays.
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Wstęp

Nowotwór piersi jest chorobą, która wykazuje szeroki zakres cech histo-
logicznych, klinicznych i genetycznych [1]. Rak przewodowy in situ (łac. carci-
noma intraductale – DCIS), heterogenny, nieinwazyjny stanowi obecnie 
25–30% nowo diagnozowanych nowotworów piersi. Charakteryzują go nowo -
tworowe komórki nabłonkowe gromadzące się w przewodach gruczołu pier-
siowego, bez naciekania przez błonę podstawną do otaczającej tkanki [2]. Pol-
ska jest krajem o średniej zachorowalności na raka piersi, a najbardziej
dynamiczny wzrost zapadalności na tę chorobę obserwuje się u kobiet w wieku
35–39 lat [3]. Zgodnie z danymi Polskiego Krajowego Rejestru Nowotworów
Złośliwych w 2006 r. zarejestrowano ponad 13 000 nowych zachorowań wśród
kobiet oraz ponad 5000 zgonów spowodowanych przez ten nowotwór [4]. 

Aktywacja genów jest złożonym, wieloetapowym procesem, przygotowu-
jącym maszynerię transkrypcyjną. Aktywatory to czynniki transkrypcyjne odd-
ziałujące bezpośrednio z DNA i przyłączające się do sekwencji dalszego pro-
motora i sekwencji enhancerów. Grupa aktywatorów i koaktywatorów
obejmuje zarówno czynniki ogólnego działania aktywne w transkrypcji wielu
genów, jak i czynniki specyficzne uczestniczące w wybiórczej aktywacji genów
zależnej od rodzaju tkanki czy etapu rozwoju organizmu [5]. 

Jednym z powszechnie stosowanych leków w terapii wielu nowotworów,
w tym raka piersi, jest antymitotyczny paklitaksel [6]. Mechanizm działania
taksolu polega na łączeniu się z podjednostką β-tubuliny, głównego białka
wrzeciona mitotycznego, i tworzeniu stabilnych i niefunkcjonalnych pęczków
mikrotubul, co powoduje zablokowanie cyklu komórkowego na granicy faz
G2/M i uniemożliwia dalszą proliferację [7]. Stwierdzono, że w odróżnieniu
od innych leków przeciwnowotworowych wykazujących działanie geno-
toksyczne na DNA komórek neoplastycznych taksol nie wywołuje uszkodzenia
materiału genetycznego [8]. Wykazano, że chemioterapia z udziałem tak-
sanów pozytywnie wpływa na wyniki leczenia wczesnego raka piersi [9].
Obecnie coraz powszechniej stosowana technika mikromacierzy otwiera
nowe perspektywy w medycynie oraz farmacji. Charakterystyka profilu
ekspresji genów w stanach patologicznych umożliwia szybsze i skuteczniejsze
diagnozowanie chorób, prognozowanie ich przebiegu oraz odpowiedni wybór
leków w zależności od indywidualnych potrzeb pacjenta [10]. 

Celem badań była ocena wpływu paklitakselu na ekspresję genów kodu-
jących wybrane aktywatorowe czynniki transkrypcyjne w komórkach prze-
wodowego raka piersi in vitro. 
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Materiał i metody

Badane komórki otrzymano z tkanek gruczołów piersiowych pobranych
od 36 pacjentek, hospitalizowanych w Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej,
z wykrytym przewodowym rakiem piersi podczas zabiegu mastektomii. Pa -
cjentki nie były poddane żadnej chemioterapii. Materiał weryfikowano histopa-
tologicznie: obejmował on przypadki raka piersi w I i II stadium rozwoju wg
klasyfikacji Blooma (rak przedinwazyjny i zmiany do wielkości ok. 2 cm, bez
przerzutów do węzłów chłonnych). 

Pobrany materiał poddawano homogenizacji mechanicznej (homoge-
nizator kulkowy), a następnie enzymatycznej (0,01-procentowa trypsyna;
WSiSz Lublin) i zakładano pierwotne hodowle komórek przewodowego raka
piersi w jednorazowych naczyniach plastikowych o powierzchni 25 cm2

w podłożu RPMI (SIGMA) z dodatkiem płodowej surowicy bydlęcej (FBS, 
SIGMA) oraz penicyliny i streptomycyny (370C, w atmosferze zawierającej
5% dwutlenku węgla, przy 90-procentowej wilgotności powietrza). Do
hodowli, które osiągnęły gęstość 10 000 komórek/ml, dodawano paklitaksel
(Bristol – Myers Squibb; Anglia) w stężeniach 60 ng/ml i 300 ng/ml, a następ-
nie inkubowano je przez 72 godz. Dozowane stężenia cytostatyku przeliczano
na podstawie dawki terapeutycznej, która wynosi 175 mg/m2 powierzchni
ciała. Hodowle prowadzono w naczyniach Falcona o powierzchni 25 cm2, stąd
przelicznik dawki terapeutycznej stosowanej w badaniach autorek niniejszej
pracy wynosił 60 ng. Wartość pięciokrotnie wyższej, zastosowanej w bada-
niach dawki wynika z przeliczenia na 6 cykli chemioterapii. Zakładane hodowle
po 72 godz. tworzyły monolayer, dlatego też stężenie cytostatyku podano
w jednostkach wagowo-objętościowych, tj. 60 ng i 300 ng na mililitr podłoża
hodowlanego. Równocześnie prowadzono hodowle kontrolne komórek
nabłonkowych przewodowego raka piersi, które inkubowano bez cytostatyku,
ale z dodatkiem 5-procentowego dimetylosulfotlenku (DMSO). 

Z komórek przewodowego raka piersi kontrolnych i z dodatkiem pakli-
takselu wyizolowano całkowite RNA (T RNA) przy użyciu zestawu TRI 
(SIGMA) zgodnie z procedurą producenta. Do czasu wykonania kolejnych
etapów analizy T RNA przechowywano w temperaturze –70°C. 

Komplementarny DNA (cDNA) otrzymano w reakcji odwrotnej transkrypcji
przy użyciu standardowego zestawu (SIGMA), a następnie poddano proce-
sowi hybrydyzacji (zestaw Panorama Human Cancer cDNA Labeling and
Hybrydization Kit; CDLBL-HCN, SIGMA-GENOSIS). Do próbek zawierających
mieszaninę reakcyjną do odwrotnej transkrypcji dodano RNA pochodzący
z genu wzorcowego Escherichia coli (z zestawu hybrydyzacyjnego Panorama
Armored RNA E. coli-B 1444 RNA), dzięki czemu możliwe było późniejsze skali-
browanie aktywności innych genów zawartych na podłożu macierzy
w odniesieniu do ekspresji tego genu. Otrzymano cDNA z wyznakowanymi
radioaktywnym 32P resztami trójfosforanu dezoksyrybocytozyny. Proces
oczyszczania przeprowadzono w kolumnie Sephadex G-25. Oczyszczony cDNA
poddano procesowi hybrydyzacji na macierzy firmy (SIGMA-GENOSIS), zaw-
ierającej sekwencje genów kodujących różne grupy białek związanych z re -
gulacją procesów nowotworowych oraz sekwencje genu wzorcowego. Wstęp-
na faza obejmowała przygotowanie nylonowego podłoża matrycy. W tym
celu do pojemnika z matrycą dodano roztwór hybrydyzacyjny, w skład którego
wchodził testowy DNA łososia (SIGMA-GENOSIS kit CDBL-HCN). Hybrydyza-
cję prowadzono w piecu hybrydyzacyjnym Bachover GmbH-D7410. Następ-
nie matrycę umieszczono w kasecie wychwytującej promieniowanie γ (detek-
tor promieniowania Screen Imaging K, Bio-Rad). Czas pomiaru aktywności
wynosił ok. 24 godziny. Promieniowanie γ pochodzące z punktów odpowiada-
jących genom na matrycy powodowało przemiany chemiczne pro -
mienioczułego nośnika zawartego w kasecie (podłoże z soli fluorobromowej
z naniesionym na nie Europem). Nośnik ten po napromienieniu skanowano
na skanerze Molecular Image FX (Bio-Rad) o rozdzielczości 50 mikronów,
otrzymując w ten sposób obraz ekspresji genów na matrycy. Otrzymane zdję-
cie przenoszono w postaci pliku na dysk komputera. Ekspresję z poszczegól-

CCeell  pprraaccyy::  Celem badań była ocena
wpływu paklitakselu na ekspresję
genów kodujących wybrane aktywato-
rowe czynniki transkrypcyjne w komór-
kach in vitro przewodowego raka piersi
za pomocą techniki mikromacierzy.
MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Do pierwotnych
hodowli komórek przewodowego raka
piersi podawano paklitaksel w stęże-
niach 60 ng/ml i 300 ng/ml. Obliczone
stężenia odpowiadały dawkom stoso-
wanym w mono- i politerapii raka piersi,
a także uwzględniały liczbę przeprowa-
dzanych cykli chemioterapii paklitakse-
lem. Równocześnie prowadzono hodow-
le kontrolne komórek nabłonkowych
przewodowego raka piersi, które inku-
bowano bez cytostatyku. 
WWyynniikkii:: Szesnaście z 21 badanych genów
wykazało istotny statystycznie wzrost
ekspresji w hodowlach komórek prze-
wodowego raka piersi poddanych dzia-
łaniu dawki 60 ng/ml paklitakselu: 
15 genów w zakresie 1,8–3,3 (p < 0,05),
natomiast poziom ekspresji genu ETS1
wzrósł 4,7-krotnie (p = 0,0227) w po -
równaniu z komórkami kontrolnymi.
Druga stosowana dawka paklitakselu
300 ng/ml spowodowała w hodowlach
efekt cytotoksyczny oraz nieistotny sta-
tystycznie spadek ekspresji wszystkich
analizowanych genów w odniesieniu do
komórek kontrolnych.
WWnniioosskkii::  Podsumowując, można stwier-
dzić, że wprowadzenie dawki 60 ng/ml
cytostatyku do hodowli komórek prze-
wodowego raka piersi spowodowało
wzrost ekspresji genów dla czynników
transkrypcyjnych, wzmacniających me -
chanizm działania badanego taksanu.
Dlatego też można przypuszczać, że
wartość ekspresji badanych genów dla
aktywatorów transkrypcji w komórkach
przewodowego raka piersi może stano-
wić czynnik prognostyczny i predykcyj-
ny. Uzyskane wyniki skłaniają do dal-
szego badania funkcji analizowanych
genów i ich produktów oraz istniejących
między nimi zależności.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: rak piersi, aktywatory
transkrypcji, paklitaksel, mikromacierze.
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nych punktów matrycy normalizowano z poziomem
ekspresji genu wzorcowego E. coli, zlokalizowanego w punk-
tach kontrolnych. Do analizy ekspresji genów matrycy wyko-
rzystano program komputerowy Quantity One – wersja 4.2.1.
Za miarę poziomu ekspresji w poszczególnych polach przyję-
to średnią liczbę zliczeń na piksel przypadającą na określoną
jednostkę powierzchni (tzw. powierzchnię wzorcową
odpowiadającą położeniu pojedynczego genu na matrycy).
Analiza wyników polegała na porównaniu ekspresji
badanych genów w hodowlach komórek raka piersi pod-
danych działaniu paklitakselu z ekspresją tych genów
w hodowlach kontrolnych. Badania przeprowadzono
w trzech niezależnych powtórzeniach z użyciem jednego
zestawu odczynników. Przeanalizowano ekspresję 21 genów,
kodujących aktywatory procesu transkrypcji. Analizę
statystyczną otrzymanych wyników przeprowadzono za
pomocą programu Microsoft Office Excel 2003. 
1. Policzono wartości średnich arytmetycznych i odchyleń

standardowych dla ekspresji poszczególnych genów. 
2. W celu oceny istotności różnic pomiędzy ekspresją

badanych genów posłużono się testem t-Studenta. Za
istotne statystycznie były przyjmowane wartości dla istot-
ności p < 0,05.

Wyniki

W pracy analizowano ekspresję 21 genów dla aktywa-
torowych czynników transkrypcyjnych, z których 16 wykaza-
ło istotny statystycznie wzrost ekspresji w hodowlach
komórek przewodowego raka piersi poddanych działaniu
dawki 60 ng/ml paklitakselu. Druga stosowana dawka pak-
litakselu 300 ng/ml spowodowała efekt cytotoksyczny
w hodowlach in vitro komórek przewodowego raka piersi
oraz nieistotny statystycznie spadek ekspresji wszystkich
analizowanych genów w odniesieniu do komórek kontrol-
nych nieinkubowanych z lekiem (ryc. 1). 

Piętnaście genów wykazało 1,8–3,3-krotny wzrost wartoś-
ci ekspresji w hodowlach komórek z dawką 60 ng/ml leku
w porównaniu z ich ekspresją w komórkach kontrolnych.

Najwyższy wzrost poziomu ekspresji – 4,7-krotny – zanoto-
wano natomiast dla genu ETS1 (ryc. 2). 

Dyskusja

Regulacja ekspresji genów jest najbardziej fundamen-
talnym procesem w biologii i wywiera ogromny wpływ 
na komórki całego organizmu. Błędy pojawiające się
w aktywacji genowej przez zbyt wysoką albo niską ekspresję
określonego genu mogą często prowadzić do wystąpienia
choroby. Najlepiej znanym przykładem jest ekspresja onko-
genów, gdzie skutkiem transkrypcji pojedynczego genu
może być transformacja nowotworowa [11]. 

W przeprowadzonych badaniach najwyższy wzrost eks-
presji stwierdzono dla genu kodującego czynnik ETS1 nale-
żący do grupy czynników powszechnie aktywnych i funk-
cjonujących jako aktywatory promotorów w ludzkich
komórkach raka piersi [12]. ETS1 i ETV5 ulegają ekspresji
w większości zaawansowanych guzów pochodzenia nabłon-
kowego i uważa się, że odgrywają ważną rolę w rozwoju
i progresji nowotworu, a ponadto są niezależnymi czynni-
kami prognostycznymi w raku piersi [13]. W nowo tworach
piersi czynnik ETS1 pozytywnie reguluje indu kowaną meta-
loproteinazą macierzy 1 (MMP-1) ekspresję genu HER2 [14].
Innym czynnikiem grupy ETS jest białko kodowane przez
badany gen ETV1, odgrywające znaczącą rolę w nowo two -
rzeniu, w którym pośredniczy gen HER-2/Neu [15]. Podob-
nie, gen ATF2 koduje potencjalny czynnik transkrypcyjny
odpowiedzialny za indukowaną TGF-β pozytywną regulację
metaloproteinazy macierzy 2 (MMP-2), prowadzącą do pro-
gresji nowotworowej ludzkich komórek nabłonkowych gru-
czołu piersiowego [16]. Liczne badania wykazały, że eks-
presja FOXA1 (HNF-3α) jest silnie skorelowana z genem ESR1
dla estrogenu w komórkach raka piersi z podtypem luminal-
nym A, a także znaczącym czynnikiem rokowniczym dla
pacjentek z nowotworami estrogenopozytywnymi [17, 18].

Czynniki transkrypcyjne rodziny STAT stają się aktywne
w odpowiedzi na cytokiny i czynniki wzrostu [19]. Ekspres-
ja genu STAT5 w nowotworach piersi, szczególnie we wczes-

FFiigg..  11..  Arithmetical means and standard deviations of expression values for all (21) studied genes coding activating transcriptional
factors in ductal breast cancer control cells in vitro and treated with 60 ng/ml and 300 ng/ml doses of paclitaxel 
RRyycc..  11.. Średnie arytmetyczne i odchylenia standardowe wartości ekspresji wszystkich (21) badanych genów kodujących czynniki
transkrypcyjne pełniące funkcję aktywatorów w komórkach kontrolnych in vitro przewodowego raka piersi oraz poddanych działaniu
dawek 60 ng/ml i 300 ng/ml paklitakselu
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nych etapach raka, zanim powstaną przerzuty do węzłów
chłonnych, pozwala na przewidywanie zmniejszonego ryzy-
ka nawrotu choroby i śmierci [20]. Gen STAT3 koduje onko-
genną proteinę stale aktywną w 30–60% pierwotnych
raków piersi. Zidentyfikowano geny negatywnie regulowane
przez STAT3, np. c-Myc, oraz geny dla cykliny-D1, Bcl-xL, 

Mcl-1 i Bcl-2. Wiadomo również, że białko STAT6 uczestniczy
w zahamowaniu wzrostu i indukcji apoptozy przez inter-
leukinę 4 w komórkach raka piersi [21]. 

Aktywatorowe czynniki transkrypcyjne kodowane przez
geny E2F1, ATM i TP53BP1 odgrywają ważną rolę w zachowa-
niu stabilności genomu, a także ochronie komórki przed

FFiigg..  22..  Statistically significant values of 16 genes expression increment level in ductal breast cancer cells in vitro treated with 60 ng/ml
dose of paclitaxel in comparison to control cells 
RRyycc..  22.. Istotne statystycznie wartości wzrostu poziomu ekspresji 16 genów w komórkach przewodowego raka piersi in vitro
poddanych działaniu dawki 60 ng/ml paklitakselu w odniesieniu do komórek kontrolnych 
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ELF5 gen kodujący czynnik transkrypcyjny ELF5 (czynnik transkrypcyjny mający domenę ETS)

ATF2 gen kodujący aktywator transkrypcyjny 2 

ETV1 gen kodujący czynnik transkrypcyjny ETV1 formę genu 1 

STAT5A gen kodujący przekaźnik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 5A

ETS1 onkogen v-ets erytroblastozy, homolog 1 wiusa E26 u ptaków

FOXO3 gen kodujący czynnik transkrypcyjny mający domenę 

KLF5 gen kodujący czynnik transkrypcyjny podobny do czynnika 5 Kruppel (jelito cienkie) 

NFKB1 gen kodujący jądrowy czynnik transkrypcyjny 1κ  dla wzmacniacza lekkiego łańcucha polipeptydowego w leukocytach B

ETV5 gen kodujący czynnik transkrypcyjny ETV5 homologiczny do genu 5

NFATC2 gen kodujący jądrowy czynnik aktywujący limfocyty T oraz cytoplazmatyczny, zależny od kalcineuryny 2

NFKB2 gen kodujący jądrowy czynnik transkrypcyjny 2κ  dla wzmacniacza lekkiego łańcucha polipeptydowego w leukocytach B

ATM gen kodujący czynnik transkrypcyjny ATM dla zmutowanego genu ataxia telangiectasia (zawierający komplementarne grupy A, C, D)

HNF3A gen kodujący czynnik transkrypcyjny mający domenę forkhead box A1 

TP53BP1 gen kodujący białko wiążące białko P53

E2F1 gen kodujący czynnik transkrypcyjny1 rodziny E2F

FOSL1 gen kodujący czynnik transkrypcyjny podobny do antygenu 1 należącego do grupy białek FOS1

CEBPB gen kodujący białko wiążące wzmacniacz dla sekwencji CCAAT

STAT1 gen kodujący przekaźnik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 1, 91 kDa

STAT6 gen kodujący przekaźnik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 6, indukowany interleukiną 4

ELF2 gen kodujący czynnik transkrypcyjny ELF2 podobny do E74 (czynnik transkrypcyjny rodziny ETS)

STAT3 gen kodujący przekaźnik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 3



7733Analysis of expression of selected genes coding transcriptional activators in ductal breast cancer cells in vitro treated with paclitaxel 

transformacją nowotworową poprzez regulację ekspresji
genu P53. Wiadomo także, że zwiększenie progu regulacji
P53 i P21 jest głównym sugerowanym mechanizmem
indukowania apoptozy przez taksany. 

Wzrost ekspresji genu E2F1 indukuje komórki wyciszone
do wejścia w fazę S, co koreluje z aktywacją transkrypcji
np. genów dla cykliny E i D1 [22], a białko E2F1 w nadek-
spresji indukuje zarówno zależną od P53, jak i niezależną
apoptozę i reguluje promotor BRCA1 i RB u ludzi [23]. Wyni-
ki wielu badań in vivo i in vitro sugerują, że niska ekspres-
ja ATM w komórkach raka piersi koreluje z występowaniem
mutacji DNA, ze zwiększoną angiogenezą, a zatem pro-
gresywnym fenotypem nowotworu [24]. Konserwatywne
białko jądrowe wiążące P53 – TP53BP1 – jest głównym
przekaźnikiem sygnałów o uszkodzeniu DNA do P53 i innych
białek supresorowych nowotworów [25]. 

Nabłonkowo specyficzne czynniki ELF-3 i ELF-5 funkcjonu-
ją w komórkach zróżnicowanych. Wykazano, że białko ELF-3
zlokalizowane w cytoplazmie pośredniczy w onkogenezie
komórek gruczołu piersiowego [26]. 

Komórki nowotworowe piersi są zwykle otoczone przez
desmoplazję, która jest nagromadzeniem fibroblastów,
stanowiącym strukturalne i biochemiczne wsparcie dla guza.
Cytokiny wydzielane przez komórki nabłonkowe raka pier-
si działają na stromę fibroblastów i powodują obniżenie
aktywności C/EBPα [27]. 

Gen KLF5 o podwyższonej ekspresji w obecności niższej
badanej dawki paklitakselu koduje białko należące do czyn-
ników transkrypcyjnych rodziny Krűppel-like, zaangażo -
wanych w wielu etapach nowotworzenia, włączając kon-
trolę wzrostu komórek, apoptozę i angiogenezę [28].
Wiadomo, że geny indukowane przez czynnik NF-κB, stale
aktywny w nowotworach piersi, chronią komórki rakowe
przed działaniem paklitakselu [29]. 

Podsumowując, można stwierdzić, że wprowadzenie
dawki 60 ng/ml cytostatyku do hodowli komórek prze-
wodowego raka piersi spowodowało wzrost ekspresji genów
dla czynników transkrypcyjnych wzmacniających mecha-
nizm działania badanego taksanu. Dlatego też można przy-
puszczać, że wartość ekspresji badanych genów dla akty-
watorów transkrypcji w komórkach przewodowego raka
piersi może stanowić czynnik prognostyczny i predykcyjny.
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