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Markery molekularne stosowane w diagnostyce raka piersi — obecna
praktyka kliniczna i perspektywy rozwoju

Anna Walaszczyk', Dorota Gabrys?

Rak piersi jest najczestsza przyczyna zgonéw spowodowanych przez nowotwory ztosliwe u kobiet. W diagnostyce raka
piersi wykorzystywanych jest wiele markeréw molekularnych i genetycznych, do ktérych nalezag m.in. CEA, CA15-3,
MammaPrint®, HER2 oraz BRCA1, 2. Jednak heterogennos¢ oraz mnogos¢ podtypoéw raka piersi powoduje, ze nie-
zbedne jest znalezienie i wprowadzenie do praktyki klinicznej kolejnych markeréw molekularnych umozliwiajacych
wczesne wykrycie choroby oraz optymalizacje i indywidualizacje leczenia, miedzy innymi poprzez ocene ryzyka
przerzutéw. Hipotetyczny test diagnostyczny mogtby sktadac sie z panelu wielu biatek czy genéw, ktére chociaz
jako pojedyncze markery nie maja wystarczajacej czutosci i swoistosci, to catosciowo maja wysoki potencjat diagno-
styczny i/lub rokowniczy. Takie nowe panele diagnostyczne zbudowane z réznych biatek i peptydéw poszukiwane sa
miedzy innymi metodami proteomiki wykorzystujgcymi narzedzia spektrometrii mas. Kolejna grupa potencjalnych
biomarkeréw raka piersi to mikroRNA, ktérych zmiana ekspresji prowadzi¢ moze do rozwoju guza i towarzyszyc
procesowi przerzutowania. Kluczem do sukcesu okazac sie moze podejscie systemowe, umozliwiajace integracje

danych genomicznych, proteomicznych i metabolomicznych.
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Rak piersi — wprowadzenie

Rak piersi jest pierwszym pod wzgledem czestosci wy-
stepowania nowotworem ztosliwym u kobiet w Polsce i na
swiecie (ponad 1/5 wszystkich przypadkéw) oraz najczest-
sza przyczyna zgondw spowodowanych przez nowotwory
ztosliwe u kobiet [1]. Zachorowalnos¢ na ten typ nowo-
tworu wzrosta ponad dwukrotnie w ciggu ostatnich trzech
dekad — w roku 2010 odnotowano okoto 16 000 nowych
przypadkéw zachorowan [2]. Rak piersi jest nowotworem
heterogennym zwigzanym z wieloma czynnikami etiologicz-
nymi [3]. Wsréd czynnikéw predysponujacych do rozwoju
tego typu raka sa: ptec zenska, wiek powyzej 50 lat, wczesna

miesigczka i p6zna menopauza, a takze szereg czynnikéw
srodowiskowych i genetycznych [4].

Raki wystepujace w piersi dziela sie na dwa gtéwne typy
histologiczne: przedinwazyjny rak in situ oraz raki naciekaja-
ce (inwazyjne). Raki przedinwazyjne stanowig okoto 15% do
30% wszystkich zachorowan i dzieli sie je na zrazikowe (LCIS
— lobular carcinoma in situ), charakteryzujace sie rozrostem
gruczotéw mlecznych, oraz przewodowe (DCIS — ductal
carcinoma in situ), gdzie rozrost komoérek nowotworowych
dotyczy nabtonka gruczotu sutkowego, bez oznak nacie-
kania podscieliska. Rak przewodowy in situ, prekursor raka
inwazyjnego, jest heterogenny pod wzgledem biologii oraz
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morfologii. W 80% przypadkow raki te wykrywane sg pod-
czas badania mammograficznego (w postaci zwapnien),
pozostate 20% wykrywane sg pod postacia torbielowatych
guzdw, choroby Pageta, zmian gwiezdzistych lub na pod-
stawie wycieku z brodawki. Raki zrazikowe in situ charakte-
ryzuje rozrost komorek nabtonka zrazikéw, ktéry wypetnia
catkowicie co najmniej 50% pecherzykdw, raki te nie tworza
guza oraz zwapnien, przez co sg hiewykrywane podczas
mammografii.

Najczesciej wystepujacym rakiem inwazyjnym jest rak
przewodowy, ktéry wystepuje w okoto 70-85% przypadkow.
Rak zrazikowy powstaty w gruczotach mlecznych stanowi
okoto 15% sposréd zachorowan. Oba rodzaje raka charakte-
ryzuja sie podwyzszonym ryzykiem wystapienia przerzutow
odlegtych. Rzadszymi rodzajami inwazyjnego raka piersi
sg raki: cewkowy/sitowate (6%), sluzowe (2%), rdzeniaste
(2%), brodawkowate (1%) oraz metaplastyczne (< 1%). Ze
wzgledu na znaczace réznice w biologii rakéw inwazyjnych
dodatkowo wprowadzono 3-stopniowa ocene ztosliwo-
sci histologicznej. Wspdlne cechy rakéw naciekajacych to:
naciek we wszystkich kierunkach, skérka pomaranczowa,
zacigganie brodawki, przerzuty do ptuc, kosci, watroby,
nadnerczy oraz mézgu. Przerzuty do weztéw chtonnych to
najwazniejszy czynnik prognostyczny. W przypadku braku
przerzutéw odlegtych szacuje sie, ze szanse na przezycie
10 lat siegaja 80%, natomiast zajecie jednego do 3 weztéw
chtonnych obniza szanse na 10-letnie przezycie do 35-40%.

Markery molekularne wykorzystywane obecnie
w diagnostyce raka piersi

Markerem molekularnym moze by¢ m.in. gen, transkrypt
lub biatko (czy zestawy takich czasteczek), ktérego stan
oraz ilo$¢ zwigzana jest z ryzykiem, wystepowaniem lub
stopniem zaawansowania choroby. Markery nowotworo-
we pod katem pochodzenia mozna podzieli¢ na dwa typy.
Pierwszy to markery produkowane przez komoérki nowotwo-
ru i sg to antygeny swoiste nowotwordw, czyli TSA (tumor
specific antigens). Drugi typ markeréw nowotworowych to
antygeny towarzyszace nowotworom produkowane przez
komorki prawidtowe w wyniku ich odpowiedzi na patolo-
giczne zmiany w Srodowisku, okreslane réwniez jako TAA
(tumor associated antigens) [5]. Markerami moga by¢ kwasy
nukleinowe, biatka, lipidy i inne metabolity, ale réwniez cate
komorki guza, ktére mozna znalez¢ we krwi (CTC — circula-
ting tumor cells) [6]. Markery molekularne, w tym markery
nowotworowe, mogg by¢ wykrywane we krwi, moczu badz
w wycinkach tkanek pacjenta. W zaleznosci od sposobu
pobrania materiatu do oznaczerh markery mozna podzie-
li¢ na inwazyjne oraz nieinwazyjne [7]. Markery inwazyjne
charakteryzuje koniecznos$¢ ingerencji chirurgicznej w celu
pobrania materiatu do badan. W grupie tej znajdujg sie
markery oznaczane technikamiimmunohistochemicznymi,
takie jak ER, PR, HER2, Ki-67, p53, ktérych analiza wymaga

przeprowadzenia biopsji lub pobrania fragmentu tkanki
podczas operacji. Zaleta tego typu markeréw jest ich duza
specyficznos¢, przez co sa powszechnie stosowane do do-
ktadnej diagnostyki oraz prognozowania przebiegu cho-
roby. Markery nieinwazyjne to biatka, enzymy, hormony
czy krazace komorki guza obecne w ptynach ustrojowych
takich jak surowica, osocze, wydzielina brodawki sutkowej,
fzy, mocz oraz slina [8]. Pobranie materiatu do badan nie
jest uciazliwe i obcigzajace pacjenta, aczkolwiek markery
oceniane sg w materiale nienowotworowym, co powodu-
je, ze parametry takie jak czutos¢ oraz specyficznos¢ sg
dyskusyjne. Do oznaczen tych markeréw stosuje sie m.in.
metody immunologiczne, techniki spektrometrii mas,
cytometrii przeptywowej [9] oraz qRT-PCR [10]. W analizie
markeréw molekularnych najistotniejszymi parametrami
sg czutos¢ i specyficznos¢ oraz ich wartos¢ predykcyjna.
Czutos¢ markera odzwierciedla liczbe poprawnie zidenty-
fikowanych prébek od oséb chorych i jest obliczana jako
stosunek wynikéw prawidtowo dodatnich wzgledem sumy
wynikéw prawidtowo dodatnich i fatszywie ujemnych (war-
tos¢ wyrazona w procentach). Swoistos¢ markera odzwier-
ciedla liczbe oséb zdrowych btednie zaklasyfikowanych
do grupy chorych i jest obliczana jako stosunek wynikow
prawdziwie ujemnych i sumy wynikéw fatszywie dodat-
nich i fatszywie ujemnych. Idealny marker powinien cha-
rakteryzowac sie 100-procentowg czutoscia i swoistoscia.
Pozytywna warto$¢ predykcyjna (PPV) oznacza wysokie
prawdopodobienstwo wystapienia choroby przy wykryciu
markerai jest obliczana jako stosunek liczby wynikéw prawi-
dtowo dodatnich do sumy wynikéw prawidtowo i fatszywie
dodatnich. Analogicznie negatywna warto$¢ predykcyjna
(NPV) wskazuje na niskie prawdopodobienstwo obecnosci
choroby w przypadku braku wykrytego markera. Ponizej
scharakteryzowane sg markery obecnie wykorzystywane
w praktyce klinicznej w diagnostyce raka piersi.

Status receptoréw hormonalnych

Status hormonalny pacjentek ma znaczenie zaréwno
w etiologii choroby, jak i w odpowiedzi na leczenie, dlatego
wybor leczenia uzalezniony jest od ekspresji poszczegdl-
nych receptoréw. Ekspresje receptora estrogenowego (ER)
stwierdza sie w 70% rakow piersi. Posiada on dwie izoformy:
a i B, w praktyce klinicznej oznacza sie gtéwnie ekspresje
ERa. Obecnos¢ formy B w guzie jest wigzana z lepszymi
prognozami i dtuzszym okresem wolnym od choroby [11].
Pacjentki ze statusem ER+ majg znaczaco lepsza odpowiedz
na leczenie antyestrogenowe (np. tamoifen) niz pacjentki
ER- [12], jednak w pracy Gua i wsp. wykazano, ze wysokie
stezenia ERP u pacjentek — niezaleznie od terapii — jest
czynnikiem niekorzystnym, natomiast niskie stezenia ER
u pacjentek leczonych hormonalnie skorelowane byty z wy-
dtuzeniem czasu zycia wolnego od choroby w odniesieniu
do grupy bez leczenia hormonalnego [13]. Estrogeny, po-
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przez wiazanie sie ze swoimi receptorami, indukuja syn-
teze receptora progesteronowego [14]. Badania kliniczne
wykazaty, ze pacjentki zaklasyfikowane jako ER-/PR- cha-
rakteryzuje wieksza $miertelnos¢ od pacjentek ER-/PR+, co
zwigzane byto zlepsza odpowiedzig na terapie hormonalna
w tej drugiej grupie [15]. Ekspresja receptoréw ER i PR nie
jest stata i ulega zmianie wraz z postepem choroby [16].

Status receptorow HER2

Do istotnych czynnikéw prognostycznych w raku piersi
nalezy status receptora HER2 (human epidermal growth factor
receptor 2). HER2 to glikoproteina petnigca funkcje receptora
btonowego, nalezaca do rodziny receptoréw dla naskérko-
wych czynnikéw wzrostu. Protoonkogen HER2/neu/eRBb-2
jestwykrywany w formie zwielokrotnioneju 10-35% chorych
naraka piersi, co jest waznym niekorzystnym czynnikiem pro-
gnostycznym zaréwno we wczesnym, jak i zaawansowanym
raku piersi [17]. Pierwszy raz nadekspresje tego receptora
potwierdzono u chorych na raka piersi przez grupe Van de
Vijvera w roku 1988. W tym samym roku grupa Bergera wy-
kazata zaleznos¢ pomiedzy nadekspresja receptoréw HER2
a statusem weztéw chtonnych (N) i rozmiarem guza [18, 19].
W kolejnych latach wykazano, ze nadekspresja tego recep-
tora zwiazana jest z bardziej agresywnym fenotypem raka
i gorszymi prognozami [20]. Podstawowym badaniem do
oceny statusu receptora HER2 jest badanie immunohisto-
chemiczne, ktérego uzupetnieniem jest badanie amplifikacji
genu technika FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ),
zalecane kazdorazowo w przypadku, gdy wynik oznaczania
ekspresji biatka jest niejednoznaczny. Przeciwciato skierowa-
ne przeciw zewnatrzkomoérkowej domenie receptora HER2 to
trastuzumab. Przeciwciato to wykorzystywane jest w leczeniu
adiuwantowym pacjentek HER2, redukujac ryzyko nawrotu
choroby, jak réwniez obnizajac Smiertelnos¢ w grupie pacjen-
tek chorych naraka we wczesnym stadium [21]. Wykazano, ze
nadekspresja HER2 zwigzana jest ze zwigkszonym ryzykiem
wystapienia przerzutéw do mézgowia u 0séb z zaawanso-
wanym rakiem [21, 22]. Ponadto ilosciowe pomiary HER2,
poziomu biatka HER3 i p95HER2 pozwalajg na dogtebna ana-
lize ich potencjalnej wartosci prognostycznej. Taka ocena
wykazata miedzy innymi, ze zaleznos¢ pomiedzy ekspresja
HER2 a przezyciem catkowitym pacjentek otrzymujacych
lapatinib po progresji na trastuzumabie przyjmuje ksztatt
litery U z najlepsza odpowiedzig wséréd pacjentek ze sred-
nig nadekspresjg HER2 i wysoka ekspresja p95HER2 [23]. Co
wiecej, ilosciowa ocena ekspresji p95HER2 i HER2 moze by¢
przydatna w ocenie ryzyka wystepowania przerzutéw do
mdzgowia, co wymaga dalszych badan [24].

Podtypy molekularne oceniane na podstawie
ekspresji genow

Na podstawie cech profilu ekspresji gendéw w tkance
guza mozna wyodrebnic cztery podtypy raka piersi[25, 26]:
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typ luminalny A, luminalny B, typ podstawnokomoérkowy
oraz HER2- dodatni, nazywany réwniez nieluminalnym.Typ
luminalny A charakteryzuje sie wysoka ekspresja genéw
zwigzanych z czynnoscia receptoréw estrogenowych i za-
razem niewielka ekspresja gendw zwigzanych z proliferacja
oraz genéw zwigzanych z ekspresjg receptora HER2. Typ
luminalny B charakteryzuje pozytywny status ER potaczo-
ny z niska ekspresja genéw zwigzanych z tym receptorem
oraz wyzszg niz w typie A ekspresja genéw zwigzanych
z proliferacjg oceniang poprzez oznaczenie Ki-67. Zespot
panelistéw z St. Gallen uznat stopien ztosliwosci oraz eks-
presje Ki-67 za czynniki, ktére moga by¢ uzyte do rozréz-
nienia miedzy guzami typu luminalnego A i podtypu B.
Ma to istotne znaczenie w ocenie rokowniczej, ktéra jest
lepsza w typie A [27]. Trzeci typ to rak typu podstawnego
(basal-like breast carcinoma), zwany réwniez rakiem potréj-
nie ujemnym (triple negative) ze wzgledu na nieobecnos¢
receptoréw estrogenowych i progesteronowych oraz brak
ekspresji receptora HER2 — w konsekwencji nie stwierdza
sie tu ekspresji gendéw zwigzanych z tymi receptorami. Grupa
pacjentek z takim rodzajem nowotworu z przerzutami do
mozgowia jest szczegodlnie interesujaca, w ich przypad-
ku wykorzystanie biologicznych markeréw (CK 5/6, HER1,
c-KIT) moze pomdc w zréznicowaniu podtypu podstawnego
podobnego i niepodobnego, niemniej jednak ich klinicz-
na przydatnos¢ jest niejednoznaczna [28]. Ostatni podtyp
molekularny raka piersi charakteryzuje nadekspresja HER2
pofaczona z nieobecnosciag ER i PR [22].

Molekularny podtyp raka piersi mozna oceni¢, wyko-
nujac jeden z kilku dostepnych testéw genomicznych. Test
Oncotype DX® pozwala na okreslenie ekspresji panelu 21 ge-
néw, pozwalajac oszacowac indywidualne ryzyko nawrotu
raka u pacjentek zdiagnozowanych we wczesnym stadium
raka piersi. Test ten pozwala réwniez zindywidualizowa¢
terapie ze wzgledu na informacje o korzysciach wynikaja-
cych z chemioterapii. Ocena ryzyka nawrotéw oparta na
wyniku 21-genowego testu raka piersi przewiduje korzysci
z chemioterapii, jesli jest wysoki, natomiast niskie ryzyko
nawrotéw przy braku chemioterapii, jesli jest niski. Ponadto
uzupetniajgca terapia hormonalna i chemioterapia potaczo-
na z terapig hormonalng wykazywaty podobng skutecznos¢
u kobiet z hormonalnie pozytywnym, HER2-negatywnym,
NO rakiem piersi, ktére uzyskaty posredni wynik testu, cho-
ciaz odnotowano korzysci z chemioterapii u niektérych
kobiet w wieku 50 lat i mtodszych [29, 30].

Kolejnym wielogenowym testem diagnostycznym jest
MammaPrint®. Test ten opiera sie na analizie sygnatur 70 ge-
noéw. Jest on wykorzystywany przez klinicystéw do wyboru
terapii minimalizujacej ryzyko nawrotu choroby. W tescie
Breast Cancer Index przeprowadzane sg analizy ekspresji
genodw zwigzanych z dwoma typami $ciezek sygnatowych
— zwigzanych z estrogenami oraz proliferacja komérek;
mozliwe jest oszacowanie zyskow wynikajacych z terapii en-



dokrynnej, jak réwniez ryzyko wznowy [31]. Ponadto ostat-
nie wyniki badania randomizowanego EORTC 10041/BIG
3-04 MINDACT wykazaty przydatnos¢ oceny molekularnej
(BluePrinti MammaPrint®) podtypu raka piersi w poréwna-
niu do oceny immunohistochemicznej. Na podstawie oceny
molekularnej 54% pacjentek z podtypem luminalnym B
mogto by¢ zakwalifikowanych do podtypu luminalnego A
z podobnymi wynikamileczenia. W zwigzku z tym klasyfika-
cjamolekularna moze pomdc w identyfikacji wiekszej grupy
pacjentek z niskim ryzykiem nawrotu choroby w poréwna-
niu z bardziej wspotczesng metodologia klasyfikacji, w tym
wysokiej jakosci oceniang metoda Ki-67 [32].

Panele wielogenowe s lepsze od tradycyjnych czynni-
kéw prognostycznych w przewidywaniu odpowiedzi klinicz-
nejiidentyfikacji pacjentek, ktérym mozna oszczedzi¢ poda-
nie chemioterapii. Dostepne dowody potwierdzaja kliniczng
walidacje paneli wielogenowych, z ktérych Oncotype DX®
i MammaPrint® maja najsilniejsze dowody wspierajace ich
kliniczng uzytecznos¢ i skutecznos¢ decyzji w luminalnym
raku piersi [33, 34].

PAM-50 to test oparty na metodzie qPCR. Umozliwia on
analize ekspresji 50 genéw na bazie materiatu biopsyjnego
oraz klasyfikacje rakéw na podtypy i przewiduje ryzyko
nawrotu (ROR) po 10 latach. Dodatkowe wtaczenie znanych
kliniczno-patologicznych czynnikéw znacznie zwigksza jego
predykcyjnosc[25, 35,36]. Wynik testu PAM-50 moze pomdc
w okresleniu grupy pacjentek, ktére moga czerpac wieksze
korzysciz dodatkowego zastosowania taksanéw w leczeniu
uzupetniajacym [37]. Dalsze badania kliniczne powinny oce-
nia¢ zdolnosci testu PAM-50 i innych badan genowych do
podziatu pacjentéw i indywidualizacji leczenia w zaleznosci
od oczekiwanego ryzyka wznowy i wystapienia przerzutéw,
tym bardziej ze wiele problemoéw pozostaje do rozwigzania,
zanim panele wielogenowe bedg miaty wiekszy wptyw na
leczenie raka piersi, na przyktad doktadne przewidywanie
p6znego nawrotu w ER-dodatnim raku piersi czy zapew-
nienie wiekszego dostepu do paneli wielogenowych [34].

Profil genetyczny pacjentki

Do najwazniejszych czynnikéw genetycznych, ktére de-
terminuja predyspozycje do raka piersi, nalezg geny BRCA1
i BRCA2. Geny te zaklasyfikowane sa jako tzw. geny supreso-
rowe, a ich produkty biatkowe biorg udziat miedzy innymi
w regulacji transkrypcji, naprawie uszkodzonego DNA oraz
w procesie réznicowania. Mutacje germinalne w obrebie
gendw BRCA zwigzane sg ze wzrostem ryzyka zachorowania
(do 70% w odniesieniu do 0s6b nieobarczonych mutacjami).
Czestos¢ wystepowania réznych typdw mutacji w obrebie
tych gendw jest zalezna od grupy etnicznej i regionu geo-
graficznego [38, 39]. Ocena wystepowania mutacji w genach
BRCA ma znaczenie nie tylko jako czynnik ryzyka powstawa-
nia nowotworu, ale odgrywa istotna role w wyborze leczenia
systemowego. Wykazano, ze w zaawansowanym raku piersi

pacjentki bedace nosicielkami mutacji odnosza wieksze
korzysci z zastosowania carboplatyny w poréwnaniu do
docetakselu [40]. Poza mutacjami w obrebie genéw BRCA
réwniez inne zmiany genetyczne zwigzane s z podwyz-
szonym ryzykiem raka piersi. Do gendéw tych naleza: TP53
(u chorych na syndrom Li-Fraumeniego), STK11 (u chorych
na syndrom Peutza-Jeghersa) oraz PTEN. Ponadto wsréd
badanych rodzin, ktérych cztonkowie choruja na raka piersi,
wykazano réwniez obecnos¢ mutacji w genach takich jak
CHEK2, ATM, PALB2 oraz BRIP1 [41].

Potencjat proliferacyjny

Biatkiem umozliwiajagcym ocene tempa proliferacji
w tkance nowotworowej jest biatko Ki-67. Pacjentki, u kto-
rych w ponad potowie komérek guza stwierdzono ekspresje
tego czynnika, s w grupie wysokiego ryzyka nawrotu cho-
roby. Wysoka ekspresja tego czynnika zwiagzana jest z gor-
szymi rokowaniami, ale zlepszg odpowiedzig na chemiote-
rapie [42, 43]. Ekspresja biatka Ki-67 moze by¢ niezaleznym
czynnikiem prognostycznym okreslajgcym okres wolny od
choroby, wymaga to jednak standaryzacji oceny parametru
[44]. Znaczacym czynnikiem w ocenie ekspresji Ki-67 jest
prawidtowo wykonane badanie przez wykwalifikowanych
specjalistow. Chociaz dane dotyczace ustandaryzowania
punktacji sa zachecajace, to nadal istnieja rozbieznosci po-
miedzy zaktadami patomorfologii. Ponadto informacja od-
nosnie ekspresji Ki-67 ma znaczacy wptyw na podejmowa-
nie decyzji odnosnie zastosowania leczenia systemowego.
W przypadku wysokiej ekspresji Ki-67 chemioterapia moze
by¢ brana pod uwage nawet przy rozpoznaniu wczesnego
raka piersi i przy ER dodatnich guzach [27].

Markery nowotworowe wykrywane sa tez w surowicy
lub osoczu krwi. Najczesciej wykorzystywanymi markerami
nowotworowymi sg glikoproteiny obecne w btonie zra-
kowaconych komérek nabtonkowych. Naleza tu miedzy
innymi mucyny takie jak CA15-3 (cancer antigen 15-3), ktory
jest produktem genu MUCT. Do tej grupy markeréw naleza
réwniez: PEM, MCA, MSA oraz CA125 (cancer antigen 125).
Ich poziom moze by¢ podwyzszony w przebiegu kilku ty-
péw nowotworu (poza rakiem piersi sg to rak jajnika, rak
endometrium, rak jajowodu czy rak ptuc). Innym markerem
nowotworowym stosowanym w diagnostyce wielu typéw
nowotwordw, w tym raka piersi (szczegélnie w rakach prze-
wodowych), jest CEA (carcinoembryonic antigen), bedaca gli-
koproteing surowicy krwi [45]. CEA wrazz CA15-3 uznawane
sg za marker stuzacy do monitorowania nawrotu choroby.
CA15-3 ulega nadekspresji w 90% przypadkéw raka piersi,
nie jest to jednak (podobnie jak CEA) marker swoisty dla tego
rodzaju nowotworu. Stezenie tych markeréw przyrasta wraz
z wielkoscig guza, a wzrost ich stezenia zaobserwowano
takze w zapaleniach watroby, tagodnych zmianach piersi
ijajnika, w raku macicy, jajnika czy ptuc. CA15-3 charaktery-
zuje niewielka czutos¢ diagnostyczna w pierwszych stadiach
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choroby (I, Il), waha sie ona bowiem miedzy 20 a 30%, z tego
tez powodu nie nadaje sie do badan przesiewowych, ale
marker ten jest wykorzystywany w diagnostyce przerzutéw
[46]. W zaawansowanych stadiach choroby (stadium 11§ V)
czutos¢ CA15-3 wzrasta do 70%. Synteza CEA ulega nasileniu
w komérkach raka piersi, jak rowniez w komoérkach wywo-
dzacych sie z raka jelita grubego, trzustki, zotadka. Z tego
tez powodu CEA cechuje ograniczona czutosc¢ i swoisto$¢
diagnostyczna. Podobnie jak CA15-3 marker ten nie nadaje
sie do badan przesiewowych, jednakze jest wykorzystywany
do wykrywania wznowy oraz przerzutéw odlegtych. Dodat-
nia wartos¢ predykcyjna wzrostu stezenia CEA dla potwier-
dzenia progresji wynosi ponad 90%, jest on wiec uznawany
za uniwersalny marker przerzutéw nowotworowych [47].
Kolejng grupe markeréw stosowanych w diagnostyce
raka piersi stanowig cytokeratyny, bedace nierozpuszczalny-
mi biatkami strukturalnymi komaorek nabtonkowych, ktérych
obecnos¢ we krwi $wiadczy o postepujacych w tkankach
procesach $mierci komdrkowej. Fragmenty cytokeratyn 8,
1819 obecne w surowicy krwi sg potencjalnymi markerami
dla diagnostyki wczesnych stadiow raka piersi [48, 49]. TPA
(tissue polypeptide-specific antygen) to kompleks peptydowy
zwigzany z cytokeratyna 18. Marker ten zwigzany jest ze
zdolnosciami proliferacyjnymi komérek guza, obecnos¢
tego kompleksu we krwi jest czynnikiem niekorzystnym,
wskazuje bowiem na szybki nawrét choroby [50, 51].

Nowe czynniki molekularne o potencjalnym
zastosowaniu w diagnostyce raka piersi
Dotychczas wykorzystywane ,klasyczne” biomarkery
raka piersi nie znajduja zastosowania w badaniach przesie-
wowych. Podstawowa przyczyna s ich niewielkie stezenia w
rakach niezaawansowanych (in situ) oraz niska czuto$¢ i spe-
cyficznosé we wezesnych stadiach choroby [52]. Markery te
stuza wiec zazwyczaj do monitorowania ewentualnego na-
wrotu choroby podczas leczenia, jak réwniez po jego zakon-
czeniu [53]. Ponadto nie ma zadnych doniesiert o mozliwosci
zastosowania tych markeréw w ocenie ryzyka przerzutéw
u chorych z nisko zaawansowanym rakiem piersi, ktére sg
gtébwna przyczynag niepowodzenia leczenia w tej grupie
pacjentek. Z tego tez powodu trwaja intensywne badania
majace na celu identyfikacje markeréw o potencjalnym
zastosowaniu we wczesnej diagnostyce oraz ocenie ryzyka
przerzutdéw, szczegdlnie u pacjentek z wczesnie wykrytym
nowotworem. Ponizej przedstawionych jest kilka grup po-
tencjalnych biomarkeréw testowanych w tym kontekscie.

Metaloproteinazy

Wsréd nowych markeréw nowotworowych, badanych
réwniez pod katem ich przydatnosci w diagnostyce no-
wotworow piersi, s3 metaloproteinazy, ktdre jako enzymy
proteolityczne umozliwiajg trawienie komponentéw macie-
rzy pozakomaérkowej oraz licznych molekut na powierzchni
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komorek, a tym samym uczestnicza w procesach tworze-
nia przerzutéw oraz angiogenezie. Do metaloproteinaz
o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym nalezy MMP-9.
Uwaza sie, ze stosunek stezeh MMP-9/TIMP-1 (swoistego
inhibitora MMP-9) moze mie¢ charakter prognostyczny
w raku piersi [54].

Biatka jgdrowe zwiqzane z aktywnosciq
proliferacyjnq

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) to biatko jadro-
we, niehistonowe, ktére bierze udziat zaréwno w syntezie
DNA, jak i w odpowiedzi na uszkodzenie materiatu gene-
tycznego. W praktyce klinicznej traktowane jest jako marker
aktywnosci mitotycznej, podobnie jak Ki-67 u pacjentek
chorych na raka piersi. Fosforylacja tego biatka w pozycji
tyrozyny 211 jest pozytywnie skorelowana ze wzrostem
proliferacji komorek nowotworowych, a tym samym jest ona
czynnikiem niekorzystnym rokowniczo [55, 56].

Chemokiny i ich receptory btonowe

Receptor chemokinowy CCR2 to biatko btonowe, spe-
cyficznie wigzace sie z chemokinami CCL2. Chemokiny te
wydzielane sa przez monocyty oraz makrofagi. Wykazano
nadekspresje tej chemokiny wraz z jej receptorem w rakach
piersi z przerzutami do ptuc oraz kosci [57, 58]. Ponadto CCL2
koreluje ze stopniem zaawansowania guza i jest czynnikiem
prognostycznym dla oszacowania czasu wolnego od przerzu-
téw/wznowy w raku piersi [58]. CCL2 wraz z chemoking CCL5
w warunkach prawidtowych stymuluja migracje monocytéw
i komorek T do miejsc uszkodzonych lub zainfekowanych.
Chemokiny te wykazujg wyzszg ekspresje w tkankach guza
niz w tkankach prawidtowych, a CCL5 jest chemoking cha-
rakterystyczna dla pacjentek z potréjnie ujemnym podtypem
molekularnym [58-60]. CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type
4) to transbtonowy receptor biatkowy odpowiedzialny za
migracje komérek z guza pierwotnego do ptuc, kosci oraz
weztéw chtonnych. Mechanizm jego dziatania polega na
chemotaksji, gdyz organy te wydzielaja chemokine CXCL12,
bedaca ligandem tego receptora. U pacjentek z potrdjnie
negatywnym typem raka piersi wysoka ekspresja tego re-
ceptora moze wskazywac na agresywniejszy fenotyp guza
niz u pacjentek z niskim poziomem CXCR4 [61].

Biatka btonowe

Integralne biatka btony komdérkowej tworzace wpukle-
nia btony (tzw. kaweole) to kaweoliny, ktére biora udziat
w przekazywaniu sygnatéw komorkowych oraz w transpor-
cie pecherzykowym. Ekspresja kaweolin CAV1 i CAV2 jest
czesto powigzana z rakami potréjnie ujemnymi i wysokim
stopniem histologicznym zaawansowania choroby [62]. Ka-
weolina 1 (CAV1) moze by¢ markerem stresu oksydacyjnego,
a jej poziom wydaje sie by¢ zwigzany z odpowiedzig na
chemio- i radioterapie [63].



Biatka zwigzane z mikrotubulami

Jedna zmetod leczenia raka piersi jest podawanie lekow
oddziatujacych na strukture mikrotubul. Rozpad lub stabi-
lizacja tych struktur komérkowych zmniejsza proliferacje
komérek. Jednym z biatek zwigzanych z mikrotubulami
jest biatko ATIP3, ktére wydtuza czas podziatu komorki, tym
samym zmniejszajac liczba podziatéw komorkowych. Wsrod
pacjentek chorych nainwazyjnego raka piersi oraz u pacjen-
tek z przerzutami wykazano znamiennie obnizony poziom
biatka ATIP3 oraz genu go kodujacego (MTUST) o odpowied-
nio 74,7% i 62, 4% w grupie pacjentek z przerzutami. Dane
te wskazuja na biatko ATIP3 jako cel terapeutyczny oraz jako
potencjalny biomarker dla powstawania przerzutéw [64, 65].

Czynniki transkrypcyjne

GATA4 to czynnik transkrypcyjny, ktéry petni wazna
role w progresji nowotworu (ekspresja genéw regulowa-
nych tym czynnikiem jest skorelowana z przerzutami oraz
statusem HER2). Jest to marker szczegdlnie przydatny dla
pacjentek z inwazyjnym rakiem przewodowym i dla tej
grupy chorych moze by¢ czynnikiem prognostycznym [66].
Czynnik transkrypcyjny HIF2a aktywuje m.in. ekspresje genu
kodujacego metaloproteinaze MMP-9.W badaniach immu-
nohistochemicznych bazujacych na materiale od pacjen-
tek chorych na nowotwory piersi wykazano ekspresje tych

biatek w odpowiednio 60% i 66% preparatéw. Zaréwno
ekspresja HIF2q, jak i MMP koreluje ze stopniem zaawanso-
wania raka piersi, a wysoka ekspresja biatka HIF2a koreluje
z krétkim czasem przezycia [67].

Czynniki wzrostu

Czynniki wzrostu takie jak EGF, HGF, IGF, VEGF oraz TGF-3
s3 badane zaréwno pod katem ryzyka wystapienia nowo-
tworuy, ale réwniez jego progresji. TGF-3 jako biomarker jest
uzyteczny jako prognostyczna informacja dla pacjentek
chorych na raka piersi w stadium | do lll. Uwaza sie, ze pod-
wyzszony poziom TGF- moze charakteryzowa¢ pacjentki,
u ktérych wystepuje ryzyko nawrotu choroby [68].

Panele biatek wykrywane metodami
proteomicznymi

Badania proteomiczne umozliwiaja poznanie petnego
zestawu biatek obecnych w danej tkance, ich strukture, mo-
dyfikacje oraz wzajemne relacje. Informacje na temat skfadu
jakosciowego orazilo$ciowego biatek komérkowych moga
by¢ generowane wieloma technikami (przede wszystkim
zwykorzystaniem spektrometrii mas), a dla finalnego wyniku
takich badan kluczowa jest prawidtowa bioinformatyczna
obrébka danych oraz integracja danych pochodzacych
zréznych dziedzin. Proteomika kliniczna umozliwia pozna-

Tabela I. Potencjalne biomarkery raka piersi zidentyfikowane réznymi metodami proteomiki

Potencjalny biomarker

Wykorzystana metoda

Materiat wykorzystany do badan

Literatura

CBP1,PDZ, LIM,
PDLIM2, RNF25

TCEAL4, AZGP1, S100A10,

CAPS ALDH6A1, AHNAK, FBP1,
S100A4, MX1, HSP90AB1, PDXK,
GFPT1, RAB21,

ECM1, MAST4,
Filagryny

15SFAA

Apolipoproteina C1, Anhydraza
weglanowa 1,
L1CAM

Apolipoproteina Al, POTEE, HPX

Apolipoproteina H, ApoCL,
Apolipoproteina Al, C3a, TTR

Peptyd PTHpodobny

Serum amyloid,
Haptoglobina

iTRAQ-2D LC MS/MS

immunohistochemia

iTRAQ

Label-Free LCMS/
MS

UPLC-MS

MRM- MS

Label-Free LCMS/
MS

SELDI-TOF MS
Western-blott
MALDI-TOF/TOF
MS

SELDI-TOF MS

ELISA

24 préby z weztéw chtonnych zajetych
nowotworem

24 préby z weztéw chtonnych niezajetych
nowotworem

48 préb pobranych z guzéw pacjentek

12 préb pobranych z guza od pacjentek ze
wznowq

12 préb z guza pobranych od pacjentek bez
objawéw choroby > 7lat

20 préb moczu pobranych od pacjentek chorych
na raka piersi

20 prébek moczu pobranych od

kobiet zdrowych

27 prébek sliny od kobiet chorych na raka piersi
28 prébek $liny od kobiet
zdrowych

80 prob osocza pobranego od pacjentek chorych
na raka piersi
80 préb osocza pobranego od zdrowych kobiet

20 prébek tkanek pobranych od
pacjentek chorych na raka piersi

99 prébek krwi pacjentek chorych na raka piersi
51 prébek krwi od kobiet zdrowych

111 préb osocza pobranego od pacjentek chorych
na raka piersi

118 probek krwi pacjentek chorych na raka piersi
51 prébek krwi od kobiet
zdrowych

Bouchal i wsp. [76]

Johansson i wsp.
[771

Beretov i wsp. [78]

Chengiwsp.[79]

Lee i wsp. [80]

Cineiwsp.[81]

Chung i wsp. [70]

Washam i wsp. [82]

Zhang i wsp. [83]
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nie zmian zachodzacych w tkankach i ptynach ustrojowych
w czasie rozwoju choroby oraz w trakcie terapii [69, 70]. Me-
tody proteomiki wykorzystywane sa réwniez do,nienadzo-
rowanego” poszukiwania biatek o potencjalnym znaczeniu
dla diagnostyki raka piersi. Tabela | przedstawia skrétowe
omoéwienie szeregu badan, ktérych celem byto wykrycie,
zaréwno w tkance guza, jak i w ptynach ustrojowych, po-
tencjalnych biomarkeréw raka piersi. Nalezy zwréci¢ uwage,
ze wsréd potencjalnych markerow raka piersi wykrywanych
metodami proteomiki w surowicy i osoczu krwi dominujg
biatka zwigzane ze stanami zapalnymi. Szacuje sie, ze
podwyzszona obecnos¢ amyloidu (SAA) oraz biatka ST00A4
zwieksza ryzyko wystapienia przerzutéw [71-73]. Ponadto
ryzyko wystapienia raka piersi wydaje sie by¢ skorelowane
z poziomem i modyfikacjami apolipoprotein [74, 75].

Krgzqce komorki guza

Obecnos¢ we krwi krazacych komoérek guza (CTC, circu-
lating tumor cells) jest waznym czynnikiem diagnostycznym
i rokowniczym w wielu typach nowotworéw [84]. Uwaza sie,
ze poziom CTC moze by¢ uzytecznym markerem progno-
stycznym we wczesnych stadiach raka piersi oraz moze ko-
relowac z poziomem inwazyjnoscii agresywnosci guza [85].
CTC mozna réwniez wykorzystac jako materiat do badan
innych biomarkeréw. Stwierdzono, ze biatko TFF1 obecne
w CTC u chorych na raka piersi silnie koreluje z wystapie-
niem przerzutéw do kosci [86]. Ponadto pacjentkiz wysoka
ekspresjg ERB w krazacych komérkach guza wykazywaty
dobra odpowiedz na leczenie hormonalne [87].

MikroRNA

W ostatniej dekadzie prowadzi sie intensywne badania
nad MikroRNA pod katem jego uzytecznosci diagnostycz-
nej i rokowniczej. MikroRNA to krotkie (21-24 nukleotydy),
niekodujace czasteczki RNA, ktére zazwyczaj wigza sie do
regionéw 3'UTR obecnych w transkryptach mRNA i regu-
luja poziom ekspresji wielu genéw. Czastki miRNA mozna
oznaczy¢ zarowno w tkance, jak i w ptynach ustrojowych.
Prawdopodobnie miRNA zwigzane z nowotworem dosta-
ja sie do krwioobiegu, kiedy komoérki guza umieraja. Inng
mozliwoscia jest aktywne wydzielanie miRNA poprzez eg-
zosomy [88]. W pracy Wu i wspotautoréw [89] u pacjentek
chorych na raka piersi wykryto ponad 800 r6znych miRNA.
Dwa sposréd nich, mi-R357 oraz mir-122, wykazywaty silng
korelacje z wynikiem leczenia, a tym samym z wyborem
leczenia. Analizujac prébki od pacjentek, grupa ta wyka-
zata, ze ekspresja mir-497 negatywnie koreluje ze stadium
zaawansowania, z przerzutami do weztéw chtonnych i wiel-
koscig guza. Nie wykazano natomiast korelacji z klasycz-
nymi markerami takimi jak status ER, PR czy p53. Z kolei
grupa Huang wykazata, zaréwno in vitro jak i in vivo, ze
czasteczki mir-373 i mir-520c stymulujg migracje komérek
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rakowych i ich inwazyjnos¢ [90-92]. Utrata supresorowych
miRNA takich jak: miR-206, miR-17-5p, miR-205, miR-125b,
miR-200, miR-34a, miR-27b, miR-126, miR-101, miR-145,
miR-205 i miR-31 i/lub nadekspresja onkogenéw miRNA
(miR-21, miR-155, miR-10b, miR-373, miR-520c, miR-27a,
miR-221/222) byty obserwowane u pacjentek chorych na
raka piersi [93]. W 2012 grupa Schraudera przeprowadzita
analizy mikromacierzowe miRNA we krwi obwodowej 48
pacjentek we wczesnych stadiach zaawansowania choroby
oraz 57 osobach zdrowych. Wykryto 59 czastek miRNA rézni-
cujacych te dwie grupy kobiet, z czego 13 charakteryzowata
nadekspresja, a 46 obnizenie wzgledem grupy kontrolnej
[94]. Doniesienia te wskazujg na ogromny potencjat infor-
macyjny, jaki niosa ze soba badania nad miRNA, zaréwno
jako czynnikéw regulujacych wiele proceséw w komérce,
jaki przede wszystkim ich potencjatu diagnostycznego oraz
prognostycznego.

Podsumowanie

Z powodu niezadowalajacej wyleczalnosci raka piersi
konieczne jest opracowanie nowych testéw diagnostycz-
nych w celu wczesnego wykrycia choroby. Poszukiwany jest
réwniez panel biomarkeréw prognostycznych i predykcyj-
nych, pozwalajacy na indywidualizacje sposobu leczenia
chorych. Spersonalizowana medycyna zakfada systemowe
podejscie do choroby. Kluczem do sukcesu okazac sie moze
integracja danych molekularnych: genomicznych, prote-
omicznych oraz metabolomicznych wraz z parametrami
klinicznymi.
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