
W pracy przedstawiono molekularne
techniki diagnostyczne, przyżyciowe ob-
razowanie procesów biologicznych oraz
metody molekularno-obrazowe w raku
piersi. Omówiono białkowe i genowe
mapy molekularne służące do identyfi-
kacji wczesnych stadiów nowotworów
piersi, określania ich zaawansowania
i leczenia celowanego na poziomie mo-
lekularnym. Zaprezentowano obrazowa-
nie procesów biologicznych w realnym
czasie, procesy fizjologiczne, takie jak
przepływ krwi w tkance nowotworowej
oraz metabolizm glukozy i utylizację tle-
nu, a także wzmocnienie sygnału, regu-
lację cyklu komórkowego i oporność
wielolekową. Autorzy opisali mapowa-
nie przy pomocy znaczników emitują-
cych sygnał charakterystyczny dla
zmian złośliwych, mapowanie z użyciem
znaczników molekularnych w połącze-
niu z tomografią pozytronową (ang. po-
sitron emission tomography – PET), emi-
sji pojedynczego fotonu (ang. single
photon emission computed tomography
– SPECT), a także stosowanie substan-
cji białkowych wykorzystywanych w re-
zonansie magnetycznym (ang. magne-
tic resonance imaging – MRI)
do uwidaczniania powierzchni komórek,
identyfikacji antygenów nowotworo-
wych oraz białek apoptotycznych. Praca
prezentuje również fotoobrazowanie
wykonywane z zastosowaniem znacz-
ników bioluminescencyjnych, fluoro-
chromów bliskiej podczerwieni i fluore-
scencji białek o charakterze red-shift. 
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Wstęp

Rak piersi, najczęściej diagnozowany nowotwór u kobiet, wykazuje wy-
soką heterogenność kliniczną i komórkową. Dlatego badania nad identyfi-
kacją znaczników molekularnych, które umożliwiłyby diagnozowanie wcze-
snych stadiów choroby oraz zindywidualizowane leczenie, są uważane
za szczególnie istotne. W nowotworach gruczołu sutkowego dużą wagę przy-
wiązuje się do oceny procesów biologicznych mających miejsce przy prze-
chodzeniu tkanki prawidłowej w zmiany o typie carcinoma in situ. Odnosi się
to m.in. do nadmiernej ekspresji genowej, prowadzącej do sekrecji lub nad-
produkcji specyficznych białek, takich jak cytokiny i chemokiny, odpowiedzial-
nych za zaburzenia sygnalizacji na poziomie autokrynnym i parakrynnym [1].

Systemy identyfikacji znaczników molekularnych w raku piersi opierają się
o szeroką gamę metodyczną. Seryjna analiza ekspresji genowej (ang. serial ana-
lysis of gene expression – SAGE) [2] pozwalająca na ilościową ocenę transkryp-
tów mRNA syntetyzowanych na nici DNA, hybrydyzacja m-RNA in situ (ang. m-
-RNA in situ hybridization) oceniająca ekspresję genów w guzach litych o wysokiej
heterogenności, a także hybrydyzacja fluorescencyjna in situ (ang. fluorescen-
ce in situ hybridization – FISH) i chromogenna hybrydyzacja in situ (ang. chro-
mogenic in situ hybridization – CISH), które służą do oceny receptorów błono-
wych, [3, 4] stanowią przykłady technik molekularnych.

Tendencja do wprowadzania technik identyfikacji nowych markerów mo-
lekularnych istnieje niezależnie od niepowodzeń związanych z uzyskaniem
ich wysokiej czułości i specyficzności. Sądzi się, że osiągnięcie przełomu w tym
zakresie umożliwi diagnozowanie nowotworów piersi przed ich klasycznym
rozpoznaniem obrazowym, jak również leczenie stadiów preinwazyjnych. 

Profile molekularne

Identyfikacja specyficznych wyznaczników molekularnych, izolowanych z oso-
cza, wydaje się istotna zarówno w zakresie diagnostyki, jak i oceny postępu cho-
roby. Napotyka ona, podobnie jak ocena mikromacierzy DNA i białek uzyskiwa-
nych z materiału tkankowego, na wiele problemów natury technicznej. Należą
do nich znalezienie weryfikowalnych zależności między profilami substancji bio-
chemicznych a obrazem klinicznym oraz wypracowanie efektywnych pod wzglę-
dem kosztów metod [5]. W przypadku mikromacierzy DNA brak wiarygodności
rezultatów jest wiązany z metodyką przygotowania i obróbką materiału, zna-
kowaniem, trudnością lokalizacji sekwencji lub niedoskonałością sekwencjono-
wania. Niejednoznaczność mikromacierzy DNA została przedstawiona w pra-
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cach, w których oceny sekwencji oligonukleotydowych i cDNA wykazywały
odmienne ekspresje profili genetycznych [6] oraz wątpliwości co do powtarzal-
ności metody i ocen statystycznych [7].

Dlatego też coraz większą uwagę zwraca się na poprawę unifikacji danych
z poszczególnych eksperymentów wykonywanych wg tej samej metody oraz
analizujących te same profile ekspresji mikromacierzy. Wraz ze wzrostem
liczby metod eksperymentalnych oraz uzyskiwanych profili nasuwają się wąt-
pliwości co do obiektywnych porównań i wyboru najbardziej adekwatnej me-
tody [8]. Uważa się, że nie ma jednej, najwłaściwszej drogi analizowania pro-
fili molekularnych, a istnieje tylko możliwość optymalizacji wyboru metody
w odniesieniu do specyficznego analizowanego problemu [9]. 

Stosowanie profilowania molekularnego niesie ze sobą bardzo istotne ogra-
niczenia. Wynika to z faktu, że jakkolwiek znacznik może sugerować obecność
nowotworu lub komórek prenowotworowych, nie może lokalizować źródła
pochodzenia sygnału. Powoduje to konieczność uzupełniania ocen moleku-
larnych technikami obrazowymi lub badaniami biochemicznymi.

Mapy molekularne 

Obecnie większość raków piersi wykrywana jest przy pomocy klasycznej
mammografii rentgenowskiej lub innych metod obrazowych, a także na
podstawie oceny parametrów fizycznych, takich jak gęstość elektronowa,
oddziaływanie akustyczne lub temperatura [10]. Jakkolwiek metody obrazowe
mogą różnicować tkanki zmienione patologicznie, obrazowanie molekularne
ma tę zaletę, że może identyfikować zmienioną ekspresję genu lub zmiany w
charakterze białek, prowadzące do wystąpienia choroby. Perspektywa metod
diagnostycznych i leczenia ukierunkowanego na procesy molekularne dawałaby
możliwość identyfikacji wczesnych stadiów choroby, określenia jej
zaawansowania i kontroli leczenia [11]. Z chwilą kiedy modyfikacje procesów
biologicznych na poziomie komórkowym i subkomórkowym zaczną odgrywać
rolę w leczeniu, możliwe będzie stosowanie terapii celowanej, prowadzącej
do hamowania proliferacji komórek, a nie do ich śmierci [10, 12].

Z tego powodu jednak, że istnieje niewielka szansa, aby molekularna terapia
celowana mogła być oceniana w parametrach obrazowych, np. zmiany
wielkości guza [13] jedyną obiektywną metodą jej skuteczności będzie ocena
na poziomie genotypowym [14].

Sądzi się, że mapowanie molekularne będzie mogło być stosowane w całym
przebiegu leczenia nowotworów, poczynając od wykrywania zmian w ekspresji
genu, przez wybór metody leczenia, jej ocenę lub korygowanie sposobu
postępowania [14].  

Funkcjonalne obrazowanie procesów biologicznych

Obrazowanie molekularne można zaliczyć do wysoko specyficznych form
mapowania funkcjonalnego, identyfikującego przyżyciowo tkankowe proce-
sy fizjologiczne [10, 12]. Techniki te, oparte o ocenę odbywającego się 
w realnym czasie metabolizmu glukozy, utylizacji tlenu i wielkości przepływu
krwi, umożliwiają ocenę procesów mających miejsce w tkance nowotworo-
wej. Dotychczas tylko kilka metod uzyskało akceptację kliniczną w diagno-
zowaniu nowotworów. Należą do nich m.in. obrazowanie przy pomocy zna-
kowanej izotopem promieniotwórczym fluorodeoksyglukozy, stosowane
w pozytronowej tomografii emisyjnej (PET) oraz fotoobrazowanie z zastoso-
waniem absorpcji w bliskiej podczerwieni, zwane dyfuzyjną tomografią optycz-
ną, która ocenia, jak poziom hemoglobiny koreluje z zaawansowaniem no-
wotworu [15]. Kolejna z technik – scyntymammografia – wykorzystuje
promieniotwórczy technet (99mTc – Sestamibi), który podany dożylnie jest na-
stępnie identyfikowany przy pomocy gammakamery lub tomografii kompu-
terowej opartej o emisję pojedynczego fotonu (SPECT). Chociaż scyntymam-
mografia nie znalazła zastosowania w badaniach przesiewowych, służy
do wykrywania komórek guza wykazujących oporność lekową i może być
używana przy wyborze leczenia lub ocenie rokowania [16]. 



Szerszego wykorzystania ultrasonografii w diagnostyce
raka piersi upatruje się w jej możliwościach oceny wielko-
ści przepływu krwi i identyfikacji powierzchniowych recep-
torów komórkowych. Zastosowanie USG do oceny stopnia
neoangiogenezy, jakkolwiek teoretycznie możliwe, wykazu-
je jednak niską selektywność w różnicowaniu przepływu
pomiędzy zmianami łagodnymi a złośliwymi [17]. Więcej
nadziei pokłada się w zastosowaniu USG w ocenie po-
wierzchni komórek, dzięki zastosowaniu substancji dają-
cych wzmocnienie fali ultradźwiękowej [18]. 

Molekularne procesy wzmocnienia sygnału

Szereg procesów biologicznych, takich jak transdukcja sy-
gnału, regulacja cyklu komórkowego, oporność wieloleko-
wa, angiogeneza, apoptoza i ekspresja telomerazy, mających
kluczowe znaczenie w terapii nowotworów, może być iden-
tyfikowanych przy pomocy mapowania molekularnego. 

Aby uwidocznić przebieg tych procesów, niezbędne jest
stworzenie znaczników molekularnych, które penetrują ba-
riery naczyniowe, tkankowe i komórkowe. W tym celu mu-
szą one cechować się wysoką biokompatybilnością [13]. Wy-
daje się, że największą szansę powodzenia mają substancje
testowe, które cechują się niskim ciężarem cząsteczkowym
i działają w niskich stężeniach. Z tego powodu, że związki
docelowe występują w stężeniach pikomolarnych lub niż-
szych, znaczniki molekularne muszą być wysoce specyficz-
ne. Dlatego też związki, takie jak przeciwciała lub białka re-
kombinowane rokują najlepsze efekty [10, 13]. Związki
docelowe powinny występować w niskich stężeniach, aby
znaczniki molekularne cechowały się wysoką siłą sygnału,
lub aby po dołączeniu się do związku docelowego miały
możliwość przyłączenia emitera sygnału [10, 19]. Taki 
sygnał może być emitowany w postaci promieniowania po-
chodzącego z radioizotopu, który byłby wykrywany w emi-
syjnej tomografii pozytronowej, miał atomy paramagne-
tyczne wykrywane przy pomocy rezonansu molekularnego

lub był substancją barwną uwidacznianą w obrazowaniu
optycznym. Niektóre znaczniki niepromieniotwórcze wysy-
łają sygnał dopiero wtedy, kiedy zostaną biochemicznie
zaktywowane po połączeniu się ze związkiem docelowym
[19]. Takie aktywowane znaczniki obrazowe redukują po-
ziom fałszywego odczytu, który jest zależny od niespecy-
ficznego wiązania próbnika. Znaczniki molekularne ujaw-
niły różnorodność procesów występujących zarówno
w nowotworach eksperymentalnych u zwierząt, jak i u ludzi.
W raku piersi u ludzi, m.in. w raku piersi, umożliwiły iden-
tyfikację aktywności katepsyn B i H występujących w prze-
strzeniach pozakomórkowych, receptorów i fosfolipidów
błonowych związanych z apoptozą białek oporności wielo-
lekowej, a także onkogenów w jądrze komórkowym. Przy-
kładowe metody obrazowania molekularnego procesów
w raku piersi przedstawiono w tab. 1. 

Mapowanie procesów biologicznych

Poza istnieniem znaczników wiążących się ze związka-
mi docelowymi i emitującymi specyficzny sygnał, techniki
obrazowania molekularnego są w stanie odróżnić sygnał
pochodzący ze znacznika od zakłóceń wynikających ze stan-
dardowej aktywności biologicznej tkanki lub narządu. Tech-
niki te zostały przedstawione w tab. 2.

Inne metody obrazowania

PET

Obrazowanie molekularne oparte o pozytronową tomo-
grafię emisyjną (PET) stosuje się w ocenie efektywności te-
rapii w chorobach o podłożu molekularnym lub genetycz-
nym. Technika ta wykorzystuje specyficzne znaczniki
molekularne, które – oprócz zastosowania eksperymental-
nego do śledzenia ekspresji genów u zwierząt – są używa-
ne do monitorowania terapii genetycznej u ludzi [10]. 
Podobnie jak PET, komputerowa tomografia emisji pojedyn-

TTaabbeellaa 11..  Obrazowanie molekularne procesów w raku piersi
TTaabbllee 11..  Molecular imaging of processing in breast cancer
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nośnik glukozy (Glut 1) [20] fluorodeoksyglukoza FDG pozytronowa tomografia emisyjna – PET

heksokinaza 1 [20] FDG pozytronowa tomografia emisyjna – PET

oporność wielolekowa [21] technet tomografia emisyjna pojedynczego fotonu – SPECT

receptory estrogenowe (ERs) [22] fluoroestradiol pozytronowa tomografia emisyjna – PET

receptory wazoaktywnych peptydów jelitowych [23] znakowane peptydy SPECT/PET

kinaza tyrozyny MET [24] HGF/SF utlenowanie krwi/MRI

receptory Sigma 2 [25] jodobenzamidyna SPECT/PET

inhibitory EGFR [26] izotop jodu tomografia emisyjna pojedynczego fotonu – SPECT

glikoproteina mucyny 1 (MUC1) [27] podjednostki przeciwciał pozytronowa tomografia emisyjna – PET

aktywność proliferacyjna komórek [28] fluorotymidyna (FLT) pozytronowa tomografia emisyjna – PET

katepsyna D [29] Cy-CDF-PGC spektroskopia w bliskiej podczerwieni – NIRS

metaloproteinaza MMP2 [30] C-PGC spektroskopia w bliskiej podczerwieni – NIRS
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czego fotonu (SPECT) jest techniką, która umożliwia funk-
cjonalną ocenę komórek, wykorzystując izotopy emitujące
promieniowanie γ [31]. Uważa się, że PET jest bardziej 
użyteczna w obrazowaniu molekularnym, gdyż izotopy emi-
tujące pozytrony stosowane w tym badaniu są łatwiej wbu-
dowywane do znacznika. Znaczniki reagujące ze specyficz-
nymi substancjami docelowymi stosowanymi w PET są
łatwo syntetyzowane, modyfikowalne i markowane izoto-
powo [10]. Istnieją jednak ograniczenia wprowadzania ob-
razowania molekularnego PET do standardowego diagno-
zowania raka piersi, ze względu na wysoki koszt urządzeń,
które cechują się relatywnie niską rozdzielczością i czuło-
ścią. Tendencja do łączenia obrazowania molekularnego
za pomocą PET z innymi metodami obrazowymi umożliwia-
jącymi identyfikację anatomii rejonu, do którego został po-
dany znacznik, zaczyna powoli przecierać drogę w procedu-
rach diagnostycznych [32]. W ramach prób poprawy czułości
i specyficzności metod prowadzone są także prace nad łą-
czeniem różnorakich technik w złożone zespoły wielofunk-
cyjne, np. PET z MRI, MRI z CT oraz technik optycznych
z technikami radiologicznymi [15, 33]. 

Rezonans magnetyczny

Obrazowanie za pomocą rezonansu magnetycznego (MRI)
zostało wprowadzone do diagnostyki obrazowej w latach 70.,
ale w raku piersi zaczęło być stosowane powszechnie w póź-
nych latach 90. [34]. Mimo że znacznie mniej czułe niż PET
lub techniki fotoobrazowania, było ono w stanie zyskać wię-
cej zwolenników, z uwagi na większą rozdzielczość prze-
strzenną i równoczesne uwidocznienie zmian na poziomie
molekularnym i anatomicznym [10, 13]. Znaczniki stosowa-
ne w MRI, oparte o przeciwciała lub inne substancje białko-
we, są używane do uwidaczniania molekuł znajdujących się

na powierzchni komórek, włączając w to antygeny nowo-
tworowe oraz białka apoptotyczne [26, 35, 36]. Znaczną in-
nowacją w technice MRI było wprowadzenie znaczników za-
wierających gadolinium, paramagnetyku, który umożliwia
uzyskanie lepszej jakości obrazów zmian nowotworowych
oraz śledzenie dystrybucji znakowanych leków [34]. Aktywo-
wane środki kontrastowe stosowane w MRI są używane
do uwidocznienia procesów wewnątrzkomórkowych. Nie-
stety, na obecnym etapie znaczniki te są używane jedynie
w związkach docelowych o wysokiej masie cząsteczkowej.
Istnieje nadzieja, że wkrótce zostaną one zastąpione przez
związki łatwiej penetrujące błony komórkowe [13]. 

Fotoobrazowanie

Fotoobrazowanie w czasie rzeczywistym, wykonywane
z zastosowaniem różnorodnych znaczników, umożliwia mo-
nitorowanie procesów molekularnych zachodzących przy-
życiowo. Najbardziej powszechne są techniki wykorzystu-
jące znaczniki bioluminescencyjne, fluorochromy bliskiej
podczerwieni i fluorescencyjne znaczniki białkowe o cha-
rakterze red-shift [10]. Zaletą znaczników bioluminescencyj-
nych emitujących wolne od tła światło jest możliwość ich
wykrywania przy bardzo niewielkim natężeniu, ich wadą
natomiast konieczność podawania dużej ilości znacznika,
np. D-lucyferyny. 

Chociaż znaczniki fluorescencyjne mają wyższy poziom
zakłócającego tła, cechuje je możliwość stosowania zarów-
no przyżyciowo, jak i w materiale utrwalonym oraz uzyski-
wanie obrazów bez znacznika [37]. 

Znaczniki fluorescencyjne, emitujące promieniowanie
w bliskiej podczerwieni, mają najlepszą penetrowalność
tkankową i najmniejszy poziom tła fluorescencyjnego [10].
Aktywowane znaczniki bliskiej podczerwieni są stosowane

TTaabbeellaa 22..  Obrazowanie molekularne w badaniach eksperymentalnych [10]*
TTaabbllee 22..  Molecular imaging in experimental trials [10]*
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pozytronowa tomografia wysoko- 5–8 mm bez ograniczeń radioizotop nanogramy ++++
emisyjna energetyczne 

promieniowanie 
gamma

komputerowa niskoenergetyczne 1–2 mm bez ograniczeń radioizotop nanogramy +++
tomografia emisji promieniowanie 
pojedynczego fotonu gamma

bioluminescencja światło widzialne 3–5 mm 1–2 cm aktywowany mikro- ++
do miligramów

fluorescencja światło widzialne 2–3 mm <1 cm aktywowany mikro- + – ++
do miligramów

lub bliska 
podczerwień

rezonans magnetyczny fale radiowe 25–100 μm bez ograniczeń aktywowany mikro- ++++
do miligramów

tomografia komputerowa promieniowanie RTG 50–200 μm bez ograniczeń w badaniach nie stosuje się ++

ultrasonografia ultradźwięki 50–500 μm od mm do cm ograniczenie mikro- ++
aktywowany do miligramów

*Massoud TF, Gambhir SS – zmodyfikowana
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in vivo do monitorowania katepsyny D – proteazy zewnątrz-
komórkowej, która wykazuje podwyższoną aktywność w wie-
lu guzach [10, 11]. Tomografia wykorzystująca fluorescencję
jest ciągle we wczesnej fazie rozwoju, ale uważa się, że je-
śli uzyska zdolności techniczne, będzie mogła dać lepsze re-
zultaty niż istniejące metody w bliskiej podczerwieni [10, 38].
Obecnie eksperymentuje się także z urządzeniami złożony-
mi łączącymi w sobie zdolności fluorescencyjne i biolumine-
scencyjne. Istnieje opinia, że w niedalekiej przyszłości obra-
zowanie optyczne na poziomie komórkowym, a zwłaszcza
identyfikacja zmian w ekspresji genów, zostanie wprowa-
dzone do diagnostyki i wyprze inne metody [13].

Podsumowanie 

W nowotworach piersi sukces terapeutyczny jest zależ-
ny od właściwej oceny zagrożenia chorobą, ryzyka nawro-
tu oraz wyboru postępowania leczniczego. Wykorzystanie
biomarkerów w połączeniu ze wskaźnikami prognostyczny-
mi, wyróżnionymi na podstawie badań histopatologicznych
i doświadczeń klinicznych wydaje się racjonalnym sposo-
bem osiągnięcia tego celu. Jakkolwiek rozmiar guza, stopień
zaangażowania węzłów chłonnych, stopień zaawansowa-
nia, ocena histopatologiczna, hormonalna i receptorowa są
akceptowanymi wykładnikami klasyfikacyjnymi, nie są one
w stanie przyczynić się do wyboru optymalnej terapii ani
przewidzieć skutków jej stosowania. Dążenie do wprowa-
dzenia obiektywnych kryteriów prognostycznych i predyk-
cyjnych jest i będzie motorem do tworzenia nowych tech-
nik molekularnych, prób identyfikacji oraz wykorzystania
biomarkerów [39, 40]. 

Wdrożenie do praktyki klinicznej wyników badań ekspe-
rymentalnych w zakresie biomarkerów, obrazowania mole-
kularnego oraz innych zaawansowanych technik badaw-
czych wymaga jednak spełnienia określonych warunków
[41]:
• wiarygodnej i powtarzalnej molekularnej oceny procesów

patologicznych, 
• stworzenia metodyki molekularnej dla procesów komór-

kowych in vivo, ze szczególnym uwzględnieniem ekspre-
sji genów oraz reakcji zachodzących między białkami,

• monitorowania procesów molekularnych występujących
kaskadowo lub jednocześnie,

• identyfikacji komórek docelowych i ich migracji, 
• odniesienia ingerencji farmakologicznej i genetycznej

do obrazu molekularnego i komórkowego. 
Do przezwyciężenia pozostaje także wiele problemów

natury technicznej i metodycznej, takich jak biokompaty-
bilność, trudności w podawaniu substancji aktywnych
i znaczników oraz wiarygodność identyfikacji wzmocnienia
sygnału [42]. Pod względem nakładów finansowych, głów-
ne wysiłki są skoncentrowane obecnie na selekcji komórek
docelowych oraz elementów subkomórkowych, wytwarza-
jących nanomolarne lub pikomolarne ilości związków od-
powiedzialnych za przekazywanie i wzmacnianie sygnału,
na tworzeniu map szlaków molekularnych oraz na rozwoju
systemu obrazowania umożliwiającego ich identyfikację
[12]. Uważa się, że postęp w tych dziedzinach powinien za-
owocować odkryciem nowych, celowanych na wewnątrz-
komórkowe procesy molekularne leków, które w połącze-

niu z technikami obrazowych i immunologicznymi powinny
umożliwić terapię adekwatną do podtypu nowotworu oraz
eliminację toksyczności, jaką cechują się chemioterapeuty-
ki [43]. Panuje opinia, że osiągnięcie tych zamierzeń będzie
możliwe dzięki multidyscyplinarnym działaniom biologów
molekularnych, specjalistów w dziedzinie obrazowania, spe-
cjalistów od nanotechnologii i onkologów, unifikujących
wielodyscyplinarne pola działania w specjalizację kliniczną
zwaną medycyną molekularną [8, 44].
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