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Wartos¢ prognostyczna analizy niestabilnosci
mikrosatelitarnej DNA w raku piersi

Artur Bocian', Jolanta Szkudlarek?, Jacek Bartkowiak?

Wstep. Rak piersi jest jednym z najczestszych nowotwordéw ztosliwych u kobiet, a jego karcynogeneza nadal pozostaje
nieznana. Utrata funkcji sytemu MMR naprawiajgcego btedy powstate podczas procesu replikacji DNA prowadzi do
niestabilnosci genomu, ktéra moze by¢ wykryta poprzez obecnos¢ polimorfizmu w mikrosatelitach (powtérzen okre-
slonych 1-6 par zasad). Jest to nazwane niestabilnoscig mikrosatelitarng (MSI) i jest charakterystycznym znacznikiem
dysfunkcji systemu MMR w rakach jelita grubego i innych nowotworach ztosliwych.

Materiati metody. W przeprowadzonej analizie badali$my wystepowanie MSI w 81 inwazyjnych rakach piersii ocenia-
lismy jej zwiazek z cechami klinicznymi takimi jak: wiek pacjentek, wielkos¢ guza, typ nowotworu, przerzuty do weztow
chtonnych, przerzuty do watroby, przerzuty do mézgu, wystepowanie wznowy miejscowej i inne. Analize mikrosateli-
tarna przeprowadzono za pomoca 10 markeréw stuzacych do wykrywania niestabilnosci mikrosatelitarnej w raku piersi.
Wyniki. MSI wykryto w 40 z81 przypadkéw (49,4%), gdzie MSI-H byta w 15 przypadkach (18,5%), a MSI-L — w 25 przy-
padkach (30,9%). Zaobserwowano istotna statystycznie korelacje miedzy MSli wystepowaniem przerzutéw w watrobie
oraz przerzutéw w moézgu. Znalezlismy takze tendencje do podwyzszonego wystapienia MSI-H w raku zrazikowym
(nieistotne statystycznie).

Whioski. W przeprowadzonych przez nas analizach obecnos¢ MSI w rakach piersi wigzata sie z krétszym przezyciem
i wieksza agresywnoscig (przerzutami do watroby i mézgu).

The prognostic value of DNA microsatellite instability analysis in breast cancer

Introduction. Breast carcinoma is one of the most common malignancies in women, and its carcinogenesis etiology
is still unknown. Loss of MMR function prevents the correction of replicative errors leading to instability of the ge-
nome, and can be detected by polymorphisms in micro satellites (1-6 nucleotide repeat sequences). This is known
as microsatellite instability (MSI), and is a hallmark of MMR dysfunction and can thus be used as a marker of MMR
dysfunction in colorectal and other malignancies.

Material and methods. We studied the presence of MSlin 81 invasive breast cancers and evaluated its relationship
with patient age, tumor size, tumor type, lymph node metastasis, liver metastasis, brain metastasis, local recurrence,
and other. Microsatellite analysis was performed using 10 markers selected for sensitive detection of microsatellite
instability in breast cancer.

Results. MSI was detected in 40 of 81 cases (49.4%), where MSI-H was in 15 cases (18.5%) and MSI-L was in 25 cases
(30.9%). A statistically significant correlation was observed between MSI and liver metastasis and brain metastasis. We
also found a correlation (not statistically significant) between MSI-H and lobular carcinoma.

Conclusion. The analyzes performed showed that the presence of MSI in breast cancer was associated with shorter
survival and was more aggressive when metastases to the liver and brain were present.
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Wstep

Proces tworzenia sie komorek nowotworowych obejmu-
jeréznorodne wieloetapowe zmiany w genomie dotyczace
réwniez sekwencji mikrosatelitarnych. Mikrosatelity to krot-
kie sekwencje DNA sktadajace sie z powtdrzen okreslonych
1-6 par zasad, ktérych catkowita dtugos¢ wynosi od 10 do
100 par. Powtérzenia te wystepuja zaréwno w kodujacych,
jak i niekodujacych obszarach w genomie, a najczestsza
u ludzi jest sekwencja (CA)n. W trakcie procesu replikacji
DNA mikrosatelity maja znaczenie promotorowe, utatwia-
ja kontrolowana rekombinacje oraz wigzanie enzymoéw
aparatu replikacyjnego [1]. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna
w rozumieniu pojedynczego locus polega na zmianie ilosci
powtdrzen repetatywnego rdzenia w markerze mikrosate-
litarnym w DNA komdrek nowotworowych w poréwnaniu
zDNA w komérkach niezmienionych tego samego pacjenta
[2, 3]. System naprawy btednie sparowanych zasad (MMR)
jestwaznym poreplikacyjnym procesem naprawy DNAi jest
zaangazowany w utrzymanie stabilnosci genomu. Utra-
ta funkcji sytemu MMR naprawiajgcego btedy powstate
podczas procesu replikacji DNA prowadzi do niestabilno-
$ci genomu, ktéra moze by¢ wykryta poprzez obecnos¢
polimorfizmu w mikrosatelitach. Ten fenomen nazwany
niestabilnosciag mikrosatelitarng (MSI) jest charakterystycz-
nym znacznikiem dysfunkcji systemu MMR w rakach jelita
grubego i innych nowotworach ztodliwych [4].

Po raz pierwszy niestabilnos¢ mikrosatelitarna zostata
opisana w 1993 roku w niepolipowatym raku jelita grube-
go (HNPCC), nazywanym tez zespotem Lyncha. W rakach
jelita grubego u rodzin zHNPCC w wiekszosci przypadkéw
(55-90%) wystepuje fenotyp nowotworu wykazujacego
niestabilnos¢ loci mikrosatelitarnych. Wadliwe dziatanie sy-
temu MMR dotyczace gtéwnie genédw MSH2, MLH1, hPMST,
hPMS2 czy GTBP jest przyczyng powstania HNPCC [5].

Rola niestabilnosci mikrosatelitarnej w raku piersi pozo-
staje w literaturze niewyjasniona [6]. Od dwdch dekad rola
systemu MMR w rakach piersi jest coraz czesciej badana,
a wykrywalnos¢ niestabilnosci mikrosatelitarnej waha sie
w szerokich granicach [7]. Czestos$¢ jej wystepowania wynosi
od 0% do 85% [8, 9].

W dwoch wezedniejszych pracach: Yee (20 rakow piersi)
oraz Contegiagiacomo — (28 rakéw piersi) sugerowano
udziat MSI w procesie karcynogenezy, identyfikujac wzrasta-
jacailos¢ niestabilnosci mikrosatelitarnej, ktéra wynosita od
20% do 21% w rakach w poréwnaniu z tkankami zdrowymi
pobranymi od tych samych pacjentek. Autorzy ci wigzali wy-
stepowanie MSI z |/l stopniem zaawansowania klinicznego,
1 lub 2 stopniem ztosliwosci histologicznej (G1, G2), guzami
z dodatnimi receptorami estrogenowymi, a takze z rakami
zrazikowymi, wystepowaniem przerzutéw do weztéw chton-
nych i wielkoscig guza [10, 11]. Inne badanie, obejmujace
100 przypadkéw, wykazato zdecydowanie mniejszg ilo$¢
niestabilnosci mikrosatelitarnej (5% MSI) w sporadycznych
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rakach piersi [12]. Od tamtej pory ukazaty sie kolejne ba-
dania potwierdzajgce zwigzek MSI z rakiem piersi zaréwno
przedinwazyjnym, jak i inwazyjnym [13, 14]. Potwierdzono
w nich wieksza czestos¢ MSI w rakach inwazyjnych (47,4%)
w poréwnaniu z rakami przedinwazyjnymi (20%) [14], czest-
sze wystepowanie MSI w rakach zrazikowych (39%) w po-
réwnaniu z rakami przewodowymi (13,5%) [15] oraz wieksza
ilos¢ MSI w rakach duzych rozmiaréw, z przerzutami do we-
ztéw chtonnych i gorszym rokowaniem klinicznym [16, 17].
Wielu innych autoréw sugeruje, ze MSI moze nie odgry-
wac waznej roli w procesie tworzenia sie raka piersi. Khilko
i wsp. w pracy z 2007 roku sugeruja, ze geny MMR moga
nie odgrywac kluczowej roli w wiekszosci przypadkéw raka
piersi [6]. Ozer i inni badali 16 przypadkéw pierwotnego
wczesnego raka piersi u kobiet pomiedzy 29 a 34 rokiem zy-
cia. Nie potwierdzili oni wystepowania MSI w badanej grupie
i postawili teze, wedtug ktdrej niestabilnos¢ mikrosatelitarna
nie jest powszechnym zjawiskiem we wczesnym raku piersi
u kobiet i nie wydaje sie, by wystepowanie fenotypu MSI
byto zwigzane z prognozowaniem choroby [18]. Podobne
wyniki uzyskali Adem i wsp.[19]. Orlandi i inni nie stwierdzili
obecnosci MSI w zadnym analizowanym przypadku, po-
twierdzajac teze, ze MSI wystepuje w raku piersi rzadko [20].
Obecne badanie miato na celu ocene wystepowania
MSI w grupie 81 inwazyjnych rakéw piersi oraz zwigzek
MSI z parametrami klinicznymi, jak wiek pacjentek, rodzaj
guza,wielko$¢ guza, obecnosc przerzutéw do weztéw chton-
nych,wystapienie wznowy miejscowej oraz przerzutéw od-
legtych do poszczegdlnych narzaddw, catkowita diugos¢
przezycia oraz wspotistnienie innych nowotwordw.

Materiat i metody

Materiatem do badan molekularnych byta tkanka no-
wotwordw piersi oraz zdrowa tkanka otaczajgca nowotwor.
Do badan niestabilnosci mikrosatelitarnej zakwalifikowano
95 preparatéw pobranych z bloczkéw parafinowych zawie-
rajacych fragmenty guzéw i zdrowej tkanki otaczajacej guzy,
pochodzace od pacjentek zoperowanych z powodu raka
piersi w latach 1995-1999 w Wojewddzkim Szpitalu Zespo-
lonym w Kielcach, u ktérych wykonano mastektomie rady-
kalng w modyfikacji sposobem Pateya (obecnie wykonuje
sie mastektomie w modyfikacji Maddena). 14 preparatow
okazato sie niereprezentatywnych, dlatego badania prowa-
dzono dla grupy 81 przypadkéw. Obserwacja pooperacyjna
i leczenie uzupetniajace byly prowadzone w Swietokrzyskim
Centrum Onkologii w Kielcach.

Izolowanie DNA z tkanki nowotworowej

i z prawidtowej tkanki piersi, utrwalonych

w bloczkach parafinowych

1. Za pomocg skalpela rozdrabniano na szkietku mikro-
skopowym zatopione w parafinie fragmenty tkankino-
wotworowej i tkanki zdrowej, nastepnie skrawki parafi-



Tabela I. Charakterystyka zastosowanych starteréw w reakcji PCR

Starter Sekwencja nukleotydowa starterow (5’-3') Lokalizacja startera Diugos¢ produktu
na chromosomie PCRw pz.

AFM 119 ACC ACT GCA CTT CAG GTG AC GTG ATACTGTCCTCA GGT CTC C 10q ~180

AFM 164 GCT CCCGGCTGGTTTT GCA GGA AAT CGC AGG AACTT 18q22.3 ~180

AFM 248 CTCTTT CTCTGA CTCTGA CC GACTTT CTA AGT TCT TGC CAG 18q21 ~140

APC ACT CACTCT AGT GAT AAATCG AGC AGATAA GAC AGT ATTACT AGTT 5q21-22 ~125

BAT 25 TCG CCT CCA AGA ATGTAA GTTCT GCATTTTAA CTATGG CTC 4q12 ~125

BAT 26 TGA CTACTTTTG ACT TCA GCC AAC CATTCAACATTTTTAACCC 2p ~125

BAT 40 ATT AACTTC CTA CAC CAC AAC GTA GAG CAAGACCACCTTG 1p13.1 ~140

D25123 AAA CAG GAT GCCTGC CTTTA GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC 2p16 ~200-250

Mfd 15 GGA AGA ATC AAATAG ACA AT GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC 17911-12 ~170

MYCLI TGC CGA GACTCCATCAAAGCTTTTT AAG CTG CAA CAATTTC 1p32 ~200

nowe zalewano 1 ml ksylenu, wytrzasano przez 30 min
i odwirowywano przez 3 min przy 13 000 obrotéw/min
w wirowce typu MPW-310, po czym usuwano gérna
warstwe; czynnos¢ wykonywano w celu pozbycia sie
parafiny i powtarzano 5 razy.

2. Nastepnie do osadu dodawano 1 mlalkoholu absolutne-
go, wytrzasano 10 min, po czym odwirowywano w spo-
sOb opisany powyzej (te czynnos¢ powtarzano 3 razy).

3. Osad zebrany po usunieciu gérnej warstwy osuszano
i rozpuszczano w 300 pl buforu do lizy (10 mM Tris/HCL
pH 7,4; 10 mM EDTA; 0,5% SDS).

4. Do catosci dodawano po 4 pl proteinazy K (20 mg/ml), na-
stepnie wytrzasano w fazni wodnej przez noc (temp. 55°C).

5. Do probéwek dodawano po 150 pl H,O i 500 pl miesza-
niny fenolu, chloroformu, alkoholu izoamylowego z 8-hy-
droksychinoling w stosunku 25:24:1 i wytrzasano 10 min,
apotem wirowano przez 3 min przy 13 000 obrotéw/min.

6. Zbierano gérng warstwe wodnga i dodawano do niej po
400 pl mieszaniny chloroformu i alkoholu izoamylowego
w stosunku 24:1, wytrzasano i wirowano jak wyzej.

7. Czynnos¢ te powtarzano, uzywajac 350 ml mieszaniny
chloroformu i alkoholu izoamylowego (24:1).

8. Zebrana znad chloroformu wodna warstwe dodawano
do mieszaniny 100 pl 10 M octanu amonui 7 pl glikoge-
nu (5 mg/1 ml), mieszano, dodawano 1 ml 96% etanolu
i pozostawiono na noc w temperaturze 80°C w celu
wytracenia DNA.

9. Wytrgcony DNA odwirowywano przez 10 min przy
13 000 obr./min, odrzucono supernatant, osad przeptu-
kiwano 2 x 75% alkoholem etylowym, odwirowywano
jak wyzej, a osad DNA odsaczano i suszono w prézni.

10. Koricowy osad DNA rozpuszczono w 30 pl buforu LOTE
(3 MM TRIS-HCL i 0,5 mM EDTA o pH 8,0).

Reakcja PCR w badaniu niestabilnosci sekwencji
mikrosatelitarnych (tab. 1 i Il)

Mieszanina uzyta w reakcji zawierata nastepujace skta-
dowe (w 20 pl):

Tabela II. Temperatury i czas trwania poszczegélnych etapow PCR
(35 cykli, 1 min)

Starter Denaturacja Annealing Elongacja
AFM 119 95°C 58-62°C 72°C
AFM 164 94°C 50-56°C 72°C
AFM 248 94°C 56-58°C 72°C
APC 94°C 56°C 72°C
BAT 25 94°C 56°C 72°C
BAT 26 94°C 56°C 72°C
BAT 40 94°C 56°C 72°C
D25123 94°C 56-60°C 72°C
Mfd 15 94°C 50-62°C 72°C
MYCLI 94°C 52-60°C 72°C
Czas 1 min 1 min 1 min

1. 10-100 ng matrycy DNA,

0,7-2,0 ul kazdego z pary starteréw o stezeniu 50 uM,

0,5-3 pl mieszaniny czterech dNTP (kazdy o stezeniu

1 mM),

. przy zastosowaniu znakowanego substratu [a**s]-dATP,
5. 1,2 yl MgCl; o stezeniu 25 mM,

2,0 pl 10 x buforu dla Taq polimerazy (10 mM Tris-HCI

pH 9,0; 500 mM KCl oraz 0,1% Triton X-100),

7. 0,5 U Taq DNA polimerazy (Tag DNA Polymerase-Pro-
mega Corporation, USA).

W wielu prébach zastosowano takze wzmacniacz am-
plifikacji (z betaina) firmy EPICENTRE. Reakcje amplifikacji
wykonywano w termocyklerach UNO-Thermoblock firmy
Biometra.

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

Otrzymane produkty z reakcji PCR kazdego loci podda-
wano elektroforezie w 8% zelu poliakrylamidowym (w sto-
sunku monomeru do bisakrylamidu 20:1) w buforze o pH
7,8 o sktadzie: 40 mM Tris, 2 mM EDTA, 20 mM octan sodu
(bufor octanowy).
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W MSS (stabilne
mikrosatelitarne)

W MSI-L (NISKA NIESTABILNOSC
10-20%)

MSI-H (WYSOKA
NIESTABILNOSC >30%)

60,0%
52,3% .
| MSS (stabilne
50,0% 43,8% mikrosatelitarne)
37,5%
40,0% 5% ..
m MSI-L (NISKA NIESTABILNOSC
300% 10-20%)
20,0% 8% MSI- H
(WYSOKA NIESTABILNOSC
10,0% >30%)
0,0%
przewodowy zrazikowy
Rodzaj raka

Rycina 1. Podziat badanej grupy na przypadki stabilne mikro-
satelitarnie — MSS oraz niestabilne mikrosatelitarnie: MSI-L, MSI-H

Przygotowanie i rozdziat radioaktywnych
produktéw PCR na poliakrylamidowym
zelu sekwencyjnym

Znakowane izotopem produkty PCR wytracano z roz-
tworu w celu ich zageszczenia. Calg objetos¢ prébki (20 pl)
mieszano z480 pl LOTE, nastepnie dodawano 150 pl 2M nad-
chloranu sodu, 10 pl glikogenui 340 pl izopropanolu. Probki
wstawiono do lodéwki na 30 min, a nastepnie wirowano
przez 10 min przy 130 00 obr/min. Nastepnie przeptukiwano
zawartos¢ probki 70% etanolem i znéw odwirowywano.
Osad suszono w prozni i rozpuszczano w 4 pl barwnika
(95% formamid, 10 mM EDTA, 0,1% fuksyna, pH9 ). Probki
podgrzewano przez 10 min do 95°C w celu denaturacji,
a nastepnie przenoszono do lodu. Objetos¢ 1 lub 2 pl mie-
szaniny barwnika i DNA nanoszono na ogrzany do 55°C 6%
zel poliakrylamidowy sekwencyjny (stosunek monomeru do
bisakrylamidu 19:1) z8M mocznikiem. Rozdziat prowadzono
przy statym napieciu 2000 mV w 0,6 x buforze TBE (45 mM
Tris-HCl, pH =7, 45 mM kwas borowy, 2 mM EDTA). Czas elek-
troforezy wynosit 2 godziny. Po rozdziale zele przenoszono
na bibute Whatman 3MM i suszono przez 1,5 godziny w 80°C
w suszarce do zeli (Biometra), a nastepnie eksponowano
w kasecie rentgenowskiej wobec kliszy autoradiograficznej.

Ustalanie wartosci MSI
Brak zmian — prébki stabilne MSS

Prébki, w ktérych na 10 badanych loci byty 1 lub 2 przy-
padki niestabilnosci mikrosatelitarnej, kwalifikowano jako
nisko niestabilne (MSI-L). Przy obecnosci 3 i wiecej przypad-
kéw okreslano je jako wysoce niestabilne MSI-H.

Wyniki

Analizujac otrzymane dane, wyodrebniono: 15 przypad-
kéw MSI-H, co stanowito 18,5% badanych, 25 przypadkéw
MSI-L, tj. 30,9% oraz 41 przypadkéw MSS, tj. 50,6% (ryc. 1).

Badano korelacje pomiedzy wystepowaniem niestabil-
nosci mikrosatelitarnej a poszczegélnymi czynnikami klinicz-
nymi. Rodzaj raka: przewodowy czy zrazikowy, nie wptywaty
istotnie na wystapienie MSI, p wartos¢ =0,0816. Zaznaczona
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Rycina 2. Wystepowanie niestabilnosci mikrosatelitarnej w zaleznosci
od rodzaju raka

60,0% 55,9%

50,0% B MSS (stabilne
mikrosatelitarne)

38,5% 38,5%

20,0%

. B MSI-L (NISKA

30,0% NIESTABILNOSC

231% 10-20%)

20,0% 7% MSI-H (WYSOKA
NIESTABILNOSC
>30%)

10,0%

0,0%
nie tak
Przerzuty do watroby

Rycina 3. Rozkfad niestabilnosci mikrosatelitarnej u chorych na raka
piersi z przerzutami do watroby, p = 0,0514

byta jednak tendencja do podwyzszonego wystapienia MSI-
-H w raku zrazikowym (ryc. 2).

Stwierdzono statystycznie istotng zaleznos¢ (p) wy-
stagpienia przerzutéw do watroby od wystepowania MSI,
p = 0,0514. Z grupy 13 pacjentek, u ktérych stwierdzono
przerzuty do watroby, az u 10, tj. 76,9% stwierdzono niesta-
bilnos¢ mikrosatelitarna, w tym u 5 pacjentek niestabilnos¢
wysoka (MSI-H) i u 5 niestabilnos¢ niskg (MSI-L) (ryc. 3).

Zaobserwowano ponadto znamienny statystycz-
nie wptyw MSI na wystapienie przerzutéw do mézgu
p =0,0235.Wsréd 81 badanych chorych stwierdzono prze-
rzuty do mézgu w 10 przypadkach, tj. 12,3%. W grupie
chorych z przerzutami do mézgu w 7 potwierdzono wy-
stepowanie niestabilnosci, w tym 2 przypadki MSI-L oraz
5 przypadkéw MSI-H (ryc. 4).

W badanej grupie nie stwierdzono zaleznosci MSI od
wieku, dtugosci przezycia, wielkosci guza i obecnosci prze-
rzutéw do weztéw chtonnych, przerzutéw do ptuc, skéry,
kosci, wystapienia wznowy miejscowej, podwyzszonych
wartosci markeréw nowotworowych oraz wystepowania
nowotwordéw wspétistniejacych.
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nie tak
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Rycina 4. Wystepowanie MSI u chorych na raka piersi z przerzutami
do mézgu, p = 0,0235

W grupie 81 kobiet chorych na raka piersi 71,4% ba-
danych przezyto 5 lat po zabiegu operacyjnym, natomiast
10 letni czas obserwacji uzyskano w 52,4%. Po 3 latach od
zabiegu w obserwacji znajdowato sie tylko 75,2% chorych,
co prawdopodobnie miato zwigzek zagresywnym przebie-
giem choroby nowotworowej. Analizujac typ histologiczny
guza, stwierdzono, ze raki zrazikowe rokuja gorzej niz raki
przewodowe. Zadna z 16 chorych na zrazikowego raka piersi
nie dozyfa 10 lat po operacji, co okazato sie istotne staty-
stycznie p = 0,0274.

Dyskusja

Celem pracy byta ocena niestabilnosci mikrosatelitarnej
(MSI) w rakach piersi jako czynnika prognostycznego w ko-
relacji zdanymi klinicznymi. Niestabilnos¢ mikrostaelitarna
jest uzywana do wykrywania defektow systemu naprawy
DNA, w skfad ktérego wchodza geny mutatorowe i kodo-
wane przez nie biatka. Nieprawidtowe dziatanie tego uktadu
prowadzi do btedéw podczas replikacji DNA i moze powo-
dowac powstawanie komorek nowotworowych. Zjawisko to
zostato wykryte w rodzinnie wystepujacych niepolipowa-
tych rakach jelita grubego (HNPCC) — Zespole Lyncha, gdzie
MSI diagnozowano nawet w 90%, ale takze w sporadycznych
rakach jelita, endometrium, zotadka czy guzach mézgu[1, 5,
21]. Wystepowanie niestabilnosci mikrosatelitarnej w rakach
piersi waha sie w szerokich granicach od 0-85%, a jej rola nie
jest do korica jasna[8, 9]. W pracy tej do badar MSI zakwalifi-
kowano 81 rakéw piersi. W badanej grupie znalazty sie chore
w przedziale 30-78 lat, a najczesciej rak piersi wystepowat
w grupie chorych pomiedzy 60 a 65 rokiem zycia. Domino-
waty raki przewodowe — w 80,2% badanych, raki zrazikowe
rozpoznano u 19,8% catej grupy. Stopien zaawansowania
badanej grupy zostat okreslony na podstawie klasyfikacji
TNM z 1997 roku. Najliczniejszg grupe stanowity przypadki

w stopniu T2 — guzy pomiedzy 2-5 cm, N1 — przerzuty
do pojedynczych weztéw chtonnych, MO — brak przerzu-
tow odlegtych. Wszystkie chore zostaty zakwalifikowane
do radykalnej mastektomii w modyfikacji Pateya z radykal-
nym wycieciem weztéw chtonnych dotu pachowego, bez
przedoperacyjnejchemioterapii. W leczeniu pooperacyjnym
91,4% wszystkich chorych otrzymato leczenie uzupetniaja-
ce w réznej modyfikacji: chemioterapia, radioterapia lub
hormonoterapia. Przed zakoriczeniem obserwacji zmarto
39,5% chorych, a $redni czas obserwacji wyniost 71,3 mie-
sigca. W trakcie leczenia i obserwacji pooperacyjnej stwier-
dzono w 25,9% przerzuty do kosci, 18,5% przerzutéw do
ptuc, 16% przerzutéw do watroby, 12,3% przerzutéw do
moézgu. W 21% doszto do wznowy miejscowej, a w 12,3%
wystapity inne nowotwory, sposréd ktérych najczestszym
okazat sie rak drugiej piersi. W przeprowadzonych badaniach
potwierdzilismy wystepowanie MSI w 49,4% guzéw, przy
czym MSI-H stwierdzono u 18,5% chorych. Nasze wyniki
potwierdzity zwigzek MSI z przerzutami do watroby i mézgu,
co jest zgodne z przeprowadzonymi wczesniej badaniami
Pizzi, w ktoérych odnotowano zaleznos¢ MSI od zaawanso-
wanego stanu klinicznego chorych [16]. Uzyskane wyniki
pokazaty wiekszg ilos¢ MSI-H w rakach zrazikowych (37,5%)
w stosunku do rakéw przewodowych (13,8%) i byty zgodne
z obserwacjami Lugmani [22], Aldazy [23], Contegiacomo
[24] oraz De Marchis [25]. Niektore badania odnotowuja ko-
relacje MSI z obecnoscig przerzutéw do weztéw chtonnych
[11, 17, 25], niektoére z wielkoscig guza [17, 25]. W czesci
badan MSI jest zwigzana z wczesnym rakiem piersi [26],
w innych — z postaciami zaawansowanymi [27]. W naszym
badaniu nie potwierdzilismy zaleznosci MSI od wielkosci
guza i stanu weztéw chtonnych. W rakach jelita grubego,
zwilaszcza w Zespole Lyncha, gdzie rola systemu MMR zo-
stata najlepiej zdefiniowana, guzy z obecnoscig MSI réznig
sie od guzéw bez MSI parametrami biologicznymi, cytoge-
netycznymi oraz klinicznymi i — co wiecej — obecnos¢ MSI
w tych guzach wiaze sie z lepszym przebiegiem klinicznym
imniejsza agresywnoscia [28]. W przeciwienstwie do HNPCC
dysfunkcja systemu MMR i obecnos$¢ MSI w rakach piersi
jest zdecydowanie mniejsza. Sugeruje to istnienie innego
mechanizmu onkogenezy w pierwotnych rakach piersi. Ba-
dania poréwnujace kliniczne i patologiczne parametry raka
piersi z nieprawidtowym dziataniem systemu MMR sugeruja
zwigzek pomiedzy MSI a gorszymi czynnikami klinicznymi
i patologicznymi, takimi jak: wiekszy rozmiar guza, prze-
rzuty do weztéw chtonnych, zawansowany stopien klinicz-
ny, brak ekspresji receptoréw steroidowych, krétszy czas
bez wznowy choroby i krétsze przezycie [11, 17, 25, 27].
W przeprowadzonych przez nas analizach obecno$¢ MSI
wigzata sie z krotszym przezyciem i wieksza agresywnoscia
zwigzana z przerzutami do watroby i mézgu. W rakach jelita
grubego obecnos¢ MSI wigze sie z lepsza odpowiedzig na
podawang chemioterapie, co zwieksza przezycia chorych.
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Wild i inni, badajac 39 zawansowanych rakéw piersi, stwier-
dzili, ze obecnos¢ MSl jest wysoce znaczacym, niezaleznym
i niesprzyjajacym czynnikiem ryzyka dla catkowitych prze-
zy¢ u chorych otrzymujacych wysokie dawki chemioterapii
pooperacyjnej [29]. Podobne wyniki uzyskat Chintamani,
analizujac korelacje MSI na kliniczng odpowiedz po zastoso-
wana chemioterapie przedoperacyjnej. Pacjentki z wysoka
ekspresja biatek systemu MMR gorzej odpowiadaty na za-
stosowang chemioterapie przedoperacyjna, co objawiato sie
brakiem regresji guza i obecnoscia przerzutéw w weztach
chtonnych [7].

System naprawy btednie sparowanych zasad MMR
jest waznym poreplikacyjnym procesem naprawy zwiaza-
nym z utrzymaniem stabilnosci genomu. Nieprawidtowe
dziatanie tego systemu wykrywamy poprzez stwierdzenie
obecnosci niestabilnosci mikrosatelitarnej. W rakach pier-
si dysfunkcja systemu MMR byta dosy¢ rozlegle badana,
a czestos¢ wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnej
wahata sie w szerokich granicach. Cze$¢ autoréw uwaza,
ze MSI odgrywa wazna role w procesie tworzenia sie raka
piersi, czes¢ zupetnie neguje jej udziat. Yee i inni, uzywajac
siedmiu markeréw mikrosatelitarnych w grupie 20 rakéw
piersi, znalezli MSI w 20% [10]. Patel i wsp. stwierdzili MSI
w 11 na 13 badanych guzéw, co stanowito 85% catej grupy,
uzywajac 9 markeréw mikrosatelitarnych [9]. Inne badania
potwierdzaja wystepowanie MSI w rakach piersi na pozio-
mie 21-64%[16, 22,23, 27]. Wielu innych autoréw uwaza, ze
MSI nie odgrywa waznej roli w procesie karcynogenezy raka
piersi. W pracy Khilko po przebadaniu 211 rakéw piersi nie
stwierdzono w zadnym przypadku MSI [6]. Podobne wyniki
uzyskat Anbazhagan, ktéry przeanalizowat 267 przypadkow
zawierajacych wszystkie gtéwne histologiczne typy raka
piersi. W zadnym z analizowanych przypadkéw nie stwier-
dzono fenotypu MSI, co sktonito autoréw do postawienia
tezy, ze niestabilnos¢ mikrostaelitarna nie jest powszechna
w raku piersi [30]. Badania przeprowadzone przez kolejnych
badaczy potwierdzaja brak wystepowania MSI zaréwno we
wczesnych rakach piersi [18], jak i w postaciach zaawanso-
wanych [ 9].

Najwiekszym problemem w poréwnaniu rezultatow
w réznych badaniach jest fakt, ze stosujgc metody bazujace
na reakgji PCR, stosowano rézne rodzaje markeréw mikrosa-
telitarnych (mono, di, tri, tetranucleotydowe itd.), uzywano
markery zlokalizowane na kodujacych i niekodujacych re-
gionach gendw, rézng ilos¢ markeréw mikrosatelitarnych
w kazdym z badan i — co najwazniejsze — stosowano rézne
kryteria oceny obecnosci MSI w przeprowadzonych testach,
co uniemozliwia prawidtowe poréwnania.

Whioski

1. Wystepowanie niestabilnosci mikrosatelitarnejw rakach
piersi waha sie w szerokich granicach. W przeprowadzo-
nym przez nas badaniu potwierdziliimy obecnos¢ MSI
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w 49,4% przypadkéw, przy czym w 18,5% stwierdzono
niestabilno$¢ mikrosatelitarng, w 3 lub wiecej badanych
loci kwalifikowana jako wysoce niestabilng MSI-H.

2. Stwierdzono statystycznie istotng zaleznos¢ wystepo-
wania MSIi przerzutéw do watroby oraz przerzutéw do
médzgu, co wiazato sie z gorszym przebiegiem klinicz-
nych i krétszym przezyciem.

3. Potwierdzono wiekszg ilos¢ MSI-H w rakach zrazikowych
(bez istotnosci statystycznej) i krotsze przezycia catko-
wite w tych przypadkach.
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