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Wstep

Dostepne metody diagnostyczne stuzace do wykrywania nowotworéw nie
zawsze pozwalaja okresli¢ wczesne stadium rozwoju guza, co sktania badaczy
do poszukiwania alternatywnych technik diagnostycznych. W przebiegu proce-
s6w nowotworowych bardzo czesto dochodzi do ekspresji gendw, ktére w fizjo-
logicznych warunkach sa nieaktywne. JeZeli produkty tych genéw zostana uwol-
nione z komarki nowotworowe] do ptynéw ustrojowych, moga sta¢ sie
markerami przydatnymi w rozpoznawaniu i monitorowaniu choroby nowotwo-
rowej [1]. Markery nowotworowe to substancje wielkoczasteczkowe (najczesciej
biatko z komponenta weglowodanowa lub lipidowa albo glikolipid) obecne we
krwi, moczu lub zwigzane z powierzchnig komérek nowotworowych. Bez wzgle-
du na petnione funkcje, sa wytwarzane albo tylko w komaérce nowotworowej,
albo zaréwno w komérce nowotworowej, jak i prawidtowej, jezeli tylko ich wy-
twarzanie w nowotworze jest znaczaco wyzsze od wytwarzania w komérce pra-
widtowej [2]. Identyfikacja i ocena sg pomocne w diagnozowaniu oraz monito-
rowaniu leczenia. Systematyczne wykonywanie oznaczeh wybranego markera
moze nierzadko umozliwi¢ wykrycie wznowy przed jej stwierdzeniem za pomo-
ca rutynowych metod obrazowania, takich jak: zdjecia radiologiczne, ultrasono-
grafia, rezonans magnetyczny czy tomografia komputerowa [3].

Poszukiwanie nowych markeréw ma ogromne znaczenie w diagnostyce
m.in. raka piersi, ktéry w Polsce jest najczestszym nowotworem ztosliwym
u kobiet. W 2005 r. z powodu tej choroby zmarto 5112 kobiet, odnotowa-
no 13 385 nowych zachorowan, a liczba ta z roku na rok wzrasta (dane uzy-
skane z Krajowego Rejestru Nowotwordw). Najczestszym typem histologicz-
nym raka gruczotu piersiowego jest rak przewodowy (80%), drugim
pod wzgledem czestosci rak zrazikowy (5-10%). Pozostate postacie stanowia
ok. 10% przypadkéw [4].

Cho¢ zidentyfikowano wiele czynnikéw zwiekszajacych ryzyko zachoro-
wania na raka piersi, u wiekszosci chorych (75-80%) nie stwierdza sie zad-
nego czynnika mogacego mie¢ wptyw na zwiekszenie ryzyka zachorowania.
Do istotnych czynnikéw ryzyka raka piersi naleza: rodzinne predyspozycje
(rak piersi u krewnych w | stopniu powinowactwa zwieksza ryzyko 3-krotnie),
czynniki genetyczne (np. mutacje w obrebie genu BRCAI oraz BRCA2 zwiek-
szajg ryzyko do 80%), tagodne przerosty piersi z proliferacja (np. z hiperpla-
zja wewnatrzprzewodowa), aktywnos¢ hormonalna (pierwsza miesigczka
przed 12. rokiem zycia lub menopauza powyzej 55. roku zycia), egzogenne
hormony ptciowe, promieniowanie jonizujace, otytos¢, alkohol oraz palenie
tytoniu [5].
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Wyniki leczenia zalezg m.in. od stopnia zaawansowania raka piersi. Naj-
wieksze szanse na catkowite wyleczenie maja chore w | stopniu zaawanso-
wania, najmniejsze w stopniu IV [6]. Wykrycie nowotworu, szczegélnie we
wczesnym stadium, jest jednym z najwazniejszych zadan wspdtczesnej
diagnostyki onkologicznej [7].

W wykrywaniu nowotworu oprécz klasycznych metod obrazowania stosu-
je sie metody alternatywne, np. potgczenie pozytonowej tomografii emisyjnej
(PET) z tomografig komputerowa (CT) wykonywanej przy uzyciu (18F)-fluorode-
oksyglukozy. Technika obrazowania PET/CT znajduje coraz szersze zastosowa-
nie w rozpoznawaniu i monitorowaniu raka piersi oraz pozwala wykry¢ nawrot
lub obecnos¢ przerzutéw raka piersi we wczesnym stadium. W przypadku kli-
nicznego podejrzenia wznowy w badaniu PET/CT stwierdza sie cechy aktyw-
nego procesu nowotworowego, podczas gdy inne wyniki wykonywanych réw-
nolegle badan konwencjonalnych sg ujemne [8]. Zastosowanie fuzji obrazéw
PET/CT umozliwia znacznie wczesniejsze wykrycie przerzutéw do kosci w ra-
ku piersi niz w przypadku zastosowania wytacznie PET [9].

Markery nowotworowe

W nowotworach ztosliwych podjecie wczesnego i wiasciwego postepowa-
nia terapeutycznego daje duze szanse catkowitego wyleczenia. Zastosowa-
nie markeréw nowotworowych moze pozwoli¢ na wczesniejsze niz dotych-
czas uchwycenie rozwoju procesu nowotworowego, a tym samym obnizy¢
wysokg Smiertelnosc¢ chorych na raka piersi[10, 11].

Obecnie w diagnostyce raka piersi wykorzystuje sie nastepujace markery
nowotworowe: CA 15-3 (ang. cancer antigen 15-3) [12], CEA (ang. carcinoem-
bryonic antigen) i katepsyne D [5]. Trwaja intensywne badania nad wykorzy-
staniem innych markeréw, m.in. TAG 12 (glikoproteina towarzyszaca nowo-
tworom 12, ang. tumour associated glycoprotein 12) [13], MSA (surowiczy antygen
piersi, ang. mammary serum antigen) [14] oraz TPS (antygen tkankowo-spe-
cyficzny, ang. tissue polypeptide — specific antigen) [15]. Zwrécono réwniez
uwage na cytokiny wydzielane przez komarki raka piersi, np. IL-6 (interleuki-
na 6) [16], IL-11 (interleukina 11) [17], IGF-1 (insulinopodobny czynnik wzrostu 1,
ang. insulin-like growth factor 1), IGF-1R (receptor insulinopodobnego czynni-
ka wzrostu) [18], TGF-b1 (transformujacy czynnik wzrostu b1, ang. trans-
forming growth factor b1) [19], VEGF (naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzro-
stu, ang. vascular endothelial growth factor) [20] i EGF (naskérkowy czynnik
wzrostu, ang. epidermal growth factor) [21]. Zaobserwowano ponadto ekspre-
sje receptoréw dla M-SCF (czynnika stymulujacego kolonie makrofagowe,
ang. macrophage-colony stimulating factor) oraz autokrynne wytwarzanie
hematopoetycznych czynnikow wzrostu (HGFs, ang. hematopoietic growth
factors) przez komérki nowotworowe raka piersi [2].

Molekularne markery kancerogenezy

Wymienione powyzej markery nowotworowe nie pozwalajg na wykrycie
mniejszych zmian ogniskowych raka piersi, dlatego duze nadzieje wiaze sie
z molekularnymi markerami kancerogenezy, dzieki ktérym mozna wykryé zmia-
ny w funkcjonowaniu genéw zwiazanych z kontrola cyklu komérkowego jesz-
cze przed stwierdzeniem w komarkach jakichkolwiek zmian histologicznych
o charakterze nowotworowym. Szybki i niekontrolowany wzrost jest charak-
terystyczny dla cyklu rozwojowego komérek nowotworowych [22], a podsta-
we rozwoju wiekszosci nowotworéw stanowi niestabilnos¢ genomu komarek
inicjujgcych rozwdj guza [3].

Onkogeny i ich receptory

Badania molekularne doprowadzity do wykrycia i zidentyfikowania ok.
150 gendw zwigzanych z kancerogeneza, wiekszos¢ z nich koduje biatka re-
gulujace cykl komérkowy, réznicowanie i apoptoze [23]. Wiele zmian moleku-
larnych, gtéwnie mutacji, moze zaburza¢ funkcje onkogendéw (protoonkoge-
noéw), czyli gendw warunkujacych prawidtowy wzrost komarki, prowadzac
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do ich nadmiernej ekspresji [24]. W guzach nowotworowych
piersi zaobserwowano zjawisko powstawania wielu kopii,
czyli amplifikacji niektérych onkogendw lub nadmiernej eks-
presji odpowiadajacego im mRNA oraz produktow biatko-
wych. Zjawisko to czesto wigze sie ze zwiekszeniem ztosli-
wosci guza nowotworowego i tym samym ze ztym
rokowaniem [23]. Do najczesciej opisywanych onkogenéw
ulegajacych powtarzalnym zaburzeniom w raku piersi nale-
73 C-MYC, N-MYC | C-ERB (HER2/neu) [25].

Jednym z najlepiej poznanych onkogenéw jest C-ERB
(HER2/neu). W nowotworach ludzkich obserwuje sie zwiek-
szong ekspresje genéw C-ERBBI i C-ERBB2. Onkogen
C-ERBB2 jest zlokalizowany na ramieniu dtuzszym chromo-
somu 17 (17q21), a jego zwiekszona ekspresje stwierdza sie
w ok. 20-30% nowotwordw piersi [26]. Istnieje zaleznosé
miedzy aktywnoscia tego onkogenu a obecnoscia przerzu-
tow w weztach chtonnych, wczesnymi nawrotami i krétkim
czasem przezycia [27].

Jako markery prognostyczne oceniane w biopsjach raka
piersi wykorzystuje sie receptory HER1 i HER2 bedace biatka-
mi kodowanymi przez geny z rodziny EGFR. HER1 i HER2 na-
lezg do receptoréw kinazy tyrozynowej [28]. Onkogenne
kinazy tyrozynowe (ang. oncogenic tyrosine kinases — OTK)
uczestnicza w przesytaniu sygnatéw zwigzanych z podstawo-
wymi funkcjami komérki, w tym ze wzrostem, podziatem, mi-
gracja i apoptoza. Wskutek dziatania czynnikéw genotoksycz-
nych, w tym lekéw przeciwnowotworowych, powstaja
uszkodzenia DNA bedgce przyczyna zahamowania podzia-
tow, a w konsekwencji $mierci komoérek nowotworowych.
Onkogenne kinazy tyrozynowe chronia komérki nowotworo-
we przed $miercig [29]. Pobudzenie receptoréw HER powo-
duje stymulacje podziatu komorki nowotworowej i czesto to-
warzyszy zwiekszonej ilosci VEGF jako gtéwnego czynnika
naczyniotworzenia w obrebie guza nowotworowego. Ekspre-
sja receptorow HER, a szczeg6lnie HER2, jest parametrem nie-
zaleznym od stopnia zaawansowania raka piersi. Zablokowa-
nie receptora HER2 — przez podanie przeciwciata blokujacego
ten receptor — u chorych z wysoka ekspresja skutkuje lep-
szym rokowaniem i dtuzszym czasem przezycia [6]. Nad-
ekspresja HER2 moze wigzac sie rowniez z opornoscia na te-
rapie hormonalna [30].

W raku piersi rutynowo bada sie obecnos¢ receptoréw es-
trogenowych (ER) oraz progesteronowych (PgR). Obecnos¢ re-
ceptoréw ER i/lub PgR zwieksza proliferacje komdrek nowo-
tworowych raka piersi. Wtgczenie do leczenia antyestrogenéw
lub inhibitoréw aromatazy prowadzi do obnizenia biologicz-
nego wptywu estrogendéw na nowotwoér. Metaanaliza
wykazata korzysci z leczenia uzupetniajacego tamoksyfenem
u chorych, u ktérych stwierdzono obecnos¢ receptoréw estro-
genowych. Dotyczy to szczegblnie starszych chorych, u ktérych
wprowadzenie tradycyjnej chemioterapii wigzatoby sie z wie-
loma dziataniami niepozadanymi [32]. U ok. 60% chorych na ra-
ka piersi stwierdza sie obecnos¢ zaréwno ER, jak i PgR. U 20%
chorych obserwuje sie wystepowanie jednego z receptoréw,
a u pozostatych 20% receptory te nie wystepuja [5].

Zaburzenia mechanizmu apoptozy — fizjologicznie progra-
mowanej smierci komorek — odgrywaja istotna role w proce-
sie inicjacji i postepie procesu nowotworzenia, jak rowniez
w odpowiedzi na leczenie. W wielu nowotworach regulujace
procesy apoptozy geny z rodziny BCL2 (ang. B-cell leuke-

mia/lymphoma 2) wykazujg zmiany ekspresji, ktére moga by¢
interpretowane jako prognostyczny biomarker proceséw zto-
Sliwych [33]. Rodzina protoonkogendéw BCL2 odgrywa domi-
nujaca role w kontroli ciggu wydarzen prowadzacych do po-
wstania nowotworu [24]. Od czasu identyfikacji w 1984 r. genu
BCL2 zlokalizowanego na chromosomie 22 (q11), kodujacego
biatko antyapoptotyczne BCL2 [22], opisano catg grupe genéw
homologiczna do BCL2, ktére moga by¢ takze wykorzystywa-
ne jako potencjalne molekularne markery. Geny te koduja za-
rowno biatka hamujace apoptoze (BCL2, BCL-XL, Al), jak i biat-
ka promujace lub przyspieszajace apoptoze (BAX, BCL-XS, BAD,
BAK, BIK/NBK, BID, BAG1). W stanie rownowagi wzgledny bi-
lans aktywnosci miedzy czynnikami pro- i antyapoptycznymi
podlega scistej kontroli, m.in. przez biatko TP53. Biatka te wy-
kazuja specyficzny tkankowo poziom aktywnosci, indukujacy
lub hamujacy apoptoze. Z ekspresja genu BCL2 zwigzana jest
takze mozliwosé przewidywania skutkéw terapii hormonal-
nej i/lub cytotoksycznej [34].

Istnieje liczna grupa innych onkogendw, ktérym przypi-
suje sie role w wywotywaniu raka piersi. Okoto 16% Zle ro-
kujacych nowotwordw piersi wykazuje amplifikacje genu
C-MYC [35], zlokalizowanego na chromosomie 8 w poblizu
miejsca tamliwego (8g24). Gen ten koduje biatko jadrowe
(MYC) stymulujace podziaty komérkowe oraz biorgce udziat
w replikacji, réznicowaniu i apoptozie. Biatko MYC wraz z biat-
kiem MAX tworzg heterodimer, petnigcy role czynnika trans-
krypcyjnego dla genéw kontrolujacych wzrost i roznicowa-
nie komorki oraz apoptoze. Aktywacja onkogenu w raku
piersi zachodzi w wyniku peknie¢ chromosomu 8 w pozy-
cji 8924, co prowadzi do translokacji fragmentu chromoso-
mu 8 na chromosom 14. Z kolei mutacja genu N-MYC odpo-
wiedzialnego za wzrost komorki prowadzi do jego statej
aktywacji. Przy okazji omawiania molekularnych markeréw
nalezy wspomniec o biatku JAB1, ktére odpowiada za proli-
feracje komoérek w inwazyjnych nowotworach piersi [36].

Geny supresorowe

Geny chronigce komérke przed przeksztatceniem w ko-
morke nowotworowa nosza nazwe gendw supresorowych
(antyonkogendw). Do wzrostu aktywnosci onkogendéw i roz-
woju guza nowotworowego w niektérych przypadkach pro-
wadzi utrata funkcji gendw supresorowych, np. poprzez mu-
tacje. W przeciwienstwie do onkogendw, geny supresorowe
nie sa genami dominujacymi. Moga ulega¢ mutacjom w ko-
morkach rozrodczych i dlatego sa zwiazane z dziedzicznymi
postaciami nowotworéw [24].

Nowotwory uwarunkowane genetycznie r6znia sie od no-
wotwordw sporadycznych m.in. przebiegiem klinicznym i od-
powiedzig na zastosowane leczenie. Przedmiotem szczegol-
nego zainteresowania klinicystéw i biologdw staty sie geny
supresorowe BRCAI i BRCA2 zwigzane z rozwojem raka pier-
si [37]. Biatka kodowane przez te geny uczestnicza w proce-
sach komérkowych, a w szczegélnosci wptywaja na napra-
we DNA i regulacje transkrypcji w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA. Biatka BRCAL i BRCA2 s3 niezbedne do zachowania sta-
bilnosci chromosoméw oraz oddziatujg z wieloma proteina-
mi uczestniczacymi w naprawie DNA (RAD51, RAD 52, PIR 54)
i procesie apoptozy (BAX, BCL-2, P52) [38]. Gen BRCA1 zostat
zmapowany na chromosomie 17 (17g21) w 1990 r. jako
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majacy zwiazek z dziedzicznym, wczesnie wystepujacym ra-
kiem piersi oraz z dziedzicznym rakiem jajnika. U chorych
z mutacja w tym genie guz nowotworowy charakteryzuje sie
wysokim stopniem ztosliwosci histologicznej. Mutacje genu
BRCAI obserwuje sie u 75% rodzin, w ktérych wystepuja za-
rowno nowotwory piersi, jak i jajnika, oraz u 50% rodzin,
w ktérych wystepuje wytgcznie rak piersi. Wkrétce po zma-
powaniu genu BRCAI odkryto lokalizacje drugiego genu
BRCA2 na chromosomie 13 (139q12-q13). Mutacje BRCAI
i BRCA2 odpowiadaja za ponad 60% wszystkich dziedzicz-
nych rakéw piersi. Niestety, istnieje takze relatywnie duzy
procent (10-15%) fatszywie ujemnych wynikéw badan mu-
tacji BRCAL utrudniajacy proces identyfikacji pacjentéw z gru-
py ryzyka. Nalezy podkresli¢, ze negatywny wynik badania
genetycznego w kierunku BRCAI nie wyklucza ryzyka istnie-
nia mutacji w obrebie badanych gendw. W Polsce najczesciej
wystepujace mutacje BRCAI dotyczg egzonu 20 (5382insC),
5(C61G) i 11(4153delA) i te sg badane rutynowo [39]. Muta-
cje w innym obszarze moga pozostaé niewykryte. U kobiet
z mutacjami w obrebie BRCAI i BRCA2 ryzyko wystgpienia
nowotworu zwieksza sie wraz z wiekiem. Jezeli dojdzie
do wykrycia raka w stadium I lub Il, w przypadku nosicielek
mutacji BRCAI zaleca sie obustronng amputacje piersi — ma-
stektomie [37].

Genem supresorowym, ktéry ulega najczesciej mutacjom
w réznych nowotworach u cztowieka, jest gen TP53 umiej-
scowiony w chromosomie 17 (17p13) [21]. Gen ten zawiera 11
egzonow, z ktérych pierwszy nie koduje sekwencji biatka,
a ok. 98% mutacji pojawia sie miedzy pigtym a ésmym egzo-
nem. Obecnos¢ mutacji genu TP53 obserwuje sie w po-
nad 50% rakoéw piersi. Wystepowanie zaburzen w obrebie
tego genu wiaze sie na ogoét z brakiem receptoréw estroge-
nowych i z gorszym rokowaniem. W okoto potowie tych przy-
padkéw stwierdza sie jednoczesnie amplifikacje onkoge-
noéw C-MYC, C-ERBB2 i/\ub INT2 [23]. Gen TP53 odpowiada
za kodowanie wielofunkcyjnego biatka (TP53) wigzacego
DNA, biorgcego udziat w hamowaniu cyklu komérkowego,
procesach naprawczych DNA, a takze réznicowaniu i apop-
tozie. W raku piersi wskaznik mutacji TP53 jest nizszy niz
w innych nowotworach nabtonkowych i taczony z bardziej
agresywnymi postaciami choroby oraz ze skréceniem czasu
przezycia. Praktyczne wykorzystanie TP53 jako markera pro-
gnostycznego jest jednak ograniczone ze wzgledu na brak
powtarzalnosci wynikéw uzyskiwanych za pomocg badan
immunohistochemicznych (IH) w poréwnaniu z metodami
molekularnymi. Ze wzgledu na wysoki procent fatszywie do-
datnich, jak i ujemnych wynikéw badan IH w poréwnaniu
z oceng sekwencji genowych nie jest mozliwe wprowadze-
nie testow IH do wiarygodnej identyfikacji mutacji TP53 w ra-
ku piersi. Wada badania IH jest brak standaryzacji i trudnos¢
w poréwnywaniu wynikow w réznych pracowniach. W przy-
padku uzyskania za pomocg badania IH wybitnie dodatnie-
go wyniku istnieje zgodnos¢ z wynikiem oznaczenia metoda
molekularng, np. technika FISH, ktéra pozwala wykry¢ ampli-
fikacje badanego genu. Sposréd chorych, u ktérych za pomo-
cg badania IH uzyskano wynik stabo dodatni, u duzej czesci
wynik badania testem FISH jest ujemny. Z tego powodu za do-
datni wynik badania IH uznawany jest wynik silnie dodatni

(3+) [51].

Sposrod trzech gendw rodziny RAS (rat-adeno-sarcoma)
odpowiedzialnych za transdukcje sygnatu, gen HRAS (zloka-
lizowany na chromosomie 11p15) jest zwigzany z progresja
raka piersi [24]. Z kolei geny C-FOS (chromosom 14g21)
i C-JUN (chromosom 22¢13) — odpowiedzialne za aktywacje
biatka AP-1 oraz genu C-MYB (chromosom 6¢21) — wykazu-
ja wartos¢ predykcyjng w ocenie nawrotowego raka piersi,
reakcji na leczenie hormonalne i okresu przezycia [40].

Jako molekularne markery kancerogenezy wykorzystywa-
ne sg takze inne geny supresorowe, takie jak MDM2, RB oraz
PTEN [22]. Gen MDM2 koduje biatko, ktére wigze sie z genem
TP53, doprowadzajac do eliminacji TP53 jako czynnika hamu-
jacego wzrost nowotwordow. W raku piersi amplifikacja MDM2
jest relatywnie rzadka i wynosi ok. 5,7%. Nadekspresje tego
genu wigze sie ze ztym rokowaniem zardwno u pacjentow
z przerzutami do weztéw chtonnych, jak i u chorych bez tych
przerzutéw. Zaburzenia ekspresji genu supresorowego RB
(retinoblastoma) i odpowiadajgcego mu biatka wystepuja
w ok. 10-20% pierwotnych nowotworéw piersi. Marker ten
nie wykazuje jednak wartosci prognostycznej zaréwno w od-
niesieniu do wznowy, jak i okresu przezycia. Z kolei PTEN jest
jednym z gendw najczesciej ulegajacych mutacjom w nowo-
tworach u ludzi. Jego mutacje w komérkach rozrodczych wia-
73 sie z wrodzona predyspozycja do raka piersi, a utrata ak-
tywnosci tego genu w raku piersi wigze sie ze ztym
rokowaniem. Biatko PTEN hamuje aktywnos¢ kinazy prote-
inowej, ogranicza dziatanie genu MDM2, a wptywajac pro-
mujaco na funkcjonowanie TP53, powoduje wrazliwos¢ ko-
maorek nowotworowych na chemioterapie [41].

Zastosowanie technologii mikromacierzy

W ludzkim genomie wiecej niz 95% genoéw jest nieaktyw-
nych transkrypcyjnie. W chorobach nowotworowych profile
ekspresji genéw moga mie¢ odniesienie do funkcji komor-
ki, typu proceséw biochemicznych, aktywnosci proliferacyj-
nej i mechanizmoéw regulacyjnych [42]. Ekspresja okreslo-
nych gendw supresorowych lub onkogendéw ma znaczacy
wptyw na wybor leczenia w przypadku konkretnych pacjen-
toéw. Ocena profili DNA, biatek, a przede wszystkim mRNA
w materiale biologicznym guzdéw i ptynéw ustrojowych sta-
ta sie mozliwa dzieki znacznemu postepowi w metodach ge-
netyki molekularnej, czego wynikiem byto powstanie tech-
niki mikromacierzy. Moze ona stuzy¢ do oceny ekspresji
genow, tzn. do ilosciowej oceny produktu posredniego da-
nego genu — mRNA.

Klasyczne metody badan molekularnych pozwalajg na ba-
danie ekspresji niewielkiej liczby gendw. Wprowadzona sto-
sunkowo niedawno technika mikromacierzy (DNA chips, mi-
croarrays) umozliwia okreslenie ekspresji dziesigtkow tysiecy
gendw w trakcie pojedynczego testu. Pozwala to na prowa-
dzenie analiz np. mRNA w krétkim czasie oraz z duzg doktad-
noscia. ldea dziatania mikromacierzy jest prosta i wywodzi
sie bezposrednio z tradycyjnych metod analizy ekspresji ge-
now. Typowy eksperyment wykorzystujacy mikromacierze
obejmuje umieszczenie sond cDNA na podtozu, izolacje ma-
teriatu biologicznego, mRNA i jego wyznakowanie, synteze
cDNA na matrycy mRNA, hybrydyzacje otrzymanego cDNA
do sond cDNA znajdujacych sie na mikromacierzy oraz ze-
branie i analize wynikéw [43].
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Badania nowotwordw piersi przy zastosowaniu mikro-
macierzy DNA zawierajacych ponad 8000 cDNA wykazaty
istnienie grup raka znacznie réznigcych sie profilem nowo-
tworowym [44]. Badania te doprowadzity do wyrdznienia
w raku piersi podtypéw luminalnego, bazalnego i HER2 z wy-
raznymi réznicami w rokowaniu i odpowiedzig na leczenie.

Najwieksza grupe stanowig nowotwory o profilu komo-
rek warstwy wewnetrznej gruczotu piersiowego (typ lumi-
nalny — odzwierciedlajacy réznicowanie komdrek warstwy
wewnetrznej gruczotu piersiowego — luminal cells) wykazu-
jace ekspresje genéw dla komérek luminalnych: cytokre-
atyn 8/18 i receptoréw estrogenowych. W badaniu klinicz-
nym Carolina Breast Cancer Study raki luminalne
stanowity 67% guzdw [45]. Badanie profili ekspresji gendw
wykazato, ze wérdd guzdw estrogenozaleznych mozna wy-
rézni¢ dwa podtypy, luminalny Ai B, réznigce sie rokowa-
niem [46]. Mimo Ze typ luminalny nalezy do grupy o dobrym
rokowaniu, to jednak podtyp B ma zwykle wyzszy stopien
ztosliwosci i wigze sie z gorsza prognoza. Guzy o niskim
wspotczynniku wznowy naleza do podtypu luminalnego A,
a o wysokim wspétczynniku do podtypu luminalnego B.
W zwiazku z tym raki luminalne A moga byc¢ skutecznie le-
czone hormonalnie, podczas gdy guzy luminalne B wyma-
gaja leczenia chemicznego i/lub w potaczeniu z hormono-
terapia. Chorzy z guzami luminalnymi B osiggaja wieksza
korzys¢ przy zastosowaniu inhibitoréw aromatazy niz ta-
moksyfenu [46]. Ostatnio wykazano, ze bewacizumab w po-
taczeniu z paklitakselem zwieksza przezycie w przerzuto-
wym raku piersi [47]. Stwierdzono, ze 60% chorych
wykazywato ekspresje receptoréw hormonalnych i u zadnej
chorej nie zaobserwowano ekspresji HER2. Sugeruje to, ze
leczenie antyangiogenne w podtypach luminalnych moze
by¢ skuteczne [44].

Druga, mniejsza grupa to nowotwory o profilu komérek
warstwy podstawnej: cytokreatyn 5/6, cytokreatyny 17, in-
tegryny B4 i lamininy. W podtypie podstawnopodobnym (ba-
sal-like) obserwuje sie brak ekspresji ER oraz niskg ekspre-
sje HER2 i genu BRCAI [44]. Guzy podstawnopodobne
charakteryzuja sie wyzszym stopniem ztosliwosci histolo-
gicznej (G Ill) [46]. W badaniu Careya i wsp. guzy podstaw-
nopodobne stanowity 20% i wystepowaty czesciej u kobiet
pochodzenia afroamerykanskiego przed menopauza (39%)
[48]. Badania potwierdzity, Ze ten podtyp zwigzany jest ze
ztym rokowaniem [46]. W przypadku ujemnych 3 recepto-
row (ER, PR, HER2) rak piersi nie jest wrazliwy na leczenie
hormonalne ani leczenie trastuzumabem. Oznacza to, ze
chemioterapia stanowi najlepsza forme leczenia. W dwoch
niezaleznych badaniach zaohserwowano lepsza odpowiedz
na chemioterapie oparta na antracyklinach lub w potgcze-
niu z taksanami [48, 49]. Badania przedkliniczne sugeruja,
ze ten typ raka moze by¢ zwigzany ze zwiekszong ekspresja
receptora naskdérkowego czynnika wzrostu [50]. Dotychczas
zadna strategia terapeutyczna nie zostata jeszcze klinicznie
potwierdzona [51].

Trzecia grupa nowotwordw jest zblizona do typu pod-
stawnego i charakteryzuje sie ekspresja HER2 i genéw spo-
krewnionych. Przypisanie guza do podtypu HER2 na podsta-
wie analizy mikromacierzy nie powinno by¢ mylone z guzami
HER2-dodatnimi ocenianymi metoda immunohistochemicz-
na lub za pomoca fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ [51].

Wiekszos¢ guzow klasyfikowanych klinicznie jako HER2 na-
lezy jednak do podtypu HER2. Nie stwierdzono zwigzku mie-
dzy podtypem HER2 a znanymi czynnikami ryzyka [48].
Guzy te naleza do grupy nisko zréznicowanych, o wyzszym
stopniu zaawansowania oraz nie wykazuja ekspresji recep-
toréw hormonalnych. Dwukrotnie czesciej stwierdzono za-
jecie weztéw chtonnych pachowych niz w guzach luminal-
nych A [48]. Badania wykazaty, ze mimo ztego rokowania ten
podtyp jest wrazliwy na leczenie antracyklinami i taksana-
mi wspierane trastuzumabem [49]. Niestety, nie wszystkie
przypadki HER2-dodatnie odpowiadaja na trastuzumab. Utra-
ta genu PTEN, jego wytaczenie oraz zwiekszenie aktywnosci
CXCR4 wigze sie z opornoscig na trastuzumab [49].

Czwarta, a zarazem ostatnia, grupa nowotwordw wyka-
zuje profil zblizony do prawidtowego gruczotu piersiowego
[52]. Nalezy podkresli¢, iz technika mikromacierzy DNA zo-
stata uzyta réwniez do rozréznienia guzéw zwigzanych z mu-
tacjami w genach BRCAI i BRCAZ2 oraz do okreslenia recep-
tora estrogenowego i stanu weztéw chtonnych pachowych.
Poznanie réznic we wzorze ekspresji setek genéw moze stu-
zy€ jako narzedzie utatwiajgce klasyfikacje histologicznie
niezréznicowanych nowotwordw, wykazujacych jednak r6z-
nice w przebiegu klinicznym. Dzieki mozliwosci jednoczesnej
analizy aktywnosci praktycznie wszystkich gendw uzyskuje
sie obraz dziatania danego czynnika na organizm. W ten spo-
s6b mozna identyfikowaé nowe potencjalne kancerogeny
oraz wyjasnia¢ mechanizmy ich dziatania [53].

O skutecznosci metod diagnostycznych z wykorzysta-
niem mikromacierzy swiadczyé moga badania pacjentek
z nowotworem piersi niewrazliwym na hormony. W bada-
niach tych zastosowano macierz zawierajacg sondy cDNA
dla ponad 25 tys. ludzkich gendw. Przygotowano cDNA o dtu-
gosci od 200 do 1100 par zasad, wsrdd nich m.in. sondy spe-
cyficzne dla 32 genéw o znanym, statym poziomie ekspre-
sji, by za ich pomocg znormalizowaé intensywnosé
uzyskanych sygnatow. Z jednymi sondami cDNA hybrydyzo-
wano préby pobrane ze zdrowej tkanki, a z innymi sondami
cDNA préby z 20 zréznicowanych nowotwordw. Dziesie¢ pro-
bek guzéw pochodzito od pacjentek, ktére przezyty bez na-
wrotu choroby przez ponad 5 lat (5y-S), dziesie¢ zas od pa-
cjentek, ktére zmarty w ciggu 5 lat po operacji (5y-D).
W ten sposéb zidentyfikowano 257 genéw o podwyzszonej
i 378 gendw o obnizonej ekspresji w tkance zdrowe] w po-
rownaniu z tkanka zmieniong nowotworowo. Przeanalizo-
wano takze réznice w ekspresji gendw miedzy grupami
5y-S i 5y-D. Ustalono, ze prébki tkanki nowotworowej pobra-
ne od pacjentek o odmiennym przebiegu choroby réznity sie
znaczaco — znaleziono 71 gendw o zdecydowanie wiekszej
ekspresji w grupie 5y-D oraz 15 gendw o wiekszej ekspresji
w grupie 5y-S. U pacjentek z niepomyslnym przebiegiem cho-
roby podwyzszonej aktywnosci ulegaty geny zaangazowa-
ne we wzrost i tworzenie przerzutéw, obnizata sie natomiast
ekspresja genéw zwigzanych z naprawa materiatu genetycz-
nego i przekazywaniem sygnatu w komérce. W celu spraw-
dzenia wiarygodnosci wynikéw poréwnano dodatkowo po-
ziomy aktywnosci wybranych 18 genéw innymi metodami
stosowanymi w biologii molekularnej. Po uzyskaniu zgod-
nych rezultatow zidentyfikowane geny potraktowano jako
markery pozwalajace skonstruowaé macierz diagnostyczna.
Jej zastosowanie podniosto trafnosé rokowan do 90% [54].
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Obecnie nie wiadomo, czy technika mikromacierzy be-
dzie miata charakter uniwersalny, przynoszacy korzys¢ w do-
borze terapii dla wszystkich pacjentéw. Badania te —jako te-
sty prognostyczne — moga jednak otworzy¢ droge do
zastgpienia taksonomia molekularng obecnie stosowanych
klasyfikacji klinicznych opracowanych na podstawie cech fe-
notypowych guzéw.

Podstawowym problemem, na jaki napotyka diagnozo-
wanie i leczenie chorych z rakiem piersi, jest identyfikacja
wczesnego stadium rozwoju tej choroby. Postep, ktéry na-
stapit w ostatnim czasie w zakresie biologii molekularnej,
stwarza realne mozliwosci opracowania wielu metod diag-
nostycznych stuzacych przede wszystkim do wczesnego wy-
krywania raka piersi oraz diagnozowania pacjentéw z mini-
malnym ryzykiem nawrotu choroby.
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