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Predykcyjna rola ekspresji topoizomerazy 1o
w chemioterapii raka piersi z udzialem antracyklin

Katarzyna Sosifiska-Mielcarek, Jacek Jassem

Od wielu lat poszukugje sie czynnikow predykcyjnych, ktore ulatwilyby wybor optymalnego schematu chemioterapii. Antracykliny
(doksorubicyna i epirubicyna) nalezq do najbardziej aktywnych cytostatykow w terapii raka piersi, jednak wywolujg szereg
dzialan niepozgdanych — zarowno wczesnych, jak i poznych. W ostatnim czasie szczegolne zainteresowanie budzi predykcyjna
wartos¢ oznaczenia ekspresji topoizomerazy lla. Topoizomeraza Il a jest kluczowym enzymem w procesie replikacji DNA oraz
celem molekularnym jej inhibitorow, w tym antracyklin. Wyniki badan in vitro wskazujq, ze raki piersi, w ktorych stwierdza sie
wysokie stezenie topoizomerazy Ila, sq szczegdlnie wrazliwe na te grupe lekow. Dotychczasowe wyniki sq obiecujgce, jednak
niewielkie grupy chorych objetych badaniami nie pozwalajqg jeszcze na wyciggniecie ostatecznych wnioskow i wprowadzenie
oceny ekspresji topoizomerazy Il a jako standardowego testu diagnostycznego. Obecnie realizowane sq dwa duze projekty,
ktdrych celem jest ocena wartosci tego markera jako czynnika predykcyjnego dla antracyklin stosowanych w leczeniu raka
piersi. W niniejszej pracy przedstawiono obecny stan wiedzy na temat topoizomerazy Ilaw tym nowotworze.

Predictive role of topoisomerase Ilo expression in anthracycline based breast cancer chemotherapy

Several studies have been performed to identify useful predictive factors for chemotherapy. Anthracyclines (doxorubicin
and epirubicin) are considered to be among the most active cytostatic agents in breast cancer, however at the expense of
considerable toxicity. Recently topoisomerase Il protein has attracted particular interest as a potential predictive factor for the
anthracyclines. Topoisomerase Il a is a key enzyme in DNA replication and a molecular target for topoisomerase II inhibitors,
including anthracyclins. In vitro results indicate high anthracycline sensitivity in tumors with high topoisomerase Ilo
expression. These early promising results are based on small groups of patients though and do not allow topoisomerase Il o
assays to be recommended as standard diagnostic tests. Two large ongoing projects are expected to verify topoisomerase Ila
role as a predictive factor for anthracycline based chemotherapy in breast cancer patients. This article summarizes current
knowledge on topoisomerase Il a predictive value in this tumor.
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Wstep

Rak piersi jest chorobg heterogenna, w ktorej odpowiedz
na chemioterapi¢ wykazuje duze indywidualne rdznice
[1]. Od wielu lat poszukuje si¢ wigc czynnikdw predykcyj-
nych, ktére utatwityby indywidualny dobdr schematu che-
mioterapii. W ostatnich latach szczeg6lne zainteresowanie
budzi potencjalna warto$¢ predykcyjna markeréw biolo-
gicznych. Wyniki dotychczasowych badan [2-4], w tym
metaanalizy, przeprowadzonej przez Early Breast Can-
cer Trialists Collaborative Group (EBCTCG) [5] wskazu-
ja, ze w leczeniu uzupelniajacym raka piersi schematy
z udzialem antracyklin s3 bardziej skuteczne niz stoso-
wany uprzednio schemat CMF i jego pochodne. Leczenie
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z udziatem antracyklin obarczone jest jednak wiekszym ry-
zykiem dziatan niepozadanych, szczeg6lnie kardiotok-
sycznoScia, oraz mozliwoscia indukcji bialaczki szpiko-
wej [4-9]. Do tej pory wydawalo si¢, ze najwigksze ko-
rzysci z zastosowania antracyklin moga odnie$¢ chore
z nadekspresja receptora HER?2 lub amplifikacja protoon-
kogenu HER2 w komorkach pierwotnego guza [10, 11].
Zwiazek pomigdzy ekspresja receptora HER2 a wrazliwo-
Scig na antracykliny bywa jednak kwestionowany [12, 13].
Roéwnoczesénie pojawily si¢ doniesienia, iz zwigkszona
wrazliwo$¢ na antracykliny guzéw z nadekspresja HER2
moze by¢ zwigzana z amplifikacja genu topoizomerazy
IIa (cecha ta wystepuje wytacznie w guzach z amplifikacja
HER?2 i dotyczy w tej grupie okoto 25-40% przypadkow)
[14, 15]. Zaleznos¢ ta ma takze swoje biologiczne pod-
stawy, bowiem bioraca udzial w syntezie DNA topoizome-
raza Ila jest molekularnym celem jej inhibitoréw, w tym
antracyklin. Wstepne obserwacje sugeruja, ze komorki,



w ktorych stwierdzono nizsze stezenie topoizomerazy Ila,
cechuje mniejsza wrazliwo$¢ na antracykliny w poréwna-
niu do komérek z wyzszym st¢zeniem tego biatka [16].
Wyniki te okazaly si¢ na tyle zachecajace, iz podjeto pro-
by oceny predykcyjnej roli ekspresji topoizomerazy Ila
w badaniach klinicznych. W niniejszej pracy przedstawio-
no obecny stan wiedzy na temat predykcyjnej wartosci
ekspresji topoizomerazy Ila u chorych na raka piersi le-
czonych antracyklinami.

Topoizomeraza Ila

Topoizomerazy naleza do rodziny enzyméw bioracych
udzial w procesach zwiazanych z metabolizmem DNA,
w tym transkrypcji, rekombinacji, replikacji oraz segre-
gacji chromosomow podczas podzialéw komorkowych
[17]. Istnieja dwa rodzaje topoizomeraz: I i II. Typ I bierze
udziat w regulacji przestrzennej struktury DNA. W ko-
morkach ludzkich istnieja natomiast dwie izoformy to-
poizomerazy II: o (170-kd) i § (180-kd). Gen topoizo-
merazy Ila zlokalizowany jest w chromosomie 17q21,
w poblizu genu HER-2 (17q12), a topoizomerazy 11§ —
w chromosomie 3p. Funkcja genu topoizomerazy 11 nie
zostata do tej pory doktadnie poznana, nie wykazano row-
niez dla niego fazowo swoistego wzoru ekspres;ji [18, 19].
Topoizomeraza Ila zwigzana jest z segregacja nowo zre-
plikowanych par chromosomdw, kondensacja i formowa-
niem szkieletu chromosoméw oraz modyfikacja superhe-
lisy DNA [20]. Najsilniejsza ekspresje topoizomerazy Ila
obserwuje si¢ w fazie G,/M cyklu komorkowego, a najniz-
sza — pod koniec mitozy [18, 19]. Topoizomeraza Ila jest
réwniez celem molekularnym dla wielu lekéw nowotworo-
wych z grupy jej inhibitoréw, do ktdrych oprocz antracy-
klin naleza takze pochodne podofiliny, daktynomycyna
oraz mitoksantron [21]. Hamowanie funkcji topoizomera-
zy lla prowadzi do powstania licznych wigzan wewnatrz
nici DNA, ktore blokuja podstawowe procesy zyciowe —
transkrypcje i replikacj¢ [22]. Komorki z uszkodzonym
DNA eliminowane sa na drodze apoptozy [23]. Wyniki
badan in-vitro wskazuja na zwiazek pomiedzy nasileniem
ekspresji topoizomerazy Ilo. w komoérkach nowotworo-
wych a wrazliwoscia na leki z grupy jej inhibitoréw [13, 14,
16, 24-27]. Zaobserwowano rowniez, ze silna ekspresja
topoizomerazy Ila jest charakterystyczna dla komdrek
nowotworowych o duzej aktywno$ci proliferacyjne;j
[27-29].

W okoto 45 do 80% pierwotnych rakéw piersi wyka-
zujacych amplifikacje HER-2 stwierdza si¢ zmieniong
liczbe kopii genu dla topoizomerazy Ila — amplifikacje
lub delecje, przy czym oba te zaburzenia wystgpuja z po-
dobna czestoscia [20, 30]. Amplifikacja genu topoizome-
razy Ilo wystepuje w okoto 8% wszystkich pierwotnych ra-
koéw piersi [16, 20, 30-33]. Zjawiska tego nie obserwuje si¢
w komorkach guzéw z prawidtowg liczba kopii genu
HER-2. Wspoélwystepowanie podwyzszonej liczby kopii
obu gendw probowano ttumaczy¢ ich bliskim sasiedztwem
w chromosomie 17q (locus 17q12 oraz 17921, co odpowia-
da odleglosci okoto 590 kilozasad), prowadzacym do jed-
noczasowej amplifikacji dtugiego odcinka chromosomu

(amplikonu) zawierajacego oba geny [31, 32]. Dalsze ba-
dania wykazaly jednak, ze mechanizm ten jest bardziej
zlozony, a geny te rozmieszczone s3 na oddzielnych ampli-
konach [33]. Dodatkowo wiadomo, iz w okolfo 20 do 40%
guzéw z amplifikacja HER-2 obserwuje si¢ zmniejszona
liczbe kopii genu topoizomerazy Ila [20, 30]. Podobnie do
amplifikacji genu topoizomerazy Ila, rowniez delecja nie
wystepuje w komdrkach bez nadekspres;ji lub amplifikacji
genu HER-2, cho¢ dane te wymagaja jeszcze potwierdze-
nia [16, 33]. Mechanizm powstawania delecji genu topo-
izomerazy Iloo w komorkach z amplifikacja HER-2 nie
zostal do tej pory poznany. Oprocz amplifikacji oraz dele-
cji obserwuje sie takze mutacje punktowa genu topoizo-
merazy Ila, ale zjawisko to jest rzadkie i nie przedstawia
wartoéci diagnostycznej [34].

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze w ra-
kach piersi z nadekspresja lub amplifikacja genu HER-2
liczba kopii genu topoizomerazy Ila zwigzana jest z odpo-
wiedzig na leczenie inhibitorami topoizomerazy Ila, przy
czym amplifikacja wigze si¢ z wigksza, natomiast delecja —
z mniejsza wrazliwoscia (Rye. 1). Z drugiej strony w oko-
to 15% guzéw z amplifikacja HER-2 stwierdza si¢ hetero-
genna liczbe kopii genu topoizomerazy Ila (wspotwyste-
powanie w obrebie tego samego guza komorek zarowno
z amplifikacja, jak i delecjg tego genu) [15, 20, 33]. Zjawi-
sko to moze utrudniaé przewidywanie odpowiedzi na an-
tracykliny oraz tltumaczy¢ powstajaca czesto w trakcie le-
czenia chemioopornos¢.

Poniewaz czynniki predykcyjne oceniane sa z reguly
na podstawie materialu pochodzacego z guza pierwotne-
g0, istniata réwniez obawa, ze w przypadku rozsiewu cho-
roby nowotworowej moze dochodzi¢ do zmiany biolo-
gicznych cech guza. Okazalo si¢ jednak, ze w wigkszoSci
przypadkéw amplifikacja lub nadekspresja topoizomera-
zy Ila w ogniskach przerzutowych jest podobna do obser-
wowanej w guzie pierwotnym [1, 35, 36].

Warto$¢ predykcyjna genu i biatka
topoizomerazy Ilo

Wyniki badan oceniajacych zaleznos$¢ pomigdzy amplifika-
cja genu topoizomerazy Ila a nadekspresja jego biatkowe-
go produktu sa rézne. Jarvinen i wsp. [15, 16, 20] na pod-
stawie badan in vitro zaobserwowali, ze amplifikacji towa-
rzyszy nadekspresja biatka topoizomerazy Ila i lepsza
odpowiedzZ na antracykliny, natomiast delecji — mniejsza
ekspresja i pierwotna oporno$¢ na te leki. Z kolei Durbe-
cq i wsp. [30] oraz Mueller i wsp. [37] nie wykazali zwiaz-
ku pomiegdzy liczba kopii genu topoizomerazy Ila a eks-
presja biatka topoizomerazy Ila. Dane te moga sugero-
wac, ze regulacja ekspresji bialka topoizomerazy Ilo jest
procesem ztozonym i moze odbywac si¢ na wielu pozio-
mach komorkowych [30]. Dotychczas nie wiadomo wiec,
czy ocena odpowiedzi na antracykliny wymaga oznaczenia
zaréwno liczby kopii genu topoizomerazy Ila, jak i pozio-
mu ekspresji jego biatkowego produktu, czy tez wystarczy
jedna z tych metod. Co szczegdlnie istotne, nadal nie
ustalono takze, ktora z tych metod ma wigksze znaczenie
dla oceny odpowiedzi na antracykliny. Wydaje sie, ze oce-
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Ryec. 1. Udzial zaburzefi HER-2 i topoizomerazy Ila (topo Ila) u chorych na raka piersi oraz
przypuszczalny zwiazek tych cech z odpowiedzia na antracykliny [15, 30]

Figure 1. HER-2 and topoisomerase IIa (topo Ilat) aberrations in breast cancer patients and its
presumable correlation with anthracycline based chemotherapy

na amplifikacji jest metoda o wyzszej swoistosci, lecz
mniejszej czulo$ci w pordwnaniu z oceng ekspres;ji [30].
Odpowiedz na te i inne pytania przynie§¢ moga jedynie
wyniki duzych badan klinicznych, poréwnujacych warto$¢
obu metod.

Badania kliniczne oceniajgce przydatnos¢ amplifika-
cji genu topoizomerazy Ila jako czynnika predykcyj-
nego dla antracyklin

Obecnie dostepne sa wyniki kilku badan majacych okre-
§li¢ przydatnos$¢ oceny amplifikacji genu topoizomerazy
IIo jako czynnika predykcyjnego dla antracyklin [30, 38-
-42]. W badaniach tych wartos$¢ predykcyjna topoizomera-
zy Ila oceniano u chorych otrzymujacych chemioterapie
przedoperacyjna, pooperacyjng oraz w rozsianym raku
piersi. Angelo di Leo i wsp. [38] opublikowat w 2002 roku
wyniki retrospektywnej analizy, przeprowadzonej w grupie
430 chorych na raka piersi, ktore otrzymywaly pooperacyj-
na chemioterapie, zawierajaca antracykliny w wysokiej
lub Sredniej dawce, albo schemat CMFE. Amplifikacje to-
poizomerazy Ila stwierdzono w 23 spos§rdod 61 (38%) do-
stepnych probek guzow z amplifikacja HER-2, co stanowi-
to 6% og6tu chorych na raka piersi. Amplifikacji topoizo-
merazy Ilo nie obserwowano w guzach bez nadekspresji
lub amplifikacji genu HER-2. Mimo iz koficowa liczeb-
no$¢ podgrup byta niewielka, wykazano, ze najwigcksze
korzysci (czas do nawrotu) zwigzane z leczeniem antracy-
klinami w poréwnaniu do schematu CMF uzyskano u cho-
rych z amplifikacja zar6wno HER-2, jak i topoizomerazy
ITo. W trzech innych badaniach oceng wartoSci predykceyj-
nej amplifikacji topoizomerazy Ila przeprowadzono
u chorych na miejscowo zaawansowanego raka piersi,
ktére otrzymywaly przedoperacyjna chemioterapie
z udziatem antracyklin [39, 40]. W badaniu Coona i wsp.
[40] amplifikacje topoizomerazy 1o stwierdzono u 6 spo-

§rod 35 badanych (17%). U wszystkich tych chorych wy-
stapila rowniez amplifikacja HER-2. W populacji tej uzy-
skano wyzszy odsetek obiektywnych odpowiedzi na le-
czenie w poréwnaniu do grupy z prawidiowa liczba kopii
genu topoizomerazy Ila (p = 0,034). W badaniu tym
u wszystkich chorych oceniano réwniez ekspresje topoizo-
merazy Ila, przy czym amplifikacja okazata si¢ bardziej
wiarygodnym czynnikiem predykcyjnym. Podobne wyniki
— amplifikacja topoizomerazy Ilo u 19 sposrod 67 bada-
nych chorych (28%), wytacznie w komdrkach z amplifika-
cja HER-2, uzyskali Park i wsp. [39]. Odsetek odpowiedzi
u chorych bez amplifikacji topoizomerazy Ila oraz HER-
-2 byl znacznie nizszy niz w grupie wykazujacej te cechy.
Z kolei w badaniu Petita i wsp. [41], obejmujacym 119
chorych, nie wykazano zwigzku pomigdzy amplifikacja
topoizomerazy Ila lub HER-2 a odpowiedzig na antracy-
kliny. W badaniu Cardoso i wsp. [42], obejmujacym 350
chorych na miejscowo zaawansowanego lub rozsianego
raka piersi, najwyzszy odsetek odpowiedzi na antracykli-
ny uzyskano w podgrupie chorych z amplifikacja topo-
izomerazy Ila. Nie stwierdzono natomiast zwigzku po-
miedzy amplifikacja HER-2 a odpowiedzig na chemiote-
rapi¢. Podobne wyniki uzyskano w badaniu belgijskim
[30]. Amplifikacja topoizomerazy Ila byta najsilniej wyra-
zona u chorych z catkowita odpowiedzia na leczenie
z udziatem antracyklin.

Badania kliniczne oceniajace przydatnos$é ekspresji
topoizomerazy Ila jako czynnika predykcyjnego dla
antracyklin

Wyniki dotychczasowych badan, oceniajacych predykceyj-
n3 rol¢ wystepowania topoizomerazy Ilo. w komorkach ra-
ka piersi, sa zr6znicowane. Jednym z podstawowych pro-
bleméw jest brak jednolitego punktu odcigcia, klasyfiku-
jacego wynik badania immunohistochemicznego jako



dodatni — w poszczegolnych badaniach granica ta wahala
si¢ w przedziale pomigdzy 10 a 36% komorek wykazuja-
cych obecnos¢ tego biatka w jadrach komoérkowych [30,
40, 43, 44]. W czesci przypadkoéw ocena wynikdéw byla
réwniez utrudniona nieswoistym barwieniem si¢ struktur
pozajadrowych [43]. Dodatkowa trudno$¢ stanowi zalez-
no$¢ stezenia topoizomerazy Ila, uwazanej za marker ak-
tywnosci proliferacyjnej guza, od fazy cyklu komdrkowe-
go [30]. Badanie Di Leo i wsp. [43], obejmujace chore
otrzymujace chemioterapi¢ uzupetniajaca (CMF lub sche-
maty zawierajace antracykliny), potwierdzito obserwowa-
na w badaniach in vitro wigksza skutecznos¢ leczenia an-
tracyklinami guzéw z nadekspresja topoizomerazy Ila.
Sposrdd czterech badaf, w ktorych warto$¢ predykceyjna
ekspresji topoizomerazy Ila oceniano u chorych otrzy-
mujacych indukcyjng chemioterapi¢, w dwoch [40, 44]
cecha ta byla zwigzana z wyzszym odsetkiem odpowiedzi
na antracykliny, a w pozostatych dwoch [41, 45] nie wyka-
zano takiej zalezno§ci. Zwiazku pomiedzy ekspresja topo-
izomerazy Ila a odpowiedzig na chemioterapi¢ nie stwier-
dzili takze Jarvinen i wsp. [46] w badaniu obejmujacym
chore na rozsianego raka piersi.

Projekty nowych badan

Poniewaz wyniki dotychczasowych badan nad predykcyj-
na rola genu oraz biatka topoizomerazy Ila nie sa roz-
strzygajace, podjeto probe oceny tego zagadnienia w wigk-
szych grupach chorych. Obecnie realizowane s3 dwa pro-
jekty. Pierwszy z nich ma na celu ocen¢ predykcyjnej
warto$ci HER-2 i topoizomerazy Ilo. we wezesnym raku
piersi. W tym celu planuje si¢ przeprowadzenie retro-
spektywnej metaanalizy, obejmujacej dane pochodzace
z czterech badan klinicznych [3, 4, 9, 47], poréwnujacych
skuteczno§¢ pooperacyjnej chemioterapii zawierajace;j
antracykliny ze schematem CMF. Ocena zaburzef genow
HER-2 oraz topoizomerazy Ila zostanie przeprowadzona
za pomoca metody hybrydyzacji in situ (FISH) w central-
nym laboratorium. Hipoteza badawcza zaklada wyzsza
skuteczno$¢ chemioterapii zawierajacej antracykliny
w podgrupie chorych z jednoczesng amplifikacja HER-2
i topoizomerazy Ila. Drugi projekt — badanie TOP (Trial
of Principle) — zaktada natomiast prospektywna oceng
genu i biatka topoizomerazy Ila u chorych otrzymuja-
cych chemioterapi¢ indukcyjna z uzyciem epirubicyny.
Autorzy tego badania oczekuja, ze w podgrupie z réw-
noczesng amplifikacja HER-2 i topoizomerazy Ila udziat
catkowitych remisji potwierdzonych badaniem histopa-
tologicznym (pCR) bedzie 3-krotnie wyzszy w pordwnaniu
z podgrupa z prawidlowg liczba kopii genu topoizomera-
zy Ila, natomiast u chorych u ktorych nie stwierdzi si¢
amplifikacji HER-2 ale wystapi nadekspresja topoizome-
razy Ila (obserwowana w guzach o wysokiej aktywnosci
proliferacyjnej, niezaleznie od liczby kopii genu HER-2),
udziat calkowitych remisji potwierdzonych badaniem hi-
stopatologicznym bedzie 2,5-krotnie wyzszy. Dodatkowo
w badaniu tym planuje si¢ przeprowadzenie analizy mi-
kromacierzy cDNA oraz oceny mutacji genu P53.

Whioski

W dalszym ciagu poszukuje si¢ czynnikéw predykcyjnych,
ktore umozliwityby wlasciwy wybor schematu chemiotera-
pii. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan wska-
zuja, ze role taka dla antracyklin mogtaby spetnia¢ topo-
izomeraza Ilo. Istnieje jednak szereg pytan dotyczacych
roli i mechanizméw regulacji genu topoizomerazy Ila
oraz jego biatkowego produktu. Nadal nie wiadomo, czy
konieczne jest zaréwno badanie molekularne jak i im-
munohistochemiczne, oraz ktéra z tych metod ma wicksza
warto$¢ predykcyjna. Nie stworzono rowniez jednolitych
kryteriow oceny ekspresji topoizomerazy Ila, co utrudnia
bezposrednie poroéwnanie wynikéw réznych badan kli-
nicznych. Dodatkowo niewielka liczba chorych w dotych-
czasowych badaniach nie pozwala na zastosowanie oceny
topoizomerazy Ilo w praktyce klinicznej. WatpliwoSci te
moga zosta¢ wyjasnione jedynie na podstawie ujednolico-
nej oceny duzych grup chorych. Oczekuje sie, ze rozstrzy-
gajace znaczenie moga mie¢ wyniki dwoch przygotowywa-
nych obecnie projektow badawczych.
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