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W niniejszej pracy przedstawiono
wspbtczesny stan wiedzy na temat bio-
logicznych metod diagnostycznych oraz
znacznikéw jakosciowych i ilosciowych
oznaczanych w komérkach nowotworo-
wych lub ptynach ustrojowych pacjen-
téw z rakiem piersi. Zaprezentowano
geny i odpowiadajace im biatka oraz
substancje markerowe, oceniane za
pomoca technik ilosciowych, pozwala-
jacych na réwnoczesng ocene tysiecy
parametréw biologicznych i biochemicz-
nych. Oméwiono aberracje cyklu komér-
kowego, przezywalnosci i wzrostu ko-
moérek, a takze zmiany w apoptozie,
adhezji, angiogenezie oraz nieprawidto-
wosci ekspresji genowej. Tematyka pra-
cy obejmuje takze role proceséw repa-
racyjnych DNA, amplifikacje genodw,
utrate lub przetamanie chromosoméw
prowadzace do zwiekszenia ryzyka za-
chorowania i/lub bardziej agresywnego
przebiegu choroby. Zamieszczono réw-
niez informacje o sygnalizacji wewnatrz-
komérkowej odpowiedzialnej za wzrost,
réznicowanie, przezywalnos¢ oraz ob-
umieranie komoérek, jak réwniez mar-
keréw osocza, takich jak biatko CA15-3,
antygen kanceroembrionalny (CEA) i cy-
tokeratyny (TPA, TPS i Cyfra 21.1).

Stowa kluczowe: rak piersi, znaczniki
biologiczne, diagnostyka molekularna,
diagnostyka genetyczna.
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Rak piersi jest nowotworem heterogennym zaréwno pod wzgledem kli-
nicznym, jak i histopatologicznym. Z tego powodu podejmowane sg préby
identyfikacji specyficznych proceséw biologicznych i znacznikéw molekular-
nych, majacych przyczynic sie do ujednolicenia kryteriow klasyfikowania sta-
diéw choroby, jej diagnozowania i leczenia [1]. Zrozumienie szlakéw moleku-
larnych odgrywajacych role w osobniczej predyspozycji do nowotworzenia,
przeksztatcaniu sie wczesnych stadiéw w zmiany o charakterze inwazyjnym
oraz réznicujacych podtypy nowotwordw, uznawane jest za najbardziej obie-
cujace dla diagnozowania i chemioprewencji [2]. Ogromna wage przywigzu-
je sie do oceny tych proceséw w komérkach macierzystych —w prawidtowym
rozwoju gruczotu sutkowego, jak i jego patologii [3]. Uwaza sie, ze identyfi-
kacja szlakow sygnalizacji wewnatrzkomaorkowe] i miedzykomaérkowej w kan-
cerogenezie i apoptozie przyczyni sie do stworzenia leczenia celowanego [4].
Sadzi sie, ze substancje uznane za markery biologiczne, w zwiazku z osiagnie-
ciami w genetyce molekularnej, moga zrewolucjonizowac rozpoznawanie i le-
czenie raka piersi, podobnie jak to miato miejsce w przypadku odkrycia on-
kogenéw oraz badan nad aktywnoscia hormondéw steroidowych i ich
receptoréw, ktére umozliwity rozwéj hormonalnych srodkéw terapeutycznych
[5]. Niezaleznie od postepu w badaniach nad interakcja komérek nabtonko-
wych z podscieliskiem [6], obecnie szczegdlng uwage zwraca sie na ocene in-
terakcji gendw oraz ilosciowa ocene komorkowych i molekularnych markerow
posrednich (ang. surrogate/intermediate endpoint markers). Pozwalaja one
na interpretacje wielostopniowych proceséw biochemicznych oraz identyfika-
cje czynnikéw ryzyka. Oznaczane na etapach posrednich miedzy inicjalizacja
procesu nowotworowego a petnoobjawowym stadium klinicznym, lub miedzy
podaniem leku a uzyskaniem ostatecznego efektu jego dziatania, moga deter-
minowac kierunek rozwoju procesu lub skutecznos¢ leczenia [7].

Uwaza sie, ze markery biologiczne uzywane w przypadku lekowej terapii
antynowotworowej lub chemioprewencji u kobiet z wysokim poziomem ry-
zyka, umozliwityby nie tylko uzupetnienie diagnostyki obrazowej, ale datyby
rowniez szanse na stworzenie petniejszego obrazu klinicznego w oparciu
o interpretacje fenotypéw komaérek nowotworowych, zahamowania prolife-
racji lub odwrécenia aberracji genowych [8].

Stwierdzenie, ze proces nowotworowy moze rozwijac sie jako sekwencja
dziatania wielu kooperujacych gendw, doprowadzito do zogniskowania prac
nad biomarkerami na identyfikacji genéw i ich produktéw biatkowych oraz
poszukiwaniu wzorcodw ekspresji genowej, rzutujacej na ryzyko wystapienia
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The review on breast cancer biological
and molecular diagnostics discusses up-
to-date knowledge on quantitative and
qualitative biological markers, identifiable
either in cells and/or in bodily fluids. It
deals with identification of genes and
corresponding proteins as well as
compounds that might be recognized
through laboratory techniques fallowing
for same time evaluation of thousands
of biological and chemical traits
displaying potential as breast cancer
markers. It also overviews changes in
cell growth, cell cycle disturbances,
apoptosis, cell adhesion and mobility as
well as an improper gene expression. It
also describes cancer cell genome
markers related to DNA repairing leading
to loss or breakage of chromosomes,
gene amplification thus increasing risk
and/or a high level of malignancy. It also
outlines information on intracellular
signaling networks playing an important
role in growth, differentiation and cell
death as well as serum biomarkers such
as: CA15-3, protein, carcinoembryonic
antigen (CEA), cytokeratins (TPA, TPS a
Cyfra 21.1).
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i przebieg choroby [9]. Dazeniem obu linii dziatania jest stworzenie profili mo-
lekularnych, identyfikowanych z ptynéw ustrojowych, ktére charakteryzowa-
tyby typ lub podtyp nowotworu, stopier heterogennosci oraz osobnicza pre-
dyspozycje do przeksztatcania sie wczesnych stadidw nowotworéw w zmiany
o charakterze inwazyjnym [10].

Postep w zakresie tworzenia wiarygodnych znacznikéw biologicznych na-
potyka jednak na wiele probleméw techniczno-metodycznych. Naleza do nich
m.in. niskie stezenia biatek nowotworowych, nieznaczne réznice ich struk-
tury w poréwnaniu z biatkami wystepujacymi u ludzi zdrowych oraz brak spe-
cyficznosci markera dla tkanki lub narzadu, ktéry jest niezbedny do identy-

fikacji pierwotnego miejsca wyjscia nowotworu [11].

Identyfikacja znacznikéw biologicznych

Prace nad identyfikacja nowotwordw koncentruja sie na prébach wykry-
cia molekularnego lub chemicznego znacznika jakosciowego lub ilosciowe-
g0 wytwarzanego specyficznie przez komorki przednowotworowe lub nowo-
tworowe, ktory wystepuje w ptynach ustrojowych lub materiale tkankowym,
w stezeniach umozliwiajacych jego wykrycie.

Idealny marker biologiczny powinien [12]:

* by¢ obecny u wszystkich pacjentéw ze specyficznym typem nowotworu,

» wykazywac zmiany ilosciowe w miare progresji lub regresji nowotworu,

e nie istnie¢ lub nie by¢ wykrywany u ludzi zdrowych,

* by¢ wykrywany relatywnie prostymi i niekosztownymi metodami.

W raku piersi musi on spetnia¢ dodatkowo nastepujace warunki [12]:

« korelowac z technikami obrazowymi — niezbednymi do lokalizacji guza,

* uwzglednia¢ réznice osobnicze i r6znice zalezne od typdw lub podtypéw raka,
* pozwala¢ na zastosowanie w badaniach przesiewowych,

* wykazywac czutos¢ i specyficznosé potwierdzong metodami statystycznymi.

Uwaza sie, ze najwiekszy potencjat wykorzystania biomarkeréw lezy w ba-
daniach przesiewowych, ocenie ryzyka, wczesnej diagnostyce oraz lokaliza-
cji guzéw, niezbednych do stosowania leczenia celowanego.

Mimo nadziei, jakie niesie ze sobg identyfikacja mutacji genowych zwigza-
nych z podwyzszonym ryzykiem zachorowania, ich stwierdzenie nie jest row-
noznaczne z wystapieniem lub obecnoscia choroby. Z tego powodu wiekszosé
prac koncentruje sie obecnie nie tylko na znalezieniu obecnosci zmutowanych
genow, ale takze na ocenach zwigzanych z nimi profili biatkowych [13].

Pomimo identyfikacji biatek, takich jak np. CA15-3, rokujacych nadzieje
diagnostyczne ze wzgledu na ich wystepowanie w zaawansowanych sta-
diach, uwaza sie je za markery przerzutéw [14]. Niestety, biatka markerowe
sg rzadko specyficzne wytacznie dla raka piersi, a ich podwyzszony poziom
moze wystepowac w nowotworach ptuc, okreznicy, jajnika i trzustki oraz
w chorobach nienowotworowych [15]. Tylko nielicznym biomarkerom, takim
jak np. antygen specyficzny dla prostaty (PSA), przypisuje sie specyfike rela-
tywna do narzadu i typu nowotworu. Jednak doniesienia o wystepowaniu
PSA w ptynie aspiracyjnym z brodawki, cystach oraz w materiale tkankowym
w nowotworach piersi zdaja sie podwazac te specyficznos¢ [16].

Nalezy podkresli¢, ze postawa co do stosowania i powszechnego wdraza-
nia biomarkeréw w raku piersi jest ambiwalentna. Z jednej strony istnieja
obawy, ze ich przedwczesne wprowadzenie do badan przesiewowych w po-
pulacji o normalnym rozktadzie poziomu ryzyka pociagnie za sobg znaczna
liczbe rozpoznanh fatszywie dodatnich, z drugiej istnieja przestanki na temat
potencjalnych korzysci stosowania markeréw w skryningu grup wysokiego
ryzyka. Odnositoby sie to szczegélnie do identyfikacji przypadkéw niejedno-
znacznych, wykazujacych graniczna patologie komérkowa, w ktérych istnia-
taby mozliwos¢ potwierdzenia zmian przednowotworowych oraz wczesnych
stadiow nowotworéw. Postep prac oraz problemy dotyczace wdrozenia znacz-
nikéw biologicznych w praktyce klinicznej przedstawiono w tab. 1.

Jakkolwiek uwaza sie, ze w przysztosci markery biologiczne bedg pomoc-
ne takze w podejmowaniu decyzji co do wykonywania biopsji, to istnieja wat-
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Tabela 1. Znaczniki biologiczne w raku piersi
Table 1. Biomarkers in breast cancer

Proces Zastosowanie

Aktualny postep

Ograniczenia

trudna ocena

w grupach etnicznych
i potrzeba ocen
mnogich map

polimorfizm genetyczny [17, 18] ocena ryzyka

mapy pojedynczych
polimorficznych
nukleotydow

ocena ryzyka, skryning,
diagnostyka, rokowanie,
leczenie celowane

zmiany epigenetyczne
w komaorkach
nowotworowych [19, 20]

wymaga potwierdzenia
w masowych badaniach
populacji i stworzenia

odpowiedniego rejestru

badania korelujace
procesy metylacji
z obecnoscia

lub stadium
nowotworu piersi

zmiany w szlakach
sygnalizacji biatkowej [15]

skryning, diagnostyka,
rokowanie,
ocena leczenia

niska czutosc,

brak standaryzacji

ze wzgledu na heterogennosc
populacji

stosowane w ocenie
klinicznej przed,
w czasie i po leczeniu

zmiany profili biatek
lub peptydéw osocza [15]

skryning, diagnoza,
rokowanie, wybor
i kontrola leczenia

niska czutosé
i specyficznos,
heterogennos¢ w populacji

zwiekszenie trafnosci
diagnozowania
raka jajnika

inwazyjnos¢ rokowanie

i proces rozsiewu
[2,14,15]

pliwosci, czy beda one w stanie catkowicie zastgpi¢ ocene
histopatologiczna.

Uwaza sie, ze znaczne przyspieszenie wdrazania biomar-
keréw nastapi wtedy, kiedy beda mogty by¢ stosowane
w identyfikacji ryzyka zachorowania lub wczesnego proce-
su nowotworowego. Do tego czasu ich rola w diagnozowa-
niu i ocenie leczenia raka piersi bedzie miata charakter po-
mocniczy i bedzie odnosic sie gtdwnie do:

« identyfikacji, réznicowania i rokowania w nowotworach
przewodowych in situ,
e wyboru i oceny wynikéw leczenia,

brak efektywnosci
dla rozsianego
procesu nowotworowego

ocena proteaz

i'ich inhibitorow

— aktywatora urokinazy
plazminogenu — u pacjentow
bez zajecia weztéw chtonnych

e monitorowania postepu choroby lub wznowy procesu
po zakonczeniu leczenia.

Oceny poziomu tkankowych receptoréw estrogenowych
i progesteronowych, a takze receptora Her2, stosowane
obecnie przy wyborze leczenia, sg przyktadem pomocniczej
roli biomarkerow [2].

Mimo osiagniecia czutosci i specyficznosci markeréw
biologicznych wystarczajacej do identyfikacji ré6znic osob-
niczych i oceny populacji komérkowych pochodzacych z te-
g0 samego guza [6], warunkami ich stosowania w zesta-
wach diagnostycznych sa:
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1. Stworzenie testow umozliwiajgcych mato inwazyjne po-
branie tkanek i ptynéw ustrojowych, tatwe opracowanie
laboratoryjne i przechowywanie materiatu.

2. Weryfikowalnos¢ procedur — standardy kalibracji, powta-
rzalnos¢ niezalezna od wieku, stanu hormonalnego, czyn-
nikow ryzyka itd.

3. Potwierdzona w badaniach populacyjnych uzytecznosé
w skryningu w kontekscie redukcji umieralnosci i wydtu-
zenia przezywalnosci.

4. Zdefiniowanie kryteriow kwalifikacji pacjentéw i oceny sta-
tystycznej —w poréwnaniu z istniejgcymi metodami [8].
5. Zmiany administracyjno-prawne — reforma rejestrow no-
wotwordw i procedur legislacyjnych dotyczacych ochro-

ny danych osobowych pacjentow.

Ocena gendw i biatek

Poszukiwania biologicznych znacznikéw nowotworo-
wych, byty prowadzone do wczesnych lat 90. ubiegtego wie-
ku, gtéwnie za pomoca préb identyfikacji poszczegblnych
genow i zwigzanych z nimi biatek. Rozwéj nowych technik
laboratoryjnych, umozliwiajacych jednoczesna ocene tysie-
cy gendéw i odpowiadajgcych im biatek, stworzyt podstawy
do bardziej efektywnej oceny réznic miedzy komaérkami pra-
widtowymi i zmienionymi nowotworowo. Metody te spo-
wodowaty, ze wiecej substancji biologicznych i zwigzkdw
chemicznych zaczeta by¢ branych pod uwage jako poten-
cjalne markery nowotworowe [7]. Ocena mikromacierzy
wykonywana na tysigcach oligonukleotydéw oraz na kom-
plementarnym DNA (cDNA) umozliwita identyfikacje kwa-
sow nukleinowych pochodzacych z nowotworéw. Dato to
z kolei szanse identyfikacji zmian aktywnosci genowej w ko-
maorkach oraz ujawnito réznice ilosciowe i jakosciowe w DNA
nowotworowym. Metody identyfikujace zmiany szlakéw
biatkowych w kancerogenezie dostarczyty informacji na te-
mat interakcji komérek nowotworowych, a takze relacji no-
wotworu w stosunku do gospodarza [22]. Techniki te umoz-
liwity réwniez identyfikacje proteoméw stanowigcych
biatkowe ekwiwalenty genow, ktére wykazuja potencjat ja-
ko biomarkery nowotworowe, zaréwno na poziomie komor-
kowym, jak i tkankowym. Zastosowanie mikromacierzy bia-
tek, analogiczne do mikromacierzy DNA, dato mozliwosé
rownoczesnej oceny duzej liczby biatek zaréwno pod wzgle-
dem ich funkgji, jak i proceséw amplifikacji sygnatu [17]. Pro-
filowanie proteoméw osoczowych, charakterystycznych dla
przebiegu choroby, ujawnito specyficzne cechy, ktére moga
by¢ pomocne w wykrywaniu nowotworéw, doborze terapii
celowanej i sledzeniu odpowiedzi na leczenie [23].

Ekspresja profili genetycznych

Zaburzenia wzrostu i przezywalnosci komérek wystepu-
ja jako kompleksowy proces obejmujacy zaréwno zmiany
genetyczne, jak i epigenetyczne [24]. W guzach sutka, oprécz
cech charakterystycznych dla zmian ztosliwych, takich jak
zaburzenia cyklu komaérkowego, nieprawidtowosci w apop-
tozie, adhezji, ruchomosci komérek czy angiogenezie, ob-
serwuje sie specyficzne dla kazdego guza wzorce ekspresji
genowej [25]. Systematyzacja guzdw piersi na podstawie
profili ekspresji genetycznej rokuje nadzieje na wprowadze-

nie klasyfikacji umozliwiajacej przewidywanie reakcji na le-

czenie i indywidualizowane rokowanie u poszczeg6lnych
pacjentow [20]. Uwaza sie, Ze ocena zmian jakosciowych
lub ilosciowych kopii genéw, ktére sg charakterystyczne dla
procesu nowotworowego, moze utatwic identyfikacje nie-
prawidtowosci dotyczacych regulacji podziatow komérko-
wych, ruchu komérek oraz apoptozy [26].

Zastosowanie mikromacierzy utatwia analize poziomu
ekspresji genu w pojedynczej prébce materiatu oraz poréw-
nanie ekspresji tysiecy gendw miedzy dwoma réznigcymi
sie typami komoérek lub tkanek, podobnie jak w przypadku
poréwnania tkanki zmienionej nowotworowo z normalng
tkanka gruczotowa piersi. Jakkolwiek technologia ta jest cia-
gle na wczesnym etapie rozwoju, klasyfikacja guza na pod-
stawie analizy ekspresji genow, wtaczajac w to nowotwory
piersi, juz dzis stata sie rzeczywistoscia [20, 27]. Zidentyfi-
kowano m.in. 5 réznigcych sie podtypdw nowotworu sutka
u pacjentéw z naciekajagcym rakiem przewodowym [28]. Te-
go typu podejscie, identyfikujace stadium guza, na podsta-
wie pierwotnego podobieAstwa charakteru ekspresji genu
znane jest jako analiza niekontrolowana. Istnieje réwniez
tzw. analiza kontrolowana, ktéra w sposéb bezposredni oce-
nia relacje miedzy ekspresja profili genetycznych a deter-
minantami klinicznymi, takimi jak rokowanie. Za pomoca
oligonukleotydowych mikromacierzy 25 000 genéw [29]
okreslono m.in. ekspresje profili genetycznych w 98 pier-
wotnych guzach gruczotu sutkowego u pacjentek, bez za-
jetych weztéw chtonnych, w wieku ponizej 55. roku zycia.
Na podstawie tych badan i poréwnania oceny klinicznej
zidentyfikowano u badanych kobiet zestaw 70 gendw, kt6-
re w miare precyzyjnie umozliwity rokowanie. Zte rokowa-
nie byto zwigzane ze wzrostem ekspresji genéw kontrolu-
jacych cykl komérkowy, inwazyjnos¢, angiogeneze
i transdukcje sygnatu. Badania testujgce zestaw istotnych
prognostycznie 70 gendw, przeprowadzone u pacjentek po-
nizej 53. roku zycia, bez zajetych weztéw chtonnych potwier-
dzito poprzednie wyniki. W tej grupie chorych rokowanie
przy pomocy oceny profilu genetycznego byto doktadniej-
sze niz rokowanie na podstawie wieku, rozmiaru guza, oce-
ny histopatologicznej i przerzutéw do pachowych weztow
chtonnych [30]. Logiczng konsekwencja tego typu badan
powinno by¢ przeprowadzenie ocen w reprezentatywnych
grupach pacjentek z rakiem sutka w celu stwierdzenia uzy-
tecznosci w praktyce klinicznej [31]. Mimo braku jednoznacz-
nych dowodéw co do uzytecznosci, wynikajacych z prospek-
tywnych badan klinicznych, test o nazwie Oncotype DX
dostepny jest w USA i w Holandii. Zestaw testowy zostat
wprowadzony na rynek jako test laboratoryjny, a nie test
diagnostyczny [32]. Jakkolwiek profilowanie przy uzyciu
mikromacierzy wykazuje cechy markeréw diagnostycznych
i rokowniczych, technika ta nie jest przystosowana
do uzywania w codziennej praktyce klinicznej [20]. Jest to
spowodowane m.in. wysokim kosztem i trudnoscig uzyska-
nia RNA z preparatéw biopsyjnych, ktére rutynowo w celu
oceny histologicznej utrwalane sg formaling i zatapiane
w parafinie [33]. Wydaje sie, ze z chwilg, kiedy mikromacie-
rze umozliwig identyfikacje klinicznie jednoznacznych ge-
now o wysokiej ekspresji, bardziej dostepne, szybsze i mniej
kosztowne technologie bedg mogty by¢ zastosowane w te-
stach diagnostycznych u pacjentéw z rakiem sutka. Dotych-
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czas z grupy genow wytonionych na bazie hipermetylacji
udato sie zidentyfikowac 35 podejrzanych genéw supresyj-
nych, a nastepnie zespét 3 gendw o wysokiej korelacji w sto-
sunku do wczesnych stadiow raka piersi. Markery te zosta-
ty zidentyfikowane przy pomocy tancuchowej reakcji
polimerazy (ang. polymerase chain reaction — PCR) w komor-
kach wyptukanych z przewodéw gruczotu sutkowego [34].
Prowadzone obecnie badania kliniczne (ang. clinical trials)
koncentruja sie na ocenie biomarkeréw wczesnych stadiow
raka piersi u kobiet bezobjawowych oraz u tych, ktére sa
obcigzone wysokim ryzykiem pierwotnych lub nawrotowych
rakéw piersi[35].

Identyfikatory genomu nowotworowego

Procesy reparacyjne DNA odpowiedzialne za dziatanie an-
tymutagenne prowadza czesto do utraty chromosoméw, ich
przetamania lub amplifikacji genowej [36]. Liczba i lokaliza-
cja tego rodzaju uszkodzerh genomu w istotny sposéb zwiek-
sza indywidualne ryzyko wystapienia raka, a w przypadku
zaistnienia procesu nowotworowego — jego agresywnosc.
Technika zwana poréwnawczymi mikromacierzami hybry-
dyzacji genowej (ang. comparative genomic hybridization
— CGH), wykrywajaca i mapujaca zmiany w liczbie kopii DNA
komorek nowotworowych, ma potencjalne perspektywy co
do rokowania przebiegu choroby. Ocena przy pomocy mikro-
macierzy CGH jest dokonywana przez hybrydyzacje duzych
fragmentéw DNA genowego, w poréwnaniu z sekwencja
DNA istniejacego w znanych punktach chromosomu. Rézni-
ce w hybrydyzacji miedzy normalnymi komérkami nabton-
kowymi przewoddw a komérkami uzyskanymi z biopsji gu-
za moga wskazywac na istotne rejony uszkodzenia
chromosomu zwiazane z rozwojem guzoéw. W przeciwien-
stwie do analizy opartej o ekspresje RNA, mikromacierze
CGH moga by¢ oceniane na utrwalonych w formalinie pre-
paratach, pochodzacych z uprzednio wykonanych biopsji,
dzieki czemu wydaja sie one bardziej uzyteczne w rutyno-
wej technice histopatologicznej [24]. Czesto technika mikro-
macierzy CGH stosowana w nowotworach piersi identyfikuje
utrate catosci lub czesci ramion chromosomaéw, amplifika-
cje gendéw oraz uszkodzenie kohcéw chromosomoéw. Cechy
te moga by¢ wykorzystane jako markery prognostyczne [19].

Poniewaz amplifikacja genu ErbB2 koreluje z jego wzmo-
zong ekspresja, poziom odpowiadajgcego mu biatka, oce-
niany immunohistochemicznie w materiale biopsyjnym, mo-
ze by¢ wyktadnikiem pozytywnej reakcji na leczenie
herceptyna. Istniejag dowody, ze ocena liczby kopii ErbB2
moze okazac sie prostym i czutym wskaznikiem wrazliwo-
ci na trastuzumab [19, 37].

Identyfikacja innych anomalii genowych wystepujacych
w rakach piersi powinna umozliwié planowanie celowanej
terapii genowej, jak réwniez identyfikacje guzéw opornych
na leczenie, jak to ma miejsce w przypadku zaleznej od na-
prawy DNA opornoéci w stosunku do cisplatyny [19].

Mikormacierze moga byc¢ takze stosowane do oceny wy-
stepowania polimorfizmu pojedynczych nukleotydow (ang.
single nucleotide polymorphism — SNP) lub utraty heterozy-
gotycznosci (ang. loss of heterozygosity — LOH) [38]. Oba pro-
cesy wystepujace we wczesnych stadiach nowotworéw, po-
dobnie jak w przypadku aberracji w liczbie kopii DNA, moga

by¢ wykorzystane w celach prognostycznych oraz leczeniu
celowanym.

Stwierdzono, ze w raku piersi ok. 12% wszystkich ano-
malii ekspresji genéw stwierdzanych jest bezposrednio za-
leznych od zmian w liczbie kopii genéw, co moze prowadzi¢
do uogblnionej deregulacji ekspresji gendw odpowiedzial-
nej za powstanie lub rozwdj choroby [17].

Transdukcja sygnatu

Przekazywanie sygnatu na poziomie molekularnym po-
lega na przenoszeniu informacji za posrednictwem regula-
cyjnych substancji biochemicznych. Dotyczy to takich pro-
cesow, jak wzrost, réznicowanie, przezywalnos¢ oraz
obumieranie komoérek. Poszczegdlne sktadowe odgrywaja-
ce role w przekazie informacji maja charakter sieci sygnali-
zacji biochemicznej. W przypadku zaburzen jakiegokolwiek
z elementoéw sieci informacyjnej, jak ma to miejsce w wiek-
szosci nowotwordw, moze dochodzi¢ do zwiekszenia poten-
cjatu proliferacyjnego, pobudzenia angiogenezy, zwiekszo-
nej inwazyjnosci prowadzacej do przerzutéow czy
zahamowania apoptozy. Uwaza sie, ze najistotniejsza role
w powstaniu procesu nowotworowego petnig zmiany szla-
ku biatek. Proces ten moze zachodzi¢ na poziomie ekspre-
sji gendw, procesow posttranslacyjnych lub modyfikacji bia-
tek funkcjonalnych [16, 17]. Stosowanie mikromacierzy
biatek, za pomoca ktérych mozna réwnoczesnie mierzyc ste-
zenie i stan fosforylacji tysiecy indywidualnych biatek, stato
sie procedura uzywana do oceny zaburzen w przekazie in-
formacji biatkowej. W przypadku tzw. mikromacierzy odwré-
conej fazy, na szkietku pokrytym nitrocelulozg umieszcza sie
biatka guza i bada w odniesieniu do przeciwciat przeciwko
ufosforylowanym biatkom, ktérych rola w przekazywaniu sy-
gnatu jest dobrze znana [16]. Kompleksy, do ktérych przyta-
czono przeciwciata, moga by¢ identyfikowane i ocenione ilo-
Sciowo przy pomocy chemiluminescencji, fluorescencji lub
metod kolorymetrycznych.

Zmiany biatek odnoszace sie do okresu posttranslacyj-
nego petnig szczegélnie istotng role w przekazie informa-
cji. Proces posttranslacyjny odnosi sie do modyfikacji
w strukturze chemicznej biatek, ktére zostaty zsyntetyzo-
wane i ulegty translacji, co z kolei wptywa na zmiane wy-
specjalizowanej funkgji tych biatek. Przyktadem takiego pro-
cesu moze byc glikolizacja — dodanie grupy glikozylowej,
acetylacja — grupy acetylowej, jak réwniez fosforylacja po-
legajaca na przytaczeniu do biatek grup fosforylowych (PO,).
Wiele biatek pozostaje nieaktywnych, dopéki nie zostana
one ufosforylowane, co powoduje, ze proces ten jest istot-
nym elementem w kontroli funkcji komaorki. Poréwnanie
stanu fosforylacji w biatkach sygnalizacyjnych, zaangazo-
wanych w proces wzrostu i apoptoze w komérkach nabton-
kowych gruczotu piersiowego wykazato, ze przezywalnosc¢
pacjentow koreluje z fosforylacjg dwoch kluczowych biatek
sygnalizacyjnych [15]. Jakkolwiek proces z udziatem biatek
sygnalizacyjnych okreslanych u indywidualnych pacjentéw
jest na tyle unikalny, ze nie da sie go poréwnac¢ miedzyosob-
niczo, to rejestracja jego zmian u tego samego pacjenta mo-
ze byt istotna dla oceny prowadzonego leczenia. Nadzieja
na powszechne stosowanie mikormacierzy biatek poktada-
na jest w ich potencjalnych mozliwosciach identyfikowania
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anomalii osobniczych oraz zmienionych biatek informacyj-
nych pojawiajacych sie w procesie nowotworzenia lub
w danym guzie. Jest to szczegblnie istotne w rozpoznawa-
niu patologii sygnalizacji biatkowej we wczesnych stadiach
nowotworéw, zanim zostang wykryte standardowymi me-
todami diagnostycznymi.

Jakkolwiek wiekszos¢ biatek sygnalizacyjnych nie zosta-
ta jeszcze zidentyfikowana, a ich rola w procesie wzrostu
i obumierania komoérek nalezycie scharakteryzowana, to wy-
daje sie, ze stosowanie mikromacierzy w wykrywaniu i le-
czeniu nowotworéw stworzy podstawy do molekularnej in-
terpretacji procesu nowotworowego. Obecny stan rozwoju
mikromacierzy biatek umozliwia identyfikacje mniej niz 10%
ogolnego garnituru biatkowego, zwanego proteomem [24].
Uwaza sie, ze wraz z identyfikacja kluczowych biatek dia-
gnostycznych i nowych markeréw prognostycznych, liczba
specyficznych biatek niezbednych do postawienia rozpo-
znania moze ulec redukcji. W chwili obecnej dodatkowa
trudnoscia stosowania mikromacierzy biatek w praktyce kli-
nicznej jest naturalna niestabilnos¢ biatek oraz brak moz-
liwosci uzyskania statych, powtarzalnych wynikéw ich wig-
zania [16].

Sadzi sie takze, ze leki ukierunkowane na indywidualne
procesy molekularne wykazywatyby przewage w hamowa-
niu proliferacji komérek w stosunku do leczenia chemicz-
nego, wywotujgcego destrukcje zardwno komarek guza, jak
i komoérek niezmienionych patologicznie. Prowadzone s3
préby stworzenia srodkéw terapeutycznych, ktére w spo-
sob celowany ingerowatyby w procesy przyczyniajace sie
do wypaczenia przekazu informacji. Przyktadem moze by¢
klasa ErbB receptoréw kinazy tyrozynowej oraz szlak zwia-
zany z regulacjg poziomu biatka komdérkowego p21 w kom-
pleksach 2 i 4 zwigzanych z kinaza zalezng od Cykliny (Cdk)
[39]. Poza dostepnym na rynku przeciwciatem monoklonal-
nym przeciw receptorowi ErbB2 —trastuzumabem — stoso-
wanym w leczeniu rozsianego raka piersi, w ktorym wyste-
puje nadekspresja receptora ErbB2 (HER2), potencjalna
wartos¢ terapeutyczna rokuja takze rapamycyna i jej po-
chodne [40].

Nowotworowe sygnatury osoczowe

Sposrod markeréw identyfikowanych w ptynach ustrojo-
wych pacjentéw z rakiem piersi, tylko 3 grupy, tzn. biatko
CA15-3, antygen kanceroembrionalny (CEA) i cytokeratyny
(TPA, TPS i Cyfra 21.1) sa stosowane mniej lub bardziej po-
wszechnie w diagnostyce. Z tego powodu, iz w wiekszosci
przypadkdéw Swiadcza one o zaawansowanej chorobie, a nie
0 jej inicjalnym stadium, sa bardziej uzyteczne w przypad-
kach wznowy niz w zmianach o charakterze pierwotnym [41].

Biatka, fragmenty ich taficuchéw i metabolity pochodza-
ce z tkanek, przez ktére przeptywa krew, maja tendencje
do pojawiania sie w osoczu. Niektére z nich, jezeli pocho-
dzg z guza lub narzadu, w ktérym rozwija sie nowotwor,
moga by¢ uzyte jako markery transformacji nowotworowej
lub interakcji pomiedzy guzem a narzadem macierzystym
[16]. Czesto tego typu analiz dokonuje sie przy uzyciu sys-
temoéw posiadajacych sztuczng inteligencje, zapewniaja-
cych oszacowanie ogromnej liczby danych, poniewaz typo-
wy profil biatkowy moze posiada¢ 15 000 lub wiecej

punktéw informacyjnych. Profile biatek osocza, uzyte jako
potencjalne markery biologiczne, moga by¢ stosowane za-
rowno w diagnozowaniu nowotwordw, jak i monitorowa-
niu wynikéw leczenia [15]. Jezeli procedury te zostang upo-
wszechnione i beda tatwiej dostepne, mogg stuzyc
weryfikowaniu zmian po ich identyfikacji na mammogra-
mie badz jako badanie zastepujace lub uzupetniajgce biop-
sje. Jakkolwiek profilowanie biatek lub ich fragmentéw mo-
ze prezentowac indywidualizowane wzorce i w konsekwencji
doprowadzi¢ do opracowania systemu odniesienia do ob-
jawoéw klinicznych [42], to istnieja watpliwosci czy proroko-
wanie z fragmentow biatkowych nie ma charakteru oceny
artefaktow zwigzanych z pozaustrojowym rozktadem enzy-
matycznym biatek osoczowych [43]. Wyniki niektérych prac
sugerujg, ze mozliwos¢ zastosowania biomarkeréw osoczo-
wych jako metody zastepujacej biopsje, w potaczeniu z tech-
nikami obrazowymi, takimi jak mammografia, USG czy re-
zonans magnetyczny, bedzie mogto mie¢ miejsce dopiero
wtedy, kiedy zostanie dokonany znaczny postep w doktad-
nosci oceny profili biatkowych [15].
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