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Aim of the study: 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.

Material and methods: 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.

Results: 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.

Conclusions: 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.

Key words: breast cancer, transcriptio-
nal activators, paclitaxel, microarrays.
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Nowotwaor piersi jest choroba, ktéra wykazuje szeroki zakres cech histo-
logicznych, klinicznych i genetycznych [1]. Rak przewodowy in situ (tac. carci-
noma intraductale — DCIS), heterogenny, nieinwazyjny stanowi obecnie
25-30% nowo diagnozowanych nowotworéw piersi. Charakteryzujg go nowo-
tworowe komérki nabtonkowe gromadzace sie w przewodach gruczotu pier-
siowego, bez naciekania przez btone podstawng do otaczajacej tkanki [2]. Pol-
ska jest krajem o sredniej zachorowalnosci na raka piersi, a najbardziej
dynamiczny wzrost zapadalnosci na te chorobe obserwuje sie u kobiet w wieku
35-39 lat [3]. Zgodnie z danymi Polskiego Krajowego Rejestru Nowotworéw
Ztosliwych w 2006 r. zarejestrowano ponad 13 000 nowych zachorowan wsréd
kobiet oraz ponad 5000 zgondw spowodowanych przez ten nowotwor [4].

Aktywacja gendw jest ztozonym, wieloetapowym procesem, przygotowu-
jacym maszynerie transkrypcyjna. Aktywatory to czynniki transkrypcyjne odd-
ziatujace bezposrednio z DNA i przytaczajace sie do sekwencji dalszego pro-
motora i sekwencji enhanceréw. Grupa aktywatoréw i koaktywatoréw
obejmuje zaréwno czynniki ogdlnego dziatania aktywne w transkrypcji wielu
gendw, jak i czynniki specyficzne uczestniczace w wybidrczej aktywacji gendw
zaleznej od rodzaju tkanki czy etapu rozwoju organizmu [5].

Jednym z powszechnie stosowanych lekdéw w terapii wielu nowotwordw,
w tym raka piersi, jest antymitotyczny paklitaksel [6]. Mechanizm dziatania
taksolu polega na taczeniu sie z podjednostka B-tubuliny, gtéwnego biatka
wrzeciona mitotycznego, i tworzeniu stabilnych i niefunkcjonalnych peczkéw
mikrotubul, co powoduje zablokowanie cyklu komaérkowego na granicy faz
G2/M i uniemozliwia dalsza proliferacje [7]. Stwierdzono, ze w odréznieniu
od innych lekéw przeciwnowotworowych wykazujacych dziatanie geno-
toksyczne na DNA komérek neoplastycznych taksol nie wywotuje uszkodzenia
materiatu genetycznego [8]. Wykazano, ze chemioterapia z udziatem tak-
sanow pozytywnie wptywa na wyniki leczenia wczesnego raka piersi [9].
Obecnie coraz powszechniej stosowana technika mikromacierzy otwiera
nowe perspektywy w medycynie oraz farmacji. Charakterystyka profilu
ekspresji gendw w stanach patologicznych umozliwia szybsze i skuteczniejsze
diagnozowanie choréb, prognozowanie ich przebiegu oraz odpowiedni wybdr
lekéw w zaleznosci od indywidualnych potrzeb pacjenta [10].

Celem badan byta ocena wptywu paklitakselu na ekspresje gendw kodu-
jacych wybrane aktywatorowe czynniki transkrypcyjne w komérkach prze-
wodowego raka piersi in vitro.
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Cel pracy: Celem badan byta ocena
wptywu paklitakselu na ekspresje
genow kodujacych wybrane aktywato-
rowe czynniki transkrypcyjne w komor-
kach in vitro przewodowego raka piersi
za pomocg techniki mikromacierzy.
Materiat i metody: Do pierwotnych
hodowli komérek przewodowego raka
piersi podawano paklitaksel w steze-
niach 60 ng/ml i 300 ng/ml. Obliczone
stezenia odpowiadaty dawkom stoso-
wanym w mono- i politerapii raka piersi,
a takze uwzgledniaty liczbe przeprowa-
dzanych cykli chemioterapii paklitakse-
lem. Réwnoczesnie prowadzono hodow-
le kontrolne komérek nabtonkowych
przewodowego raka piersi, ktére inku-
bowano bez cytostatyku.

Wyniki: Szesnascie z 21 badanych genéw
wykazato istotny statystycznie wzrost
ekspresji w hodowlach komérek prze-
wodowego raka piersi poddanych dzia-
taniu dawki 60 ng/ml paklitakselu:
15 genow w zakresie 1,8-3,3 (p < 0,05),
natomiast poziom ekspresji genu ETS1
wzrost 4,7-krotnie (p = 0,0227) w po-
rownaniu z komérkami kontrolnymi.
Druga stosowana dawka paklitakselu
300 ng/ml spowodowata w hodowlach
efekt cytotoksyczny oraz nieistotny sta-
tystycznie spadek ekspresji wszystkich
analizowanych genéw w odniesieniu do
komérek kontrolnych.

Whioski: Podsumowujac, mozna stwier-
dzi¢, ze wprowadzenie dawki 60 ng/ml
cytostatyku do hodowli komérek prze-
wodowego raka piersi spowodowato
wzrost ekspresji genéw dla czynnikéw
transkrypcyjnych, wzmacniajacych me-
chanizm dziatania badanego taksanu.
Dlatego tez mozna przypuszczac, ze
wartos¢ ekspresji badanych genéw dla
aktywatoréw transkrypcji w komérkach
przewodowego raka piersi moze stano-
wic czynnik prognostyczny i predykcyj-
ny. Uzyskane wyniki sktaniaja do dal-
szego badania funkcji analizowanych
gendw i ich produktéw oraz istniejacych
miedzy nimi zaleznosci.

Stowa kluczowe: rak piersi, aktywatory
transkrypcji, paklitaksel, mikromacierze.

Materiat i metody

Badane komarki otrzymano z tkanek gruczotow piersiowych pobranych
od 36 pacjentek, hospitalizowanych w Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej,
z wykrytym przewodowym rakiem piersi podczas zabiegu mastektomii. Pa-
cjentki nie byty poddane zadnej chemioterapii. Materiat weryfikowano histopa-
tologicznie: obejmowat on przypadki raka piersi w | i I stadium rozwoju wg
klasyfikacji Blooma (rak przedinwazyjny i zmiany do wielkosci ok. 2 cm, bez
przerzutéw do weztéw chtonnych).

Pobrany materiat poddawano homogenizacji mechanicznej (homoge-
nizator kulkowy), a nastepnie enzymatycznej (0,01-procentowa trypsyna;
WSiSz Lublin) i zaktadano pierwotne hodowle komdrek przewodowego raka
piersi w jednorazowych naczyniach plastikowych o powierzchni 25 cm?
w podtozu RPMI (SIGMA) z dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (FBS,
SIGMA) oraz penicyliny i streptomycyny (370C, w atmosferze zawierajacej
5% dwutlenku wegla, przy 90-procentowej wilgotnosci powietrza). Do
hodowli, ktére osiagnety gestos¢ 10 000 komadrek/ml, dodawano paklitaksel
(Bristol — Myers Squibb; Anglia) w stezeniach 60 ng/mli 300 ng/ml, a nastep-
nie inkubowano je przez 72 godz. Dozowane stezenia cytostatyku przeliczano
na podstawie dawki terapeutycznej, ktéra wynosi 175 mg/m2 powierzchni
ciata. Hodowle prowadzono w naczyniach Falcona o powierzchni 25 cm?, stad
przelicznik dawki terapeutycznej stosowanej w badaniach autorek niniejszej
pracy wynosit 60 ng. Wartos¢ pieciokrotnie wyzszej, zastosowanej w bada-
niach dawki wynika z przeliczenia na 6 cykli chemioterapii. Zaktadane hodowle
po 72 godz. tworzyty monolayer, dlatego tez stezenie cytostatyku podano
w jednostkach wagowo-objetosciowych, tj. 60 ng i 300 ng na mililitr podtoza
hodowlanego. Réwnoczesnie prowadzono hodowle kontrolne komérek
nabtonkowych przewodowego raka piersi, ktére inkubowano bez cytostatyku,
ale z dodatkiem 5-procentowego dimetylosulfotlenku (DMSO).

Z komorek przewodowego raka piersi kontrolnych i z dodatkiem pakli-
takselu wyizolowano catkowite RNA (T RNA) przy uzyciu zestawu TRI
(SIGMA) zgodnie z procedura producenta. Do czasu wykonania kolejnych
etapéw analizy T RNA przechowywano w temperaturze =70°C.

Komplementarny DNA (cDNA) otrzymano w reakcji odwrotnej transkrypgji
przy uzyciu standardowego zestawu (SIGMA), a nastepnie poddano proce-
sowi hybrydyzacji (zestaw Panorama Human Cancer cDNA Labeling and
Hybrydization Kit; CDLBL-HCN, SIGMA-GENQOSIS). Do probek zawierajacych
mieszanine reakcyjna do odwrotnej transkrypcji dodano RNA pochodzacy
7 genu wzorcowego Escherichia coli (z zestawu hybrydyzacyjnego Panorama
Armored RNA E. coli-B 1444 RNA), dzieki czemu mozliwe byto pdZniejsze skali-
browanie aktywnosci innych genéw zawartych na podtozu macierzy
w odniesieniu do ekspresji tego genu. Otrzymano cDNA z wyznakowanymi
radioaktywnym 32P resztami trojfosforanu dezoksyrybocytozyny. Proces
oczyszczania przeprowadzono w kolumnie Sephadex G-25. Oczyszczony cDNA
poddano procesowi hybrydyzacji na macierzy firmy (SIGMA-GENQOSIS), zaw-
ierajacej sekwencje gendw kodujacych rézne grupy biatek zwigzanych z re-
gulacja proceséw nowotworowych oraz sekwencje genu wzorcowego. Wstep-
na faza obejmowata przygotowanie nylonowego podtoza matrycy. W tym
celu do pojemnika z matryca dodano roztwér hybrydyzacyjny, w sktad ktérego
wchodzit testowy DNA tososia (SIGMA-GENOSIS kit CDBL-HCN). Hybrydyza-
cje prowadzono w piecu hybrydyzacyjnym Bachover GmbH-D7410. Nastep-
nie matryce umieszczono w kasecie wychwytujacej promieniowanie y (detek-
tor promieniowania Screen Imaging K, Bio-Rad). Czas pomiaru aktywnosci
wynosit ok. 24 godziny. Promieniowanie y pochodzace z punktéw odpowiada-
jacych genom na matrycy powodowato przemiany chemiczne pro-
mienioczutego nosnika zawartego w kasecie (podtoze z soli fluorobromowe;
z naniesionym na nie Europem). Nosnik ten po napromienieniu skanowano
na skanerze Molecular Image FX (Bio-Rad) o rozdzielczosci 50 mikronéw,
otrzymujac w ten sposéb obraz ekspresji genéw na matrycy. Otrzymane zdje-
cie przenoszono w postaci pliku na dysk komputera. Ekspresje z poszczegol-
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Fig. 1. 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

Ryc. 1. Srednie arytmetyczne i odchylenia standardowe wartosci ekspresji wszystkich (21) badanych genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne petnigce funkcje aktywatoréw w komérkach kontrolnych in vitro przewodowego raka piersi oraz poddanych dziataniu

dawek 60 ng/mli 300 ng/ml paklitakselu

nych punktéw matrycy normalizowano z poziomem
ekspresji genu wzorcowego E. coli, zlokalizowanego w punk-
tach kontrolnych. Do analizy ekspresji gendw matrycy wyko-
rzystano program komputerowy Quantity One —wersja 4.2.1.
Za miare poziomu ekspresji w poszczeg6lnych polach przyje-
to Srednia liczbe zliczen na piksel przypadajaca na okreslona
jednostke powierzchni (tzw. powierzchnie wzorcowa
odpowiadajaca potozeniu pojedynczego genu na matrycy).
Analiza wynikéw polegata na poréwnaniu ekspresji
badanych genéw w hodowlach komarek raka piersi pod-
danych dziataniu paklitakselu z ekspresja tych genéw
w hodowlach kontrolnych. Badania przeprowadzono
w trzech niezaleznych powtérzeniach z uzyciem jednego
zestawu odczynnikéw. Przeanalizowano ekspresje 21 genow,
kodujacych aktywatory procesu transkrypcji. Analize
statystyczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono za
pomoca programu Microsoft Office Excel 2003.
1. Policzono wartosci Srednich arytmetycznych i odchylen
standardowych dla ekspresji poszczegdlnych gendw.
2.W celu oceny istotnosci réznic pomiedzy ekspresja
badanych genéw postuzono sie testem t-Studenta. Za
istotne statystycznie byty przyjmowane wartosci dla istot-
nosci p < 0,05.

Wyniki

W pracy analizowano ekspresje 21 genéw dla aktywa-
torowych czynnikéw transkrypcyjnych, z ktérych 16 wykaza-
to istotny statystycznie wzrost ekspresji w hodowlach
komarek przewodowego raka piersi poddanych dziataniu
dawki 60 ng/ml paklitakselu. Druga stosowana dawka pak-
litakselu 300 ng/ml spowodowata efekt cytotoksyczny
w hodowlach in vitro komérek przewodowego raka piersi
oraz nieistotny statystycznie spadek ekspresji wszystkich
analizowanych genéw w odniesieniu do komérek kontrol-
nych nieinkubowanych z lekiem (ryc. 1).

Pietnascie gendw wykazato 1,8-3,3-krotny wzrost wartos-
ci ekspresji w hodowlach komérek z dawka 60 ng/ml leku
w poréwnaniu z ich ekspresja w komérkach kontrolnych.

Najwyzszy wzrost poziomu ekspresji — 4,7-krotny — zanoto-
wano natomiast dla genu ETSI (ryc. 2).

Dyskusja

Regulacja ekspresji gendw jest najbardziej fundamen-
talnym procesem w biologii i wywiera ogromny wptyw
na komorki catego organizmu. Btedy pojawiajace sie
w aktywacji genowej przez zbyt wysoka albo niska ekspresje
okreslonego genu moga czesto prowadzi¢ do wystgpienia
choroby. Najlepiej znanym przyktadem jest ekspresja onko-
genodw, gdzie skutkiem transkrypcji pojedynczego genu
moze by¢ transformacja nowotworowa [11].

W przeprowadzonych badaniach najwyzszy wzrost eks-
presji stwierdzono dla genu kodujacego czynnik ETS1 nale-
z3cy do grupy czynnikéw powszechnie aktywnych i funk-
cjonujacych jako aktywatory promotoréw w ludzkich
komorkach raka piersi [12]. ETS1 i ETV5 ulegaja ekspresji
w wiekszosci zaawansowanych guzéw pochodzenia nabton-
kowego i uwaza sie, ze odgrywajg wazna role w rozwoju
i progresji nowotworu, a ponadto sa niezaleznymi czynni-
kami prognostycznymi w raku piersi [13]. W nowotworach
piersi czynnik ETS1 pozytywnie reguluje indukowana meta-
loproteinaza macierzy 1 (MMP-1) ekspresje genu HERZ2 [14].
Innym czynnikiem grupy ETS jest biatko kodowane przez
badany gen ETVI, odgrywajace znaczacg role w nowotwo-
rzeniu, w ktérym posredniczy gen HER-2/Neu [15]. Podob-
nie, gen ATF2 koduje potencjalny czynnik transkrypcyjny
odpowiedzialny za indukowana TGF8 pozytywna regulacje
metaloproteinazy macierzy 2 (MMP-2), prowadzaca do pro-
gresji nowotworowej ludzkich komérek nabtonkowych gru-
czotu piersiowego [16]. Liczne badania wykazaty, ze eks-
presja FOXAI (HNF-3a) jest silnie skorelowana z genem ESRI
dla estrogenu w komérkach raka piersi z podtypem luminal-
nym A, a takze znaczacym czynnikiem rokowniczym dla
pacjentek z nowotworami estrogenopozytywnymi[17, 18].

Czynniki transkrypcyjne rodziny STAT staja sie aktywne
w odpowiedzi na cytokiny i czynniki wzrostu [19]. Ekspres-
ja genu STAT5 w nowotworach piersi, szczeg6lnie we wczes-
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Table 1. Analyzed genes of activatory transcription factors
Tabela 1. Analizowane geny, kodujace aktywatorowe czynniki transkrypcyjne

Gen

ELF5 gen kodujacy czynnik transkrypcyjny ELF5 (czynnik transkrypcyjny majacy domene ETS)

ATF2 gen kodujacy aktywator transkrypcyjny 2

ETVI gen kodujacy czynnik transkrypcyjny ETV1 forme genu 1

STAT5A  gen kodujacy przekaznik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 5A

ETSI onkogen v-ets erytroblastozy, homolog 1 wiusa E26 u ptakow

FOX03  gen kodujacy czynnik transkrypcyjny majacy domene

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

NFKBI  gen kodujacy jadrowy czynnik transkrypcyjny i dla wzmacniacza lekkiego tancucha polipeptydowego w leukocytach B

ETV5 gen kodujacy czynnik transkrypcyjny ETV5 homologiczny do genu 5

NFATC2  gen kodujacy jadrowy czynnik aktywujacy limfocyty T oraz cytoplazmatyczny, zalezny od kalcineuryny 2

NFKB2  gen kodujacy jadrowy czynnik transkrypcyjny 2k dla wzmacniacza lekkiego taficucha polipeptydowego w leukocytach B
ATM gen kodujacy czynnik transkrypcyjny ATM dla zmutowanego genu ataxia telangiectasia (zawierajacy komplementarne grupy A, C, D)

HNF3A  gen kodujacy czynnik transkrypcyjny majacy domene forkhead box Al

TP53BPI gen kodujacy biatko wigzace biatko P53

E2F1 gen kodujacy czynnik transkrypcyjnyl rodziny E2F

FOSL1  gen kodujacy czynnik transkrypcyjny podobny do antygenu 1 nalezacego do grupy biatek FOS1

CEBPB  gen kodujacy biatko wigzace wzmacniacz dla sekwencji CCAAT

STAT1 gen kodujacy przekaznik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 1, 91 kDa

STAT6  gen kodujacy przekaznik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 6, indukowany interleuking 4

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

STAT3  gen kodujacy przekaznik sygnalizacyjny i aktywator transkrypcyjny 3

Wzrost poziomu ekspresji badanych genéw w komérkach inkubowanych z 60 ng/ml PTX w odniesieniu do kontroli
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Fig. 2. 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

Ryc. 2. Istotne statystycznie wartosci wzrostu poziomu ekspresji 16 gendw w komérkach przewodowego raka piersi in vitro
poddanych dziataniu dawki 60 ng/ml paklitakselu w odniesieniu do komérek kontrolnych

nych etapach raka, zanim powstang przerzuty do weztéw
chtonnych, pozwala na przewidywanie zmniejszonego ryzy-
ka nawrotu choroby i $mierci [20]. Gen STAT3 koduje onko-
genng proteine stale aktywna w 30-60% pierwotnych
rakow piersi. Zidentyfikowano geny negatywnie regulowane
przez STAT3, np. c-Myc, oraz geny dla cykliny-D1, Bcl-xL,

Mcl-11i Bcl-2. Wiadomo réwniez, ze biatko STAT6 uczestniczy
w zahamowaniu wzrostu i indukcji apoptozy przez inter-
leukine 4 w komorkach raka piersi [21].

Aktywatorowe czynniki transkrypcyjne kodowane przez
geny E2F1, ATM i TP53BP1 odgrywaja wazna role w zachowa-

niu stabilnosci genomu, a takze ochronie komérki przed
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