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STRESZCZENIE

Badania molekularne nowotwordw zazwyczaj opieraly sie na poszukiwaniu zmian w pojedynczych ge-
nach lub ich niewielkich grupach i pozwolity na znaczny postep wiedzy dotyczgcej biologii nowotworow.
Jednak — poza nielicznymi wyjatkami — nie przyniosty przetomowych wynikodw, mogacych stanowi¢
istotne zastosowania rokownicze lub predykcyjne. Wynika to z faktu, ze nowotwdr zazwyczaj nie jest
nastepstwem uszkodzenia funkcji pojedynczego genu, lecz ich calych zespotdw, kontrolujgcych liczne
szlaki metaboliczne i regulacyjne w komarce. Obecnie dzigki technologii mikromacierzy cDNA jest moz-
liwe jednoczesne badanie funkcji duzej liczby gendw w pojedynczych probkach tkankowych.

Raki piersi, nawet jesli sg w tym samym stanie zaawansowania klinicznego i majg podobne utkanie histo-
logiczne — moga znacznie roznic sig przebiegiem klinicznym. Z kolei wiadomo, ze chemioterapia stoso-
wana na podstawie klasycznych czynnikdw rokowniczych, nie wplywa na przezycie tylko 70-80% cho-
rych, ktore jg otrzymaly. Kwalifikacja jest zatem mato precyzyjna, a leczenie zbyt stabo zréznicowane.
Ostatnio wprowadzona technologia mikromacierzy cDNA pozwolita na stworzenie molekularnych profili
raka piersi, roznigcych sie rowniez biologicznie. Nalezy oczekiwac, ze badania te dostarczg istotnych
narzedzi przydatnych w codziennej praktyce kliniczne;j.

Stowa kluczowe: mikromacierze, rak piersi, rokowanie, profile molekularne

ABSTRACT

Molecular studies based on the analysys of a alterations in single or in a few genes did not produce
results, which may be used as an important individual prognostic factor. It shows, that as cancer is not
a result of a single gene alteration, we need to study a multiple gene alterations, and not only on the
structural level but also analyzing its expression. As so many genes are involved in different cellular
controlling mechanisms, the only way to make tumor profiling and looking for its biological significance is
concerted analysis of thousands genes simultaneously. Such a gene expression profiling on a big scale
is now possible with cDNA microarray technology.

Patients with breast cancer with the same histology and the same clinical stage often present different
clinical outcome. Adjuvant therapy is ordered mostly on the basis of these standard prognostic factors,
but 70-80% of patient receiving this therapy, would have survived without it. The recent development of
gene expression microarray provides an opportunity to prepare more detailed profiling of tumors, alowing
to treat only those patients who are most likely to have a benefit from this.

Key words: microarrays, breast cancer, prognosis, molecular profiles

*Praca czgséciowo sponsorowana badaniami wiasnymi Uniwersytetu Medycznego w todzi nr 502111-26.
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Wstep

Badania molekularne nowotwordw opieraly si¢ zazwy-
czaj na poszukiwaniu zmian w pojedynczych genach
lub ich niewielkich grupach i pozwolily na znaczny
postep w biologii nowotworéw. Jednak — poza nie-
licznymi wyjatkami — nie przyniosty przetomowych
wynikéw, mogacych stanowic istotne zastosowania
rokownicze lub predykcyjne. Wynika to z obserwacji,
Ze nowotwoOr zazwyczaj nie jest nastgpstwem uszko-
dzenia funkcji pojedynczego genu, lecz ich catych ze-
spotow, kontrolujacych liczne szlaki metaboliczne
i regulacyjne w komoérce. Jednoczesne badanie funk-
cji duzej liczby gendw jest obecnie mozliwe dzigki tech-
nologii mikromacierzy cDNA.

Technika mikromacierzy cDNA

Technika mikromacierzy cDNA (mikroprocesoréw lub
mikrosiatek; DNA chips microarrays) pozwala na jed-
noczesne poréwnanie ekspresji dziesigtkdw tysiecy ge-
néw w jednym nowotworze. Opiera si¢ ona na meto-
dzie hybrydyzacji, czyli faczenia si¢ komplementarnych
nici DNA. Na niewielkiej plytce, w specjalnym urzadze-
niu (arrayer) przytwierdza si¢ w bardzo gestych szere-
gach (array) znane sekwencje cDNA badanych genéw
— sondy. Zazwyczaj stosuje si¢ konicowe 3’ fragmenty
cDNA (complementary DNA, komplementarny DNA)
o dtugosci 200-600 par zasad. Po tym etapie, plytka za-
wiera w okre§lonych punktach sondy dla poszczegdl-
nych badanych genéw. Na nastgpnym etapie wykonuje
si¢ hybrydyzacje z mieszaning znakowanych fluorescen-
cyjnie cDNA, zawierajaca cDNA otrzymane z normal-
nych komoérek odno$nikowych i cDNA uzyskane z puli
mRNA wyizolowanych z badanego nowotworu. Do zna-
kowania tych dwu prébek uzywa si¢ odmiennych barw-
nikéw, odno$nikowe cDNA jest znakowane na przyktad
zielonym barwnikiem fluorescencyjnym, a badane
cDNA — innym, na przyktad pomaraficzowym. Tam
gdzie podczas hybrydyzacji obydwie probki znakowa-
nych cDNA zwiaza si¢ w jednakowych ilo§ciach z sonda
na mikromacierzy — punkt da zotty sygnat (bedacy zto-
zeniem jednakowych iloSciowo fluorescencji barwnika
zielonego i pomaranczowego. Jezeli wystapi hybrydy-
zacja tylko z cDNA komorek zdrowych (znakowanych
na zielono) — sygnat bedzie zielony. Czyli kazde prze-
sunigcie koloru sygnatu z z6ttego w kierunku zielonego
lub pomaranczowego oznacza inng zawarto$¢ transkryp-
téw okreslonego genu w prébee badanej i referencyj-
nej. Zatem sygnatl zielony bedzie oznaczat niskie steze-
nie RNA dla danego genu w tkance nowotworowe;j (ni-
ska ekspresja), a sygnat pomaraficzowy — stezenie wy-
sokie w stosunku do prdbki referencyjnej (wysoka eks-
presja). Punkty na mikromacierzy DNA sa mikrosko-

pijne, dlatego jest ona odczytywana przez specjalny,
skomputeryzowany automat (czytnik) z potrojnym sys-
temem $wiatla laserowego. Uzyskane wyniki réwniez
wymagaja analizy komputerowej: badanie kilkudzie-
sigciu przypadkéw raka na plytkach zawierajacych od
kilku do kilkudziesigciu tysiecy genéw daje w sumie
setki tysiecy poszczegllnych odczytéw. Profilowanie
molekularne polega wtasnie na tworzeniu klastrow
(,,drzew”) wykazujacych podobne zmiany ekspresji
zespotéw genow.

Technologie mikromacierzy zastosowano w celu poszu-
kiwania profili molekularnych w niemal wszystkich gru-
pach nowotwordw, miedzy innymi w rakach piersi, ptu-
ca, jelita grubego, watroby, guzéw mdzgu, migsakow
i chtoniakéw [1-9]. We wszystkich tych przypadkach uda-
fo si¢ uzyskac¢ molekularne profile, posiadajace odmien-
ne wilaSciwosci biologiczne, z wyraznymi réznicami
w przezyciach chorych.

Dla przyktadu, badania z zastosowaniem techniki mi-
kromacierzy cDNA wykazaly odmienne profile r6znych
typéw histologicznych raka phuca: raka ptaskonabton-
kowego, gruczolakoraka i raka wielkokomoérkowego [4].
Ponadto, w obrebie gruczolakoraka, wykazano odmien-
ne profile dla guzéw o réznym stopniu ztosliwosci hi-
stologicznej, co poza tym korelowato z przezyciami
chorych.

Interesujace wyniki przyniosty badania chtoniakéw.
W grupie chtoniakéw wielkokomérkowych linii B
(DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma), Alizadeh i wsp.
wyrdznili dwie odmienne molekularnie grupy: jeden typ
z ekspresja genéw typowych dla komorek grudek chton-
nych, i drugi typ — z ekspresja genéw, ktore ulegaja
ekspresji po aktywacji obwodowych limfocytéw B [1].
Wazne jest, ze typ pierwszy charakteryzowat si¢ znacz-
nie lepszymi przezyciami. Badania te ostatnio rozwineli
Lossos i wsp., ktorzy stworzyli model oparty jedynie na
ekspresji szesciu genéw (LMO2, BCL6, FN1, CCND2,
SCYA3, BCL2), ktérego znaczna warto$¢ rokownicza
okazata si¢ niezalezna od Miedzynarodowego Indeksu
Rokowniczego (IP1, International Prognostic Index) [10].
Co wigcej, badanie to wykonano z zastosowaniem ilo-
Sciowego RT-PCR (quantitative real-time polymerase
chain reaction), czyli bez stosowania techniki mikroma-
cierzowej. Stanowi jednak ich owocna kontynuacje, kt6-
ra moze znalez¢ zastosowanie w klinice.

Z kolei Thieblemont i wsp., badajac chioniaki o niskiej
ztosliwosci, wydzielili zespot 44 gendw, ktorych ekspre-
sja z 96-procentowa czutosécia pozwala na rozrdznienie
miedzy chloniakiem limfocytarnym, chtoniakiem z ko-
morek ptaszcza i chloniakiem strefy brzeznej [11].
Niedawno opublikowane wyniki badan, dokumentuja
istnienie zespotu genéw, ktérych ekspresja w rakach
jelita grubego pozwala na wyrdznienie dwdch grup
u chorych o odmiennych przezyciach 5-letnich (100%
vs. 40%) [2]. W przypadkach raka plaskonabtonkowego

11



ONKOLOGIA W PRAKTYCE KLINICZNEJ 2005, tom 1, nr 1

glowy i szyi, przy uzyciu techniki mikromacierzy wyka-
zano odmienne profile dla czterech grup, ktére z kolei
charakteryzowaly istotne rdéznice w przezyciach [12].
Poza tym, system ten wykazal 80-procentowa czuto$¢é
dla prognozowania obecnoSci przerzutéw w weztach
chionnych.

Ostatecznie, badania ekspresji gendw w glejakach astro-
cytarnych pozwolily na identyfikacje nowych genéw
uczestniczacych w mechanizmie progresji glejakéw
0 nizszym stopniu zto§liwosci w stosunku do glejaka wie-
lopostaciowego [7-9], a takze rdznice w ekspresji ge-
néw pierwotnych i wtérnych glejakéw wielopostacio-
wych [13]. Wykazano przy tym, ze dla guzéw o niekla-
sycznym obrazie histologicznym, ocena rokowania na
podstawie profilu ekspresji genéw byta bardziej wiary-
godna od oceny opartej na samej morfologii [14].
Amatschek i wsp. badali profile ekspresji genéw w ra-
kach piersi, rakach ptaskonabtonkowych i gruczotowych
ptuc oraz w rakach nerki [15]. W zatozZeniach tego eks-
perymentu przyjeto poszukiwanie genéw, ktore nie tyl-
ko wykazuja bardzo wysoka ekspresj¢ w komoérkach
nowotworowych, ale réwniez nie ulegaja ekspresji
w tkankach prawidtowych lub jest ona minimalna. Sto-
sujac potaczenie metody réznicujacej hybrydyzacji i mi-
kromacierzy cDNA wyeliminowali z analizy geny, kt6-
rych ekspresja w tkankach prawidtowych tez jest wyso-
ka oraz transkrypty pochodzace z komoérek odporno-
Sciowych naciekajacych tkanke nowotworowa. Analiza
ekspresji gendw wykazata odmienne profile dla wszyst-
kich badanych rodzajéw nowotworéw, ale tez wyodreb-
nita grupy genéw o profilu ekspresji charakterystycz-
nym dla komérek nowotworowych. Wéréd genéw o pod-
wyzszonej ekspresji w tkankach nowotworowych, a zni-
komej w prawidtowych znalazly si¢ geny odpowiedzial-
ne za procesy mineralizacji kosci (OSN, OPN i OSF2)
i biorace udziat w kontroli homeostazy Ca?* (RCNI1,
CALCA i 5100) [15].

To tylko cze$¢ z licznych publikacji, ktére przygotowa-
no z zastosowaniem techniki mikromacierzy cDNA,
przy czym w ostatnich miesigcach liczba takich prac
istotnie wzrosta. Najwigcej z nich dotyczy raka piersi.

Profile molekularne raka piersi

Badania rakéw piersi z zastosowaniem techniki mikro-
macierzy cDNA pozwolily na znaczny postep w naszej
wiedzy o tym nowotworze. Jedne z pierwszych prac,
oparte na badaniu ekspresji 8102 genéw w tkankach
raka piersi pobranych od 42 kobiet, wykazaly, ze kazdy
przypadek charakteryzowat si¢ unikalnym profilem eks-
presji. Poréwnywanie profili tych samych guzéw
— przed chemioterapia i po niej — jak i poréwnywanie
guza pierwotnego z przerzutem ujawnilo, ze profile
guzéw od jednej osoby zawsze byly do siebie bardziej

| Raki piersi |

v v

Er(+) ,luminalny” | Er(-) |
—>| Lluminalny” A | _’|
—>| Lluminalny” B | _’| HER2(H) |

Przypominajacy
_,| luminalny” C (?) | prawidtowy gruczot

Podstawny |

_’

Rycina 1. Schemat klasyfikacji profili molekularnych raka
piersi [17]

Figure 1. Classification of breast tumor gene expression
profiles [17]

podobne niz do ktéregokolwiek innego przypadku [6].
Sposrdd ponad 8000 badanych genéw, istotne réznice
w ekspresji stwierdzono w przypadku 1753 genéw. Naj-
wickszy zespo6t tych istotnych” genéw obejmowat te,
ktére biora udziat w proliferacji, miedzy innymi Ki67
i PCNA. Dalsze badania tej samej grupy pozwolily na
rozszerzenie tej klasyfikacji i przyporzadkowanie jej
cech biologicznych [16, 17]. Ogdlnie, raki piersi mozna
podzieli¢ pod wzgledem ekspresji gendéw na dwie glow-
ne grupy: z ekspresji receptora estrogenowego (ER)
ibez niej (ryc. 1). Z kolei guzy bez ekspresji ER mozna
podzieli¢ na trzy podgrupy: typu ,,podstawnego” (ba-
sal-like subtype), guzy z ekspresja HER2+/ERBB2+
i guzy z profilem przypominajacym prawidtowy gruczot
(normal-breast like group). Podtyp ,,podstawny” charak-
teryzuje ekspresja cytokeratyn 5 i 17, lamininy i biatka
wiazacego kwasy ttuszczowe typu 7. Podtyp HER2+,
charakteryzowala wysoka ekspresja amplikonu
17q22.24, zawierajacego ERBB2 i GRB7. Guzy z pro-
filem przypominajacym prawidtowy gruczol wykazy-
waly wysoka ekspresje genéw, ktére prawidlowo sa ak-
tywne w tkance tluszczowej i innych komoérkach nie-
nablonkowych, z towarzyszaca wysoka ekspresja ge-
néw typu podstawnego” i z niska ekspresja genéw typu
»luminalnego™.

Raki piersi wykazujace ekspresje ER (typ ,,Juminalny”)
réwniez podzielono na podtypy. Guzy z wysoka eks-
presja ERa iinne (m.in. GATA binding protein 3, X-box
binding protein 1) nazwano podtypem ,,Juminalnym” A.
Z kolei guzy z nizsza ekspresja ERa podzielono na pod-
typy B i C (ryc. 1). Podtyp ,,luminalny” C wykazywat
ekspresj¢ zespotu genéw o nieznanej funkcji; ten sam
zespOtwystepowal takze w podtypie ,,podstawnym” i HER2 +.
Podgrupa C nie jest jednak jednorodna i w pdzZniejszych
publikacjach Sorlie i wsp. [17] nie wymienia si¢ jej.
W reanalizie wykonanej przez tych autoréw, gdzie ba-
dano takze przypadki z innych publikowanych wcze$niej
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badan profili raka piersi (tj. [18], [19] i innych nie cyto-
wanych w pracy), zwrocono uwage, ze mikromacierze
cDNA pozwalaja na podzielenie wszystkich tych guzéw
na poszczegdlne podtypy z wysoka czuloscia, jednak nie
w peli zadowalajaca [17]. WyraZznie odmienny profil
podtypu ,,podstawnego” jest fatwo identyfikowalny i bez
watpienia powinien on by¢ juz dzisiaj wyrdzniany jako
oddzielna jednostka fenotypowa i kliniczna. Do$¢ wy-
razny, cho¢ nie w pelni powtarzalny w tych badaniach
jest podziat na raki ,luminalne A” i ,luminalne B”.
Mimo niezwykle zachgcajacych wynikdw, na jednoznacz-
ne klasyfikacje nalezy zatem jeszcze poczekac.
Technika mikromacierzy pozwolita réwniez na wykaza-
nie odmiennych profili dla rakéw zrazikowych piersi
i rakéw przewodowych [20]. Swoisto$¢ takiego profilo-
wania oceniono az na 93,7%. Istotne réznice w ekspre-
sji gen6éw stwierdzono takze poréwnujac raki wewnatrz-
przewodowe z rakami naciekajacymi [21], a takze ba-
dajac podtypy rakéw wewnatrzprzewodowych, gdzie naj-
wazniejszy podziat rozdzielal raki z martwica (typu co-
medo) od pozostatych [22]. Z kolei Miller i wsp. stwier-
dzili, ze raki wewnatrzprzewodowe piersi w poszczegol-
nych stopniach wedtug Wskaznika Prognostycznego
Nottingham (Nottingham Prognostic Index) rowniez r6z-
nig si¢ profilami ekspresji, co dowodzi ich rzeczywistej
réznicy biologicznej [23].

Odmienny profil rakéw ER +, niespotykany u ludzi rasy
bialej, stwierdzono u Amerykanek pochodzenia afrykan-
skiego [24].

Sotiriou i wsp. przeprowadzili analiz¢ ekspresji 7650 ge-
néw, sposrod ktorych statystycznie istotng zmiang eks-
presji zwiazang ze statusem ER(+) vs. ER(-) wykazato
606 réznych gendw. Znaczace réznice w ekspresji 137
gendw zauwazono, poréwnujac nowotwory o stopniu
zréznicowania morfologicznego (grading) 1/2 z 3, a przy
poréwnaniu obecnosci przerzutéw do weztéw chtonnych
wydzielono 11 genéw wykazujacych zréznicowanie po-
ziomu transkrypcji. Stwierdzono takze odmienng ekspre-
sje 3 genéw w nowotworach mniejszych niz 2 cm w po-
réwnaniu z wigkszymi oraz 13 genéw, poréwnujac nowo-
twory u kobiet przed menopauza i po niej [25].

Profile molekularne, odmienne na poziomie ekspresji
zespoléw genéw, wykazuja takze odmiennoSci w struk-
turze genéw. I tak, utrata heterozygotycznosci (LOH)
w rejonach 5q i 4p charakteryzowala raki typu ,,pod-
stawnego”, podczas gdy LOH rejonu 1 p i 16q czesto
obserwowano w rakach typu , luminalnego” [26].
Hefler i wsp. badali 10 SNP (single-nucleotide polimor-
phism, jednonukleotydowych polimorfizméw) w obre-
bie 5 réznych enzymow szlaku metabolizmu estrogenu
za pomocg technologii zwanej sekwencjonowaniem na
chipie i opartej na macierzach oligonukleotydowych.
Facznie przebadali ponad 2000 kobiet w tym z rakiem
piersi, fibroadenoma, poréwnujac z duza grupa kon-
trolna. Okazato si¢, ze polimorfizm w obrebie rodziny

genow cytochromu P-450 wiaze si¢ ze zwiekszonym lub
zmniejszonym ryzykiem zachorowania. Obecno$¢ cyto-
zyny zamiast tyminy w pozycji CYP1A1-1, mimo ze nie
powodowata zmiany sekwencji aminokwasow jest zwia-
zana z mniejszym ryzykiem raka piersi, natomiast gu-
anina zamiast adeniny w miejscu CYP1A1-2 powoduje
polimorfizm aminokwaséw (Ile462Val) i zwigkszone
ryzyko zachorowania. Podobnie polimorfizm CYP1A1-1
wiazal si¢ z mniejszym ryzykiem, a CYP17 (T — C bez
zmiany aminokwasu) ze zwigkszonym ryzykiem wysta-
pienia fibroadenoma [27].

Profile molekularne a rokowanie

Molekularna klasyfikacja rakéw piersi, stworzona na
podstawie odmiennych ekspresji zespotéw gendw przy-
niosta istotne informacje kliniczne. W jednej z pierw-
szych prac na ten temat Bertucci i wsp. uzyskali intere-
sujace wyniki po analizie ekspresji 176 gendw w 34 przy-
padkach raka piersi [28]. Dwa gtéwne profile moleku-
larne, ktére otrzymali, cechowaly przypadki o odmien-
nym rokowaniu. Te réznice rokownicze nie mialy zwigz-
ku ze stopniem ztosliwosci histologicznej i wielkoScia
guza, korelowaly jednak z obecnoS$cia przerzutéow
w weztach chtonnych i obecnoécig ER (z ktérymi z ko-
lei korelowata ekspresja HER2 i GATA3).

W kolejnej pracy ci sami autorzy analizowali profile
ekspresji w guzach od 55 chorych leczonych adiuwanto-
wo antracyklinami i badajac ekspresj¢ okoto 1000 ge-
néw, znalezli zesp6t 23 genéw, dzielacy te zle rokujaca
grup¢ nowotwordw na trzy podgrupy o odmiennych
przezyciach [29]. Takze w grupie nowotworéw z eks-
presja ER, badacze ci stwierdzili obecno$¢ dwaéch od-
miennych molekularnie i rokowniczo grup.

Ten sam zespot zbadal nastepnie 592 guzy pochodzace
od 55 kobiet leczonych adiuwantowo antracyklinami,
uzywajac podobnego panelu 1045 genéw [30]. Réznice
w ekspresji pozwolily na wydzielenie trzech grup pro-
gnostycznych — co dowodzi, ze istnieje profil moleku-
larny, gdzie chemioterapia okazala si¢ nieskuteczna. Po-
nadto, w§rod ER-pozytywnych nowotwordw wydzielo-
no dwie grupy o calkowicie odmiennym rokowaniu.

W tej samej pracy poréwnywano znaczenie rokownicze
ekspresji na poziomie bialka z ekspresja na poziomie
RNA, stwierdzajac istotne réznice. Ogdlnie, tylko
w okoto 1/3 przypadkéw stwierdzano taka korelacje.
I tak na przyktad niski poziom biatka MUC1 wiazat si¢
z lepszym rokowaniem, natomiast zalezno$¢ nie doty-
czyla mRNA dla MUC1 [30]. Co wigcej, dla MUC1 waz-
na klinicznie jest informacja o lokalizacji odczynu w bar-
wieniu immunohistochemicznym: apikalna lokalizacja
— podobnie jak brak MUC1 — rokuje lepiej, natomiast
lokalizacja cytoplazmatyczna lub blonowa — gorze;j.
Jednak najbardziej interesujace wyniki przyniosta ana-
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Tabela 1. Analiza poréwnawcza okreslania rokowania tej samej grupy chorych przez dwa standardy kliniczne

i profilowanie molekularne [18]

Table 1. Comparison analysis of prognosis in the same group of patients by using two clinical standards and gene expres-

sion profiling [18]

Odsetek chorych Odsetek ,,ztego rokowania” Odsetek chorych
o ztym rokowaniu u chorych z rozsiewem  (kwalifikacja do chemioterapii)
okreslonych jako Zle rokujacy (%) (%) w grupie zyjacych po 5 latach (%)
Konsensus z St. Galen 82 97 70
Konsensus WHO 92 94 91
Mikromacierze 55 91 27

WHO (World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia

liza przezy¢ w opisanych wczesniej typach i podtypach
molekularnych [6, 16, 17]. I tak, chorzy z podtypem
,podstawnym” lub podtypem HER2+ zyli krécej i mieli
krétsze przezycia bez objawdw choroby [16]. Co cieka-
we, podtyp ,,podstawny” cze¢Sciej wykazuje obecno$é
mutacji 7P53. Roznice w przezyciach zaobserwowano
takze w obrgbie podtypow typu ,,luminalnego”: najlep-
sze rokowanie towarzyszylo typowi ,, luminalnemu” A,
natomiast podtyp B/C rokowat gorze;j.

W reanalizie, obejmujacej takze inne publikowane serie
guzoéw uzyskano podobne wyniki: podtyp ,,podstawny”
i HER2+ rokowaly najgorzej, ,Juminalny” A — naj-
lepiej, a ,,Juminalny” B — posrednio [17]. Jest to tym
bardziej istotna informacja, ze przypadki z badan Ge-
islera i wsp. obejmowaty chorych leczonych adiuwanto-
wo, i to zar6wno chemicznie jak i hormonalnie, wigc
byly to nowotwory bardziej zaawansowane, natomiast
chore objete badaniami van’t Veer i wsp. generalnie nie
mialy zadnej terapii uzupetniajace;j.

W kilku publikacjach przypadki z mutacja BRCAI nale-
zaly do grupy podtypu ,,podstawnego” i mialy niekorzyst-
ny przebieg kliniczny [17]. Co ciekawe, raki z mutacjami
BRCAI czgsto — jak w typie ,,podstawnym” — wykazy-
waly réwniez obecno$¢ mutacji TP53 i charakteryzowaly
sie wysokim indeksem proliferacyjnym.

W 2001 roku West i wsp. opublikowali wyniki szerszych
badan poswieconych prognostycznemu znaczeniu profi-
lowania z zastosowaniem mikromacierzy [19]. Analizie
ponad 7 tysiecy gendéw poddano grupy liczace po kilka-
nascie przypadkéw rdzniace si¢ obecnoscig receptora
estrogenowego i/lub obecnoscia przerzutéw w weztach
chtonnych pachowych. Autorzy wyselekcjonowali grupe
100 gendw, ktoérych ekspresja bardzo silnie korelowata
z obecno$cia receptorow estrogenowych, stanem we-
ztéw chtonnych pachowych oraz przezyciami. Ubocz-
nym, lecz istotnym wynikiem tych badan bylo takze
stwierdzenie, ze wyniki immunohistochemicznego ozna-
czania obecno$ci receptorow estrogenowych rézng sie
w okoto 10% przypadkéw od wynikéw uzyskanych me-
toda blottingu.

Niezwykle interesujace wyniki uzyskali van’t Veeriwsp. [18].
Zbadali raki piersi pochodzace od 98 kobiet: 34 z rozsie-
wem w ciagu 5 lat, 44 bez cech wznowy po 5 latach, 18 od
nosicielek mutacji BRCAI lub BRCA2. Byly to chore
w wieku do 55. roku zycia i bez zajetych weztéw chion-
nych pachowych. Badajac ekspresje okoto 25 000 genéw,
stwierdzono, Ze istotne réznice ekspresji dotycza okoto
5000 gendw, z ktérych wydzielono nastepnie zesp6t 231
gendw, ktorych wysoka ekspresja silnie korelowata z prze-
zyciami. Dalsza eliminacja doprowadzita do utworzenia
zespotu 70 genéw, ktérych taczna wartos¢ prognostyczna
wynosita 83%. Geny, ktérych ekspresja Zle rokuje, to
miedzy innymi cyklina E2 i B2, MCM6, metalloproteina-
zy MMp9 i MP1, VEGF receptor. Co cieckawe, w tym
zespole 70 gendw brakuje miedzy innymi ER, cykliny D1,
HER2 i c-myc. Poza tym, rokowanie na podstawie tego
zespotu gendw miato silniejsza warto$¢ rokownicza niz
przyjete powszechnie standardy kliniczne (Konsensus
z St. Galen, Konsensus WHO) (tab. 1).

Ten sam zespot zbadat te zaleznoSci na wigkszej grupie
chorych — 295 kobiet w wieku ponizej 53 lat z I lub II
stopniem zaawansowania klinicznego [31]. Zespét 70
gendw opracowanych wczesniej rowniez wykazal silne
wlasSciwoSci prognostyczne: Srednie 10-letnie przezycia
dla chorych, ktérych guzy wykazywaly zly prognostycz-
nie profil molekularny wynosity 54,6% (= 4,4%), pod-
czas gdy dla chorych z dobrym prognostycznie profilem
— 94,6% (% 2,6%). Te istotne réznice byly takze za-
chowane, gdy analizowano chore zaleznie od obecnosci
przerzutéw w weztach chtonnych pachowych. Podobnie
jak w poprzedniej publikacji, takze i w tym badaniu wy-
kazano, ze ,,moc” predykcyjna profilowania molekular-
nego jest wieksza od klasycznych standardéw stosowa-
nych w klinice [18].

W dalszych badaniach, ta sama grupa 231 genéw bada-
na w innych przypadkach, wykazywata stabsze wtasci-
wosci prognostyczne — ocenione na 47% [17], co do-
wodzi, ze moze on mieé przede wszystkim zastosowa-
nie u mtodych kobiet z mato zaawansowanym proce-
sem nowotworowym.
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Podobng analiz¢ prognozy przezycia w zaleznosci od
profili ekspresji genéw wykonali Amatschek i wsp., kt6-
rzy wyodrebnili grupe 42 gendw SciSle zwigzanych z ro-
kowaniem. Co ciekawe, w tej grupie znalazly si¢ w wigk-
szoSci inne geny niz stosowane w rokowaniach przez
van’t Veer i wsp. [18]. W grupie pacjentek z przezyciami
ponizej 3 lat zaobserwowano podwyzszona ekspresje
genéw: TGF-33, VCAM-1, CD44, cyklina B1, ERG2,
MTHI1, NET-1 i receptora hormondw tarczycy, a wy-
raznie obnizong ekspresj¢ (w stosunku do tkanki pra-
widtowej) gendw: MIG-6, Eps15, APLP2. Te same geny
w nowotworach pochodzacych od pacjentek z przezy-
ciami powyzej 9 lat wykazywaly catkowicie przeciwstaw-
ny poziom ekspresji [15].

Takze Huang i wsp. wyselekcjonawali grupe gendw,
ktorych ekspresja silnie korelowata z obecnoscia prze-
rzutéw i nawrotem choroby [32]. Czuto$§¢ progno-
styczna tego narzedzia ustalono na niezwykle wysokim
poziomie 90%.

Kang i wsp. przeprowadzili profilowanie ekspres;ji ge-
néw w eksperymencie in vitro na subpopulacjach linii
komoérkowej raka piersi wykazujacych rézna aktywnos¢é
metastatyczng do koSci. Wyodrebnili oni zespét genéw,
ktorych zwigkszona ekspresja SciSle wigze si¢ ze zwigk-
szonym ryzykiem przerzutéw do koSci, w tej grupie zna-
lazly si¢ gtéwnie geny kodujace biatka btony komérko-
wej i wydzielane poza komdrke [33].

Podobne wyniki, lecz na znacznie mniejszej liczbie cho-
rych uzyskali Nagahata i wsp. [34]. Poréwnali oni profi-
le ekspresji 25 344 gendéw w receptoro-negatywnych gu-
zach pochodzacych od chorych, ktére nie przezyly 5 lat
z grupa chorych zyjacych, uzyskujac dwa zespoly genéw:
71 gendw o wyzszej ekspresji u chorych z gorszym roko-
waniem i 15 genéw z wyzsza ekspresja u chorych z lep-
szym rokowaniem [34].

Praca Glinsky i wsp. wskazuje, ze potaczenie profilowa-
nia opartego na mniejszej liczbie badanych gendéw
z oceng obecnosci receptora estrogenowego i stanu we-
zkéw chtonnych niesie réwniez bardzo istotne informa-
cje rokownicze [35], co pozwala przypuszczad, ze bada-
nia z uzyciem mikromacierzy cDNA moga doprowadzi¢
do stworzenia prostego testu przydatnego klinicznie.
Z kolei Pittman i wsp. opracowali zestaw 29 metage-
néw (grup gendw posiadajacych jednorodny obraz eks-
presji gendw sklasyfikowanych w funkcjonalnych pod-
grupach) zawierajacych od 10 do ponad 100 réznych
gendw. Okreslili nastgpnie warto$¢ rokownicza zaréw-
no pojedynczych mutagenéw, jak i ich zespotéw. Oka-
zalo sig¢, ze taka ukierunkowana klasyfikacja réznych
profili ekspresji jest uzyteczna nie tylko w przypadku
badan populacyjnych, ale takze w celu diagnostyki in-
dywidualne;j. Stosujac klasterowanie metagenow Pitt-
man i wsp. byli w stanie okresli¢ z bardzo duzym praw-
dopodobienstwem rokowanie dla pojedynczych pa-
cjentéw [36].

Podtyp ,,podstawny” raka piersi
— gorsze rokowanie?

Jak juz wspomniano, najgorsze rokowanie wiaze si¢
z podtypami ,,podstawnym” i HER +. Te korelacje byly
réwniez badane immunohistochemicznie. Rokownicze
znaczenie nadekspresji HER?2 byto bardzo intensywnie
eksplorowane — w okoto polowie prac, ktére obejmo-
waly w sumie ponad 17 tysigcy chorych wykazano taka
zalezno$¢ w analizie wielowariantowe;j [37].

Wplyw cytokeratyn typu podstawnego na rokowanie
réwniez poddawano analizom. Uzyskiwano rézny od-
setek przypadkéw raka wykazujacy ekspresje CK5/6
i/lub CK17 — od 16% do 40% [38-42]. Malzahn i wsp.
znalezli zwiazek takiego fenotypu z rokowaniem, ale
tylko u chorych bez przerzutéw w weztach chtonnych
pachowych [39]. Odmienne wyniki uzyskali van de Rijn
i wsp., ktorzy wykazali taka zalezno§¢ w analizie wielo-
wariantowej u chorych bez przerzutéw, w tym niezalez-
nie od zaawansowania guza i jego ztosliwosci histolo-
gicznej [41]. Podobnie Abd El-Rehim i wsp. doniesli, ze
w ich badaniach fenotyp ,,podstawny” wiazat si¢ z gor-
szym rokowaniem, a te przypadki w wigkszosci nie wy-
kazywaly obecnoSci receptoréw estrogenowych [43].
Takze w tej pracy ekspresja CK5/6 byla niezaleznym
czynnikiem rokowniczym.

Korsching i wsp. réwniez zaobserwowali biologiczng od-
mienno$¢ podtypu podstawnego raka piersi [44]. Bada-
ne przez nich nowotwory pozytywne dla cytokeratyn
5/6 w przewazajacej wigkszosci nie wykazywaty obecno-
§ci receptorow estrogenu i progesteronu, mialy wysoka
proliferacje (silne barwienie Ki67 i cykliny A) i wykazy-
waly ekspresje biatka TP53. Z kolei nowotwory z nega-
tywna reakcja na cytokeratyny 5/6 mialy zwickszona eks-
presje p21, p27, c-ERBB2 i Bcl2. Wykazywaly réwniez
stosunkowo niski poziom zmian genetycznych, z najcze-
Sciej wystepujaca utratg regionu chromosomu 16q [44].
Nie obserwowano réznic w poziomie cyklin D1 i E mig-
dzy nowotworami z ekspresja cytokeratyn 5/6 lub bez
takiej ekspresji. Korsching i wsp. sugeruja, ze odmien-
ne podgrupy raka piersi pochodza z innych grup komé-
rek, a zréznicowanie poziomu ekspresji biatek jest przy-
czyng odmiennych obrazéw klinicznych.

Foulkes i wsp. uzyskali podobne wyniki: CK5/6-dodat-
nie guzy zazwyczaj nie wykazywaly obecnosci ER, nato-
miast posiadaly nadekspresje P53 i cykliny E oraz wy-
stepowaly u mtodszych kobiet [38]. Towarzyszyly zazwy-
czaj guzom wigkszym i o wyzszym stopniu ztosliwosci
histologicznej. Czgsto wystepowaly tez u nosicielek
mutacji BRCAI. W analizie jednowariantowej guzy
z ekspresja CK5/6 wiazaly si¢ z gorszymi przezyciami,
jednak w analizie wielowariantowej CK5/6 nie byto obec-
ne w modelu kofcowym.

Te obserwacje potwierdzaja badania Jones i wsp., kt6-
rzy wykazali, ze ekspresja markera komoérek mioepi-
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telialnych — SPARC (osteonektyny) — réwniez wia-
Ze si¢ z gorszym rokowaniem u pacjentek chorych na
raka piersi [45].

Podsumowanie

Raki piersi, nawet w tym samym stanie zaawansowania
klinicznego i wykazujace ten sam typ histologiczny — mo-
g3 znacznie réznic si¢ przebiegiem klinicznym. Wiado-
mo jednak, ze chemioterapia stosowana na podstawie
klasycznych czynnikéw rokowniczych, zmienia losy tyl-
ko 20-30% chorych, ktdre ja otrzymaty. Kwalifikacja jest
zatem malo precyzyjna. Ostatnie dokonania, ktére byly
mozliwe dzieki technologii mikrosiatek cDNA pozwo-
lity na stworzenie molekularnych profili raka piersi, r6z-
niacych si¢ réwniez biologicznie. Nalezy oczekiwacd, ze
badania te dostarcza istotnych narzedzi przydatnych
w codziennej praktyce klinicznej, zar6wno w ocenie ro-
kowania, w podejmowaniu decyzji o wdrozeniu i rodza-
ju terapii adiuwantowej, jak réwniez w optymalizacji ra-
dykalnoSci postepowania chirurgicznego.

Liczba prac badawczych opartych na technice mikro-
siatek DNA stale ro$nie, jednak z uwagi na ogranicze-
nia technologiczne, wykonuje si¢ je zazwyczaj na ogra-
niczonej liczbie przypadkéw. Nalezy mie¢ nadzieje, ze
dalszy postep w tej dziedzinie juz niedtugo doprowa-
dzi do stworzenia przydatnych klinicznie testow dia-
gnostycznych.
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