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1. WSTEP

1.1. Uwagi ogélne

Rak piersi nalezy do najczgsciej wystgpujacych nowotworow u kobiet w Eu-
ropie 1 Ameryce Pélnocnej. Wedlug danych polskiego Krajowego Rejestru No-
wotworow, w 2003 roku rak piersi byl w Polsce najczesciej rejestrowanym
nowotworem wsrdd kobiet, a zachorowalnos¢ wynosila 38,8 na 100 000 kobiet.
Rak piersi jest rowniez najczgstsza przyczyng zgonow nowotworowych u kobiet
[59].

Pomimo stale dokonujacego si¢ postgpu w diagnostyce 1 leczeniu, przez
wiele dekad wyniki leczenia raka piersi pozostawaly na podobnym poziomie.
Dopiero przedstawione w 2000 roku populacyjne badania epidemiologiczne
przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych i Wiclkiej Brytanii wykazaly obni-
zenie umieralnosci z powodu raka piersi w obu tych krajach o 25% w poréwna-
niu z rokiem 1970 [172]. Ten pozytywny wynik, obserwowany takze w innych
wysoko rozwinigtych krajach, przypisywany jest dwu czynnikom. Pierwszym
z nich bylo wprowadzenie masowych badan przesiewowych, umozliwiajacych
wykrycie nowotworu we wezesnigjszym stopniu zaawansowania. Wyniki kilku-
nastu badan randomizowanych obejmujacych blisko 500.000 kobiet wskazuja,
ze dzigki badaniom przesiewowym umieralnos¢ z powodu raka piersi u kobiet
powyzej 50 r. z. zmniejszyla si¢ 0 20-30% [13, 155, 221]. Druga istotna przy-
czyna bylo zastosowanie u wigkszosci chorych o niekorzystnych czynnikach
rokowniczych leczenia uzupehiajacego. Wyniki metaanalizy z 1998, aktualizo-
wanej w 2005 roku, obejmujacej okolo 200 000 chorych bioracych udzial
w ponad 400 randomizowanych badaniach klinicznych oceniajacych role lecze-
nia uzupelniajacego, potwierdzily korzystny wplyw na wieloletnie przezycie
zar6wno uzupelniajacej chemioterapii, jak i hormonoterapii [64-66, 171, 179].
Na podstawie tej metaanalizy 1 wynikdw poszczegodlnych badan klinicznych,
znacznie rozszerzono wskazania do systemowego leczenia uzupelniajacego za-
bieg operacyjny. Wedlug obecnych zalecen jedynie w niewielkiej grupie cho-
rych o bardzo dobrych czynnikach rokowniczych nie ma wskazan do poopera-
cyjnej chemio- lub hormonoterapii [84, 245]. Szacuje si¢, ze obecnie az 90%
chorych na raka piersi otrzymuje systemowe leczenie uzupelniajace [67].

1.2. Tradycyjne i obecnie badane czynniki
rokownicze

O kwalifikacji do leczenia uzupelniajacego 1 jego wyborze u chorych na ra-
ka piersi decyduje analiza czynnikéw rokowniczych (okreslajacych czas przezy-
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cia) 1 predykeyjnych (okreslajacych wrazliwos¢ nowotworu). Wsrod pierwszych
najistotniejszymi sa stan we¢ztow chlonnych, wielkos¢ guza w piersi, stopien
zroznicowania, obecno$¢ okologuzowego nacickania naczyn krwionosnych
1 chlonnych oraz wiek chore;j.

Wedlug obecnie obowiazujacych kryteriow wszystkie chore, ktore maja
przerzuty do co najmniej 4 pachowych weztow chlonnych sg zaliczane do grupy
wysokiego ryzyka (high risk), niezaleznie od innych cech demograficznych lub
klinicznych. Do tej grupy zaliczaja si¢ rowniez chore, u ktérych przerzuty
stwierdzono w 1 do 3 pachowych we¢zléw chlonnych, przy dodatnich recepto-
rach HER-2. Do grupy okreslanej jako ryzyko niskie (low risk) kwalifikuje
si¢ jedynie chore w wicku powyzej 35 lat, z wysoko zréznicowanym guzem
(G1) o srednicy do 2,0 cm 1 bez cech naciekania naczyn. Pozostale chore zasze-
regowane sa do kategorii o tzw. ryzyku posrednim (average risk) [84, 111, 245]
(tab. 1).

Tab. 1. Grupy ryzyka nawrotu (wg wytycznych z St. Gallen 2005)
Tab. 1. Risc categories (St. Gallen 2005 recommendations)

Niskie ryzyko Posrednie ryzyko Wrysokie ryzyko

Low risk Intermediate risk High risk
NO 1 réwnoczes$nie wszy- | NO 1 réwnoczesnie co naj- | 1-3 N(+) i réwnoczesnie
stkie pozostale cechy: mniej jedna z cech: co najmniej jedna z cech:
pT<2 cm, pT> 2cm, naciekania naczyn,
Gl, lub G2-3, lub HER-2 (+)
brak naciekania naczyn, lub naciekanie naczyn,
HER-2 (-), lub HER-2 (+), lub niezaleznie od innych
wiek >35 lat lub wiek <35 lat cech

4 Tub wiece] N(+)
1-3 N(+) 1 wszystkie po-
zostale:

brak naciekania naczyn,
HER-2 (-)

NO - brak przerzutéw do pachowych wezléw chlonnych/ axillary lymph nodes negative
HER-2 (-) — brak ekspresji receptora HER-2 / no HER-2 expression
HER-2 (+) — nadekspresja receptora HER-2 / HER-2 overexpression

Wymieniona grupa czynnikow (z wyjatkiem receptoréow HER-2 i nacickania
naczyn okologuzowych), uzupelniona o wskaznik mitotyczny, zostala zaliczona
przez Kolegium Amerykanskich Patologow (College of American Pathologists —
CAP) do tzw. I kategorii czynnikdw rokowniczych [73]. Do czynnikow katego-
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rii 11 zaliczono stan receptorow HER-2, mutacje supresorowego genu P53, sto-
pien nacickania naczyn krwionos$nych i limfatycznych, frakcj¢ komorek w fazie
syntezy 1 obecno$¢ markeréow proliferacji: Ki-67 1 MIB-1.

W kategorii III znalazly sig: zawartos¢ DNA w komoérkach guza, stopien
angiogenezy, ckspresja receptorow wzrostu; naskorkowego (epidermal growth
factor receptor — EGFR) 1 czynnika transformujacego typu o, oraz obecnosé
bialek bcl-2 1 pS2, a takze enzymu proteolitycznego — katepsyny D.

Obecnie nic ma juz watpliwosci, ze u chorych na raka piersi uzupelniajace
leczenie systemowe wydluza czas przezycia bez nawrotu choroby i czas przezy-
cia calkowitego, niczaleznie od obecnosci przerzutow do pachowych weztow
chlonnych 1 stanu menopauzalnego [172]. Wykazano ponadto, ze wigksze bez-
wzgledne korzysci z leczenia uzupelniajacego odnosza chore o nickorzystnych
czynnikach rokowniczych [67]. Pomimo to istni¢ja znaczne rdznice w skutecz-
nosci leczenia w grupach o podobnych cechach klinicznych. Moze to swiadczy¢
zar6wno o znacznej niejednorodnosci rakow piersi, jak 1 niedoskonalosei stoso-
wanych obecnie czynnikéw ryzyka. Mimo ze najistotniejszym czynnikiem
zwigkszajacym ryzyko nawrotu choroby sa przerzuty do pachowych wezlow
chlonnych, do wznowy w ciagu 10 lat od zabiegu operacyjnego dochodzi u po-
nad 30% chorych z cecha NO [51]. Uzupehiajaca chemioterapia i hormonotera-
pia zmniejszaja ryzyko wystapienia przerzutow o okolo jedna trzecia, ale roéw-
noczesnie szacuje sig, ze az 70-80% chorych nie odnosi korzysci z tych form
uzupelniajacego leczenia systemowego [64—66]. W te] sytuacji istnieje koniecz-
no$¢ poszukiwania innych, bardziej wiarygodnych czynnikow rokowniczych,
ktore pozwolityby na bardziej precyzyjny dobor chorych do leczenia uzupelnia-
Jjacego oraz na jego wigksza indywidualizacje.

Nowe nadzieje wiaze si¢ z opublikowanymi ostatnio wynikami badan oce-
niajacymi wartos¢ rokownicza cykliny E 1 markeréw nacickania uPA/PAI-1
[115, 258]. W retrospektywnym badaniu okreslajacym zwiazek pomigdzy steze-
niem cykliny E w komorkach nowotworowych a czasem przezycia oceniono
prawie 400 chorych na raka piersi [115]. Stwierdzono, ze wspolczynnik ryzyka
zgonu z powodu postgpu choroby u chorych z wysokim st¢zeniem cykliny E jest
wyzszy niz ryzyko zwigzane z innymi markerami biologicznymi i1 az siedmio-
krotnie wyzszy od wspolczynnika ryzyka zwigzanego z przerzutami do pacho-
wych wezlow chltonnych. Podobnie interesujace wyniki uzyskano w odniesieniu
do markera nacickania uPA 1 jego inhibitora PAI-1 w komorkach guza w grupie
115 chorych z cecha NO, ktére nie otrzymaly leczenia uzupelniajacego [258].
Wykazano, ze wysokie stgzenie uPA/PAI-1 zwiazane jest z bardziej agresyw-
nym przebiegiem choroby oraz krétszym czasem do nawrotu i czasem przezycia.
Wyniki obu tych badan majaq szczegdlne znaczenie u chorych bez przerzutow do
pachowych wezlow chlonnych 1 o innych korzystnych czynnikach rokowni-
czych, jednak ich kliniczna przydatnos¢ wymaga potwierdzenia w dalszych ba-
daniach.



16 Marzena Welnicka-Jaskiewicz

1.3. Mozliwosci wykorzystania badan molekularnych
do celéw rokowniczych i predykcyjnych w raku
piersi

Wicle danych wskazuje, ze kliniczna réznorodnos¢ rakow piersi jest wyni-
kiem zlozonych zaburzen molekularnych o znacznej indywidualnej réznorodno-
sci [133, 134]. Naleza do nich zaréwno mutacje somatyczne, jak i zaburzenia
epigenetyczne, tj. zmiany funkcji genu bez zmiany jego struktury. Oba typy za-
burzen, poprzez wplyw na ekspresj¢ wielu genéw, moga pobudza¢ wzrost guza,
nacickanie 1 powstawanie przerzutow. Zastosowanie nowatorskiej technologii
mikromacierzy (czujnikow) DNA pozwolilo na réwnoczasowq analiz¢ wiclu
tysigey genow w komorkach nowotworowych [223]. Wyniki tych badan moga
znalez¢ zastosowanie w uscislaniu rozpoznania 1 molekularnej klasyfikacji no-
wotworu, w ocenie jego sklonnosci do tworzenia przerzutow oraz w przewidy-
waniu odpowiedzi na leczenie [10, 105, 185]. Przelomowe znaczenie moga mied
wyniki badan holenderskich, w ktorych wykazano, ze ekspresja wybranych 70
gendéw pozwala sposrod ogoélu chorych na wezesnego raka piersi precyzyjnie
wyodrebni¢ grupy o korzystnym 1 niekorzystnym rokowaniu [234, 236]. Stosu-
jac metodg mikromacierzy DNA, z uzyciem RNA wyizolowanego z komdrek
raka piersi, okreslono tzw. genetyczny podpis (gene-expression signature) dla
poszczegolnych chorych, ktory wiazal si¢ z korzystnym lub niekorzystnym ro-
kowaniem. Analizie poddano zamrozone wycinki 295 rakdéw piersi pochodzace
od chorych w wieku ponizej 55 lat, operowanych w latach 1984-1995 z powodu
raka piersi w I 1 II stopniu zaawansowania klinicznego choroby wg skali TNM
[225]. U blisko polowy z nich stwierdzono przerzuty do pachowych wezlow
chlonnych. Zgodnie z obowigzujacymi standardami, chore z czynnikami rokow-
niczymi tradycyjnie uznanymi za niekorzystne, otrzymaly systemowe leczenie
uzupelniajace. Na podstawie metody mikromacierzy DNA dokonano oceny
wspolczynnika ekspresji 70 wybranych genow. Na tej podstawie wyodrgbniono
115 chorych o korzystnym profilu molekulamym 1 180 — o nickorzystnym.
Prawdopodobienstwo przezycia 10 lat bez cech wznowy wynosito w obu tych
grupach odpowiednio 85% 1 51%, a ryzyko wystapienia przerzutéw odleglych w
drugiej grupie bylo ponad 5 razy wyzZsze niz w pierwszej. Ta réznica pozostawa-
la znamienna niezaleznie od cechy N.

Interesujace byly takze wyniki dotyczace profilu molekularnego w grupie
chorych bez przerzutéw do pachowych wegzlow chlonnych. Biorace w badaniu
chore zostaly podziclone na dwie kategorie; niskiego 1 wysokiego ryzyka nawro-
tu. Posluzono si¢ dwoma kryteriami; tradycyjnym, przyjetym na konferencji
w St. Gallen w 2001 roku [85] i molekulamym, opartym na profilu ekspres;ji
badanych genow. Wedlug tradycyjnych i molekularnych kryteridw, do grupy
niskiego ryzyka zakwalifikowano odpowiednio 15% 1 40% chorych. Oznacza to,
ze w grupie chorych kwalifikowanych na podstawie kryteridow klinicznych do
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kategorii wysokiego ryzyka, wiele ma korzystny ,podpis genetyczny” 1 niskie
ryzyko niepowodzenia. Stwierdzono przy tym, ze wyniki leczenia chorych za-
kwalifikowanych do grupy niskiego ryzyka na podstawie tradycyjnych kryte-
ridw, ale o ztym ,rokowaniu genetycznym” sa duzo gorsze. Wyniki tych badan
wskazuja, ze dotychczas stosowane czynniki rokownicze w kwalifikacji chorych
do pooperacyjnego leczenia systemowego moga w przyszlosci zostaC zastapione
bardziej precyzyjnymi. Ponadto wydaje si¢, ze ustalenie ,.genetycznego profilu”
dla poszczegdlnych chorych na raka piersi pozwoli w przysziosci nie tylko okre-
sli¢ stopien ryzyka nawrotu nowotworu, ale takze dobra¢ indywidualng metodg
leczenia. Zastosowanie wynikow tych badan w praktyce klinicznej wymaga
jednak ich potwierdzenia w duzych badaniach prospektywnych.

1.4. Czynniki predykcyjne

Receptory steroidowe przez wiele lat pozostawaly jedynym powszechnie
stosowanym czynnikiem predykcyjnym u chorych na raka piersi. W wielu pra-
cach jednoznacznie wykazano, ze nawet slaba ckspresja ER i/lub PgR zwigzana
jest z korzystniejsza odpowiedzia na leczenie hormonalne w pordéwnaniu do
braku receptoréw, zatem guzy te powinny by¢ zaszeregowane do receptoro-
dodatnich [52]. W ostatnich latach pojawilo si¢ szereg doniesien na temat pre-
dykeyjnej roli koaktywatorow receptorow steroidowych oraz ekspresji onkogenu
ERBB-2 [159]. Zahamowanie nadekspresji receptorow ERBB-2 (HER-2) stano-
wilo takze atrakcyjny cel terapii przeciwnowotworowych. Przykladem takich
terapii jest trastuzumab, monoklonalne przeciwciato, ktére laczac si¢ z recepto-
rem HER-2, powoduje jego zablokowanie [168, 238]. Leczenie trastuzumabem
pozwala uzyska¢ odpowiedz u ok. 20-40% chorych na zaawansowanego raka
piersi z nadekspresja lub amplifikacja receptora HER-2 w komorkach nowotwo-
ru [208-210], jak rowniez poprawia wyniki leczenia uzupelniajacego w tej gru-
pie [174, 186]. Pomimo ze wczesne wyniki nicktdrych badan klinicznych suge-
ruja zmniejszone prawdopodobienstwo odpowiedzi na leczenie tamoksyfenem
1 schematem CMF w guzach z nadekspresja lub amplifikacja receptorow
ERBB-2, dotychczasowe dowody sa niewystarczajace dla uznania tej cechy za
czynnik umozliwiajacy wybor rodzaju chemio- lub hormonoterapii [84, 195].
Duze zainteresowanie wzbudzila opublikowana w 1987 roku praca, w ktorej
wykazano, ze u chorych na raka piersi amplifikacja genu ERBB-2 wiaze si¢
z krétszym czasem do nawrotu choroby, a w podgrupie z przerzutami do weztow
chlonnych — rowniez z krétszym czasem przezycia calkowitego [208]. Byly to
jedne z pierwszych dowoddéw rokowniczego znaczenia markerow molekular-
nych w chorobie nowotworowej. Tak wigc ekspresja receptorow ERBB-2 lub
amplifikacja kodujacych je gendéw jest nie tylko czynnikiem predykcyjnym
w odniesieniu do leczenia trastuzumabem ale takze czynnikiem rokowniczym.
Wyniki te, potwierdzone w kolejnych badaniach [52, 227], zwickszyly zaintere-
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sowanie calg rodzing genow ERBB 1 ich receptoréw. W ostatnim czasie stwier-
dzono takze, ze amplifikacja ERBB-2 w komoérkach raka piersi jest zwiazana ze
zwigkszeniem klinicznej odpowiedzi na leczenie schematami zawierajacymi
antracykliny [182].

1.5. Budowa i mechanizm dziatania receptoréw
rodziny ERBB i kodujacych je genéw

Receptory rodziny ERBB, zwane tez receptorami naskérkowych czynnikow
wzrostowych (epidermal growth factor receptor — EGFR) lub rodzina recepto-
row kinazy tyrozynowej RTK 1 (receptor tyrosine kinase growth factor type 1),
sa centralnym elementem szlakdw sygnalowych wiodacych do wngtrza komorki.
Kodujace je geny ERBB naleza do grupy protoonkogendéw, czyli genow prekur-
sorowych, ktore w normalnych warunkach wystepuja we wszystkich komorkach
organizmu. Przy niezaburzonych mechanizmach kontroli nie powoduja one
transformacji nowotworowej [75]. Komoérkowe protoonkogeny moga by¢ akty-
wowane w kierunku zmiany funkcji na onkogenna w rézny sposéb. Najczgstsze
sa zmiany strukturalne zachodzace w genomie komorki, polegajace na wysta-
pieniu mutacji punktowej, translokacji lub amplifikacji protoonkogenow we-
wnatrz chromosomu. Onkogeny sg bardziej aktywne w poréwnaniu z protoon-
kogenami, co sprawia, Ze nawet jedna kopia onkogenu wystarcza do zaburzenia
prawidlowej funkcji komoérki [54, 104]. Sposrdd okolo 25.000 gendw zawartych
w genomie diploidalnych komorek raka piersi, zaledwie kilka ma udowodniony
wplyw na progresj¢ nowotworu [54, 164]. Naleza do nich przede wszystkim c-
myc 1 ERBB-2. Rola pozostalych protoonkogenow rodziny FRBB w procesie
nowotworzenia nie zostala jeszcze ostatecznie okreslona. Nalezy przy tym
zwroci¢ uwagg, i1z kazdy z czterech poznanych gendéw rodziny ERBB polozony
jest w innym chromosomie.

Protoonkogeny ERBB biorg migdzy innymi udzial w regulacji wzrostu, pro-
liferacji, apoptozy, rdéznicowania, wydziclania bialek 1 migracji komorek,
uczestnicza w morfogenezie organdéw i tkankowych procesach naprawczych
[40], a takze odgrywaja ogromna rol¢ w przekazywaniu informacji zarowno w
normalnych, jak i nowotworowych komorkach organizmu [27, 36, 121]. Nad-
mierne pobudzenie szlaku przekazywania sygnalow w wyniku podwyzszonej
aktywnosci kinaz tyrozynowych moze by¢ wynikiem réznych zaburzen gene-
tycznych lub biochemicznych. Naleza do nich amplifikacja genu kodujacego
kinazy, nadmierna aktywnos¢ procesow ckspresji kinaz niezalezna od liczby
kopii tego genu [25] oraz nadekspresja mRNA [242]. Amplifikacja sekwencji
DNA jest procesem, w ktorym selektywnie wzrasta liczba kopii okreslonej czg-
sci DNA komorki [242]. Zjawisko to dotyczy glownie dwoch grup gendw: ge-
néw warunkujacych opornosé na leki oraz protoonkogendw, do ktorych zalicza-
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ne sg geny kodujace bialka receptorowe ERBB. Natomiast delecja jest proce-
sem, w ktorym dochodzi do utraty nukleotydu. Uwaza sig¢, ze zmiany t¢ moga
by¢ zwiazane z powstawaniem nowotworow, rokowaniem, a takze odpowiedzia
na niektére formy leczenia. Zardwno amplifikacje, jak 1 delecj¢ mozna bada¢ za
pomocy ilosciowej techniki lancuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain
reaction — PCR). Metoda ta pozwala na oszacowanie liczby czastek matrycy
DNA w badanej probce. Wartosé ta podawana jest w postaci tzw. sredniej liczby
kopii genéw AGCN (average gene copy number).

Receptory rodziny ERBB wykazuja aktywnos¢ kinaz tyrozynowych i sa
najczescie] zlokalizowane w obrebie blony komorek docelowych [121, 125]. Sa
to glikoproteiny o podobnej budowie, ktora w sposob uproszczony mozna przed-
stawi¢ jako strukturg skladajaca si¢ z trzech elementdéw: czgséci zewnatrzkomor-
kowej, na ktora skladaja si¢ cztery domeny rozpoznajace 1 wiazace ligand, prze-
zblonowej domeny helikalnej 1 czgsci cytoplazmatycznej o aktywnosci kinazy
tyrozynowej, wykazujacej rowniez funkcje autoinhibitora aktywnosci receptora
(ryc.1) [27, 108].

Domena przezblonowa stanowi migjsce oddzialywania receptora ze zwrot-
nie hamujacymi jego aktywnos$¢ dwiema kinazami: PKC (protein kinase C) 1 erk
MAP (mitogen activated protein kinase) [27].

DOMENY:

- Zewnatrzkomorkowa

- Przezblonowa

- Wewnatrzkomorkowa

Kinaza tyrozynowa

Ni¢ C-koncowa

Ryc. 1. Schemat budowy receptora ERBB
Fig. 1. Scheme of ERBB receptor
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Ekspresja kinaz ERBB obserwowana jest na powierzchni wielu typoéw ko-
morek, a proces ten jest regulowany na réznych poziomach.

Receptorowe kinazy tyrozynowe dziela si¢ na kilkanascie klas. Jak wspo-
mniano, klasg I stanowig receptory naskorkowych czynnikdw wzrostu, okreslane
réwniez rodzing receptorow ERBB lub HER (human epidermal growth factor
receptor). Grupa ta obejmuje cztery znane rodzaje receptoréw: receptor naskor-
kowego czynnika wzrostu (EGFR), inaczej nazywany ERBB-1 lub HERI, re-
ceptor ERBB2 lub HER? i receptory ERBB-3 i ERBB-4 (odpowiednio HER3 1
HER4) [102]. Kazdy z tych receptorow, z wyjatkiem receptora ERBB-2, ma
wlasny wzorzec przylaczajacych si¢ do niego ligandow, ktére determinuja jego
funkcje fizjologiczng [40, 185, 190]. Ligandami moga by¢ czynniki wzrostu,
hormony 1 czynniki réznicowania oddzialujace na komorki docelowe za posred-
nictwem swoistych receptorow. Receptor ERBB-2, jako jedyny z calej rodziny
ERBB ni¢ posiada zdolnosci do wigzania ligandow, co moze by¢ wynikiem
typowej dla niego, odmienngj struktury wiazacej biatko [157].

W prawidlowych warunkach aktywacja receptorow ERBB jest kontrolowa-
na przez przestrzenna i okresowa ckspresj¢ ich ligandow, nalezacych migdzy
innymi do rodziny EGF-zaleznych naskérkowych czynnikéw wzrostu [170,
190]. Ligandy, wiazac si¢ z receptorami ERBB, prowadza do zmiany konforma-
¢ji czgsci zewnatrzkomorkowej receptora, ktdra umozliwia dimeryzacjg. Pola-
czenie swoistego ligandu z odpowiadajacym mu receptorem moze indukowaé
dimeryzacj¢ z kolejna czasteczka tego samego rodzaju (homodimeryzacie).
Partnerem dimeryzacji moze by¢ jednak takze kazdy z pozostalych receptorow
rodziny ERBB — wowczas aktywacja domeny cytoplazmatycznej dokonuje si¢ w
wyniku heterodimeryzacji. Biatkiem najczgsciej uczestniczacym w tym procesie
jest ERBB-2. Pomimo braku wlasnych ligandéw, funkcjonuje ono jako hetero-
dimer dla pozostalych receptoréw tej rodziny. Powstajace z jego udzialem hete-
rodimery charakteryzuja si¢ zwigkszong sila wigzania liganddw 1 przekazywania
sygnalow. W efekcie dochodzi do procesu fosforylacji wewnatrzkomorkowej
grupy tyrozynowej. Proces ten jest niezbgdny do zainicjowania rekrutacji bialek
docelowych 1 rozpoczgcia skomplikowanych reakeji przekazywania sygnalow
[5]. Reszty fosfotyrozyny sg rozpoznawane przez bialka substratowe posiadajace
domeny SH2 lub PTB. Inne zestawy substratow sa wigzane i fosforylowane
przez kazdy z mozliwych dimeréw ERBB, co zapewnia im $cisle okreslong
funkcj¢ przekaznikowa. Tworzacy si¢ wieloskladnikowy kompleks przesyla
sygnaly do wng¢trza komérki. Ze wzgledu na rozlegle wspoldzialania zachodzace
pomigdzy receptorami, rodzina ERBB tworzy sie¢ sygnalowa o ogromnym po-
tencjale przekazywania biologicznych informacji, a kazdy z receptoréow speknia
odmienne, $cisle okreslone zadanie [27, 197]. Ciagla aktywacja kinaz recepto-
rowych prowadzi do nadmiernej aktywacji szlaku sygnalizacyjnego. Zjawisko to
moze by¢ spowodowane réznymi zaburzeniami, takimi jak mutacje czy auto-
krynna aktywacja kinazy. Wydaje si¢ jednak, Ze najczgstsza przyczyng nadeks-
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presji kinazy jest amplifikacja. Uwaza sig, ze taka zwigkszona aktywnos¢ prze-
wodzenia sygnalow wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju nowotworu,
a takze ze wzrostem jego inwazyjnosci [244]. Mozliwos¢ szczegdlowego pozna-
nia zarowno rodziny receptoréw ERBB, jak i prowadzacych przez nie szlakow
sygnalowych, moze stworzy¢ mozliwos¢ odkrycia nowych celow terapeutycz-
nych w leczeniu nowotworow. Zaburzong aktywacje receptorow rodziny ERBB
stwierdza si¢ w wielu nowotworach, zatem stanowia one potencjalny cel dla
celowanej terapii przeciwnowotworowej. Wiele przeciwcial wymierzonych w
kierunku zewnatrzkomérkowych domen receptorow ERBB 1 inhibitorow kinazy
tyrozynowej stosuje sie juz obecnie w praktyce klinicznej, inne sa nadal przed-
miotem badan klinicznych [108].

1.5.1. GEN ERBB-11 KODOWANE PRZEZ NIEGO BIALKO

Pierwszym, najlepiej poznanym receptorem rodziny ERBB, jest receptor na-
skorkowego czynnika wzrostu EGFR (ERBB-1). Jest on przezblonowa glikopro-
teing skladajaca si¢ z 1186 reszt aminokwasowych. Kodujacy je gen zlokalizo-
wany jest w 7. chromosomie, w pozycji pl2-13. Domena zewnatrzkomoérkowa
zawiera wzglgdnie duza ilo$¢ reszt cysteiny, ktora jest migjscem wiazania akty-
watoréw mitogennych — ligandow ERBB-1, np. naskorkowego czynnika wzro-
stu (EGF), transformujacego czynnika wzrostu o (TGF a), wigzacego heparyng
czynnika EGF-podobnego (HB-EGF) oraz betacelluliny i epireguliny [93, 184].

Uwaza si¢, ze w wiclu nowotworach stan receptorow ERBB-1 ulega zmia-
nie w wyniku mutacji odpowiadajacego mu genu. Do nadekspresji moze prowa-
dzi¢ stosunkowo rzadko obserwowana w tym genie amplifikacja, czg¢sciej moze
by¢ ona regulowana poprzez inaktywacj¢ represoréw i zwickszenie ilosci akty-
watordw transkrypeji [116]. Delecje ERBB-1 zdarzaja si¢ czg$ciej niz amplifika-
cje 1 sa najprawdopodobnicj spowodowane rearanzacja materialu genetycznego
[241].

Negatywne znaczenie rokownicze nadekspresji ERBB-1 w raku piersi zosta-
lo po raz pierwszy opisane w roku 1985 [201] 1 nastgpnie potwierdzone w in-
nych pracach [31, 153, 228].

1.5.2. GEN ERBB-2 | KODOWANE PRZEZ NIEGO BIALKO HER-2

Gen ERBB-2 zlokalizowany jest w pozycji q21 chromosomu 17 [2, 55]. Ko-
duje on bialko receptorowe ERBB-2, nazywane roéwniez HER-2 lub p183. Jak
wspomniano, ERBB-2 nie posiada wlasnych ligandéw [89] 1 pelni raczej funkcj¢
koaktywatora w odniesieniu do innych bialek rodziny ERBB. Istnicja réwniez
sugestie, ze role liganda spelnia substancja biatkowa ASGP-2 (ascites sialogli-
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coprotein-2) [44]. Substancja ta prawdopodobnic moduluje heterodimeryzacjg
ERBB-2 z innymi bialkami grupy ERBB. Wydaje si¢ jednak, ze podstawowa
aktywnos¢ sygnalowa tego receptora wynika przede wszystkim z mozliwosci
oddzialywania z innymi receptorami rodziny ERBB [100, 233, 252]. Receptor
ten moze bowiem ulec zaréwno stabilizacji, jak i1 transaktywacji przez ligandy
swoiste przede wszystkim dla receptoréw ERBB-1 i ERBB-3 [62]. Umozliwia to
udzial ERBB-2 w przenoszeniu sygnalow, mimo braku wlasciwego dla tego
receptora ligandu. Wielu autoréw uwaza, ze heterodimery powstajace z udzia-
lem ERBB-2 sa szczegolnie aktywne [27, 49, 129]. W warunkach klinicznych
zwigkszona ekspresja heterodimerow ERBB-2/ERBB-1 lub ERBB-2/ERBB-3
zwiazana jest z bardziej agresywnym przebiegiem nowotworu [48, 50, 102, 120,
129, 142, 206].

1.5.3. GEN ERBB-31 KODOWANE PRZEZ NIEGO BIALKO

Gen ERBB-3 zlokalizowany jest w pozycji q13 chromosomu 12. [127, 178].
Kodowane przez niego bialko charakteryzuje si¢ wzglgdnie niska aktywnoscia
kinazy tyrozynowej. Ligandami ERBB-3 sg hereguliny: neuregulina 11 2 (NRG-1
1 NRG-2). Cecha wyrozniajaca receptor ERBB-3 sposrdd innych receptorow
rodziny ERBB jest duzo mnigjsza homologiczno$¢ jego domen srédblonowych
1 cytoplazmatycznych z receptorem ERBB-1 w pordéwnaniu z receptorami
ERBB-2 i ERBB-4.

Przypuszcza si¢, ze gen ERBB-3 nie pelni samodzielnie funkcji onkogennej,
ale jego zwigkszona ekspresja moze wzmacnia¢ onkogenny efekt spowodowany
nadekspresja receptora ERBB-2 [3]. Spelianie funkcji pewnego rodzaju koak-
tywatora moze mie¢ potencjalniec duze znaczenie w procesie transformacji no-
wotworowej 1 jednoczesnie stanowic¢ cel terapii przeciwnowotworowej.

Prace dotyczace klinicznego znaczenia nadekspresji genu ERBB-3 w nowo-
tworach piersi sg nicliczne 1 zawieraja sprzeczne wyniki [79, 118, 126, 130, 131,
230].

1.5.4. GEN ERBB-41 KODOWANE PRZEZ NIEGO BIALKO

ERBB-4 jest najmniej poznanym genem rodziny ERBB. Jest on zlokalizo-
wany w pozycji q33.3-34 chromosomu 2. [261]. Istnicja dwie grupy ligandoéw
aktywujacych czynnos$¢ receptora ERBB-4 zostaly podzielone na dwie grupy,
z ktorych pierwsza stanowia cztery hereguliny, ale tylko NRG-3 i1 NRG-4 sa
swoiste dla tego receptora. Drugg grupe stanowia niektore czynniki wzrostu (np.
betacellulina, epiregulina, termoregulina), bedace rowniez ligandami ERBB-1.
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Przekazywanie sygnalow przez ERBB-4 odbywa si¢ w wyniku pobudzaja-
cego dzialania ligandu 1 homodimeryzacji ERBB-4 lub jego heterodimeryzacji z
innymi receptorami tej rodziny, najczg¢sciej] ERBB-2 [42, 43, 46].

Ekspresja receptora ERBB-4 wystepuje w raku piersi znacznie rzadziej
w porownaniu z biatkami ERBB-1 1 ERBB-2 [22, 119, 240]. Uwaza sig¢, ze ¢ks-
presji ERBB-4 czgsto towarzyszy obecnos¢ receptorow steroidowych, wyzsze
zréznicowanie histologiczne nowotworu i lepsze rokowanie [213, 217], aczkol-
wiek nie wszystkie doniesienia potwierdzaja te zaleznosci [137]. Zaburzenie to
wzglednie czgsto dotyczy choroby Pageta [152]. Badania dotyczace roli recepto-
ra ERBB-4 w komorkach raka piersi sg nieliczne.

1.6. Polimorfizm mikrosatelitarny i utrata
heterozygotycznosci w genie ERBB-1

W odniesieniu do wielu genow, w tym takze IXRBB-1, wazna funkcj¢ regu-
lacyjng spelnia pierwszy intron [74, 205, 219]. W badaniach przeprowadzonych
u ludzi rasy bialej stwierdzono wystgpowanie zjawiska polimorfizmu prostych
powtorzonych sekwencji (simple sequence repeat — SSR) CA (A — adenina, C -
cytozyna) zlokalizowanych w intronie 1., polozonym tuz przed promotorem
[47]. Zmiany polimorficzne polegaja na wystgpowaniu w populacji ré6znych
form allelu danego genu. Allele moga si¢ r6zni¢ pojedynczym podstawieniem w
sekwencji nukleotydow danego genu lub liczba powtorzen okreslonego motywu
[12]. Roznica pomigdzy mutacja a zmiana polimorficzna jest umowna; za kry-
terium roznicujace przyjgto czestos¢ jej wystepowania w populacji. Za poli-
morfizm uwaza si¢ zmiang, ktéra wystgpuje w populacji z czgstoscia wigksza
niz 10%.

Najprawdopodobniej SSR jest wynikiem niesprawnego systemu naprawy
DNA, najczesciej spowodowanego mutacjami genoéw naprawy [124]. Blgdy
powstajace podczas replikacji DNA nie moga by¢ naprawione, co prowadzi do
zmian w dlugosci prostych powtdrzonych sekwencji mikrosatelitarnych. Powsta-
Ie polimorficzne sekwencje DNA charakteryzuja si¢ rézng dlugoscia lub rdézni-
cami w sekwencji w obu allelach. Za bezposrednia przyczyng wystgpowania
tego zjawiska uwaza si¢ tzw. , $lizganie si¢” nici DNA w komorkach, zachodza-
ce w trakcie replikacji. Zaleznie od tego, ktéra z nici zostanie przesunigta, liczba
powtorzen maleje (ni¢ matrycowa) lub wzrasta (ni¢ syntetyzowana).

Znaczenie tych powtorzen nie jest w pelni poznane; wydaje si¢, ze moga
on¢ stanowi¢ migjsca ulatwiajace kontrolowana rekombinacj¢ lub wiazace en-
zymy replikacyjne [124]. Jest rowniez prawdopodobne, ze takie powtdrzenia
moga hamowa¢ aktywno$¢ promotora. Regulacyjna funkcja zmiennej liczby
powtorzen CA jest obecnie przedmiotem licznych badan. Uwaza si¢ rowniez, ze
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CA-SSR zachodzace w obrgbie genu ERBB-I moga odgrywaé znaczaca rolg
w regulacji ekspresji naskorkowego czynnika wzrostu. Dotychczasowe badania
wskazuja, ze nadekspresja receptora ERBB-1 w niewielkim tylko stopniu wyni-
ka z amplifikacji genu. Najczgsciej jest ona spowodowana zaburzeniami na po-
ziomie transkrypcji, ktéra moze by¢ regulowana poprzez dlugos¢ powtarzanych
sekwencji polimorficznych zlokalizowanych w pierwszym intronie ERBB-1.
Z przeprowadzonych badan in vitro wynika, ze aktywnos¢ transkrypcyjna genu
ERBB-1 maleje wraz ze zwigkszaniem si¢ liczby powtdrzen sekwencji dwunu-
kleotydowych [82] (ryc. 2). Potwierdzenie tych wynikow w badaniach klinicz-
nych mogloby wskazywac¢ na potencjalne rokownicze znaczenie polimorfizmu
mikrosatelitarnego w genie FRBB-1 u chorych na raka piersi.

Gorn Intron Doln:
Y Promotor Ekson I ¥
wzmacniacz wzmacniacz

5 - TI: rHJI gy

Mala liczba powtérzen CA — Wysoka aktywnos¢ transkrypeyjna
Low number of CA repeats — High transcription activity

5 S -
(CA),

3’ -

Duza liczba powtorzen CA — Niska aktywno$¢ transkrypceyjna
High number of CA repeats — Transcription inhibition

Ryc. 2. Zalezno$¢ aktywnoscei transkrypeyjnej ERBB-1 od liczby powtorzen CA
Fig. 2. Modulation of ERBB-1 transcription by a number of CA repeats

Zainteresowanie zjawiskiem polimorfizmu wzroslto po stwierdzeniu jego
niestabilnosci genetycznej w wielu ludzkich nowotworach. W dziedzicznych,
niepolipowatych rakach jelita grubego zauwazono wystgpowanie zmian dlugosci
okreslonych alleli mikrosatelitarnych w DNA pochodzacym z komoérek nowo-
tworowych w poréwnaniu z DNA wyizolowanym ze zdrowej tkanki pochodza-
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cej od tej samej osoby [110, 124]. Zjawisko to okreslono jako niestabilno$¢ mi-
krosatelitarna (microsatellite instability — MSI).

Analizujac odpowiednio dobrane sekwencje mikrosatelitarne $cisle sprzgzo-
ne z genami zaangazowanymi w procesy nowotworowe mozna rowniez okreslic
utrat¢ heterozygoycznoscei, w wyniku ktorej tracony jest jeden allel (loss of hete-
rozygosity — LOH). Podobnie do MSI, wykrywanie LOH opiera si¢ na porow-
nywaniu alleli z komorek guza i tkanek niezmienionych nowotworowo, pocho-
dzacych od tego samego chorego. Uwaza sig, ze LOH jest wskaznikiem soma-
tycznej delecji bedace] wynikiem utraty genow supresorowych, ktore przeciw-
dzialaja procesom nowotworzenia. Odmienno$¢ sytuacji w odniesieniu do
ERBB-1 polega przede wszystkim na tym, ze jest on protoonkogenem a nie ge-
nem supresorowym. Konsekwencja tego jest niewyjasniony dotychczas wplyw
LOH i MSI w genie FRBB-1 na procesy nowotworowe.
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2. UZASADNIENIE PODJECIA BADAN

Pomimo pewnej poprawy, wyniki leczenia raka piersi sa nadal niezadowala-
jace. Wydaje si¢, ze dalszy postgp w leczeniu tego nowotworu mozna bgdzie
osiagna¢ migdzy innymi przez bardziej odpowiedni dobdr chorych do leczenia
na podstawie precyzyjnych czynnikow rokowniczych i predykcyjnych.

Rozw¢j raka piersi jest najpewniej wynikiem wspoldzialania wielu czynni-
kéw genetycznych, srodowiskowych 1 hormonalnych [147]. Wydaje si¢, ze naj-
wigksze znaczenie w procesie onkogenezy tego nowotworu odgrywa rodzina
protoonkogenow ERBB i kodowanych przez nie bialek receptorowych. Moga
one funkcjonowac jako receptory czynnikdw wzrostu, uczestniczy¢ w we-
wnatrzkomérkowych szlakach sygnalowych lub peli¢ rolg czynnikow tran-
skrypcyjnych na poziomie jadra komorkowego [38]. Komorkowe protoonkoge-
ny moga by¢ aktywowane do onkogendw poprzez zmiany strukturalne zacho-
dzace w genomie komorki: punktowe mutacje, translokacje lub amplifikacje.

Sposrod receptorow rodziny ERBB, najlepiej poznane sa receptory ERBB-1
1 ERBB-2. Na podstawie dotychczasowych badan sadzi sig¢, ze nadekspresja
bialka ERBB-1, a szczegélnic ERBB-2 wiaze si¢ z nickorzystnym przebiegiem
choroby [145, 154, 165, 208, 249], a w odniesieniu do ERBB-2 — najprawdopo-
dobniej takze ze zréznicowana odpowiedzia na rézne formy leczenia systemo-
wego. Znacznie mniej wiadomo na temat klinicznego znaczenia nadekspres;ji
niedawno opisanych receptoréw ERBB-3 1 ERBB-4

Wigkszos¢ badan dotyczacych zwiazku pomigdzy ekspresja receptorow
ERBB a cechami histoklinicznymi raka piersi dotyczyla pojedynczych bialek tej
rodziny. Poniewaz jednak do aktywacji okreslonych receptorow rodziny ERBB
moze dojs¢ jedynie w wyniku zjawiska dimeryzacji, czyli polaczenia si¢ recep-
toréw w pary homo- lub heterodimerow, istotne wydaje si¢ okreslenie zjawiska
wspolwystepowania zaburzen ERBB. Uwaza si¢, ze receptory te wspoldzialaja
w wielu mechanizmach onkogenezy raka piersi, a zdolno$¢ mitogenna hetero-
dimeréw jest znacznie silniejsza niz homodimerow [107]. Wyniki dotychczas
opublikowanych badan dotyczacych koekspresji receptoréw rodziny ERBB sa
nicliczne. Wydaje sig, ze ckspresja dwoch receptordw, szczegdlnie z udzialem
ERBB-2, wiaze si¢ z bardziej agresywnym przebiegiem choroby [98, 219]
1 wystepuje czgséciej u chorych z przerzutami do weztéow chlonnych [107], nato-
miast rownoczesna ekspresja ERBB-4 wiaze si¢ ze zniesieniem tego nickorzyst-
nego efektu.

Na podstawie najlepiej opisanego genu ERBB-2 mozna sadzi¢, ze nadeks-
presja bialek receptorowych najczesciej jest zwiazana z amplifikacja kodujacych
je genow. Nadekspresja ERBB-2 wystegpuje jednak takze przy jednoczesnym
braku amplifikacji tego genu [99, 192]|. Rzadszym zjawiskiem jest odwrotna
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sytuacja, tj. brak nadekspresji bialka przy obecnosci amplifikacji, nawet przy
zwigkszonej ekspresji mRNA [106].

Dotychczas opublikowano jedynie dwie prace dotyczace koekspresji
wszystkich czterech receptorow ERBB u chorych na raka piersi 1 ich zwigzku
z cechami histoklinicznymi guza [107, 218, 219]. Zupelnie brak jest natomiast
danych dotyczacych wspolzaleznosci pomigdzy zaburzeniami wystgpujacymi
w genach rodziny £RBB 1 ich zwigzku z cechami histoklinicznymi nowotworu.

Przedmiotem ninigjszych badan sg takze malo poznane w raku piersi zjawi-
ska polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych 1 utraty heterozygotycznosci
zachodzace w genie FRBB-I. Zmienna liczba powtdrzen CA blisko dolnego
wzmacniacza w pierwszym intronie¢ moze by¢ czg$ciowo odpowiedzialna za
obserwowane u ludzi, indywidualne réznice w ekspresji ERBBI1 [38, 82]. Do-
tychczas udalo si¢ jedynie scharakteryzowaé wplyw liczby powtorzen CA na
transkrypcje in vitro 1 syntez¢ RNA ERBBI okolicy 57[83].

Uwaza si¢, ze podstawa transformacji nowotworowe] jest przede wszystkim
utrata przez komorke zdolnosci kontrolowania wzrostu na skutek pojawienia si¢
zmian sekwencyjnych w jej materiale genetycznym. Z tego powodu poznanie
mechanizméw molekularnych tych zaburzen i okreslenie mutacji odpowiedzial-
nych za rozw0j danego nowotworu moze stworzy¢ nowe mozliwosci jego weze-
snego rozpoznawania, okreslenia rokowania i doboru odpowiedniej terapii. Poza
tym zarowno same zaburzenia genctyczne, jak i1 nadekspresja ich produktow
biatkowych stanowig atrakcyjny cel terapii z udzialem przeciwcial monoklonal-
nych 1 terapii genowych [45, 72].
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3. CEL PRACY

W niniejszej pracy przeprowadzono laczna oceng zaburzen wszystkich czte-
rech gendéw rodziny FRBB w raku piersi, a takze oznaczenie przy wykorzystaniu
techniki PCR 1 elektroforezy kapilamej polimorfizmu sekwencji powtdrzonych
(CA), w genie ERBB-1 1 utrate heterozygotycznosci (LOH) w jego obrgbie.

Celem pracy bylo uzyskanie nowych danych dotyczacych anomalii genow
rodziny ERBB w raku piersi 1 — dotychczas catkowicie nieznanych — informacji
na temat niestabilnosci sekwencji mikrosatelitarnych genu ERBB-1.

Przeprowadzone badania mialy charakter prospektywny 1 glownie poznaw-
czy. Szczegolowe okreslenie rokowniczego znaczenia poszczegdlnych zaburzen
molekularnych bgdzie przedmiotem odrgbnej analizy, przeprowadzonej po od-
powiednio dlugim czasie obserwacji chorych. Obecnie dokonano jedynie wstep-
nej oceny tego zagadnienia.

3.1. Cele szczegbtowe

1. Okreslenie czgstosci wystgpowania zaburzen liczby kopii genow w czte-
rech protoonkogenach rodziny £ZRBB w raku piersi

2. Okreslenic wspolwystgpowania zaburzen w badanych genach rodziny
ERBB

3. Oznaczenie polimorfizmu sekwencji powtoérzonych (CA), genu ERBB-1
oraz utraty heterozygotycznosci (LOH) w obrebie tego genu w pordwna-
niu z kontrolng grupa zdrowych kobiet

4. Okreslenie zaleznosci pomigdzy zaburzeniami molekularnymi a czynni-
kami histoklinicznymi nowotworu

5. Okreslenie zaleznosci pomiedzy wartoscia AGCN ERBB-1 i ERBB-2
a ckspresja kodowanych przez te geny bialek receptorowych

6. Okreslenie zaleznosci pomigdzy ekspresja receptoréw ERBB-1 1 ERBB-2
a czynnikami histoklinicznymi nowotworu

7.  Wstegpna ocena rokowniczego znaczenia zaburzen molekularnych genow
rodziny ERBB 1 ekspresji receptoréw ERBB-1 1 ERBB-2
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4. MATERIAL | METODY

4.1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy
chorych

Badaniem objg¢to 225 chorych na raka piersi, leczonych w latach 1999-2003
w trzech osrodkach: Centrum Onkologii — Instytucie im. Marii Sklodowskiej-
Curic w Warszawie (99 chorych, 44%), Regionalnym Centrum Onkologii w
Bydgoszczy (77 chorych, 34%) 1 Akademii Medycznej w Gdansku (49 chorych,
22%). Wiek chorych zawarty byl w granicach od 33 do 85 lat, srednia wieku
wynosila 56,5 lat. W momencie rozpoczynania leczenia 71 chorych (32%) bylo
przed menopauza. Stopien zaawansowania klinicznego choroby ustalano wg
skali TNM przed rozpoczeciem leczenia [31, 70] (tab. 2).

Wszystkie chore biorace udzial w badaniu wyrazily zgodg na pobranie mate-
rialu tkankowego z guza piersi i poddanie go dalszej ocenie.

Tab. 2. Stopien zaawansowania klinicznego w skali TNM
Tab. 2. TNM clinical stage

N 0 1 5 Nie okre$lono | Lacznie (%)
T Not assessed Total
1 53 7 4 64 (28)
2 50 32 5 87 (39)
3 7 15 13 35(15,5)
4 4 11 20 35(15,5)
X 2 2(D)
Nie okreslono 2 2 (D
Not assessed
Lacznie (%) 116 (51) 65 (29) 42 (19) 2(D) 225
Total

U polowy chorych (51%) w ocenie kliniczne] nie stwierdzono przerzutow
do pachowych wezléw chlonnych, a jedynie u 28% chorych guz mial $rednicg
mnigjszg od 2 cm. U 79 kobiet (35%) wystepowaly cechy kwalifikujace je do
grupy o tzw. mi¢jscowym zaawansowaniu nowotworu (T3, T4 i/lub N2). Okres
obserwacji dla celéw tego badania zakonczono 5.02.2005 r.
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4.2. Ocena mikroskopowa nowotworu

U wszystkich chorych rozpoznanie raka piersi ustalono na podstawie bada-
nia mikroskopowego, ale u 4 (2%) bylo ono oparte wylacznie na badaniu cyto-
logicznym materialu z biopsji cienkoiglowej. U pozostalych chorych okreslono
typ histologiczny wg klasyfikacji WHO [225]. Raka przewodowego naciekaja-
cego stwierdzono u 156 chorych (69%), raka naciekajacego zrazikowego u 38
(17%), au 27 chorych (12%) rozpoznano inne typy raka (cewkowy, rdzeniasty i
sluzotworezy) (ryc. 3).
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Ryc. 3. Typy histopatologiczne w badanej grupie chorych
Fig. 3. Histological tumor types (ductal, lobular, medullary, mucinous, papillary, other)

Stopien zroéznicowania w trzystopniowe] skali bedacej modyfikacja skali Ri-
chardsona-Blooma [30, 70] okreslono u 130 chorych (83%) sposréd 156 z roz-
poznaniem nacickajacego raka przewodowego. Stopien 1. stwierdzono u 10
chorych (8%), stopien 2. u 48 (37%), a stopien 3. u 72 (55%). W celu okreslenia
stopnia zaawansowania wedlug tej skali, oceniano zdolnos¢ raka do tworzenia
struktur cewkowych, stopien zréznicowania jader komdrkowych i liczbg mitoz
w polu widzenia. Na tej podstawie okreslano stopien zréznicowania w trojstop-
niowe] skali, w ktdrej stopien 1. odpowiada wysokiemu zroznicowaniu (Gl),
drugi — sredniemu (G2), a trzeci — niskiemu stopniowi zréznicowania (G3). U 26
chorych (17%) nie ustalono stopnia histologicznej zlosliwosci, najczgsciej
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z powodu wczesnigjszego leczenia systemowego. Stopien zréznicowania okre-
slono rowniez u 8 chorych z rozpoznaniem naciekajacego raka zrazikowego i u
3 chorych z innymi typami raka (tab. 3).

Tab. 3. Rozpoznanie histopatologiczne 1 stopien zré6Znicowania nowotworu
Tab. 3. Histological type and grade

Stopien Rak przewodowy | Rak zrazikowy Inna postaé .
o . : ) Lacznie
zroznicowania | Ductal carcinoma | Lobular carcinoma raka Total
Grade (%) (%) Other (%)
1 10 (6) 0 2(7) 12
2 48 (31) 6 (16) 1(4) 55
3 72 (46) 1(2) 0 73
Nie okreslono 26 (17) 31 (82) 24 (89) 81
Not assessed
Lacznie 156 (69) 38 (17) 27 (12) 221
Total

Wystepowanie komponentu srodprzewodowego raka piersi (in situ DCIS)
stwierdzono u 39 chorych (17%); u 31 chorych (14%) z rozpoznaniem raka
przewodowego, u 6 (3%) z rakiem zrazikowym 1 u 2 (1%) z inng postacia raka.
W badaniu histopatologicznym materialu pooperacyjnego oceniono wystgpowa-
nie zatorow z komorek nowotworowych w swietle naczyn krwionosnych i/lub
chlonnych oraz nacicki nowotworowe w tkance tluszczowej otaczajacej wezly
chlonne (tab. 4). W 82% badanych guzoéw obie te cechy wspdlistnialy ze soba.

Tab. 4. Wystgpowanie zatoréw z komoérek nowotworowych w swietle naczyn krwio-
nosnych i/lub chlonnych oraz naciekéw w tkance thuszczowej (n = 211)
Tab. 4. Lymphovascular and adipose tissue invasion

Obecnos¢ zatorow w naczyniach Liczba chorych %)
Lymphovascular invasion Number of pts

Tak / Yes 46 22
Nie / No 162 77
Nie oceniono / Not assessed 3 1
Obecnos¢ naciekow . Liczba chorych

w tkance tluszczowej Number of pis (%)
Adipose tissue invasion

Tak / Yes 42 20
Nie / No 165 78
Nie oceniono / Not assessed 4 2
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U wszystkich chorych oznaczenie receptorow steroidowych wykonano me-
toda immunohistochemiczna (IHC). Za receptory ujemne uznano brak reakcji
barwnej lub stwierdzenie produktu tej reakcji w mniej niz 10% komorek. Dodat-
nie receptory estrogenowe (ER) stwierdzono u 106 chorych (47%) a dodatnie
receptory progesteronowe (PgR) — u 99 (44%).

Zgodnie z zaleceniami przyjetymi na konferencji w St. Gallen w roku 2003
[86] 1 wytycznymi dotyczacymi leczenia hormonalnego raka piersi opracowa-
nymi przez European Society of Mastology (EUSOMA) [29], za guzy receptoro-
dodatnie uznano takie, w ktorych stwierdzono ckspresj¢ przynajmnigj jednej
grupy receptorow steroidowych (ER lub PgR; tab. 5). T¢ cechg stwierdzono
u 129 chorych (57%).

Tab. 5. Stan receptordéw steroidowych
Tab. 5. Hormone receptor status

Fenotyp Liczba chorych %)
Fenotype Number of pts

ER(), PgR() 96 43
ER(+), PgR(+) 76 34
ER(), PgR(—) 30 13
ER(-), PgR(+) 23 10
Lacznie / Total 225 100

4.3. Leczenie

4.3.1. LECZENIE OPERACYJNE

Sposrod 225 chorych objetych badaniem u 211 (93%) przeprowadzono le-
czenie chirurgiczne, w tym zmodyfikowana amputacjg piersi metoda Patey’a lub
jej odmiang wedlug Dixona — u 180 (86%). Leczenie oszczgdzajace piers (breast
conserving therapy — BCT) przeprowadzono u 27 chorych (13%), a amputacj¢
prosta — u 4 (1,5%). Zabieg operacyjny byl pierwszym etapem leczenia raka
piersi u 140 chorych (62%), a u 70 (31%) byl on poprzedzony leczeniem syste-
mowym, w tym u 59 (84%) chemioterapig i u 11 (16%) hormonoterapia.
U 64 chorych (90%) poddanych indukcyjnemu leczeniu systemowemu wykona-
no zmodyfikowana amputacj¢ piersi, a u 7 (10%) — BCT. Wszystkie zabiegi
operacyjne zostaly wykonane przez specjalistow w dziedzinie chirurgii onkolo-
gicznej, wedlug jednolitego 1 wcezesniej ustalonego protokolu. Pozostalych
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14 chorych (6%), ze wzgledu na zaawansowanie migjscowe choroby nie zakwa-
lifikowano do operacji.

4.3.1.1. Zmodyfikowana amputacja piersi

Do zmodyfikowanej amputacji piersi kwalifikowano chore w I 1 II stopniu
zaawansowania klinicznego (T1-3, N1, M0), w dobrym stanie ogolnym (stopien
sprawnosci PS 0-2). W przeddzien zabiegu operacyjnego, po uzyskaniu od cho-
rej swiadomej zgody na zaproponowane leczenie, oznaczano na skoérze plano-
wane linie ciecia chirurgicznego. Kazdorazowo usuwano gruczol wraz z powie-
zig migsnia piersiowego wigkszego, w jednym bloku z zawartoscia dohu pacho-
wego. W wigkszosci przypadkow uzyskiwano wystarczajacy dostep do pachy
bez potrzeby przecinania mig¢snia piersiowego mniejszego (modyfikacja Dixona
w technice opisane] przez Patey’a) [161]. Starano si¢ usuwaé¢ wezly dwoch
(srodkowe 1 dolne) lub trzech pigter pachy z zaoszczedzeniem grupy wezlow
polozonych powyzej zyly pachowej i poza peczkiem piersiowo-grzbictowym
oraz naczyn i nerwu piersiowego przysrodkowego. Starano si¢, aby w tkankach
usunigtych z dolu pachowego znajdowalo si¢ co najmniej dziesigé weztow
chlonnych.

4.3.1.2. Leczenie oszczedzajace piers (BCT)

Do BCT kwalifikowano chore w I 1 II stopniu zaawansowania klinicznego
(T1-2, N1, MO) lub chore, u ktérych osiagnigto znaczng remisj¢ zmian nowo-
tworowych pod wplywem leczenia systemowego. Decyzje dotyczace leczenia
oszczgdzajacego zawsze podejmowane byly wspolnie przez zespdl specjalistow
onkologéw, w tym chirurga i radioterapeutg.

U 18 (67%) sposrod 27 chorych, u ktorych zastosowano BCT, w trakcie za-
biegu operacyjnego zalozono w okolice lozy po usunigtym guzie elastyczne
prowadnice, ktore shuzyly do przeprowadzenia brachyterapii PDR przy uzyciu
izotopu irydu (tzw. boostu). Migjsce wprowadzenia prowadnic, ich uklad oraz
liczb¢ dobierano indywidualnie w zaleznosci od lokalizacji guza i warunkow
anatomicznych chorej. Po zakonczeniu brachyterapii chore kontynuowaly na-
promienianic na obszar calej piersi przy zastosowaniu wigzek zewngtrznych
z przyspieszacza liniowego.

Standardowa dawka na piers wynosita 50 Gy, natomiast dodatek na lozg po
usunigtym guzie wynosit od 15 do 20 Gy. Chore, u ktérych nie zastosowano
brachyterapii, otrzymaly dodatkowe napromienianie wigzka elektronéw. Regio-
nalne wezly chlonne byly napromieniane w zaleznosci od indywidualnych
wskazan, zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi do dawki 50 Gy [86].
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4.3.2. SYSTEMOWE LECZENIE PRZEDOPERACYJNE

U 70 chorych zabieg operacyjny byl poprzedzony leczeniem systemowym.
Najczgsciej stosowano chemioterapi¢ (59 chorych, 84%), rzadziej hormonotera-
pi¢ (11 chorych, 16%). U 8 chorych (11%) leczenie systemowe skojarzono
z napromienianiem piersi 1 regionalnych wezlow chlonnych. W chemioterapii
przedoperacyjnej stosowano schematy: FAC, FEC, ET, AC i, u kilku chorych,

CMF (rye. 3 - 6).

5FU 500 mg/m*
Dox 50 mg/m2
Ctx 500 mg/m?

5FU 500 mg/m*
Dox 50 mg/m2
Ctx 500 mg/m?

—

dzien 1

Ryc. 3. Schemat FAC (SFU — 5-fluorouracyl, Dox — doksorubicyna, Ctx — cyklofostamid)
Fig. 3. FAC regimen (SFU— 5 fluorouracil, Dox — doxorubicine, Ctx — cyclophosphamide)

5FU 500 mg/m*
Epi 100 mg/m®
Ctx 500 mg/m?

/

e

dzien 21, itd., co 3 tyg.

5FU 500 mg/m*
Epi 100 mg/m®
Ctx 500 mg/m?

dzien 1

/>

Ryc. 4. Schemat FEC (SFU — 5-fluorouracyl, Epi — epirubicyna, Ctx — cyklofostfamid)
Fig 4. FEC regimen (5FU — 5 fluorouracil, Epi — epirubicine, Ctx — cyclophosphamide)

dzien 21, itd. co 3 tyg.
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D 100 mg/m* Epi 90 mg/m”
D 75 mg/m?
—
dzieh 1, 21, 42 dzien 63, 84, 105

Ryc. 5. Schemat ET (Epi — epirubicyna, D — docetaksel)
Fig. 5. ET vegimen (Epi — epirubicyna, D — docetaxel)

Dox 60 mg/m” Dox 60 mg/m”
Ctx 600 mg/m? Ctx 600 mg/m?
dzien 1 dzien 21, itd., co 3 tyg

Ryc. 6. Schemat AC (Dox — doksorubicyna, Ctx — cyklofosfamid)
Ryc. 6. AC regimen (Dox — doxorubicine, Ctx — cyclophosphamide)

Mtx 40 mg/m* Mtx 40 mg/m*

5FU 600 mg/m* 5FU 600 mg/m®

Ctx 100 mg/m? Ctx nadal

po — 14 dni

dzien 1 dzien 8, itd., co 28 dni

Rye. 7. Schemat CMF (Ctx — cyklofosfamid, Mtx — metotreksat, SFU — 5-fluorouracyl)
Fig. 7. CMF regimen (Ctx —cyclophosphamide, Mtx — methotrexate, SFU — 5 fluorouracil)
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Przedoperacyjna hormonoterapia obejmowala u wszystkich chorych tamok-
syfen w dawce 20 mg dziennie (tab. 6).

Tab. 6. Systemowe leczenie przedoperacyjne
Tab. 6. Neoadjuvant systemic treatment

. . Liczba chorych (%)
Rodzaj leczenia / Treatment type Number of pis
Hormonoterapia / Hormonotherapy (tamoksyfen) 11 (16)
Chemioterapia / Chemotherapy 59 (84)

z udzialem antracyklin / anthreycline-based 29
7 udzialem taksoidow / taxane-based 13
inna (CMF) / other (CMF) 17

4.3.3. LECZENIE POOPERACYJNE

Leczenie uzupelniajace (adiuwantowe) otrzymalo 187 sposrdd 211 chorych
poddanych zabiegowi operacyjnemu (89%) (tab. 7).

Tab. 7. Rodzaj leczenia uzupelniajacego w grupie operowanych chorych (n=211)
Tab. 7. Adjuvant treatment modality in operated patients (n = 211)

Rodzaj leczenia / Treatment modality Lic;/Z;Zféirg}c;l tg%)
Wrylaczna radioterapia / Radiotherapy alone 17 (8)
Wrylaczna chemioterapia / Chemotherapy alone 18 (8,5)
Wrylaczna hormonoterapia / Hormonotherapy alone 53 (25)
Chemio- 1 radioterapia / Chemo- and radiotherapy 38 (18)
Hormono- 1 radioterapia / Hormono- and radiotherapy 26 (12)
Chemio- 1 hormonoterapia / Chemo- and hormonotherapy 16 (7,5)
Chemio-, radio- 1 hormonoterapia / Chemo- radio-and 20 (10)
hormonotherapy

Brak leczenia / No treatment 23 (11)
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4.3.3.1. Radioterapia pooperacyjna

Wszystkie chore leczone metoda oszczedzajaca (BCT) otrzymaly uzupelnia-
Jjace napromienianie na piers, zgodnie ze schematem opisanym w rozdziale do-
tyczacym leczenia oszczedzajacego.

W grupie poddanej amputacji piersi do uzupelniajacej radioterapii kwalifi-
kowano chore o wysokim ryzyku wznowy micjscowej, zgodnie z zaleceniami
konferencji w St. Gallen [86]. T¢ form¢ leczenia zastosowano u ponad polowy
ogolu chorych, ktore otrzymaly uzupelniajace leczenie. U chorych, ktére wyma-
galy rowniez uzupelniajacego leczenia hormonalnego, stosowano je po zakon-
czeniu napromieniania. Nie bylo natomiast jednolitego schematu postgpowania
w odniesieniu do sekwencji kojarzenia radioterapii z chemioterapia. Najczescie]
rozpoczynano od podania 3—4 kurséw chemioterapii, po czym stosowano radio-
terapi¢ 1 na koncu pozostale kursy chemioterapii. Rzadziej napromienianie roz-
poczynano po zakonczeniu chemioterapii. Obszar napromieniania u chorych po
amputacji, zazwyczaj obejmowal $cian¢ klatki piersiowej, pachg 1 okolicg pod-
i nadobojczykowa (ryc. 8). Sciane klatki piersiowej najczesciej napromieniano
za pomoca fotonéow lub elektrondw o odpowiedniej energii (zazwyczaj 6-10
MeV). Pache obejmowano wspolnym polem z okolica podobojczykowa i nad-
obojczykowa. Stosowano dawkg 50 Gy.

Ryc. 8. Typowe pola wlotowe
wigzki promieniowania stoso-
wane u chorych po zmodyfiko-
wane] amputacji: ($ciana klatki
piersiowej, obszar wezlow nad-
1 podobojezykowych oraz doda-
tek (od tylu) na okolice pachy)

Fig. 8 Typical irradiation fields
after modified mastectomy (chest
wall and regional lymph nodes —
supraclavicular region and the

axilla)
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4.3.3.2. Pooperacyjne leczenie systemowe

Najczgstsza forma uzupelniajacego leczenia systemowego byla hormonote-
rapia, ktéra zastosowano u 117 chorych (52%), w tym u 29 w skojarzeniu z ra-
dioterapia, u 16 — w skojarzeniu z chemioterapia, u 20 — w skojarzeniu z radio-
1 chemioterapia, i u 17 jako jedyna metode leczenia uzupelniajacego. U kobiet
otrzymujacych hormonoterapi¢ i chemioterapig, leczenie hormonalne rozpoczy-
nano po zakonczeniu chemioterapii. Najczesciej stosowanym preparatem byt
tamoksyfen; kilka chorych otrzymalo inhibitory aromatazy. Chemioterapi¢ za-
stosowano u 91 chorych (49%), w tym u 38 — w skojarzeniu z radioterapia, naj-
czesciej po zakonczeniu radioterapii. Schematy stosowane w leczeniu uzupelnia-
jacym byly takie same jak w leczeniu przedoperacyjnym. Wylaczng radioterapi¢
przeprowadzono u 16 chorych (7%).

4.4. Grupa kontrolna

W celu oceny wynikdéw badan polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych
w genie FRBB-1, utworzono grupg kontrolna obejmujaca 180 zdrowych kobiet,
mieszkanck wojewodztwa pomorskiego o porownywalnej do kobiet chorych na
raka piersi strukturze wickowej (Srednia wicku 53.4 lata). DNA wyizolowano z
leukocytow uzyskanych z pobranych probek krwi obwodowej. Wszystkie chore
wyrazily swiadoma zgodg na pobranie i badanie krwi.

4.5. Metody badawcze

4.5.1. GROMADZENIE MATERIALU, ZBIERANIE | OPRACOWYWANIE
DANYCH

U chorych, u ktorych operacja stanowila pierwszy etap leczenia, fragment
guza nowotworowego do badan molekularnych pobierano bezposrednio po za-
biegu operacyjnym. Ze¢ wskazanego przez patologa, reprezentatywnego frag-
mentu guza pobierano okolo 5 mm’ tkanki, ktéra natychmiast zamrazano w cic-
klym azocie, a nastgpnie, do czasu wykonania badan molekularnych, przecho-
wywano w temp. -80 °C. U chorych nie zakwalifikowanych wyjsciowo do za-
biegu operacyjnego, material z guza uzyskiwano droga otwartej lub gruboiglo-
wej biopsji wykonywanej przed rozpoczgciem leczenia systemowego. Podczas
rutynowego pobierania krwi do badan diagnostycznych poprzedzajacych rozpo-
czecie leczenia pobierano rowniez probke pelnej krwi do badan molekularnych.
Zaroéwno krew, jak 1 uzyskana po odwirowaniu surowicg natychmiast zamrazano
w specjalnie oznakowanych probowkach i1 przekazywano do dalszych badan
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molekularnych do Pracowni Diagnostyki Molekulamej, Katedry Biotechnologii
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG-AM w Gdansku.

Wszystkie istotne dane dotyczace chorych, przebiegu leczenia oraz wyni-
kow badan histopatologicznych i immunohistochemicznych nanoszono na spe-
cjalnie opracowane ankiety (zalacznik 1), a nast¢gpniec wprowadzano do kompu-
terowe] bazy danych sporzadzonej w programie Excel. Obserwacje po zakon-
czeniu leczenia aktualizowano w bazie danych co 6 miesigey.

4.5.2. BADANIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE (IHC)

Wszystkie badania immunohistochemiczne byly wykonywane w Zakladach
Patomorfologii jednostek, w ktorych prowadzono leczenie chorych. Wyniki
badan otrzymano za zgoda i dzigki uprzejmosci kierownikow odpowiednich
zakladow.

4.5.2.1. Metoda oznaczania receptorow steroidowych

We wszystkich trzech zakladach patomorfologii receptory steroidowe ozna-
czano metoda immunohistochemiczng, przyjmujac takie same kryteria interpre-
tacji wynikow. Oznaczenia wykonywano z materialu pochodzacego ze skraw-
kéw parafinowych, a wynik podawano jako odsetek komorek, w ktdrych stwier-
dzono obecnos¢ receptoréw. Zgodnie z obowiazujacymi kryteriami, za wynik
dodatni uznawano stwierdzenie zabarwienia w co najmniej 10% komorek, nieza-
leznie od jego intensywnosci.

4.5.2.2. Metoda oznaczania ekspresji receptorow ERBB-1

Ekspresj¢ receptorow ERBB-1 oznaczono z materialu pochodzacego z 64
bloczkéw parafinowych uzyskanych od chorych operowanych w Regionalnym
Centrum Onkologii w Bydgoszczy. Badania zostaly wykonane w Instytucie
Patologii Uniwersytetu w Miunster, zgodnie z procedura opracowana przez ten
osrodek [160]. Pierwszy etap badania obejmowal utworzenie mikromacierzy
tkankowych TMA (tissue microarray) z badanych probek guzow piersi.
W drugim etapie przeprowadzano barwienie IHC z zastosowaniem przeciwcial
przeciw ERBB-1 (Ventate Clone 3C6). Stopien ekspresji receptorow oceniano
wg trzystopniowe] skali: calkowity brak ekspresji okreslano jako ,,07, reakcje
niecalkowitego wbudowywania si¢ przeciwcial lub ich wbudowanie si¢ w mniej
niz 10% komorek — jako ,,17, a calkowita reakcj¢ zwiazania przeciwcial w wig-
cej niz 10% komérek — jako stopien 2.
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4.5.2.3. Oznaczanie ekspresji receptoréw ERBB-2 (HER-2)

Oznaczenie ckspresji receptordéw ERBB-2 (HER-2) metoda IHC wykony-
wano w Zakladach Patologii Centrum Onkologii — Instytucie w Warszawie 1
Regionalnym Centrum Onkologii w Bydgoszczy. Stosowano przeciwciala poli-
klonalne c-ERBB-2 firmy DAKO (HercepTest). Stopien ekspresji receptorow
oceniano wg czterostopniowej skali okreslajace) stopien intensywnosci wybar-
wienia blon komdrkowych. Wynik ujemny oznaczal brak wybarwienia (stopien
0) lub zabarwienie oceniane jako (+), (stopien 1). Wybarwienie oceniane jako
(++) (stopien 2) to wynik slabo dodatni. Wynik dodatni, okreslajacy silng reak-
Cj¢ przejawiajaca si¢ wybarwieniem na (+++), odpowiadal stopniowi 3.

4.5.3. BADANIA MOLEKULARNE

Wszystkie badania molekularne byly wykonane w Pracowni Diagnostyki
Molekularnej Katedry Biotechnologii Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechno-
logii UG-AMG.

4.5.3.1. Izolacja DNA

Proces izolacji DNA z tkankowego fragmentu guza nowotworowego 1 z leu-
kocytow odbywal si¢ zgodnie ze standardowa procedura, przy uzyciu komercyj-
nie dostepnych zestawdéw do izolacji DNA firm QIAgen (QIAamp DNA Tissue
Kit — uzywany do izolacji DNA z fragmentéw guza) i Roche (whole blood spe-
cimen preparation kit —uzywany do izolacji DNA z krwi obwodowe;j).

Izolacja DNA z fragmentow guza skladala si¢ z kilku etapow. W pierwszym
z nich niewielki wycinek z guza poddawano dzialaniu proteinazy K powodujacej
liz¢g komorek, a nastgpnie otrzymany lizat nanoszono na minikolumny, gdzie
dochodzilo do zwigzania DNA z blong silikonowa. W kolejnym etapic DNA
poddawano procesom dalszego oczyszczania, a nastepnie przy uzyciu odpo-
wiednich odczynnikow eluowano wysokiej jakosci DNA. Po zakonczeniu tego
procesu DNA byt przechowywany w zamrazarce w temperaturze -20 °C.

Izolacji DNA z leukocytéw dokonywano stosujac podobna procedurs.
W pierwszym ctapie izolowano leukocyty z uzyskanej od badanych kobiet krwi
obwodowej, w kolejnym poddawano je procesowi lizy, uzyskujac DNA.
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4.5.3.2. llosciowe oznaczanie sredniej liczby kopii genéw (AGCN)
rodziny ERBB metoda ddPCR

W celu okreslenia zaburzen ilosciowych wystgpujacych w czterech genach
rodziny £RBB postugiwano si¢ zmodyfikowana technika podwojnie réznicowe;
reakcji lancuchowej polimerazy (double differential polimerase chain reaction —
ddPCR).

Typowa reakcja PCR prowadzaca do powielenia wybranego fragmentu cza-
steczki DNA odbywa si¢ w automatycznym termocyklerze 1 jest wielokrotnym
powtarzaniem trojetapowego cyklu, na ktory skladajq si¢ denaturacja, hybrydy-
zacja 1 synteza DNA. Znajdujacy si¢ w proboéwce dwuniciowy DNA jest
w pierwszym etapie procesu poddawany termicznej denaturacji, w wyniku ktorej
dochodzi do powstania dwdch jednoniciowych matryc. W drugim etapie nastg-
puje przylaczenie do matrycy dwoéch starterow bgdacych zsyntetyzowanymi
oligonukleotydami. Poniewaz startery musza przylaczy¢ si¢ do matrycy na obu
koncach namnazanego regionu, aby przygotowac odpowiednie nukleotydy ko-
nieczna jest znajomo$¢ skrajnych sekwencji matrycy. W trzecim etapie termo-
stabilna polimeraza syntetyzuje komplementarna ni¢ DNA. Podgrzewanie mie-
szaniny reakcyjnej do temperatury 90 °C powoduje oddzielenie si¢g nowych nici
od matrycowego DNA. Po ochlodzeniu i1 dodaniu starterow rozpoczyna sig ko-
lejny cykl syntezy DNA, a powstajaca ni¢ DNA jest wykorzystywana w kole;j-
nych cyklach jako matryca. W kazdym cyklu dochodzi do podwojenia jej ilosci
[28, 200, 257].

W zmodyfikowanej technice PCR, okreslanej jako metoda roznicowa (diffe-
rential PCR — dPCR) stosuje si¢ rownoczesng amplifikacj¢ badanego genu
1 fragmentu genu kontrolnego, referencyjnego, stanowiacego rodzaj wewngtrz-
nego standardu. Gen referencyjny powinien charakteryzowac si¢ znaczna, stabil-
noscia, wystgpowaé w ludzkim organizmie w pojedynczej liczbie kopii (np.
ludzkiej B-globiny, HBB) i pochodzi¢ z innego migjsca DNA tej samej komorki
[25]. Reakcja PCR zachodzi rownoczesnie w tym samym naczyniu reakcyjnym,
przy zastosowaniu dwoch par starteréw. W rdznicowej technice PCR mierzy si¢
stosunck liczby kopii badanego genu do liczby kopii genu referencyjnego. Wy-
nik podawany jest w postaci tzw. sredniej (dla badanej w probowce liczby ko-
morek) liczby kopii genu (AGCN). W normalnych komoérkach AGCN wynosi 1.
Z pewnym uproszczeniem, zmniejszenie stosunku ilosciowego obu produktow
dPCR oznacza delecjg, a zwigkszenie — amplifikacj¢. W ninigjszym badaniu
wykorzystano zmodyfikowana technik¢ dPCR, wprowadzajac drugi gen referen-
cyjny w celu uzyskania dokladniejszych wynikow ilosciowych. Metoda ta zosta-
la opracowana przez Brandta i wsp. [34, 35] i okreslona terminem ddPCR
(ryc. 9). W niniejszym badaniu jako gendéw referencyjnych uzyto genu HBB oraz
genu dysmutazy ponadtlenkowe] SOD2. W ocenie wartosci AGCN ERBB-2
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dodatkowo zastosowano zmodyfikowang technikg ddPCR, tzw. dddPCR (direct-
ddPCR) [257].

Podwdéjna réznicowa reakcja PCR (ddPCR)

£ -
O e e ¢ N N B e
- DNA - DNA
= E

AMPLIFIKACJA

LB

ELEKTROFOREZA

Ryc. 9. Schemat metody ddPCR
Fig. 9. Scheme of ddPCR

W kazdym oznaczeniu, w identycznych warunkach reakcyjnych, w jednej
probowce przeprowadzano amplifikacj¢ onkogenu razem z jednym genem refe-
rencyjnym, a w drugiej — stanowiacej kontrolg — powielano oba geny referencyj-
ne. Rownoczesna amplifikacja obu gendéw referencyjnych umozliwia kontrolo-
wanie 1 ewentualne wyeliminowanie blgddéw pomiarowych i stanowi rodzaj we-
wngetrznej kontroli jakosci. Zastosowana w badaniu technika ddPCR umozliwia
jednoczesna amplifikacj¢ czterech onkogenow ERBB w trakcie jednej reakeji
PCR.

W analizie produktéw ddPCR przede wszystkim okreslano stosunck ilosci
powstalych fragmentéw DNA obu gendw referencyjnych. Wartos¢ 1:1 swiadczy
o prawidlowo zaprojektowanym badaniu 1 stgzeniu starterow w reakcji oraz
zrownowazonym przebiegu reakcji PCR.
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Analize produktow ddPCR przeprowadzano za pomoca rozdzialu elektrofo-
retycznego z rozdzialem na zelu agarowym 1 analizy densytometrycznej (ryc. 9).
Wartos¢ AGCN wyraza si¢ w stosunku powierzchni 1 intensywnosci wybarwie-
nia prazka DNA odpowiadajacego fragmentowi badanego onkogenu do tego,
ktory odpowiada fragmentowi DNA genu referencyjnego (HBB). Ilos¢ produk-
tow ddPCR w zelu agarozowym okreslano stosujac system Quantity One.

Srednig liczbe kopii onkogenu w komérce wyraza stosunek intensywnosci
wybarwienia 1 powierzchni prazka DNA odpowiadajacego fragmentowi badane-
go onkogenu do powierzchni prazka DNA odpowiadajacego fragmentowi genu
referencyjnego. Prazki sa produktem ddPCR w zelu agarozowym. Ryc. 10
przedstawia przykladowe zdjecie zZelu agarozowego z charakterystycznym dla
onkogendéw ERBB obrazem prazkdw jako produktow reakceji ddPCR.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ryc. 10. Zdjecie zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym produktow ddPCR
Fig. 10. ddPCR results, the gel picture

sciezka M — marker wielkosci DNA
sciezki 1 — 5 — produkty ddPCR dla tkanki pochodzacej z nowotworu piersi
1 — gérny prazek — 3 globina (252 bp), dolny prazek — ERBB-1 (125 bp), delecja
2 — gorny prazek — 3 globina (252 bp), dolny prazek — ERBB-2 (132 bp), amplifikacja
3 — gorny prazek — B globina (252 bp), dolny prazek — ERBB-3 (154 bp)
4 — gorny prazek — 3 globina (252 bp), dolny prazek — ERBB-4 (156 bp)
5 — gorny prazek — B globina (252 bp), dolny prazek — sod2 (188 bp)
sciezki 6 — 10 — produkty dd PCR dla tkanki pochodzacej od zdrowej kobiety
6 — gérny prazek — 3 globina (252 bp), dolny prazek — ERBB-1 (125 bp),
7 — gérny prazek — 3 globina (252 bp), dolny prazek — ERBB-2 (132 bp),
8 — gorny prazek — B globina (252 bp), dolny prazek — FRBB-3 (154 bp)
9 — gbérny prazek — B globina (252 bp), dolny prazek — FRBB-4 (156 bp)
10 — gormy prazek — B globina (252 bp), dolny prazek — sod2 (188 bp)
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Do oceny amplifikacji i delecji badanych onkogenoéw stosowano przyjgte
wezesnie] przez Brandta 1 wsp. wartosci graniczne AGCN (cut-offs) [34, 35]
(tab. 8). Uzasadnieniem dla przyjgcia tych wartosci byly stwierdzone przez ww.
autoréw korelacje pomigdzy wartosciag AGCN dla ERBB-1, ERBB-2 i ERBB-3 a
wartoscig rokownicza amplifikacji lub delecji tych onkogendéw u chorych na
raka piersi [33].

Tab. 8 Wartosci graniczne AGCN dla oznaczanych onkogendéw
Tab. 8. AGCN cut off values for oncogenes

Onkogen Delecja Brak zaburzen . Amplifikacja
X Lack of abnormali- . )
Oncogen Delection fies Amplification
ERBB-1 <0,2 >0,2 < 1,6 > 1,6
ERBB-2-4 <04 >0,4 < 1,6 > 1,6

Startery uzyte do badania dla genow referencyjnych i trzech protoonkoge-
néw ERBB-1 — ERBB-3 zostaly zaprojektowane przez Brandta 1 wsp. [34, 35],
a dla genu FRBB-4 — przez Bielawskiego [28].

4.5.3.3. Oznaczanie polimorfizmu sekwencji powtérzonych (CA),
i utraty heterozygotycznosci (LOH) w genie ERBB-1

Polimorfizm sekwencji powtorzonych (CA), w genie FRBB-1 oznaczano za
pomoca standardowej metody PCR 1 elektroforezy kapilamej. Region genu
ERBB-1 zawierajacy fragment polimorficzny byl amplifikowany przy udziale
starterow znakowanych fluorescencyjnym zwigzkiem 6-FAM (6-karboksy-
fluoresceing). Nastgpnie produkty PCR byly poddawane rozdzialowi elektrofo-
retycznemu przy zastosowaniu systemu ABI PRISM 310. Wszystkie badania
PCR byly wykonywane co najmniej dwa razy. Polimorfizm oznaczano u cho-
rych na raka piersi oraz w grupie kontrolnej zdrowych kobiet.

Wykrywanie LOH opiera si¢ na poréwnywaniu ilosci produktu PCR dla
ERBB-1 otrzymanego dla DNA z guza i zdrowych komoérek (leukocytow) po-
chodzacych od tej samej chorej. W tym celu poréwnywano odczytane z elektro-
foregramow obszary szczytdw odpowiadajace badanym allelom w leukocytach
1 komérkach nowotworu. Wartosci LOH okreslano na postawie rownan zapro-
ponowanych przez Canziana [41], na podstawie wystandaryzowanych wczesniej
warunkow rozdzialu kapilarnego dla produktow PCR fragmentu genu ERBB-1
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znakowanych fluorescencyjnie 1 okreslonych tam wartosci odcigeia dla LOH
(cut-off). Utrata heterozygotycznosci byla wyliczana z rownania:

LOH = TzX NI/TI X Nz,

N; — obszar pod szczytem odpowiadajacy allelowi 1 w komdrkach nowo-

tworowych

N, — obszar pod szczytem odpowiadajacy allelowi 2 w komdrkach nowo-
tworowych

T, — obszar pod szczytem odpowiadajacy allelowi 1 w tkance niezmieniongj
Nnowotworowo

T, — obszar pod szczytem odpowiadajacy allelowi 2 w tkance niezmienio-
nej NOWOtWOrowo

W nini¢jszym badaniu do oceny zjawiska utraty heterozygotycznosci przyjeg-
to wartosci odcinajace wg pracy Canziana [41]; za utratg dlugiego allela przyjeto
wartosci LOH <0,6, a za utratg krotkiego allela — wartosci LOH >1,67.

4.5.4. METODY STATYSTYCZNE

Wszystkie dane dotyczace charakterystyki chorych 1 uzyskanych wynikow
zostaly zakodowane 1 wprowadzone do komputerowej bazy danych opracowangj
w programie Microsoft Excel.

W obliczeniach statystycznych poslugiwano si¢ programem statystycznym
Statistica dla Windows (Statsoft Co, wersja 6,0). Ewentualng zgodnos¢ rozkla-
déw wynikéw uzyskanych dla badanych parametréw z rozkladem normalnym
sprawdzono za pomoca testu Shapiro-Wilka.

W celu poréwnania wartosci AGCN 1 okreslenia r6znic pomiedzy badanymi
grupami postuzono si¢ testami U Manna-Whitney’a, H Kruskala-Wallisa 1 Wil-
coxona. Zaleznosci pomigdzy zmiennymi nieparametrycznymi badano testem
chi-kwadrat (y°) Pearsona, wprowadzajac dla malych liczebnosci oczekiwanych
(<10) poprawke Yatesa. Dla porownan, w ktorych liczebnosci oczekiwane wy-
nosity 0-5 uzywano testu Fishera, natomiast za pomoca testu Spearmana badano
korelacje pomigdzy analizowanymi cechami. Wartos¢ p wynoszaca <0,05 uzna-
wano za znamienng.

Prawdopodobienstwo przezycia obliczano metoda Kaplana-Meiera. Wplyw
badanych czynnikéw na czas przezycia calkowitego 1 wolnego od nawrotu cho-
roby oceniano w analizie jednoczynnikowej przy zastosowaniu testu log-rank,
a w analizie wieloczynnikowej — modelu Coxa.
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5. WYNIKI

5.1. Zaburzenia liczby kopii czterech
protoonkogenéw rodziny ERBB w raku piersi

5.1.1. ANALIZA WARTOSCI AGCN BADANYCH PROTOONKOGENOW
ERBB-1, ERBB-2, ERBB-3 | ERBB-4

Czestos¢ wystepowania zaburzen w postaci amplifikacji lub delecji w pro-
toonkogenach rodziny ERBB oznaczano stosujac metode ddPCR. Material do
badan genetycznych pochodzil ze $wiezo mrozonych fragmentéw guzow nowo-
tworowych uzyskanych od 225 chorych na raka piersi. U dwoch chorych nie
oznaczono warto$ci AGCN dla ERBB-1 z powodu zlej jakosci wyizolowanego
DNA.

Tabela 9 przedstawia opisowe dane dotyczace wartosci oznaczen AGCN
w badanej grupie chorych.

Tab. 9. Wartosci AGCN badanych onkogenow z rodziny ERBB
Tab. 9. ERBB 1 — 4 oncogenes AGCN values

AGCN ERBB-1 ERBB-2 ERBB-3 ERBB-4
(n=223) (n=1225) (n=1225) (n=1225)

Srednia wartosé 0.59 1,64 1.08 1,07

mean value

mediana / median 0,30 1,01 1,00 0,98

odchylenie stgndardowe 0.93 228 0.46 0.61

standard deviation

wartosc minimalna 0,01 0,24 0,28 0,10

minimum value

Wartpsc maksymalna 8.19 2548 47 3.92

maximum value

Najwyzsza srednig wartos¢ AGCN (1,64) obserwowano dla onkogenu
ERBB-2. Rowniez w te] grupic stwierdzono najwyzsza wartos¢ maksymalng
(25,48). Natomiast najnizsza srednia wartos¢ AGCN (0,59) dotyczyla onkogenu
ERBB-1, przy minimalnej wartosci 0,01.
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Rozklad wartosci AGCN (od 0 do powyzej 5) dla wszystkich badanych on-
kogenow przedstawiono na ryc. 11, na ktérej zastosowano istotne klinicznie

przedzialy wartosci AGCN zaproponowane przez Brandta i wsp. [34].
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Ryc. 11. Rozklad warto$ci AGCN dla onkogenéw rodziny ERBB

Fig. 11. AGCN values distribution in ERBB oncogenes

Najnizsze wartosci AGCN (<0,1) obserwowano jedynie dla onkogenu FRBB-/
1 dotyczyly one 34 chorych (15.2%); najwyzsze (>3) stwierdzono zaréwno w
ERBB-1, jak 1 ERBB-2; odpowiednio u 3 (1,3%) 19 (4,0%) chorych (tab. 10).

Tab. 10. Rozklad warto$ci AGCN dla onkogenéw rodziny ERBB

Tab. 10. AGCN values distribution in ERBB oncogenes

AGCN <0,1 0,1-0,4 >04-1,6 | >1,6-3,0 | >3,0-5,0 >5.0

ERBB-1 |34 152% | 100 | 448% | 79 | 354% | 4 | 1.8% [ 3 | 1.4% 1.4%
ERBB-2 | 0| 00% | 5 | 22% |162| 72.0% | 40 |17.8%| 9 | 4.0% 4,0%
ERBB3 | 0 | 00% | 4 1.8% | 200 | 88.9% | 20 | 89% | 1 | 0.4% 0,0%
ERBB4 | 0 | 00% | 16 | 7.1% |[176] 782% | 31 [13.8%] 2 | 0.9% 0,0%
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Wystepowanie amplifikacji 1 delecji dla ERBB-2, ERBB-3 1 ERBB-4 w ba-
danej grupie chorych oceniono zgodnie z przyjetymi kryteriami oceny stopnia
anomalii warto$ci AGCN protoonkogenow ERBB (,,Metody”, tab. 8) i przedsta-
wiono w tab. 11. W odniesieniu do ERBB-/ stwierdzono, ze Srednia wartosé
AGCN tego genu badana dla matrycy pochodzacej z leukocytow grupy kontrol-
nej jest niska 1 wynosi 0,6£0,13 (Srednia = SD). Na tej podstawie za wartos$¢
odcigcia dla amplifikacji przyjeto wartos¢ AGCN>1 (Srednia + 3SD) a wartos¢
AGCN dla delecji <0,2 (srednia — 3SD).

Tab. 11. Udzial anomalii ilo$ciowych w obrgbie onkogenéw rodziny ERBB
Tab. 11. Frequency of ERBB oncogenes’ abnormalities

Onkogen Delecje (%) Norma (%) Amplifikacje (%) Lacznie
Oncogen Deletions Normal level Amplifications Total
FERBB-1 69 (31) 120 (54) 34 (15) 223
ERBB-2 5(Q2) 162 (72) 58 (26) 225
FERBB-3 4(2) 198 (88) 23 (10) 225
FERBB-4 16 (7) 176 (78) 33 (15) 225
?gfjfie 94 (10.5) 656 (73) 148 (16,5) 898

Warto$ci AGCN dla ERBB-1: delecje 0,2, norma: 0,2-1,0, amplifikacje >1,0

Warto$ci AGCN dla pozostalych genéw ERBB: delecje <0.4, norma: 0,4—1,6, amplifika-
cje>1,6

ERBB-1 AGCN value: deletion <0.2, normal level: 0.2—1.0, amplification >1.0
ERBB-2-4 AGCN value: deletion <0.4, normal level: 0.4—1.6, amplification >1.6

We wszystkich 4 badanych onkogenach stwierdzono zaréwno amplifikacje,
jak 1 delecjg. Ogodlem wystepowanie zaburzen w obrgbie ocenianych onkogendw
stwierdzono w 242 badanych genach (27%), dotyczyly one 146 chorych (65%).
Odsetkowy udzial tych nieprawidlowosci byl r6zny dla poszczegoélnych gendw.

Amplifikacja dotyczyla najczescie) ERBB-2 (26%), a delecja — ERBB-1
1 ERBB-4; odpowiednio 31% i 7% chorych (ryc. 12). Lacznie amplifikacje wy-
kryto w 148 (16,5%), a delecje w 94 (10,5%) sposrod 898 badanych genow.
Najwigeej zaburzen dotyczylo genu ERBB-1 (46%), natomiast najmniej — genu
ERBB-3 (12%).
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Ryc. 12. Udzial anomalii ilosciowych w obrebie onkogendw rodziny ERBB
Fig. 12. Frequency of ERBB oncogenes’ abnormalities

Najczesciej obserwowane wartosci AGCN dla ERBB-1 byly zawarte w prze-
dziale 0,1 — 0.4.

Delecje tego genu stwierdzono u 69 chorych (31%) 1 byly to najczgsciej ob-
serwowane zaburzenia jednego genu. Amplifikacje EFRBB-1 obserwowano u 34
chorych (15%), z najwyzsza wartoscia AGCN w tej grupie wynoszaca 8,19.

Najwyzsza obserwowang w calej badanej grupie wartos¢ AGCN (25,48)
stwierdzono dla genu ERBB-2. Poza tym u 9 chorych (4%) obserwowano warto-
sci AGCN pomigdzy 3,0 a 5,0. Amplifikacj¢ tego genu stwierdzono ogdlem u 58
chorych (26%), co stanowi 39% amplifikacji w calej badanej grupic. Wartosci
AGCN genu ERBB-2 ponizej 0,4 (delecje) stwierdzono zaledwie u 5 chorych
(2%) 1 w zadnym przypadku wartos¢ ta nie byla nizsza od 0,1.

Gen ERBB-3 byl najbardziej stabilnym z badanej rodziny £FRBB. U 198 cho-
rych (88%) nie obserwowano w jego obrgbie zadnych zaburzen. Delecja wystg-
powala jedynie u 4 chorych (2%), przy czym w zZadnym przypadku wartos¢
AGCN nie byla nizsza od 0,1. Amplifikacj¢ w zakresie wartosci AGCN od 1,6
do 4,7 stwierdzono u 23 chorych (10%).

Podobnie jak dla onkogenu ERBB-3, dla ERBB-4 nie stwierdzono wartosci
AGCN, ponizej 0,1 1 powyzej 5,0. Delecj¢ onkogenu FRBB-4 wykryto w u 16
chorych (7%), a amplifikacj¢ u 33 (15%). U wigkszosci chorych z amplifikacja
wartos¢ AGCN wynosila od 1,6 do 3,0, jedynie u dwoch byla wyzsza od 3.0.
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Sposrod 146 chorych z amplifikacja lub delecja u 76 (34%) dotyczyla ona
tylko jednego onkogenu (zmiany pojedyncze), natomiast u pozostalych 70 cho-
rych (31%) byly to tzw. zmiany zlozone, zlokalizowane w co najmniej dwoch
genach.

5.1.2. ANALIZA ZMIAN POJEDYNCZYCH

Zmiany pojedyncze w 91% dotyczyly onkogenéw ERBB-1 1 ERBB-2. Do-
minujacym zjawiskiem byla delecja, ktora stwierdzono lacznie u 45 chorych
(59%) (tab. 12). Zaburzenie to najczescie) wystgpowalo w KFRBB-1 (41 chorych).
Wartos¢ ta stanowila 54% wszystkich zmian. Amplifikacj¢ stwierdzono u 31
chorych (41%), najczgsciej w ERBB-2 —u 11 chorych (14%).

Tab. 12. Rozklad zmian pojedynczych onkogenéw ERBB-1
Tab. 12. Single ERBB oncogenes 'abnormalities distribution

ERBB-1 ERBB-2 ERBB-3 ERBB-4 Eacznie
() (n) (n) (n) Total
n (%)
Amplifikacja
Amplification 16 11 1 3 31 (41
Delecja
Deletion 41 1 1 2 45 (59)
Lacznie
Total >7 12 2 5 76 (100)

5.1.3. ANALIZA ZMIAN ZLOZONYCH

Zmiany zlozone dotyczyly 70 chorych w tym u 49 chorych (70%) obejmo-
waly one 2 onkogeny u 16 chorych (23%) — 3 onkogeny, a u 5 (7%) — wszystkie
4 geny rodziny ERBB. U chorych ze zmianami zlozonymi dominowal ten sam
charakter zaburzen; wylaczne amplifikacje stwierdzono u 37 chorych (53%),
delecje u 13 (19%), a zmiany mieszane (delecja 1 amplifikacja) — u 20 (28%; tab.
13).

W zaburzeniach zlozonych najczgstszy byl udzial genu ERBB-1, a najrzad-
szy — ERBB-3 (odpowiednio 46 1 32 chorych).
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Tab. 13. Rozklad zaburzen zlozonych
Tab. 13. Complex ERBB abnormalities

ERBB-1 ERBB-2 ERBB-3 ERBB-4 I}\;Zfsz:rh;}?fsh
Amplifikacje / Amplifications

amp amp amp amp 2
amp amp amp 2
amp amp amp 4
amp amp amp 6
amp amp 7
amp amp 6
amp amp 1
amp amp 1
amp amp 8

Wylacznie amplifikacje / Amplifications only 37 (53%)
Delecje / Deletions 13
del del del del 1
del del del 1
del del 1
del del 1
del del 1
del del 8

Wylacznie delecje / Deletions only 13 (18%)
Zmiany mieszane / Mixed abnormalities 20
del amp amp amp 2
del amp amp 3
del amp 5
del amp 3
del amp 3
amp del 1
amp del 1
amp del 2

s e ek 20 07
Lacznie / Total 70
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5.2. Wzajemne zaleznos$ci pomiedzy zaburzeniami
w badanych genach rodziny ERBB

Stwierdzono, ze wartosci AGCN dla poszczegolnych onkogendéw byly
w stosunku do siebie zalezne, zwlaszcza w odniesieniu do FRBB-2 1 ERBB-3,
ERBB-21 ERBB-4 oraz ERBB-3 1 ERBB-4 (tab. 14).

Tab. 14. Zalezno$¢ pomiedzy wartosciami AGCN onkogenéw ERBB (wg testu korelacji
Spearmana)

Tab. 14. Correlation between ERBB oncogenes AGCN values (Spearman rank orvder

correlation test)

Rs p
ERBB-11ERBB-2 0,27 0,000036
ERBB-11 ERBB-3 0,14 0,03
ERBB-11FERBB-4 0,26 0,000074
ERBB-21 ERBB-3 0,44 0,0000001
ERBB-21 ERBB-4 0,5 0,0000001
ERBB-3 1 ERBB-4 0,39 0,0000001

Rgs— wspoétezynnik korelacji
Rg— correlation ratio

Zaleznos¢ pomigdzy AGCN dla poszczegolnych par onkogenéw ERBB byla
szczegoblnie silna w podgrupie chorych z obecnoscia przerzutow do pachowych
weztow chlonnych, w ktérej dotyczyla ona wszystkich par badanych genéw (dla
pary ERBB-1 1 ERBB-4 byla to wartos¢ graniczna). W grupie chorych z cecha
NO nie stwierdzono znamiennej zaleznosci dla pary ERBB-1 1 ERBB-3 (tab. 15).

Podobnych zaleznosci nie wykazano w odniesieniu do pozostalych cech
nowotworu: zaawansowania guza pierwotnego, typu histologicznego, stopnia
zroznicowania i stanu receptorow steroidowych.



5. Wyniki 53

Tab. 15. Zalezno$¢ pomiedzy wartoscig AGCN onkogenéw FRBB w grupie chorych bez
przerzutow (NO) 1 z przerzutami (N+) do pachowych wezléw chlonnych (wg
testu korelacji Spearmana)

Tab. 15. Relationship between ERBB oncogenes and AGCN values by nodal status
(Spearman rank order correlation test)

Cecha NO Cecha N(+)
NO status N(+) status
R, P Rs P
ERBB-11FERBB-2 0,27 0,0027 0,28 0,004
ERBB-11ERBB-3 0,1 0,27 0,25 0,01
ERBB-11FERBB-4 0,33 0,00025 0,2 0,053
ERBB-21 ERBB-3 0,36 0,000083 0,54 0,0000001
ERBB-21ERBB-4 0,36 0,000076 0,64 0,0000001
ERBB-31ERBB-4 0,33 0,00025 0,52 0,0000001

5.3. Ekspresja receptorow ERBB-1 i ERBB-2
i jej zwigzek z liczba kopii genéw

U czgscei chorych, poza okresleniem zaburzen genetycznych metoda ddPCR
oznaczono takze ekspresj¢ receptorow ERBB-1 i ERBB-2 metoda IHC. Oceng
ckspresji receptora ERBB-1 przeprowadzono u 63 chorych. U 5 z nich nie udalo
si¢ oceni¢ badania z powodu zlej jakosci probek. Ekspresje ERBB-1 stwierdzo-
no u 10 chorych (17%), w tym u dwoch slaba; u obu tych chorych wystgpowala
réwniez amplifikacja genu FRBB-1 (tab. 16). U pozostalych 8 chorych z ekspre-
sja ERBB-1 nie stwierdzono przypadkow amplifikacji, natomiast u 5 wykryto
delecje.

Tab. 16. Zalezno$¢ pomigdzy ekspresja receptorow ERBB-1 oznaczong metoda THC
a liczbg kopii genu
Tab. 16. Relationship between ERBB-1 expression assessed by IHC and ERBB-1 AGCN

value
Wynik ILiczba chorych Warto$¢ AGCN Liczba ghorygh Liczba chqrych
HC Number of pt. dla ERBB-1 z amplifikacjg z delecjg
IHC un; ir5(;; PB | ERBB-1 AGCN | Number of pts with |  Number of pts
score values amplifications with deletions
0 48 (83%) 0,59+0,97 2 29
+ 2 (3%) 6,44+2 47 2 0
++ 4 (7%) 0,27+0,18 0 3
+++ 4 (7%) 0,61+0,63 0 2
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Nie stwierdzono takze wystepowania zaleznosci pomigedzy ekspresja tego
receptora a wartoscig AGCN dla innych genoéw rodziny ERBB (tab. 17).

Tab. 17. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja ERBB-1 a wartoscia AGCN gendéw ERBB (test
Spearmana)
Tab. 17. Relationship between ERBB-1 expression and ERBB-1-4 AGCN values

Liczba chorych Rs D
Number of pts
ERBB-11 ERBB-1 58 0,11 0,41
ERBB-11 ERBB-2 58 0,11 0,40
ERBB-11 ERBB-3 58 0,17 0,20
ERBB-11 ERBB-4 58 0,20 0,13

Ekspresj¢ receptoréw ERBB-2 metoda IHC oceniono u 176 chorych. U 32
z nich (18%), stwierdzono silng ekspresje tego receptora (wynik +++), a u 34
(19%) — posrednia (++). Wsrdd chorych, u ktorych stwierdzono ekspresje recep-
tora ERBB-2 oceniong na (+++) i (++), amplifikacj¢ ERBB-2 stwierdzono od-
powiednio u 13 (41%) 1 14 chorych (42%; tab. 18).

Tab. 18. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg receptorow ERBB-2 oznaczong metoda [HC a

liczba kopii genu
Tab. 18. Relationship between ERBB-2 expression assessed by IHC and ERBB-2 AGCN
values
Wynik Liczba chorych Sredntia1 warto$¢ AGCN Llczbal_cff_llgry_ch
IHC [HC Number of pts a ERBB-2 2 ampikacid
_ ERBB-2 AGCN Number of pts
score n=177 . . .
mean values with amplification
0 64 (36%) 1,09 9 (14%)
+ 47 (27%) 1,31 11 (23%)
++ 34 (19%) 2,07 14 (42%)
+++ 32 (18%) 2,87 13 (41%)
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Wyrazng zgodnos¢ obu metod stwierdzono takze w grupie chorych, dla kto-
rych wynik testu IHC byl yjemny (,,0” lub ,+7). Srednia warto$¢ AGCN dla
ERBB-2 w tej grupie wynosila 1,23 1 byla wyzsza od 1,6 (najnizszej granicznej
wartosci przyjetej za amplifikacje) jedynie u 9 chorych (14%) sposrod 64
zujemnym wynikiem IHC i u 9 sposréd 47 chorych (19%) z wynikiem IHC (+).

Ekspresja receptorow ERBB-2 byla silnie zwigzana z wartoscia AGCN dla
genu ERBB-2 (p=0,0003; ryc. 13).
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Ryc. 13. Zaleznos¢ pomiedzy warto$cia AGCN ERBB-2 a stopniem ekspresji receptoréw
ERBB-2
Fig. 13. Relationship between ERBB-2 AGCN value and ERBB-2 receptor expression

5.4. Polimorfizm sekwencji powtérzonych (CA),
w genie ERBB-1 oraz utrata heterozygotycznosci
(LOH) w jego obrebie

Polimorfizm sekwencji powtorzonych (CA), w pierwszym intronie genu
ERBB-1 oznaczono u 197 kobiet chorych na raka piersi oraz u 180 zdrowych
kobiet stanowigcych grupe kontrolna. Wystepowanie polimorfizmu stwierdzono
zardwno wsrod kobiet zdrowych, jak 1 chorych. Zakres zmiennosci dla calej
badanej grupy wynosil od 9 do 23 powtorzen CA (tab. 19). W obu grupach naj-
czestszy byl udzial alleli zawierajacych 16 powtdrzen, ktdry stanowil 41% alleli
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w grupie chorych 1 42,5% alleli w grupie kontrolnej. Allele zawierajace 18 1 20
powtorzen stanowily kolejne pod wzglgdem czgstosci wystepowania podgrupy —
odpowiednio 21% 1 19,5% w grupie chorych na raka piersi i 21% 1 18% dla ko-
biet zdrowych.

Tab. 19. Rozktad powtérzen CA w grupie chorych i grupie kontrolne;j
Tab. 19. Distribution of ERBB-1 repeated sequences CA in breast cancer patients and

control group
Liczba Grupa chorych Grupa kntrolna
powtorzen Breast cancer patients Control group
Number Liczba alleli o Liczba alleli o
of CA repeats Number of allele % Number of allele %
9CA 1 0.3 0 0,0
14 CA 2 0,5 2 0.6
15 CA 4 1.0 4 1.0
16 CA 160 40,6 153 42,5
17 CA 28 7.2 28 7.8
18 CA 82 20,8 76 21,1
19 CA 10 2.5 6 1.7
20 CA 77 19,5 64 17,8
21 CA 25 6.3 26 7.2
22 CA 3 0.8 1 0.3
23 CA 2 0,5 0 0,0
Lacznie / Total 394 100 360 100

Allele skrajne, zawierajace 9 1 23 powtorzen, stanowily zaledwie 0,8%
wszystkich alleli 1 wystepowaly jedynie wsrod kobiet chorych. Udzial homozy-
got wsrod kobiet chorych 1 zdrowych wynosil odpowiednio 44 (22%) 1 62 (34%;
p=0,009). W obu populacjach najczgscie] wystgpowal allel zawierajacy 16 po-
wtorzen (odpowiednio 66% 1 55% u kobiet chorych i zdrowych). Natomiast
wsrod kobiet chorych nie wystgpowal w ogole allel zawierajacy 17 powtorzen,
ktory stanowil 16% wszystkich alleli w grupie kobiet zdrowych (tab. 20; ryc.14)
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Tab. 20. Kombinacja alleli wéréd homozy got
Tab. 20. Allele combination among homozygotes

Kombinacja alleli Grupa chorych Grupa kontrolna
(liczba powtorzen CA) Breast cancer patients Control group
Allele combination Liczba % Liczba .
(CA repeats numbers) Number 0 Number ’
15/15 0 0,0 1 2
16/16 29 66 34 55
17/17 0 0,0 10 16
18/18 6 14 7 11
19/19 1 2 0 0,0
20/20 8 18 10 16
Laczna liczba homozygot 44 100 62 100
Total number of homozygotes
100% 1|
90% -
80% -
70% -
sy D Het t
0 eterozygoty
30 Heterozygotes
40% -
30% - O Homozygoty
20% - Homozygotes
10%
0%
Grupa chorych / Grupa kontrolna /
Breast cancer Control group
patients

Ryc. 14. Czesto$¢ wystgpowania homo- 1 heterozygot w grupie kobiet chorych i w grupie
kontrolnej
Fig. 14. Frequency of homo- and heterozygotes in breast cancer patients and control group

W obu grupach kobiet wsrod heterozygot najezgstsze byly kombinacje zawiera-
jace 161 18, 16 1 20, 16 1 21 oraz 18 1 20 powtdrzen CA. Stanowily one 64%
wszystkich kombinacji wystgpujacych w grupie chorych i 81,5% w grupie zdro-
wych. W obu populacjach dominowaly uklady, w ktdrych jeden z alleli zawieral 16
powtorzen, (odpowiednio 54% wsérdd kobiet chorych 1 54% wsrod kobiet zdro-
wych); (tab. 21). W obu badanych grupach stwierdzono 32 diploidalne genotypy.
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Tab. 21. Kombinacja alleli ERBB-1 wérdd heterozy got
Tab. 21. ERBB-1 allele combination among heterozygotes

Kombinacja alleli ERBB-1 Grupa chorych Grupa kontrolna
(liczba powtorzen CA) Breast cancer patients Control group
ERBB-1 allele combination Liczba % Liczba o
(CA repeats numbers) Number Number
9/16 1 0,7 0 0,0
14/18 0 0,0 1 0,8
14/19 0 0,0 0 0,0
14720 2 1,3 0 0,0
14721 0 0,0 1 0,8
15/16 2 1,3 0 0,0
15/17 0 0,0 0 0,0
15/18 0 0,0 1 0,8
15/19 0 0,0 1 0,8
15720 2 1,3 0 0,0
15721 0 0,0 0 0,0
16/17 10 6,5 1 0,8
16/18 38 24,8 39 33,1
16/19 3 2.0 1 0,8
16/20 32 20,9 27 229
16/21 13 8.5 16 13,6
16/22 2 1,3 1 0,8
16/23 1 0,7 0 0,0
17/18 10 6,5 1 0,8
17/19 1 0,7 1 0,8
17/20 4 2.6 1 0,8
17/21 2 1,3 4 3,4
17/23 1 0,7 0 0,0
18/19 1 0,7 1 0,8
18/20 15 9.8 14 11,9
18/21 6 3,9 5 4,2
19/20 3 2.0 2 1,7
20721 3 2.0 0 0,0
21722 1 0,7 0 0,0
Lacznie / Total 153 100,0 118 100,0




5. Wyniki 59

W zaleznosci od liczby powtorzen CA wszystkie analizowane allele genu
ERBB-1 pochodzace zarowno od kobiet chorych, jak i zdrowych zostaly podzie-
lone na dwie grupy. Pierwsza z nich stanowily allele dlugie, zawierajace wigcej
niz 18 powtorzen CA, a drugg — allele krotkie, o liczbie powtérzen do 18. W obu
poréwnywanych grupach przewazaly allele krétkie, stanowiace 70% badanych
probek.

Uklad alleli w badanych genach mogl zawiera¢ 3 mozliwosci; 2 allele krot-
kie (kk), 2 dlugie (dd) i — w przypadku heterozygot — allel krotki 1 dlugi (kd). W
badanym materiale w obu grupach dominowaly homozygoty o kroétkich allelach
(49% alleli w grupie kobiet chorych i 53% w grupie kontrolnej). Najrzadziej
obserwowano kombinacj¢ dwéch dlugich alleli; w grupie kontrolnej 1 w grupie
chorych ich udzial wynosil odpowiednio 8 1 7%.

Utrate heterozygotycznosci (LOH), okreslona przez pordwnanie alleli
ERBB-1 oznaczonych w materiale pochodzacym ze 153 heterozygotycznych
guzéw nowotworowych 1 leukocytow tych samych chorych, stwierdzono u 42
sposrod 153 badanych kobiet (27%).

Zjawisko heterozygotycznosci wiaze si¢ z utrata krotkiego lub dlugiego alle-
la. Utrate dlugiego allela, ktéra odpowiadala wartosci LOH <0,6, obserwowano
u 5% chorych a utrate allela krotkiego, odpowiadajaca wartosci LOH >1,67 —u
22%.

Sposrod 197 chorych, u ktorych oceniono polimorfizm sekwencji powtorzo-
nych (CA)n w pierwszym intronie genu ERBB-1, u 58 okreslono réwniez eks-
presje receptora ERBB-1. W tej podgrupie zbadano zalezno$¢ pomigdzy dlugo-
scig alleli a wystgpowaniem zjawiska ckspresji ERBB-1 (tab. 22). Nie stwier-
dzono istnienia zalezno$ci pomigdzy tymi cechami (p=0,56).

Tab. 22. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja receptora ERBB-1 a polimorfizmem mikrosateli-

tarnym
Tab. 22. Relationship between ERBB-1 receptor expression and microsatellite polymor-
phism
Ekspresja ERBB-1 kk (%) kd (%) dd (%) Lacznie
ERBB-1 expression 58 sl 1 Total
0 19 (42) 22 (49) 4(9) 45
1-3 () 5(6) 4 (44) 0 () 9
Lacznie / Total 24 26 4 54

ss — 2 short allele, sl — short and long allele, Il — 2 long allele
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U 48 chorych sprawdzono, czy ckspresja receptora ERBB-1 ma zwigzek
z utrata heterozygotycznosci (tab. 23). Ekspresje stwierdzono u 40 chorych,
z ¢zego u nieco ponad polowy towarzyszyla jej LOH (p = 0,24).

Tab. 23. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja receptora ERBB-1 a utratg heterozygotycznosci
Tab. 23. Relationship between ERBB-1 receptor expression and loss of heterozygosity

Ekspresja ERBB-1 Brak LOH (%) LO (%) Lacznie
ERBB-1 expression No LOH ’ Total
0 2 (25) 6 (75) 8
1-3(+) 19 (48) 21 (52) 40
Lacznie
Total 21 27 48

5.5. Zaleznos$¢ pomiedzy parametrami molekularnymi
a cechami histoklinicznymi nowotworu

5.5.1. ZALEZNOSC POMIEDZY WYSTEPOWANIEM ANOMALII
ILOSCIOWYCH W PROTOONKOGENACH RODZINY ERBB A
CECHAMI HISTOKLINICZNYMI NOWOTWORU

Oznaczone wartosci AGCN dla poszczegolnych onkogendéw rodziny ERBB
oceniono w zaleznosci od wybranych cech histoklinicznych nowotworu, takich jak
wielkos$¢ guza, przerzuty do pachowych wezlow chlonnych, typ histologiczny i
stopien zréznicowania guza, oraz obecnos¢ receptorow steroidowych (tab. 24).

W przypadku ERBB-1 sposrdd cech guza jedynie obecnosé receptordw pro-
gesteronowych byla zwiagzana z wartoscia AGCN. U chorych z dodatnimi recep-
torami progesteronowymi warto$¢ AGCN dla ZRBB-/ byla znamiennie wyZsza
niz u chorych z yjemnymi receptorami (p = 0,03). Ponadto u chorych z przerzu-
tami do pachowych wezlow chlonnych wartos¢ AGCN dla ERBB-/ byla gra-
nicznie wyzsza (p = 0,06) w porownaniu do chorych bez przerzutow Nie obser-
wowano natomiast zadnych zaleznosci pomiedzy wartoscia AGCN dla ERBB-2
a badanymi cechami histoklinicznymi nowotworu.

W odniesieniu do onkogenu £RBB-3 stwierdzono jedynie zaleznos¢ pomie-
dzy wartoscia AGCN a stopniem zréznicowania guza; wyzszemu stopniowi
zréznicowania guza (G1-2) odpowiadala wyzsza wartos¢ AGCN.
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Najwigcej zaleznoscei stwierdzono dla onkogenu KFRBB-4. Dotyczyly one wiel-
kosci guza, obecnosci przerzutow do pachowych wezlow chlonnych oraz stopnia
zroznicowania. Wyzsza wartos¢ AGCN dla ERBB-4 byla zwigzana z nickorzystny-
mi cechami rokowniczymi, takimi jak wyzsze zaawansowanie guza (13, T4; p =
0,001) 1 obecnos¢ przerzutow do pachowych wezlow chlonnych (p = 0,004). Wyz-
sza wartos¢ AGCN onkogenu FRBB-4 zwigzana byla jednak réwnoczesnie z wyz-
szym stopniem zroznicowania (G 1-2) nowotworu (p = 0,002).

Tab. 24. Zalezno$¢ pomiedzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a liczbg
kopii genéw
Tab. 24. Relationship between ERBB genes AGCN values and clinicopathological variables

Cecha Liczba Mediana wartosci AGCN
histokliniczna chorych AGCN median values
Clinicopathological | Number
variable of pts ERBB-1 | ERBB-2 ERBB-3 ERBB-4
Cecha T / T stage
T1-2 153 0,3 1 1 0,91
13-4 70 0,29 1,04 0,98 1,02
p=091 | p=0,65 p=0,14 | p=0,001
Cecha N/ N stage
NO 116 0,27 1 1 0,9
N1-2 106 0,37 1,04 0,99 1,0
p=0,06 | p=0,37 p=0,16 | p=0,004
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy 154 0,3 1,04 1 1
ductal
zrazikowy 38 0,37 1,04 0,99 0,95
lobular
p=086 | p=0,16 p =086 p=0,17
St. zréznicowania
Grade
G122 68 0,33 1,19 1,02 1,14
G3 71 0,31 1,03 1,0 0,96
p=042 | p=0,24 p=0,01 | p=0,002
Receptory steroid.
Hormone receptor status
ER(+) 104 0,3 1,03 1 0,99
ER(=) 120 0,3 1,0 1,0 0,96
p=0,52 | p=0.,86 p=041 p=097
PgR(+) 104 0,37 1,02 1 0,98
PgR(-) 120 0,27 1,0 1,01 0,97
p=0,03 | p=0;3 p=0,09 p=037
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Uwzgledniajac przyjete w niniejszej pracy wartosci graniczne dla oceny za-
burzen onkogenow, zbadano zwiazek pomigdzy wystgpowaniem amplifikacji
lub delecji a wybranymi parametrami klinicznymi 1 histopatologicznymi dla
kazdego z czterech protoonkogendw.

5.5.1.1. Zaburzenia onkogenu ERBB-1

Najczgstsza anomalia onkogenu ERBB-1 byla delecja, ktorg stwierdzono u
69 chorych (31%). Delecja wystgpowala czesciej wsrdd chorych bez przerzutdw
do pachowych wezléw chlonnych niz u chorych z przerzutami — odpowiednio 44
(39%) 1 25 chorych (25,5%), (p = 0,03; tab. 25). Delecja w tym genie byla takze
granicznie zwigzana z brakiem receptorow progesteronowych w komorkach
nowotworowych. Stwierdzono ja u 44 chorych (38%) z ujemnymi receptorami
progesteronowymi i u 25 chorych (26%) z dodatnimi (p = 0,06). Takiej zalezno-
$ci nie obserwowano w odniesieniu do receptoréw estrogenowych.
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Tab. 25. Zalezno$¢ pomiedzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a delecja
genu FRBB-1
Tab. 25. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-1 gene deletion

Liczba chorych z delecja
ERBB-1
Cecha histokliniczna Liczba chorych Number of pts with
Clinicopathological variable Number of pts ERBB-1 deletion
AGCN 0,2
Cecha T / T stage
T1-T2 144 49 (34%)
T3-T4 66 20 (30%)
p=0,59
Cecha N/ N stage
NO 113 44 (39%)
NI1-2 98 25 (25,5%)
p=10,03
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy
ductal 144 42 (29%)
zrazikowy
lobular 37 12 (32%)
p=0,69
Stopien zréZnicowania
Grade
G1-2 62 17 (27%)
G3 67 21 (31%)
p=0,62
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status
ER (+) 101 32 (32%)
ER () 111 37 (33%)
p=0,79
PgR (+) 96 25 (26%)
PgR (-) 116 44 (38%)
p =0,06

Amplifikacj¢ genu ERBB-1 stwierdzono u 36 chorych, stanowila ona 34%
wszystkich zaburzen tego genu 1 nie miala zwiazku z zadnymi cechami histokli-
nicznymi nowotworu (tab. 26).
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Tab. 26. Zalezno$¢ pomiedzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am-

plifikacjgq genu ERBB-1

Tab. 26. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-1 gene amplifi-

cation

Liczba chorych z amplifikacjg

Liczba ERBB-1
Cecha histokliniczna chorych Number of pts with ERBB-1
Clinicopathological variable Number amplification
of pis AGCN 0,2

Cecha T / T stage
T1-T2 103 24 (23%)
T3-T4 48 9 (19%)
p=0,53

Cecha N/ N stage
NO 72 14 (19%)
N1-2 79 20 (25%)
p=0,38

Typ histologiczny

Histological type

rzewodo
e 108 24 (22%)
zrazikowy
lobular 26 > (19%)
p=0,77
Stopien zréznicowania
Grade
G1-2 49 12 (24%)
G3 50 12 (24%)
p=0,95
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status

ER (+) 82 20 (24%)
ER () 71 14 (20%)
p=0,48
PgR (+) 75 16 (21%)
PgR () 78 18 (23%)
p=0,79

5.5.1.2. Zaburzenia onkogenu ERBB-2

Nie obserwowano zadnych zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem zaburzen
genu ERBB-2 a jakakolwiek sposrdd badanych cech histoklinicznych (tab. 27).
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Tab. 27. Zalezno$¢ pomiedzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am-
plifikacja genu ERBB-2
Tab. 27. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-2 gene amplification

Liczba chorych z amplifikacjq
Liczba FERBB-2
Cecha histokliniczna chorych Number of pts with ERBB-2
Clinicopathological variable Number amplification
of pis AGCN >1.6
Cecha T / T stage
T1-T2 147 37 (25%)
T3-T4 70 19 (27%)
p=0,75
Cecha N/ N stage
NO 114 27 (24%)
N1-2 104 31 (30%)
p=0,3
Stopien zréZnicowania
Grade
G1-=2 151 45 (30%)
G3 37 8 (22%)
p=032
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy
ductal 66 25 (38%)
zrazikowy
lobular 70 20 (29%)
p=0,25
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status
ER (+) 102 26 (25,5%)
ER () 117 31 (26,5%)
p=0285
PgR (+) 102 29 (28%)
PgR (=) 117 28 (24%)
p=0,44

5.5.1.3. Zaburzenia onkogenu ERBB-3

Wystepowanie amplifikacji genu £ZRBB-3 bylo zwigzane z brakiem przerzu-
téw do pachowych wgzlow chlonnych (p=0,02) i wysokim (G1-G2) zréznico-
waniem histologicznym nowotworu (p=0,03; tab. 28).
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Amplifikacja tego genu wystepowala blisko trzykrotnie czesciej wsrod cho-
rych bez przerzutow do pachowych wezlow chlonnych w poréwnaniu do chorych
z przerzutami; (odpowiednio u 15% 1 5,6%). Amplifikacja FRBB-3 byla takze
trzykrotnie czestsza w guzach G1-2 niz w G3 (odpowiednio 17,6% 1 5,6%).

Tab. 28. Zalezno$¢ pomiedzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am-
plifikacjq genu FRBB-3
Tab. 28. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-3 gene amplifi-

cation
Liczba chorych z amplifikacjg
Liczba ERBB-3
Cecha histokliniczna chorych Number of pts with
Clinicopathological variable Number ERBB-3 amplification
o/ pis AGCN 21,6
Cecha T / T stage
T1-T2 147 16 (11%)
T3-T4 70 5(0%)
p=0,39
Cecha N/ N stage
NO 112 17 (15%)
NI1-2 106 6 (6%)
p=10,02
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy
ductal 151 16 (11%)
zrazikowy
lobular 37 4 (11%)
p=0,95
St. zréznicowania
Grade
G1-2 68 12 (18%)
G3 71 4 (6%)
p=10,03
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status
ER (+) 103 10 (10%)
ER (-) 117 12 (10 %)
p=0.,89
PgR (+) 103 2 (2%)
PgR (-) 117 10 (8,5%)
p=0,44
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5.5.1.4. Zaburzenia onkogenu ERBB-4

Amplifikacja genu ERBB-4 byla dwukrotnie czgstsza w guzach o niskim
(G1-2) stopniu zréznicowania niz o wyzszym (G3) stopniu zréznicowania (od-
powiednio 29% i1 15%; p=0,047; tab. 29). Nie stwierdzono natomiast zwigzku
amplifikacji FRBB-4 z wiclkoscia guza, przerzutami do pachowych wegztow
chlonnych i stanem receptordw steroidowych.

Tab. 29. Zalezno$¢ pomiedzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am-
plifikacja genu ERBB-4
Tab. 29. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-3 gene amplification

Liczba Liczba chorych z amplifikacja FRBB-4

Cecha histokliniczna chorych | Number of pts with ERBB-4 amplification
Clinicopathological variable | Number of
pis AGCN=1.6
Cecha T / T stage
T1-2 141 19 (13,5%)
13-4 66 14 (21%)
p=0,15
Cecha N/ N stage
NO 108 15(14)
NI1-2 100 18 (18%)
p=0,42
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy
ductal 145 28 (19%)
zrazikowy
lobular 33 3 (%)
p=0,21
St. zréznicowania
Grade
G1-2 65 19 (30%)
G3 67 10 (1,5%)
p = 0,047
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status
ER (+) 96 16 (17%)
ER (-) 112 17 (15%)
p=0,76
PgR (+) 98 19 (19%)
PgR (-) 110 14 (13%)

p=0,18
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5.5.2. ZALEZNOSG POMIEDZY EKSPRESJA RECEPTOROW
ERBB-1 | ERBB-2 A CECHAMI HISTOKLINICZNYMI

U wszystkich chorych z nadekspresja receptora ERBB-1 zarowno receptory es-
trogenowe, jak 1 progesteronowe byly ujemne. Nadekspresja wystgpowala takze
znamiennie czgsciej w bardziej zaawansowanych (T3-4) guzach, (p=0,027) i u cho-
rych z przerzutami do pachowych wezlow chlonnych, przy czym ta ostatnia zalez-
nos¢ nie byla znamienna (p=0,06). Nie obserwowano zadnych zalezno$ci w odnie-
sieniu do innych analizowanych czynnikow histoklinicznych (tab. 30).

Tab. 30. Zalezno$¢ pomigdzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a nad-
ekspresja receptora ERBB-1
Tab. 30. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-1 receptor expression

Liczba cho- | Liczba chorych z nadekspre-

Cecha histokliniczna rych sjia ERBB-1
Clinicopathological vriable Number of | Number of pts with ERBB-1
pls expression
Cecha T / T stage
T1-2 50 6 (12%)
13-4 5 3 (60%)
p =0,027
Cecha N/ N stage
NO 30 2 (7%)
NI1-2 24 7 (29%)
p=0,06
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy
ductal 40 8 (20%)
zraziko
lobulaV:y 8 0 (0%)
p=0,32
Stopien zréZnicowania
Grade
G1-2 21 1 (5%)
G3 13 2 (15%)
p=0,54
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status
ER(+) 23 0 (0%)
ER(-) 35 10 (29%)
p = 0,007
PR(+) 28 0 (0%)
PgR (-) 30 10 (33%)

p = 0,002
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Sposrod 58 chorych, u ktérych oceniono ekspresjc ERBB-1, u 55 okreslono
takze ekspresjc ERBB-2. Stwierdzono wystgpowanie odwrotnej zaleznosci po-
miedzy nadekspresja obu tych receptorow (p=0,0001). Nadekspresi¢ ERBB-1
stwierdzono u 10 chorych, we wszystkich wypadkach bez nadekspresji ERBB-2.

Tab. 31. Zalezno$¢ pomigdzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a nad-

ekspresja receptora ERBB-2

Tab. 31. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-2 receptor over-

expression

Liczba chorych z nadekspresja

Liczba
Cecha histokliniczna chorych ERBB-2
Clinicopathological variable Number of THC 44+
Number of pts with ERBB-1
pis expression
Cecha T / T stage
T1-2 109 22 (20%)
13-4 33 10 (30%)
p=0,9
Cecha N/ N stage
NO 84 20 (24%)
NI1-2 58 12 (21%)
p=0,7
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy
ductal 93 25 (27%)
zrazikowy
lobular 28 > (18%)
p=10,05
Stopien zréZznicowania G
Grade
G1-2 33 4 (12%)
G3 48 15 (31%)
p=0,06
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status
ER (+) 64 9 (14%)
ER (-) 80 23 (29%)
p=10,02
PgR (+) 65 10 (15%)
PgR (-) 79 22 (28%)

p = 0,06
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W analizie zaleznosci pomigdzy ckspresja receptorow ERBB-2 a poszcze-
g6lnymi czynnikami histoklinicznymi nowotworu uwzgledniono wylacznie silng
ckspresj¢ (IHC+++). Wylaczono grupe 34 chorych o posredniej ekspresji recep-
tora ERBB-2. Nadekspresja receptorow ERBB-2 znacznie czgscie] wystgpowala
w raku przewodowym i w guzach z ujemnymi receptorami estrogenowymi niz w
raku zrazikowym i u chorych z dodatnimi receptorami estrogenowymi (p odpo-
wiednio 0,051 0,02; tab. 31). Nadekspresja ERBB-2 zwiazana byla takze z bra-
kiem receptorow progesteronowych, aczkolwiek roéznica ta nie byla znamienna
(p=0,06). Podobnie, nadekspresja ERBB-2 wigzala si¢ granicznie z nizszym
(G3) stopniem zréznicowania histologicznego (p=0,06).

5.5.3. ZALEZNOSC POMIEDZY UTRATA HETEROZYGOTYCZNOSCI
(LOH) A OKRESLONYMI CECHAMI HISTOKLINICZNYMI

Poslugujac si¢ testem chi-kwadrat przeprowadzono analizg zaleznosci po-
miedzy wystgpowaniem LOH a najistotniejszymi cechami histoklinicznymi
nowotworu (tab. 32). Jedyna znamienna zaleznoscia byla czgstsza utrata hetero-
zygotycznosci w obrebie genu ERBB-/ u chorych z ujemnymi receptorami es-
trogenowymi (p=0,05). LOH wystepowala takze czesciej w bardziej zaawanso-
wanych guzach piersi (u chorych z guzami w stopniu T1-2 i T3-4 — u odpo-
wiednio 26% 1 34% chorych). Ta zaleznos¢ okazala si¢ bliska wartosci zna-
miennej, kiedy srednice guza przyjeto jako zmienng ciagla. Mediana srednicy
guza w grupie chorych, u ktérych stwierdzono LOH wynosila 2,85 cm w po-
réwnaniu do 2,15 ¢cm u chorych, u ktorych nie obserwowano tej cechy (p=0,07).
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Tab. 32. Zalezno$¢ pomigdzy okreslonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a utratg
heterozy gotycznosci (LOH) w genie ERBB-1
Tab. 32. Relationship between clinicopathological variables and LOH in ERBB-1 gene

Liczba
Cecha histokliniczna chorych Liczba chorych z LOH
Clinicopathological variable Number of | Number of pts with LOH
pis
Cecha T / T stage
T1-2 112 29 (26%)
T34 38 13 (34%)
p=0,32
Cecha N/ N stage
NO 83 22 (26,5%)
NI1-2 67 19 (28%)
p=0,8
Typ histologiczny
Histological type
przewodowy
ductal 103 29 (28%)
zrazikowy
lobular 26 4 (15%)
p=0,18
St. zréznicowania
Grade
G1-2 46 10 (22%)
G3 49 16 (33%)
p=0,23
Receptory steroidowe
Hormonal receptor status
ER (+) 66 13 (20%)
ER () 86 29 (34%)
p=10,05
PgR (+) 70 19 (27%)
PgR (-) 82 23 (28%)
p=0,9

W nastepnym etapie przeanalizowano zalezno$¢ pomig¢dzy utrata krotkiego
lub dlugiego allela a wybranymi cechami histoklinicznymi.

Grupa chorych, u ktorych stwierdzono utratg dlugiego allela charakteryzo-
wala si¢ wigksza srednica guza i brakiem receptorow estrogenowych, jednak
obie te roznice nie byly znamienne, najpewniej z powodu niewielkiej liczebnosci
badanych grup (tab. 33).
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Tab. 33. Zalezno$¢ pomigedzy wybranymi cechami klinicznymi a utratg krétkiego lub
dhugiego allela

Tab. 33. Relationship between between clinicopathological features and loss of short or long

allele

Brak LOL Utra,ta gllela Utrata.allela
No LOH krétkiego dhugiego
Loss of shorter allele | Loss of longer allele
ER (+) 53 12 1
ER () 58 22 6
Med?ana sredmcy guza 2,15cm 2,67 cm 3.5cm
Median tumor diameter

5.6. Wstepna ocena rokowniczego znaczenia
zaburzen molekularnych wystepujacych w
genach rodziny ERBB i ekspresji receptoréw
ERBB-1 i ERBB-2

Obserwacje chorych dla celéw obecnego badania zakonczono 10.08.2005.
Mediana czasu obserwacji wynosita 37 miesigcy. W tym okresie u 40 chorych
(18%) doszlo do wznowy nowotworu, a 24 chore zmarty z tego powodu. Naj-
czestsza przyczyng niepowodzenia leczenia byly przerzuty do narzadéw miaz-
szowych (27 chorych; tab. 34). Jedna chora zmarla z powodu niewydolnosci
nerek, bez cech rozsiewu nowotworu.

Tab. 34. Przyczyny niepowodzenia leczenia
Tab. 34. Reasons of treatment failure

Przyczyny niepowodzenia Liczba chorych (%)
Reasons of treatment failure Number of pts
Przetrwaly nowotwor 52.2)
Persistent cancer
Wznowa miejscowa / Local failure 62.7)
Przerzuty wylacznie do kosci
Bone matastases only 5(2,2)
Przerzuty uogoélnione (w tym migzszowe)
Distant metastases (visceral) 27 (12)
Nowotwér drugie] piersi
Contralateral breast cancer 2 (0,8)
Niezalezny, drugi nowotwor
Second neoplasm 1(0,4)
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5.6.1. WYNIKI LECZENIA W ZALEZNOSCI OD CECH
HISTOKLINICZNYCH

Pomimo krotkiego okresu obserwacji podjgto probg okreslenia prawdopo-
dobienstwa przezycia catkowitego OS (overall survival) 1 niepowodzenia lecze-
nia DFS (disease free survival) w zaleznosci od najistotniejszych cech histokli-
nicznych i parametrow molekularnych ocenianych w pracy. Zaréwno OS, jak
1 DFS byly zalezne od cech pT i pN (ryc. 15-18). Ponadto, sposrod 15 zgonow
wsrdd chorych, u ktorych oceniono cechg G, az 12 dotyczylo chorych z guzem o
niskim stopniu zréznicowania (G3). Zaleznos¢ ta nie byla jednak znamienna
(p=0,08; ryc.19). Ryzyko wystapienia nawrotu choroby bylo rowniez najwyzsze
w grupie chorych z cecha G3, a réznica pomigdzy grupami z cecha G2 1 G3 byla
znamienna (p=0,04; ryc. 20).
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Ryc. 20. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawrotu w zaleznosci od cechy G
Fig. 20. Probability of DFS according to G stage

Nie stwierdzono znamiennych réznic w czasie przezycia calkowitego 1 wol-
nego od wznowy w zaleznosci od ekspresji receptoréw steroidowych, aczkol-
wiek wznowy nowotworu wystgpowaly czesciej u chorych z receptorami ujem-
nymi (20% u chorych z ujemnymi receptorami estrogenowymi i 21% z ujemny-
mi receptorami progesteronowymi, w porownaniu do odpowiednio 15%1 13% u
chorych z receptorami dodatnimi.

5.6.2. WYNIKI LECZENIA W ZALEZNOSCI OD ZABURZEN
MOLEKULARNYCH

5.6.2.1. Zaburzenia genu ERBB-1 i receptora ERBB-1

Sposrod 40 chorych, u ktorych doszlo do postepu choroby, u 23 (58%)
stwierdzono zaburzenia genu ERBB-1 w komorkach nowotworowych. Ryzyko
wystapienia wznowy bylo znamiennie wyzsze wsrod chorych z amplifikacja
tego genu. Obserwowano ja wsrdd 11 chorych (31%) z amplifikacja, u 12 (18%)
z delecja 1 u 17 chorych (14%) bez zadnych zaburzen w obrgbic ERBB-/
(p=0,03; ryc. 21).
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genu FRBB-1

Fig. 21. Probability of DFS according to ERBB-1 gene abnormality

Podobnie, sposrdd 24 chorych, ktdre zmarly z powodu postepu nowotworu, u
63% stwierdzono delecje lub amplifikacj¢ genu FRBB-1. Wystgpowanie amplifika-
cji tego genu wigzalo si¢ ze zwigkszonym ryzykiem zgonu (p=0,02; ryc. 22, 23).
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Ekspresj¢ receptora ERBB-1 stwierdzono jedynie u 8 sposrod 56 chorych, u
ktérych wykonano to badanie. Do wznowy nowotworu doszlo u 2 chorych (4%)
bez ekspresji ERBB-11u 2 (25%) z ekspresja (p=0,04; ryc. 24).
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Ryc. 24. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawotu w zaleznosci od ekspres;ji
receptora ERBB-1
Fig. 24. Probability of DFS according to ERBB-1 receptor expression

Wystepowanie homo- lub heterozygot genu K£RBB-I nie mialo wplywu na
ryzyko nawrotu choroby, podobnie jak utrata heterozygotycznosci, niezaleznie
od tego, czy utracony zostal allel dlugi (LOH<O0,6), czy krotki (LOH>1,67).
Natomiast ryzyko to bylo wyzsze w grupie chorych, u ktoérych wystgpowaly dwa
allele krotsze (do 18 powtdrzen CA) w porownaniu z chorymi, u ktérych stwier-
dzono kombinacje¢ allela krotkiego 1 dlugiego. Wznowe stwierdzono u 22 cho-
rych (23%) z krotkimi allelami 1 u 12 chorych (14%) z mieszanymi (tab. 35, ryc.
25). Réznica ta nie byla znamienna (p=0,16).
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Tab. 35. Czgstos¢ wystepowania wznéw w zaleznoscei od kombinacii alleli w genie ERBB-1
Tab. 35. Relationship between treatment failure and ERBB-1 allle combinations

1 0,
Kombinacja alleli Liczba chorych (%) Liezba:ehargeh i L)
L Number of pts with treatment

Allele combination Number of pts .

failure
kk / ss 96 (49) 22 (23)
kd / s/ 85 (43) 12 (14)
dd/ 16 (8) 1(6)
Lacznie / Total 187 (100) 35(19)

k — krétki; d — dlugi allel
s — short, I — long allele
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Fig. 25. Probability of DFS according to ERBB-1 gene allele combination

5.6.2.2. Zaburzenia genu ERBB-2 i receptora ERBB-2

Sposrod 40 chorych, u ktérych doszlo do wznowy nowotworu, u 12 (30%)
wystgpowaly zaburzenia genu ERBB-I(u jednej chorej stwierdzono delecje, u

wszystkich pozostalych — amplifikacje) (ryc. 26).



Rye.

Fig.

Prawdopodobienstwo przezycia / Overal survival

genu FRBB-2

26. Probability of DFS according to ERBB-2 gene abnormality

5. Wyniki 81
=
e
g
2 L00q —=——x=
3 [P
[
=)
% 0,75 - |_|—‘_I_I_
2
)
= 0,50
Q
>
N
[}
N
0,25
o
£
w2
S
2 0,00
© T T T T T
g 0 20 40 60 80
&
"g - Miesigee / Month
2 Delecje Norma
& Amplifikacje

26. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawrotu w zaleznosci od zaburzen

1,00 \—‘—ﬁ:'=h_=
L
0,75 -
0,50 -
0,25
0,00 -
T ' ! : N
0 20 40 60 o0
Delecje Norma Miesiace / Month
Amplifikacje

Ryc. 27. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznoscei od zaburzen genu ERBB-2
ig. 27. Probability of OS according ERBB-2 gene abnormality

Fig
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Amplifikacja FRBB-2 nic miala zwiazku z ryzykiem zgonu z powodu poste-
pu choroby. Do zgonu doszlo u szesciu chorych (16%), u ktorych stwierdzono
amplifikacjg 1 u 18 (15%), u ktérych nie obserwowano zadnych zaburzen.
W grupie 68 chorych z delecja nie zanotowano zgondw (ryc. 27).

Sposrod 32 chorych, u ktorych stwierdzono nadekspresj¢ receptora ERBB-2,
do wznowy doszlo u 9 (28%), podczas gdy w 112 osobowej grupie bez ekspresji
zmarlo 17 chorych (15%); r6znica ta nie byla znamienna (ryc. 28).
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Ryc. 28. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawrotu w zaleznosci od ekspres;ji
ERBB-2
Fig. 28. Probability of DFS accordineg to ERBB-2 receptor expression

Z nickorzystnym wplywem na przezycie byla natomiast zwiazana nadeks-
presja receptora ERBB-2. W tej grupie do zgonu w okresie obserwacji doszlo u
22% chorych, podczas gdy w grupie chorych bez ekspresji — u 7% chorych
(p=0,022; ryc. 29).
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Ryc. 29. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznosci od ekspresji receptora ERBB-2
Fig. 29. Probability of OS according ERBB-2 receptor expression

5.6.2.3. Zaburzenia genéw ERBB-3 i ERBB-4

Zaburzenia wystepujace w pozostalych genach rodziny EFRBB nie byly zwia-
zane ze zwickszonym prawdopodobicnistwem wznowy lub zgonu aczkolwiek, w
odniesieniu do genu ERBB-3 sposrod 24 chorych, ktore zmarly z powodu postepu
choroby nowotworowej, u 23 nie stwierdzono jego zaburzen (ryc. 30).
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Ryc. 30. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznoscei od zaburzen genu ERBB-3
Fig. 30. Probability of OS according ERBB-3 gene abnormality

Nie stwierdzono rowniez zwigkszenia takiego ryzyka u chorych z wigeej niz
jednym zaburzeniem (tzw. zmiany zlozone), niczaleznie od tego, czy byly to
tylko delecje, tylko amplifikacje, czy tez zmiany mieszane.

5.6.2.4. Analiza wieloczynnikowa

Wszystkie badane czynniki histokliniczne 1 molekularne mogace mieé
wplyw na czas przezycia bez objawow nawrotu raka piersi 1 czas przezycia cal-
kowitego poddano analizie wicloczynnikowej przy uzyciu modelu Coxa.
Stwierdzono, ze w odniesieniu do czasu wolnego od nawrotu nowotworu nieza-
leznymi czynnikami rokowniczymi byly cechy zwiazane z jego miejscowym
zaawansowaniem — cecha T4 1 N2, a takze amplifikacja genu ERBB-1 (tab. 36;
rvc. 31).
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Tab. 36. Analiza wieloczynnikowa ryzyka nawrotu raka piersi — model koncowy
Tab. 36. Multivariate analysis of cancer reccurence
: Wspolezynnik 95% zakres ufnosci
Zmienna
; ryzyka 95% confidence P
Variable _ _
Hazard ratio interval
T4 2,6 (1,22 -5,6) 0,013
N2 3.1 (1,46 -6,7) 0,003
Amplifikacja ERBB-1
ERBB-1 amplification 1.3 (1.04-1.7) 0,02
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Ryc. 31. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawrotu w zaleznosci od amplifi-
kacji genu FRBB-1
Fig. 31. Probability of DFS according to ERBB-1 gene amplification

Natomiast w odniesieniu do czasu przezycia calkowitego niezaleznymi
czynnikami rokowniczymi byly wylacznie cechy zwiazane z guzem: T4, N2 i

G3 (tab. 47).
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Tab. 40. Analiza wieloczynnikowa catkowitego przezycia — model koncowy

Tab. 40. Multivariate analysis of OS

Zmienna Wspoélezynnik ryzyka 95% zakres ufnosci

Variable Hazard ratio 95% confidence interval P
T4 3,01 (1,17-7,76) 0,022
N2 4.4 (1,72 -11,0) 0,002
G3 2.8 (1,22-6,7) 0,015
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6. OMOWIENIE WYNIKOW

6.1. Charakterystyka badanej grupy

Grupa chorych na raka piersi obj¢ta ninigjszym badaniem wydaje si¢ by¢
typowa dla polskiej populacji zaréwno pod wzgledem cech demograficznych,
jak 1 klinicznych. Wyrazem wzrastajacego wraz z wiekiem ryzyka zachorowania
na ten nowotwoér byl wigkszy udzial chorych po menopauzie (68%) 1 srednia
wieku wynoszaca 56 lat. Stosunkowo wysoki odsetek (35%) stanowily chore na
mi¢jscowo zaawansowanego raka piersi (guz T3 1 T4 i cecha N2, niezaleznie od
wielkosci guza). W krajach wysoko rozwinigtych, w ktérych wigkszos$¢ kobiet
powyzej 50. lat objeta jest badaniami przesiewowymi, zaawansowany rak piersi
stanowi okolo 5% ogolu zachorowan [175].

Najczgstszym nowotworem piersi (okolo 80% ogoélu chorych) jest nacieka-
jacy rak przewodowy [175]. W badanej grupie odsetek ten byl nieco nizszy
1 wynosit 69%, przy wickszym udziale raka zrazikowego, ktory jest drugim co
do czgstosci wystgpowania rakiem piersi. Wsrod chorych z rakiem przewodo-
wym u 46% nowotwoér byl niskozroznicowany (G3), a u 31% — sredniozrdzni-
cowany (G2). W niniejszym materiale obecnos¢ jednego z receptorow steroido-
wych stwierdzono u 57% badanych, a obu — u 34%. Te wartosci sa nieco nizsze
od podawanych w pismiennictwie 1 najpewniej potwierdzaja tez¢ o koniecznosci
standaryzacji metody oznaczania receptordéw. Istnieje rowniez prawdopodobien-
stwo niedoszacowania ekspresji ER z powodu mozliwej utraty receptora w pro-
cesie utrwalania materiatu [7]. Z kolei ekspresja receptora ERBB-2 w komor-
kach nowotworu w badanej grupie chorych (silna i watpliwa odpowiednio u 18
1 19% badanych) odpowiada podawanemu w pismiennictwie w zakresie od 13
do 40% chorych [15, 23, 62, 90, 176].

Z¢ wzglgdu na duzy udzial przypadkdéw miejscowo zaawansowanego raka,
u 32% chorych leczenie rozpoczg¢to od chemio- lub hormonoterapii. BCT jako
pierwsz leczenie przeprowadzono u 13% ogotu operowanych chorych i u 3% po
leczeniu indukcyjnym. W polskich osrodkach onkologicznych nadal dominujaca
forma leczenia operacyjnego raka piersi jest amputacja, podczas gdy swiatowym
standardem juz od lat sg operacje oszczgdzajace narzad [125, 176, 207, 236].

6.2. Zaburzenia liczby kopii czterech
protoonkogenéw rodziny ERBB

Zgodnie z zalozonymi celami badania w jego pierwszym etapie podjgto pro-
b¢ oceny zaburzen genetycznych we wszystkich czterech onkogenach rodziny
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ERBB. Dotychczasowe badania dotyczyly na ogoél zaburzen w poszczegdlnych
genach tej rodziny, natomiast piSmiennictwo dotyczace ich zbiorczej analizy jest
nieliczne. Dotyczy to nie tylko raka piersi, ale 1 innych nowotwordw [25, 27, 33,
220].

Uwaza sig, ze u podloza wigkszosci mechanizmow transformacji nowotwo-
rowej znajduja si¢ zmiany w materiale genetycznym komorki, obejmujace naj-
cz¢sciej amplifikacj¢ okreslonych sekwencji DNA. Dzigki zastosowaniu nowo-
czesnych metod biologii molekularnej w wigkszosci nowotwordéw potwierdzono
obecno$¢ amplifikacji okreslonych onkogendéw, np. c-myc w raku piersi i raku
pluca, N-myc w nerczaku plodowym oraz w drobnokomoérkowym raku pluca,
a FRBB-1 w raku piersi, glejaku mozgu 1 raku przelyku [137, 148, 153, 187,
203]. Proby wytlumaczenia zjawiska wystepowania amplifikacji prawie wylacz-
nic w komoérkach nowotworowych 1 utraty przez nie stabilnosci genetycznej
podjat si¢ Hamlin [97]. Opisal on model opicrajacy si¢ na spostrzezeniu, 7z¢ w
zdrowych komoérkach utworzenie przerw w DNA na skutek replikacji czy re-
kombinagcji jednoniciowych fragmentéw DNA powoduje wstrzymanie jego dal-
szej replikacji do czasu naprawy uszkodzen. Funkcje regulacyjna spelnia wow-
czas, m.in. bialko p53. Gdy jest ono uszkodzone, proces replikacji trwa jednak
nadal, pomimo p¢knigcia jednej z nici DNA. Moze wowczas doj$¢ do powstania
dwuniciowego, calkowitego pgknigcia chromosoméw 1 generowania wielu aber-
racji chromosomowych, w tym amplifikacji.

W niniejszej pracy, przy zastosowaniu techniki ddPCR oceniono jako$¢
1 ilo$¢ zaburzen genetycznych wystgpujacych w badanych onkogenach rodziny
ERBB. Stwierdzono duza czgsto$¢ wystgpowania zarowno amplifikacji, jak
1 delecji — dotyczyly one lacznie 65% wszystkich badanych chorych. Wartos¢ ta
jest porownywalna do podanej przez Brandta i wsp. [34], ale znacznie wyzsza
od uzyskanej przez Biclawskiego [28]. Uwzgledniajac graniczne wartosci
AGCN przyjgte w ninigjszej pracy, zbadano zwiazek pomigdzy wystepowaniem
zaburzen liczby kopii czterech gendéw z rodziny ERBB a wybranymi cechami
histoklinicznymi nowotworu. Sprawdzono takze, czy istnicje taka zaleznos¢ dla
nadekspresji receptorow ERBB-1 1 ERBB-2.

ERBB-1 okazal si¢ najbardziej niestabilnym z badanych gendéw. U blisko
polowy chorych (46%) stwierdzono anomalie, z ktdrych najczestsze byly delecje
(31% badanych). Wartos¢ ta jest identyczna z uzyskana przez Biclawskiego [28]
w pracy obejmujacej 173 chorych na raka piersi pochodzacych z Niemiec 1 wyz-
sza niz w materiale Brandta 1 wsp. (19%) [34]. Obaj autorzy jako delecje £RBB-
1 przyjeli AGCN <04, ktéra wezesniej zostala wyznaczona przez Brandta 1 wsp.
[34, 240] w pracy oceniajacej czgstos¢ aberracji zachodzacych w FRBB-1, -21 -3
1 ich klinicznych implikacji. Autorzy ci wykazali ponadto, ze wartos¢ AGCN <04
zwiazana byla ze znamiennie krétszym okresem przezycia wolnym od wznowy
w poréwnaniu do chorych, u ktérych warto$¢ ta byla wyzsza. Natomiast w ni-
niejszej pracy za punkt odcig¢cia uznano wartos¢ AGCN <0.2. Bylo to spowodo-
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wane odmiennym w poréwnaniu z innymi genami zachowaniem si¢ genu £FRBB-1
w procesie amplifikacji przeprowadzanej podczas standaryzacji metody. Stwier-
dzono, ze srednia wartos¢ AGCN tego genu badana dla matrycy pochodzacej
z leukocytow grupy kontrolnej jest niska (0,6+0,13). Na tej podstawie za ampli-
fikacj¢ przyjeto wartos¢ AGCN >1, a za delecj¢ — wartos¢ AGCN <0,2.

Zaburzenia AGCN genu ERBB-1 opisywane sa rowniez w innych nowotwo-
rach, w tym guzach chromochlonnych i rakach tarczycy [220], ale tam znacznie
czestsza jest amplifikacja. Wystepuje ona migdzy innymi w raku pgcherza mo-
czowego [87], rakach regionu glowy 1 szyi [193] 1 guzach osrodkowego ukladu
nerwowego [68, 202]. Udzial zarowno delecji, jak 1 amplifikacji jest r6zny w
réznych doniesieniach 1 waha si¢ w granicach od 3 do 59%. W rakach piersi
amplifikacja ERBB-1 wyst¢puje dosy¢ rzadko — w granicach 1,7 — 14% [28, 191,
235]. Podobnie, przy zastosowaniu hybrydyzacji metoda Southern blor [211],
udzial amplifikacji wynosil 2 [207]. W niniejszej pracy amplifikacja ERBB-/
dotyczyla 15% badanych chorych, przy przyjeciu za punkt odcigcia wartosci
AGCN >1. Zblizong wartos¢ (20%) otrzymal Brandt [34], przy punkcie odcigcia
AGCN >1.,6.

W przypadku ERRBB-I zalezno$¢ pomigdzy wartoscia AGCN a cechami
guza stwierdzono jedynie w odniesieniu do obecnosci receptordw progestero-
nowych 1 przerzutow do regionalnych wezlow chlonnych (tab. 24, 25). Mediana
wartosci AGCN byla wyzsza u chorych z dodatnimi receptorami progesterono-
wymi w porownaniu z chorymi o ujemnych receptorach PgR (p=0,03), a liczba
delecji (najczgstszych zaburzen w obrgbie tego onkogenu) byla najwigksza
wsrod chorych z ujemnymi receptorami progesteronowymi (p=0,06). Spostrze-
zenie dotyczace zwigkszonego odsetka delecji w grupie chorych z ujemnymi
receptorami progesteronowymi nie znajduje potwierdzenia w innych publika-
cjach. W pracy Biclawskiego [28], odwrotnie niz w nini¢jszym badaniu stwier-
dzono, ze wartosci AGCN dla ujemnych receptoréw steroidowych byly wyzsze
niz dla dodatnich. Natomiast Brandt 1 wsp. [35, 36], stosujac rowniez metode
ddPCR, nie obserwowali zadnej zaleznosci pomigdzy zaburzeniami ERBB-I
a stanem receptorow steroidowych.

Delecje obserwowano znamiennie czg¢sciej wsrod chorych bez przerzutow
do pachowych wegzlow chlonnych niz u chorych z przerzutami (p=0,03). Media-
na wartosci AGCN byla wyzsza (aczkolwiek nieznamiennie) rowniez w grupie
chorych z przerzutami do pachowych wezlow chlonnych (p=0,06), co moze
mie¢ zwigzek z mniej korzystnym rokowaniem w tej grupie. Tego typu obser-
wagji ni¢ znaleziono w dostgpnym pismiennictwie. W pracy Brandta i wsp. [35]
nie znaleziono Zadnych zaleznosci pomigdzy wartoscia AGCN ERBB-1 a takimi
cechami, jak stan wezldw chlonnych i ekspresja receptoréw steroidowych.

Wigkszo$¢ prac dotyczacych zaleznosci pomigdzy nieprawidlowosciami ge-
néw rodziny ERBB a cechami histoklinicznymi nowotworu opiera si¢ na ocenie
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ckspresji receptorow, a nie zaburzen kodujacych je genow. Uwaza sig, 7z w
przeciwienstwie do innych receptoréw ERBB, nadekspresja ERBB-1 najczesciej
nie jest wynikiem amplifikacji genu, ale jest regulowana przede wszystkim na
poziomie transkrypeji [82, 227, 250]. W badaniach tych autorzy najczgsciej ob-
serwowali silniejsza ekspresj¢ receptorow estrogenowych 1 — rzadziej — proge-
steronowych wsrdd chorych bez ekspresji receptora ERBB-1 [20, 57, 151, 166,
201]. Podobnie, jedyna zaleznoscia pomigdzy ekspresja receptoréw a stanem
receptorow hormonalnych, jaka stwierdzil Lodge 1 wsp. [137], byl odwrotny
zwiazek pomigdzy nadekspresja ERBB-1 a obecnoscia obu receptorow stero-
idowych. Te wyniki sa zgodne z obserwacjami zawartymi w ninigjszej pracy.
Stwierdzono, ze u wszystkich chorych z nadekspresja receptorow ERBB-1, re-
ceptory steroidowe, zardwno estrogenowe, jak i progesteronowe byly ujemne i
zaleznosci te byly znamienne (tab. 30). Doniesienia na ten temat nie sa jednak
zgodne; w kilku pracach nie obserwowano zadnej zaleznosci pomiedzy wzajem-
na ekspresja tych biatek [21, 107].

W ninigjszym materiale stwierdzono takze, ze nadekspresja ERBB-1 wyste-
powala czgsciej u chorych z przerzutami do regionalnych weztow chlonnych, niz
u chorych bez przerzutéw, ale roznica ta nie byla znamienna (p=0,06). Taka
zaleznos¢ stosunkowo czgsto obserwowano w innych badaniach [20, 31, 201].
Podobnie, w badaniu Beckmanna i wsp. [21] wykazano, ze nadekspresja ERBB-
1 wiazala si¢ nie tylko ze stanem wegzlow chlonnych, ale takze z wielkoscia guza
1 stopniem jego zroznicowania. Te dane potwierdzily wyniki wezesniejszej me-
taanalizy, opublikowanej w 1992 roku i obejmujacej 40 badan [117]. Wynikalo z
niej, ze nadekspresja ERBB-1 jest zwiazana z ancuploidia komorek, wysokim
stopniem zlosliwosci nowotworu 1 jego niskim zréznicowaniem. Potwierdzaja to
takze badania Lodge i wsp. [137]. Interesujace jest doniesienie Toveya, ktory
wykazal znamienng (p=0,024) zalezno$¢ pomigdzy nadekspresja ERBB-1
a wzrostem indeksu proliferacji ocenianym znakowana bromodezoksyurydyna
(bromodeoxyuridine labelling index — BLI) [229]. W doniesieniu tym prawdo-
podobienstwo 10-letniego przezycia chorych z wysokim i prawidlowym indek-
sem BLI wynosily odpowiednio 35% 1 60%.

Zaburzenia genu £FRBB-1 sa przez wigkszo$¢ autorow uznawane za nieko-
rzystny czynnik rokowniczy. W pracy Brandta i wsp. [35] chore z wartoscia
AGCN ponizej 0.4, mialy znamiennie krotszy okres do nawrotu nowotworu niz
chore z wartoscia wyzsza od 0,4. W pozniejszej pracy ci sami autorzy wykazali,
ze nie tylko obnizenie wartosci AGCN, ale rowniez jej podwyzszenie odpowia-
dajace amplifikacji, jest nickorzystnym czynnikiem rokowniczym [36]. Takze
nadekspresja ERBB-1 i/lub amplifikacja £RBB-/ maja zwiazek z czgstszymi
nawrotami choroby, skroceniem czasu przezycia 1 gorsza odpowiedzig na lecze-
nie [8, 19, 137, 153]. W badaniu Buccia 1 wsp. [37] prawdopodobienstwo
S-letniego przezycia bez nawrotu nowotworu u chorych z nadekspresja ERBB-1
w porownaniu do chorych z brakiem ekspresji tego receptora wynosilo odpo-
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wiednio 61% 1 84%. Roznica ta byla szczegdlnie duza u chorych z przerzutami
do pachowych wezlow chlonnych. W tej grupie wykazano réwniez krétszy czas
przezycia calkowitego w przypadkach nadekspresji ERBB-1 [228].

W niniejszym materiale, pomimo stosunkowo krotkiego okresu obserwacji,
wykazano, ze zaburzenia liczby kopii genu ERBB-/ zwiazane sa ze¢ zwigkszo-
nym ryzykiem niepowodzenia leczenia. Zaleznos¢ pomiedzy zaburzeniami genu
ERBB-1 i/lub ckspresja kodowanych bialek a cechami histoklinicznymi guza
byla jednak niepewna. Jednoczesnie silnag zalezno$¢ pomigdzy amplifikacja tego
genu a skrdceniem czasu wolnego od wznowy potwierdzono w analizie wielo-
czynnikowej. Wydaje si¢ zatem, ze uszkodzenia tego genu stanowia niezalezny
czynnik rokowniczy.

Wyniki wielu badan wskazuja, ze do amplifikacji onkogenu £RBB-2 docho-
dzi u okolo 20-40% chorych na raka piersi [62, 95, 112, 128, 158, 208]. W me-
taanalizie przeprowadzonej przez Revillona i wsp. [189] warto$¢ ta zawarta byla
w szerokim przedziale od 5 do 55%. Amplifikacja tego genu prowadzi w wigk-
szosci przypadkow do nadekspresji kodowanego przez niego receptora, odpo-
wiedzialnego za powstanie wielu nowotworow, w tym raka piersi [198], jajnika
[209, 240], pluca [101, 243], zoladka [254] i tarczycy [220]. Cecha ta jest réw-
niez czynnikiem pogarszajacym rokowanie w raku piersi [196, 208].

W niniejszym badaniu amplifikacje FRBB-2 stwierdzono u 26% chorych,
przy czy wartosci AGCN wyzsze od 3 znaleziono az w 18 guzach (8%), w tym
w polowie przypadkow — powyzej 5. Dane te sq zblizone do podawanych przez
innych autordéw [28, 34, 112, 189, 239]. We wspomnianej metaanalizie, obejmu-
jacej 22.616 chorych na raka piersi uczestniczacych w 97 badaniach wykazano,
ze niezaleznie od zastosowanej metody amplifikacja dotyczy zblizonego odsetka
chorych [189]. Najczesciej poslugiwano si¢ metoda Southern blot [212], a je-
dynie w pigciu przypadkach zastosowano PCR. Sredni udzial amplifikacji dla
calej badanej grupy wynosil 26%, a przy zastosowaniu techniki PCR wahal si¢
w granicach od 19 do 55%.

Metoda hybrydyzacji wedlug Southerna [210] jest mniej czula w poréowna-
niu do ddPCR, a ponadto do przeprowadzenia analizy konieczna jest wigksza
ilosci tkanki. Jest ona rowniez bardziej kosztowna, a czas badania — kilkakrotnie
dluzszy.

Obecnie, standardowa metoda oceny amplifikacji ERBB-2 dla celow kli-
nicznych jest FISH (fluoroscence in situ hybridization). Pozwala ona na bezpo-
sredni pomiar amplifikacji nawet z niewielkiej ilosci materialu tkankowego [61].
Metoda ta, charakteryzujaca si¢ takze wysoka czuloscia 1 swoistoscia, jest jed-
nak technicznie skomplikowana 1 droga. Wyniki nini¢jszej pracy, podobnie jak
wielu innych wskazuja, ze metoda oparta na lancuchowej reakcji polimerazy
(PCR) pozwala uzyska¢ wyniki pordéwnywalne z FISH, przy nizszych kosztach
1 mniejszym nakladzie pracy [26, 33, 56, 109, 135, 138, 156].
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W przeciwienstwie do amplifikacji, delecja onkogenu ERBB-2 jest zjawi-
skiem bardzo rzadkim. W niniejszym materiale przy zastosowaniu wartosci od-
cigcia <0,4 dotyczyla ona zaledwie 3% chorych. Nie stwierdzono natomiast
zadnej delecji ERBB-2 w przedziale o wartosciach AGCN <0,1. Bielawski [28],
przy wartosci odcinajace] £RBB-2 0,35, nie znalazl delecji tego genu wsrdd
chorych na raka piersi.

Gen ERBB-2 jest najlepiej poznanym sposrod calej rodziny onkogendw
ERBB. Podobnie jak w niektorych pracach [34], w niniejszym badaniu nie
stwierdzono wspdlwystgpowania zaburzen ERBB-2 z innymi niekorzystnymi
cechami histoklinicznymi. Ta obserwacja dotyczy nie tylko raka piersi, ale i
innych nowotworéw, w ktérych amplifikacja FRBB-2 jest zjawiskiem stosun-
kowo czestym 1 zwiazanym z gorszym rokowaniem [33, 113, 188, 220]. W
przeciwienstwie do wynikdw uzyskanych w niniejszej pracy, O’Malley 1 wsp.
[156], oceniajac amplifikacj¢ FRBB-2 na poziomie genow stwierdzili, ze jest
ona zwiazana z niskim stopniem zréznicowania nowotworu i czgsciej wystgpuje
u chorych z ujemnymi receptorami steroidowymi.

Najczgsciej opisywana jest odwrotna zaleznos¢ pomigdzy amplifikacja genu
ERBB-2 a ekspresja receptorow steroidowych, przede wszystkim estrogenowych
[123, 189, 222, 228, 239]. Zaburzenie to stosunkowo czesto wspolistnicje takze
z innymi niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi, takimi jak niski stopien
zroznicowania, wyzsze zaawansowanie guza, czy przerzuty do pachowych we-
zlow chlonnych [112]. Ta obserwacja dotyczy przede wszystkim badan, w kto-
rych amplifikacj¢ oceniano metoda FISH [164, 181, 195].

W niniejszym badaniu, poza oceng amplifikacji genu ERBB-2 metoda
ddPCR, oznaczono réwniez stopien ekspresji receptora tego genu metoda IHC.
Analiza ta, podobnie jak wczesniejsze prace [146, 162, 163, 175] wykazala silny
zwiazek pomigdzy obiema cechami (p=0,0003; tab. 18). Rowniez udziat cho-
rych, u ktorych stwierdzono nadekspresje ERBB-2 (18%) pozostaje w zgodnosci
z wynikami innych badan [189]. Podobnie jak inni autorzy, w ocenie zaleznosci
pomigdzy ekspresja receptorow a poszczegdlnymi czynnikami histoklinicznymi
uwzgl¢dniono wylacznie guzy z silng (+++) ekspresja ERBB-2 [128, 163, 232].

W wigkszosci dotychczasowych badan wykazano zwiazek ekspresji recepto-
ra ERBB-2 z innymi nickorzystnymi cechami rokowniczymi [15, 162, 208].
Podobnie w ninigjszej pracy, nadekspresja bialka byla zwiazana z kilkoma nie-
korzystnymi cechami nowotworu, w tym — w sposob znamienny — z brakiem
receptorow estrogenowych (p=0,02) oraz z typem przewodowym raka (p=0,05),
(tab. 31). Stwierdzono rowniez, ze nadekspresja czesciej, cho¢ nieznamiennie,
wystgpowala u chorych z ujemnymi receptorami progesteronowymi, z guzami o
wyzszym stopniu histologicznej zlosliwosci (G3) oraz wyzszym miejscowym
zaawansowaniem. Wyniki te sa zbiezne z uzyskanymi przez Eppenberger-
Castoro 1 wsp. [71]. Autorzy ci, w badaniu obejmujacym ponad tysiac chorych
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na raka piersi, stwierdzili, ze nadekspresja receptorow ERBB-2 zwigzana jest
z wielkos$cia guza, niskim stopniem jego zréznicowania i brakiem ekspresji re-
ceptordw steroidowych. Istnigja jednak takze doniesienia, w ktdrych nie obser-
wowano zadnych zaleznosci lub jedynie zwiazek z brakiem ekspresji receptorow
steroidowych [21, 69].

Pomimo obserwowanej w nini¢jszym badaniu stosunkowo wysokiej zalez-
nosci pomi¢dzy amplifikacja i ekspresja ERBB-2, istnialy znaczne réznice po-
migdzy tymi zaburzeniami a cechami histoklinicznymi. Réznice te moga by¢
wynikiem pewnej niedoskonalosci 1 subiektywizmu w ocenie ekspresji recepto-
réw metoda IHC a takze mniejszej liczby chorych, u ktérych wykonano to bada-
nie, w poréwnaniu z grupa, w ktdrej oceniono amplifikacje.

W kluczowym badaniu Slamona i wsp. [208] wykazano, ze amplifikacja ge-
nu ERBB-2 jest niezaleznym, niekorzystnym czynnikiem rokowniczym w raku
piersi u chorych z przerzutami do pachowych wezlow chlonnych, zaréwno w
odniesieniu do calkowitego czasu przezycia, jak 1 przezycia wolnego od wzno-
wy. U chorych z cecha NO zwiazek pomiedzy ekspresja ERBB-2 a gorszym
rokowaniem byl mniej jednoznaczny, ale obecnie nie jest juz kwestionowany
[180, 181, 209]. W ostatnich latach wickszo$¢ badan potwierdzala nickorzystne
znaczenie rokownicze nadekspresji lub amplifikacji ERBB-2 [62, 196, 209]. W
efekcie cechy te zostaly zaliczone do grupy niekorzystnych czynnikoéw rokowni-
czych podczas Konferencji w St Gallen w 2005 roku [84]. Ostatnio wykazano,
ze takze stabsza ckspresja mRNA ERBB-2 jest zwiazana z gorszym rokowaniem
[167].

W ninigjszym badaniu amplifikacja ZRBB-2 nie wigzala si¢ ze znamiennym
skroceniem czasu wolnego od nawrotu 1 czasu przezycia calkowitego, natomiast
nadekspresja kodowanego przez ten gen bialka zwigckszala ryzyko wystapienia
wznowy nowotworu. Do nawrotu choroby doszlo odpowiednio u 28% 1 15%
chorych z nadekspresja i bez nadekspresji ERBB-2. Stwierdzono réwniez nicko-
rzystny wplyw nadekspresji tego receptora na czas przezycia (p=0,022; ryc. 28,
29). Te dane sa zgodne z obserwacjami wickszosci innych autoréw [194, 208,
210, 213, 218]. Wedlug analizy przeprowadzonej przez Rossa i wsp. [195]
wszystkie badania, w ktorych oceny ekspresji 1 amplifikacji dokonywano z za-
stosowaniem metody FISH, wykazaly nickorzystne rokownicze znaczenie am-
plifikacji.

Niekorzystne rokowanie u chorych z nadekspresja/amplifikacja ERBB-2 jest
kliniczna manifestacja wielu biologicznych procesow aktywowanych przy
wspoéludziale ERBB-2, mi¢dzy innymi przyspieszenia proliferacji, zwigkszenia
aktywnosci angiogenezy oraz nacickania 1 zdolnosci do tworzenia przerzutow
[144, 260].

W ostatnich latach przedmiotem wiclu badan sa receptory ERBB-2 jako cel
nowoczesnego leczenia przeciwnowotworowego [1, 9, 16-19, 78, 91, 132, 168,
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256]. Ich zaleta jest lokalizacja na powierzchni komorek, co czyni je tatwo do-
stgpnymi dla lekéw. Wsrdd metod zahamowania wzrostu nowotworu badano
mig¢dzy innymi inhibitory kinazy tyrozynowej, antysensowe hamowanie £RBB-2,
lub czynnosciowe blokowania receptorow przez hamowanie wewnatrzkomor-
kowej ekspresji jednolancuchowych przeciwcial ScFvs. Wydaje si¢ jednak, ze
hamowanie wzrostu guzéw 1 linii komérkowych raka piersi jest najbardziej sku-
teczne przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko ze-
wnatrzkomérkowym domenom ERBB-2 [63, 143]. Aktywnos¢ rekombinowane-
go ludzkiego przeciwciala anty-ERBB-2, trastuzumabu (herceptyny) w zaawan-
sowanym raku piesi wykazano w licznych badaniach klinicznych [17, 18, 141,
169]. Ostatnio wykazano takze znaczace zmniejszenie rvzyka nawrotu choroby
u chorych otrzymujacych trastuzumab w uzupelnieniu pooperacyjnej chemiote-
rapii [174, 186]. Oczywistym warunkiem skutecznego dzialania tego przeciw-
ciala jest ekspresja receptora ERBB-2, najlepiej okreslona metoda FISH.

Mechanizm dziatania przeciwcial monoklonalnych nie jest w pelni wyja-
sniony 1 wydaje si¢ by¢ bardziej zlozony niz proste hamowanie ekspresji ERBB-
2. Fakt, ze czg$¢ chorych pomimo nadekspresji tego receptora nie odpowiada na
leczenie trastuzumabem moze swiadczy¢ o istnieniu dodatkowych czynnikow
uczestniczacych w tym procesie. Najbardziej prawdopodobne wydaje si¢ rowno-
czesne zaangazowanie innych receptorow rodziny ERBB [150, 253].

Na podstawie dotychczas opublikowanych badan nie ma watpliwosci, ze
ckspresja ERBB-2 jest rowniez czynnikiem predykcyjnym dla leczenia trastu-
zumabem. Natomiast nadal niejasny jest zwigzek pomigdzy ekspresja tego re-
ceptora a odpowiedzia na leczenie okreslonymi cytostatykami i preparatami
hormonalnymi. Istnieje kilka badan wykazujacych, Ze nadekspresja ERBB-2
wiaze si¢ ze z mnigjsza skutecznoscia chemioterapii uzupelniajacej wg schematu
CMF [4, 95, 216, 224], jednak wyniki trzech z nich sg kwestionowane [4, 216,
224] (niewielka liczebnos¢ badanych grup, niedostatki metodologiczne). Uwaza
si¢, Zz¢ obecne dowody sa niewystarczajace, aby uznac ckspresjc ERBB-2 za
czynnik predykcyjny dla wyboru schematu chemioterapii [84, 173]. Uwaza si¢
réwniez, ze¢ nadekspresja ERBB-2 wiaze si¢ z gorsza odpowiedzia na leczenie
tamoksyfenem, pomimo dodatnich receptoréw steroidowych [112, 241]. Naj-
prawdopodobnigj jest to zwigzane z odmiennymi $ciezkami przekazywania sy-
gnalow.

Wyniki przedstawionych badan ukazujg ogromna wage problemu i wyzwa-
nie, jakim jest dokladne poznanie wszystkich powigzanych ze soba receptorow
rodziny ERBB 1 mechanizmoéow regulujacych ich ckspresj¢. Wiedza ta moze
znalez¢ praktyczne zastosowanie w terapii celowanej wielu nowotworow.

W niniejszej pracy najmniej zaburzen stwierdzono w genie FRBB-3. Zaled-
wie w czterech przypadkach (2%) byly to delecje (AGCN <0.4), przy najnizszej
wartosci AGCN wynoszacej 0,28. W pracach Bieclawskiego 1 Brandta |28, 34],
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przy takich samych wartosciach granicznych AGCN przyjetych dla delecji, ob-
serwowano je nieco czgsciej (odpowiednio u 7% 1 u 13%). W pordwnaniu
z innymi genami rodziny ERBB, rowniez amplifikacja FRBB-3 wystgpowala
rzadko. We wcezesniejszych pracach w genie tym na ogoél w ogdle nie stwierdza-
no tego zaburzenia [127, 131]. Ze wzglgdu na mata liczbe chorych, u ktorych
stwierdzono delecj¢ genu £RBB-3, nie analizowano tego zaburzenia w odniesie-
niu do cech histoklinicznych badanych nowotworéw. Stwierdzono natomiast, ze
wystgpowanie amplifikacji tego genu bylo znamiennie czestsze wsrod chorych
bez przerzutéw do pachowych wezldw chtonnych (p=0,02) 1 u chorych z guzami
o wyzszym (G1 1 G2; p=0,03) stopniu zréznicowania (tab. 28). Ta ostatnia war-
to$¢ odpowiada znamiennie wyzszej wartosci AGCN wsrod chorych o stopniu
zroznicowania guza Gl 1 G2 w porownaniu z guzami G3 (p=0,01). Wyniki te
moga swiadczy¢ o zwiazku pomiedzy amplifikacja FRBB-3 a korzystnymi ce-
chami rokowniczymi, obserwowanym rowniez w kilku innych badaniach [34,
166, 183].

Knowlden i wsp. [119] wykazali, ze ekspresja mRNA genu ERBB-3 oraz
ckspresja kodowanych przez ten gen bialek oceniana metoda IHC sa zwiazane z
ckspresja receptorow estrogenowych (p=0,0003). Zachodzi tu wigc odwrotne
zjawisko, niz w przypadku amplifikacji czy nadekspresji ERBB-1 1 ERBB-2,
gdzie zaburzenia te najczgscie] wspdlistnialy z ujemnymi receptorami steroido-
wymi. Zblizone wyniki osiagngli Pawlowski 1 wsp. [166]. Podobnie jak w ni-
nigjszej pracy, autorzy ci wykazali, ze amplifikacja FRBB-3 wystgpuje czgsciej
w nowotworach o nizszym stopniu zlosliwosci. Zagadnienie to nadal budzi jed-
nak kontrowersje. Nicktorzy autorzy wskazuja bowiem, ze nadekspresja recepto-
ra ERBB-3 wystepuje czgsciej u chorych z uyjemnymi receptorami steroidowymi
[149] lub ma zwiazek z wigkszym ryzykiem wystapienia nawrotu migjscCowego
[230] 1 gorszym rokowaniem [247]. Ta sama grupa badaczy wykazala, ze eks-
presja ERBB-3 byla zwiazana z wyzszym indeksem proliferacji BLI [229]. Te
obserwacje znalazly swoje odbicie w wynikach odleglych; 10-letnie przezycia
chorych z wysokim 1 niskim indeksem proliferacji wynosily odpowiednio 35%
160% (p=0,0174) [229].

Z kolei wykazany w niniejszej pracy zwiazek pomigdzy amplifikacja genu
ERBB-3 a korzystnymi cechami histoklinicznymi znalazt potwierdzenie w anali-
zie czgstosci wzndw 1 zgonow. Ryzyko zaréwno nawrotu choroby, jak i zgonu
bylo najwyzsze w grupie chorych, u ktérych nie stwierdzono zadnych zaburzen
genu IXRBB-3, aczkolwiek rdznica ta nie byla znamienna. Te spostrzezenia moga,
wskazywac, ze amplifikacja ERBB-3 moze by¢ czynnikiem ,,ochronnym”™, zwig-
zanym z lepszym rokowaniem. Potwierdzajq to wyniki uzyskane przez Brandta
1 wsp. [34]. Sposrod 111 analizowanych przez nich chorych, w dwuletnim okre-
sie obserwacji udzial przezy¢ wolnych od wznowy byl wyzszy u chorych z am-
plifikacja niz wsrod chorych bez amplifikacji. Takiej zaleznosci nie potwierdzo-
no w badaniach Wittona i wsp. [247], ktorzy stwierdzili, ze niekorzystny wplyw
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nadekspresji ERBB-3 na czas przezycia chorych na raka piersi jest podobny jak
nadekspresji ERBB-1 i ERBB-2. Tak rozbiezne doniesienia w odniesieniu do
zwiazku pomigdzy zaburzeniami ERBB-3 a cechami histoklinicznymi nowotwo-
ru 1 ich znaczenia rokowniczego wymagaja z pewnoscia dalszych badan.

Poniewaz gen ERBB-4 zostal opisany stosunkowo niedawno [177, 261], pi-
$miennictwo dotyczace jego zaburzen i funkcji w onkogenezie jest nieliczne
1 dotyczy przede wszystkim kodowanych przez niego bialek [42, 44]. Wigkszos¢
autoréw podkresla, ze nadekspresja ERBB-4 jest wykrywana w okolo 12-20%
rakow piersi [94, 114, 247], ale w jednym z badan az w 82% badanych guzéw
stwierdzono zarowno nadekspresj¢ receptora ERBB-4, jak 1 zwickszona ekspre-
sjc mRNA [218].

W ninigjszym badaniu zaburzenia tego genu stwierdzono u 22% chorych,
przy czym amplifikacja byla okolo dwukrotnie czg¢stsza niz delecja (odpowied-
nio 15% 1 7%). Wyniki te, w odniesieniu do amplifikacji, sa podobne do uzy-
skanych przez Bielawskiego 1 wsp. [28, 239], ktorzy jako pierwsi opisali anoma-
lie tego onkogenu u chorych na raka piersi Natomiast, w przeciwienstwie do
zawartych tu obserwacji, delecje w materiale tych autoréw byly sporadyczne.

Badania prowadzone na duzym materiale pochodzacym zaréwno z tkanek
plodowych, jak 1 dorostych ludzi wskazuja, ze nadekspresja receptoréw ERBB-4
jest czgstym zjawiskiem zaréwno w komorkach nowotworowych, jak 1 zdro-
wych [42, 215]. Obserwowano ja w réznych nowotworach, z wyjatkiem rakoéw
plaskonablonkowych [215]. Niektérzy autorzy stwierdzili wrgcz obnizony po-
ziom ¢kspresji ERBB-4 w komérkach raka piersi w poréwnaniu do ekspresji w
komorkach pochodzacych ze zmian nienowotworowych lub z tkanek otaczaja-
cych guz [217].

Uwaza sig, ze podobnie jak w przypadku genu ERBB-3, zaburzenia ERBB-4
moga mie¢ korzystne znaczenie rokownicze. W przeciwienstwie do nadekspres;ji
ERBB-1 1 ERBB-2, nadekspresja kodowanych przez ten gen bialek jest zwiaza-
na z obecnoscig receptoréw steroidowych, a takze z wyzszym stopniem zrdzni-
cowania nowotworu [214]. Niniejsze badanie tylko w czgsci potwierdza t¢ ob-
serwacj¢. Podobnie, jak w innych badaniach [114, 215] w przedstawionym ma-
teriale amplifikacja genu FRBB-4 byla dwukrotnie czgstsza w guzach o wyz-
szym stopniu zroznicowania. Nie udalo si¢ natomiast potwierdzi¢ opisywanego
wezesniej zwigzku ERBB-4 z ekspresja receptorow steroidowych [11, 119, 218].
Czestos¢ amplifikacji byla prawie identyczna w grupie chorych o dodatnich
1 yjemnych receptorach estrogenowych (odpowiednio 17% 1 15%). W odniesie-
niu do receptorow progesteronowych wartosci te wynosily odpowiednio 19% i
13% ale r6znica ta rowniez nie byla znamienna.

W ninigjszym badaniu wartos¢ AGCN dla FRBB-4 zwiazana byla silnie z
obecnoscig nickorzystnych cech rokowniczych — przerzutami do pachowych
weztow chlonnych 1 wyzszym migjscowym zaawansowaniem choroby (p=0,003



6. Omowienie wynikow 97

1 0,001 odpowiednio). Przy przyjeciu jako kryterium amplifikacji wartosci
AGCN wynoszace] >1,6, rdznice te nie byly jednak znamienne. Zwigzek z cecha
T wykazano takze w badaniu Vogta i wsp. [239], natomiast w badaniu Hudelista
1 wsp. [107] nie stwierdzono zadnych zaleznosci pomi¢dzy stopniem ekspresji
ERBB-4 a klinicznymi czynnikami rokowniczymi. Pozostali autorzy potwier-
dzaja zwiazek amplifikacji z korzystnymi czynnikami rokowniczymi [229, 239].
Nawet we wezesniej cytowanym badaniu Toveya 1 wsp. [229] stwierdzono, ze w
przeciwienstwie do innych receptoréw ERBB, jedynie wysoka e¢kspresja ERBB-
4 byla zwiazana z niska wartoscig indeksu proliferacji (p=0,013), a rokowanie
chorych w tej grupie byly znamiennie lepsze (p=0,0174). Autorzy c¢i wyrazili
nawet przypuszczenie, ze nadekspresja receptora ERBB-4 moze spelniac funkcje
protekcyjng [239]. Podobne wyniki przedstawili Suo 1 wsp., ktorzy stwierdzili,
ze ckspresja ERBB-4 jest zwigzana z dluzszym przezyciem wolnym od choroby
a takze z dluzszym przezyciem calkowitym [218]. Wydaje si¢, ze ckspresja
ERBB-4 w raku piersi, a by¢ moze takze w kilku innych nowotworach [88, 139]
moze by¢ czynnikiem zwigzanym z korzystniejszym rokowaniem.

6.3. Wspoétwystepowanie zaburzen genéw rodziny
ERBB

Podstawowa, funkcja, jaka spelnia rodzina receptoréw ERBB jest uczestni-
czenie w skomplikowanych procesach sygnalizacji komérkowej. Nie pobudzo-
ne, monomeryczne receptory staja si¢ aktywne po przylaczeniu odpowiednich
ligandow — wowczas dochodzi do ich oligo- lub dimeryzacji 1 w efekcie autofos-
forylacji. Srodblonowa lokalizacja wszystkich czterech receptoréw umozliwia
tworzenie przestrzennego mechanizmu przekazywania sygnalow, dzigki czemu
dimeryzacja nie jest ograniczona do tworzenia homodimerow, ale rdéwniez
obejmuje heterodimery [5, 107]. Najczesciej wykorzystywanym partnerem hete-
rodimeryzacji jest nieposiadajacy wlasnych ligandéw receptor ERBB-2. Uwaza
si¢, ze formacje heterodimeryczne sa bardziej stabilne 1 wykazuja wyzsze powi-
nowactwo do ligandoéw, a co za tym idzie — wyzsza aktywnos¢ biologiczng |3,
49]. Najprawdopodobniej jednoczesna ekspresja receptorow, szezegolnie obej-
mujaca receptor ERBB-2, ma znacznie wyzszy potencjal transformacyjny niz
nadekspresja pojedynczego, tworzacego wylacznie homodimery receptora. Za
nadekspresj¢ receptoréw w znacznym stopniu moze by¢ odpowiedzialna ampli-
fikacja kodujacych je genow [14].

Poniewaz prace oceniajace rownoczesnie nieprawidlowosci we wszystkich
czterech protoonkogenach FRBB sa nicliczne, wiedza na temat wspolistnienia
tych zaburzen jest uboga. W ninigjszym badaniu zaburzenia w rodzinic ZRBB
stwierdzono u 65% chorych, przy czym tzw. zaburzenia pojedyncze, zlokalizo-
wane tylko w jednym genie dotyczyly nieco wiecej niz polowy chorych (52%).
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Wickszo§¢ zmian pojedynczych (91%) byla zlokalizowana w obrebie genu
ERBB-1 lub ERBB-2, przede wszystkim (75%) w onkogenie KRBB-/. Dominu-
jacymi zmianami pojedynczymi byly delecje. Zmiany pojedyncze dotyczace
gendéw ERBB-3 1 ERBB-4 byly sporadyczne (lacznie 9% chorych). W pozosta-
Iych przypadkach zaburzenia tych dwoch protoonkogenow wystgpowaly zawsze
w skojarzeniu z zaburzeniami innych genéw tej rodziny.

Sposrod 70 chorych, u ktorych wystepowaly zaburzenia zlozone, najwigkszy
byl udzial zaburzen w genach ERBB-2 1 ERBB-1 — (73% 1 66% chorych). Zabu-
rzenia zlozone najczesciej obejmowaly dwa geny, rzadziej trzy 1 sporadycznie
wszystkie cztery protoonkogeny (odpowiednio 70%, 23% i 7%chorych). Wsrod
zaburzen zlozonych dominowala koamplifikacja (53% chorych) lub amplifikacja
wspolwystepujaca z delecja (29% chorych). Kodelecja byla zjawiskiem najrzad-
szym (18%). Wyniki dotyczace wspolwystgpowania zaburzen w protoonkoge-
nach réznig si¢ znacznie od prezentowanych przez Biclawskiego [28], ktory w
grupie 173 chorych znalazl tylko jeden przypadek réwnoczesnej amplifikacji
trzech onkogenéw 1 zadnego przypadku koamplifikacji/delecji czterech onkoge-
néw. Réwnoczesng delecjg lub amplifikacje obserwowal on u 8% chorych, w
tym w 35% przypadkow byla to koamplifikacja ERBB-2 1 ERBB-4. Zarbwno w
badaniu Biclawskiego, jak i w ninigjszym, odsetek genéw ERBB-2 i ERBB-4
tworzacych koamplifikacj¢ byl zblizony 1 wynosil dla FRBB-2 odpowiednio 15
1 19%, a dla genu ERBB-4 — 22 i 33% wszystkich amplifikacji.

W dostgpnym pis$miennictwie istnieje tylko kilka doniesien dotyczacych
wspolwystgpowania ekspresji receptoréw kodowanych przez geny rodziny
ERBB [3, 50, 206] 1 tylko jedno odnosi si¢ do ekspresji wszystkich czterech re-
ceptordw [107]. W badaniu przeprowadzonym przez Hudelista i wsp. [107] wy-
kazano istotng zaleznos¢ pomigdzy ekspresja receptoréw ERBB-2 i ERBB-3
(R=0,49, p=0,001), ERBB-2 i ERBB-4 (R=0,37, p=0,001), ERBB-1 i ERBB-3
(R=0,32, p=0,005) i ERBB-3 i ERBB-4 (R=0,23, p=0,05) Autorzy tego badania
wysungli hipotezg, ze dimeryzacja receptoréw ERBB oraz wzajemne oddzialy-
wanie pomigdzy kompleksem receptor/dimery 1 ich poszczegdlnymi ligandami
tworza, niezwykle istotne modulatory biologicznych zachowan komoérki [107].
Przedstawione wyniki w odniesieniu do wzajemnych zaleznosci pomiedzy ko-
ckspresja mierzong wartoscia AGCN dla poszczegolnych par onkogenow sa
bardzo zblizone do uzyskanych w ninigjszej pracy. Podobnie jak w badaniu Hu-
delista i wsp., zwiazek ten byl szczegodlnie silny dla par ERBB-2 1 ERBB-3,
a takze ERBB-2 1 ERBB-4 oraz ERBB-3 1 ERBB-4. W przypadku kazdej wymie-
nionej pary genoéw zaleznosci te byly znamienne (wartos¢ wspdlczynnika kore-
lacji Rs dla kazdej pary wynosila odpowiednio 0.44. 0,5 i 0,39). Podobnie,
w pracy Biclawskiego [28] stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy wartosciami
AGCN dla genéw ERBB-2 1 ERBB-4, a takze dla EFRBB-1 i ERBB-2; w obu
przypadkach wspolczynnik korelacji Rs wynosil 0,24. W badaniach oceniaja-
cych ekspresje receptorow rodziny ERBB stwierdzono silny zwiazek pomigdzy
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receptorami ERBB-3 1 ERBB-4 (Rs=0,55). Natomiast odwrotna zaleznos¢
stwierdzono dla par ERBB-3 i ERBB-1 (Ry = -0,17) oraz ERBB-4 i ERBB-1
(Rg = -0,28) [167]. W materiale Lodge i wsp. [137], obejmujacym niewielka
(66 o0sob) grupe chorych, znamienna koekspresja dotyczyla jedynie pary
ERBB-3/ERBB-4 (p=0,003).

W pierwszych badaniach nad rodzing ERBB poszczegolne zaburzenia anali-
zowano jako czynniki niezalezne. Dopiero poznanie zjawiska heterodimeryzacji
zachodzacej pomiedzy receptorami zapoczatkowalo nowa er¢ badan, traktuja-
cych je jako wspoélzalezne i silnie ze soba powiazane [36, 259].

Juz na poczatku lat 1990. pojawily si¢ pierwsze doniesienia analizujace
wspolnie zaburzenia ERBB-1 1 ERBB-2 [118]. Wickszos¢ autoréw opisywala
zjawisko wspolwystgpowania amplifikacji tych dwoch onkogenow [96, 141],
jednak inni obserwowali przeciwng zaleznos¢ [122, 153]. W pracy Biclawskiego
[28], opartej podobnie jak niniejsza, na ocenie amplifikacji metoda ddPCR,
stwierdzono wystgpowanie zwigzku pomigdzy wartosciami AGCN tych dwoch
genow. Analogiczna zaleznos¢ stwierdzono réwniez w pracy Torregosa 1 wsp.
[228]. Dodatkowo stwierdzono, ze wspdlwystgpowanie amplifikacji obu onko-
genow jest nickorzystnym czynnikiem rokowniczym. Z kolei w pracy Sha-
ckneya 1 wsp. [204] oceniajacej zwiazek pomigdzy onkogenami £RBB-1, ERBB-2
1 p21™ przy uzyciu cytometrii przeplywowej, wskazano na istnienie subpopula-
¢ji komorek raka piersi, w ktorych réwnoczesna nadekspresja FRBB-1 1 ERBB-2

prowadzi do zwigkszonej ekspres;ji bialka p21™ i pogarsza rokowanie.

Jak wspomniano wczesniej w niniejszej pracy, wspolczynnik korelacji dla
wartosci AGCN wszystkich par onkogendéw swiadczyl o ich wzajemnej zalezno-
sci, ale co interesujace, byl on znamiennie wyzszy w grupie chorych z przerzu-
tami do pachowych wezlow chlonnych w poréwnaniu do chorych bez przerzu-
tow. Roznice te byly szczegdlnie duze, gdy jednym z partnerow koamplifikacji
byl gen ERBB-2 oraz dla pary ERBB-3/ERBB-4. Wyniki te sa bardzo zblizone do
obserwowanych przez Hudelista 1 wsp. [107]. Autorzy ci porownali wzorce ko-
ckspresji receptorow ERBB u chorych z przerzutami 1 bez przerzutéw do pa-
chowych wezlow chlonnych 1 stwierdzili, ze w tej drugiej grupie znamienna
kockspresja dotyczyla tylko jednej pary receptoréw — ERBB-2/ERBB-3
(Rs=0,43), podczas gdy w picrwszej silna koekspresja byla udzialem az trzech
par: ERBB-2/ERBB3, Rs=0,56, ERBB-2/ERBB-4, Rs=0,49 i ERBB-1/ERBB-3,
Rs=0,4. Ponadto najsilnigjsza korelacja dotyczyla ekspresjii ERBB-2/ERBB-3.
Na tej podstawie autorzy ci wysungli hipotezg, ze obecnos$¢ swoistych heterodi-
merow tworzonych przez receptory ERBB w wyniku ich koekspresji ma zna-
mienny wplyw na inwazyjnos$¢ 1 przebieg kliniczny nowotworu. Pomimo to,
podobnie jak w ninigjszym badaniu, nie stwierdzono dalszych zaleznosci po-
miedzy koekspresja poszczegdlnych genow a innymi cechami klinicznymi
1 demograficznymi.
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Wyniki te sa zgodne z wczesniejszymi obserwacjami innych autorow,
w ktorych sugerowano znaczacy udzial heterodimerow ERBB-2/ERBB-3 w po-
wstawaniu raka piersi [206]. W badaniach na transgenicznych myszach z kseno-
przeszczepami raka piersi wykazano, ze ekspresja transkryptéw ERBB2/ERBB-3
zwigzana jest ze wzrostem raka piersi 1 powstawaniem przerzutdéw do pluc
[208]. Wykazana w wielu badaniach, w tym roéwniez w niniejszym, silna koeks-
presja poszczegdlnych receptorow, a przede wszystkim ERBB-3 i ERBB-4
z ERBB-2 potwierdza teorig, ze receptor ERBB-2 jest preferowanym partnerem
heterodimeryzacji [107].

W niniejszym materiale, ze wzgledu na niewielkie liczebnosci w poszcze-
g6lnych podgrupach nic mozna bylo okresli¢ zaleznosci pomigdzy podgrupami
chorych tworzacych rozne konfiguracje koekspresji receptorow a cechami histo-
klinicznymi guza i czasem wolnym od wznowy. Z tego powodu badana popula-
¢j¢ podziclono jedynie na trzy grupy, z ktorych pierwsza tworzyly chore bez
zadnych zmian w onkogenach, druga — chore ze zmiang ograniczong do jednego
onkogenu i trzecig — chore, u ktorych stwierdzono zmiany w dwoch lub wigcej
genach. Nie udalo si¢ jednak wykaza¢, aby jakakolwiek z badanych cech histo-
klinicznych nowotworu znamiennie czesciej wystepowala w ktorejs z podgrup
lub aby jakikolwiek uklad tych zaburzen mial wplyw na zwigkszenie ryzyka
wystapienia wznowy.

Rokownicze znaczenie ekspresji 1 koekspresji poszczegdlnych receptorow
ERBB udalo si¢ wykaza¢ w badaniu Wittona 1 wsp. [247]. W materiale tym
chore z dodatnimi receptorami estrogenowymi i z ekspresja receptoréw ERBB-1,
ERBB-2 i ERBB-3, mialy gorsze rokowanie od chorych z nadekspresja ERBB-4
lub z brakiem ekspresji pozostalych receptorow ERBB. Podobnie, Suo 1 wsp.
[218] zauwazyli, ze kockspresja ERBB-2 i ERBB-4 znosi nickorzystnie wply-
wajaca na rokowanie koekspresic ERBB-2 i ERBB-1. To spostrzezenie pozosta-
je w zgodnosci z innymi obserwacjami dotyczacymi gorszego rokowania u cho-
rych z wspolwystgpowaniem ekspresji mRNA ERBB-1 1 ERBB-2, czemu towa-
rzyszy czesto brak receptorow steroidowych 1 wysoki stopien zlosliwosci histo-
logiczne] nowotworu [166]. Natomiast nadekspresja ERBB-3 1 ERBB-4 jest
zwiazana z lepszym rokowaniem i dluzszym przezyciem [166].

W retrospektywnym badaniu obejmujacym 802 inwazyjne raki piersi
stwierdzono, ze nadekspresja ERBB-1 jest scisle powiazana z nadekspresja
ERBB-2. Wykazano ponadto, Z¢ nickorzystne rokownicze znaczenie nadekspre-
sjit ERBB-2 wystepuje tylko wowcezas, gdy receptor ten ulega fosforylacji lub
istnigje rownoczesna nadekspresja ERBB-1 [60]. Wyniki tego badania maja
wazne implikacje kliniczne. Sugeruja bowiem, ze leki skierowane przeciwko
receptorom ERBB-1 moga by¢ rowniez skuteczne u chorych z nadekspresja
ERBB-2, a leki skicrowane przeciwko obu receptorom mogg si¢ okazac sku-
teczniejsze od skierowanych jedynie przeciw ERBB-2. Lekiem o podwdjnym
mechanizmie dzialania, skierowanym zaréwno przeciwko receptorom ERBB-1,
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jak 1 ERBB-2 jest niskoczasteczkowy inhibitor kinazy tyrozynowej, lapatinib
[16]. W dotychczasowych badaniach I 1 II fazy wykazano aktywnos$¢ kliniczna
tego preparatu u chorych z nadekspresja receptora ERBB-2, w tym roéwniez
u chorych opornych na leczenie trastuzumabem [199, 212, 248].

6.4. Polimorfizm sekwencji powtérzonych (CA)n w
genie ERBB-1 oraz utrata heterozygotycznosci
(LOH) w jego obrebie

Jak juz wczesniej wspominano, przyczyng nadekspresji receptora ERBB-1
nie zawsze jest amplifikacja genu; czgsciej u jej podloza znajduje si¢ inaktywa-
cja represorow transkrypcji 1 wzrost ekspresji czynnikdw, ktore ten proces akty-
wuja [116]. Uwaza sig, ze poziom ckspresji tego receptora zalezy przede
wszystkim od nasilenia transkrypcji genu £RBB-1 [250].

W 1984 laureat nagrody Nobla, Jean Dausset utworzyl laboratorium badaw-
cze CEPH (Centre d Etuide du Polymorphisme Humain) zajmujace si¢ konstru-
owaniem map ludzkiego genomu. Pierwszy zbidr tego laboratorium — DNA
pochodzacy od 61 wielkich rodzin, uznany zostal za panel referencyjny CEPH,
stuzacy jako swoisty wzorzec w ustalaniu genetycznych map ludzkiego genomu.
W referencyjnej populacji rasy bialej stwierdzono wystepowanie heterozygo-
tycznosei u 72% badanych oraz polimorfizmu prostych powtérzonych sekwencji
CA w okolicach pierwszego intronu KRBB-1 [47]. Zakres zmiennosci wynosit
od 14 do 21 powtorzen dwunukleotydu CA. W jednym z badan wykazano, ze
podstawowa aktywnos¢ transkrypcyjna jest odwrotnie zalezna od liczby powto-
rzen CA [39, 81]. Uwaza sie, Z¢ takie powtorzenia moga powodowac¢ hamowa-
nie aktywnosci promotora i prowadzi¢ do spadku aktywnosci transkrypcyjnej
wraz ze¢ wzrostem liczby powtérzen [81]. Uzyskane in vivo wyniki badan wska-
zuja na podwojna funkcj¢ tego polimorficznego regionu. Z jednej strony moze
on wplywa¢ na wzmocnienie lub osltabienie transkrypcji, z drugiej — na bloko-
wanie wydluzania RNA, niezaleznie od dlugosci sekwencji (CA)n [80]. Kon-
formacyjna analiza sekwencji mikrosatelitamych powtoérzen CA pozwala na
potwierdzenie udzialu tego polimorficznego regionu w zmianach struktury po
zwigzaniu czynnikéw transkrypeyjnych. Regiony DNA posiadajace obszary
bogate w powtorzenia CA sg bardzo elastyczne 1 maja zdolnos¢ do zaginania sig.
Stwierdzono takze, ze zaginanic DNA i tworzenie pgtli odgrywaja czesto wazna
rolg w takich zjawiskach, jak replikacja DNA, migjscowo swoista rekombinacja
1 transkrypcja [232].

Wyniki ninigjszej pracy dotyczace czgstosci powtorzen sekwencji CA w in-
tronie pierwszym genu FRBB-I pozostaja w zgodnosci z wynikami badan w
populacji referencyjnej [47]. W obu pracach najczestszy (42%) byl udzial alleli
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zawierajacych 16 powtdrzen a allele zawierajace 18 1 20 powtdrzen stanowily
kolejne pod wzglegdem czestosci wystgpowania podgrupy o bardzo zblizonym
udziale odsetkowym. Dodatkowo w niniejszym badaniu w raku piersi stwier-
dzono obecnos¢ alleli skrajnych zawierajacych 22 1 9 powtérzen CA, nie obser-
wowanych w grupie kobiet zdrowych i1 dotychczas nie opisywanych. Rozklad
alleli pod wzgledem liczby powtorzen CA w grupie kobiet chorych i w grupie
kontrolnej kobiet zdrowych byl bardzo podobny, natomiast odsetek alleli homo-
zygotycznych wsrod kobiet zdrowych byl znamiennie wyzszy (p=0,009) i war-
tos¢ ta byla zblizona do obserwowanej w populacji referencyjnej [47]. Rozklad
kombinacji alleli w niniejszym badaniu przypomina wyniki uzyskane przez Bu-
ergera i wsp. [39] w populacji kobiet niemieckich. W obu badaniach najczgstsze
kombinagcje alleli wérdd homozygot zawieraly 16 powtdrzen, a wsrod heterozy-
got — 16/18 1 16/20 powtdrzen CA. Populacja kobiet w niniejszej pracy byla
bardziej jednorodna pod wzglgdem udziatu liczby diploidalnych genotypow w
poréwnaniu z badaniem niemieckim (liczba genotypow odpowiednio 32 1 44),
[32].

Wszystkie analizowane allele genu FRBB-1 pochodzace od kobiet zdrowych
1 chorych zostaly podzielone w zaleznosci od liczby powtérzen CA na dwie
grupy. Grupg pierwsza (ok. 30%) stanowily tzw. allele dlugie, ktore liczyly wie-
cej niz 18 powtodrzen, grupe druga (ok. 70%) — pozostale krotkie allele. W obu
badanych grupach dominowal uklad zawierajacy dwa allele krotkie lub allel
krotki 1 dlugi. Najrzadziej (8% chorych 1 7% zdrowych kobiet) obserwowano
dwa allele dlugie.

Zjawisko utraty heterozygotycznosci (LOH) genu ERBB-/ stwierdzono u
27% heterozygot. Rowniez te wartosci sa zblizone do uzyskanych przez autoréw
niemieckich (34%) [38, 227], ale nizsze niz u kobiet japonskich (55%) [32].
Wyzszy odsetek wystgpowania zjawiska LOH wsrdd Japonek moze wiazac si¢ z
wigkszym udzialem dlugich alleli w tej grupie etnicznej. Uwaza sig, ze istnicje
wigksze prawdopodobienstwo utraty allela dluzszego niz krétszego, co moze
wynika¢ z jego szczegolnej podatnosci na genetyczne interakcje srodowiskowe
[38, 227].

Jak juz wspomniano, wystapienie zjawiska LOH moze by¢ zwigzane z utra-
ta allela dlugiego lub krétkiego, przy czym wartos¢ LOH >1,67 swiadczy o utra-
cie allela dluzszego, a warto§¢ LOH <0,6 — krétszego. W niniejszym badaniu,
sposrod 42 chorych, u ktérych obserwowano zjawisko LOH, znacznie czestsza
byla utrata allela dlugiego (81% badanych).

Aczkolwiek nie bylo to przedmiotem niniejszej rozprawy, dzigki wspdlpra-
cy Pracowni Diagnostyki Molekulamnej, Katedry Biotechnologii Migdzyuczel-
nianego Wydzialu Biotechnologii UG-AM w Gdansku z laboratorium Instytutu
Chemii Klinicznej 1 Medycyny Laboratoryjnej w Minster w Niemczech mozli-
we bylo poréwnanie polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych (CA)n w genie
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ERBB-1 w populacji kobiet zdrowych pochodzacych z Polski, Niemiec, Japonii i
Tajlandii. Wyniki te wskazuja na duze podobienstwo w rozkladzie poszczegol-
nych alleli w populacjach polskiej 1 niemieckiej oraz w referencyjnej populacji
dla rasy kaukaskiej CEPH [24]. Z kolei poréwnanie populacji kobiet europej-
skich 1 azjatyckich wskazuje na istotne roznice w rozkladzie alleli w tych roz-
nych etnicznie populacjach. W populacji europejskiej przewazaja kombinacje
alleli krotkich, podczas gdy w azjatyckiej czgscie] wystgpuja kombinacje alleli
dlugich. Wyniki te stanowia potwierdzeniec wczesniejszych badan [136]. Ta ce-
cha etnicznych réznic w rozkladzie alleli w obrgbie intronu-1 ERBB-I moze
mie¢ istotne implikacje kliniczne, przede wszystkim w doborze odpowiednich
lekdéw. Juz wczesniej stwierdzono istnienie pewnych odrgbnosci w tolerancji
nicktorych preparatéw, a takze w odpowiedzi na leczenie w zaleznosci od po-
chodzenia etnicznego chorych. Dotyczy to m.in. wyzszego odsetka odpowiedzi
wsrod Japonczykdw leczonych z powodu nieoperacyjnego raka pluca inhibito-
rami kinazy tyrozynowej w poroéwnaniu z chorymi rasy kaukaskiej [76, 77].
Uwaza si¢, ze zjawisko to moze by¢ wyrazem zmniejszonej ekspresji ERBB-1 na
skutek, obserwowanego u tej rasy, czgstszego wystgpowania dlugich alleli [77,
136]. Zwiazek pomigdzy polimorfizmem (CA)n a kliniczna odpowiedzig na
leczenie zostal takze wykazany u chorych na raka jelita grubego leczonych
S5-fluorouracylem 1 oksaliplatyng [260]. Zdecydowanie gorsza odpowiedz na
leczenie obserwowano u homozygotycznych chorych o allelach zawierajacych
16 powtdrzen w poréwnaniu z chorymi o parach alleli zawierajacych 16/18 lub
16/20 powtorzen (CA)n [260]. Interesujace sa rowniez wyniki badan wskazujace
na zwiazek pomigdzy liczbg powtorzen CA a odpowiedzig na leczenie inhibito-
rami receptorow ERBB-1 [6].

6.5. Polimorfizm a cechy histokliniczne

W niniejszej analizie, podobnie jak w pracy Buergera i wsp. [38] nie udalo
si¢ wykaza¢ zadnych zaleznosci pomigdzy cechami histoklinicznymi nowotworu
a czgstoscia wystgpowania réznych kombinacji alleli, ani tez stwierdzi¢ ich
zwiazku z czasem przezycia. Wykazano natomiast, ze u chorych bez ekspres;ji
receptorow estrogenowych, utrata jednego z alleli wystgpowala znacznie czg-
sciej niz u chorych z dodatnimi receptorami estrogenowymi (tab. 38). Ta zalez-
nosc¢ jest szczegdlnie wyrazna, jesli utrata dotyczy dlugiego allela. Utrata hete-
rozygotycznosci czesciej, aczkolwiek nieznamiennie, dotyczyla takze chorych
z bardziej zaawansowanym guzem. W dostgpnym pismiennictwie nie znaleziono
tego typu zaleznosci. W pracy Burgera i wsp. [38] nie stwierdzono zwigzku
pomi¢dzy LOH a wielkoscia guza, stopniem zréznicowania i typem histologicz-
nym.
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Ta sama grupa autoréw wykazala, ze wspotwystepowanie LOH z ekspresja
receptora ERBB-1 moze wplywaé¢ na regulacj¢ transkrypcji w intronie 1 genu
ERBB-1 |38] 1 posrednio — na rokowanie w raku piersi. Stwierdzono zwigzek
pomiedzy utratg allela dlugiego a zwigkszong ekspresja tego receptora, nie ob-
serwowang przy utracie allela krotkiego. Ponadto autorzy ci stwierdzili wyste-
powanic wigkszej liczby zaburzen chromosomalnych, przede wszystkim ampli-
fikacji, w guzach z utrata wlasnie allela dlugiego [107]. Buerger 1 wsp. |38, 39]
uwazaja, z¢ LOH w regionie powtorzen CA jest zwigzana z wystepowaniem
guzéw o nasilonych innych zmianach genetycznych, a samo zjawisko i wynika-
jace z niego implikacje kliniczne sa istotne dla dalszego poznania procesu roz-
woju raka. Jest to zgodne z obserwacjami Gebhardta 1 wsp. [82], ktorzy uwazaja,
ze liczba powtdrzen CA w polimorficznym regionie intronu-1 ERBB-/ pelni
funkcj¢ modulacyjna w odniesieniu do aktywnosci transkrypeyjnej. Uwaza sig,
ze guzy zawierajace allele krotkie charakteryzuja si¢ zwigkszona ekspresja re-
ceptora ERBB-1 w poréwnaniu z guzami o allelach z wigksza liczba powtorzen
CA [82, 83, 227]. W ninigjszym badaniu ekspresje receptora ERBB-1 okreslono
w niewielkiej grupie chorych, w ktorej nadekspresji stwierdzono tylko u 17%
chorych. Badajac zalezno$¢ pomigdzy ekspresja tego receptora a czgstoscia wy-
stgpowania poszczegdlnych ukladéw alleli mozna jedynie stwierdzi¢, ze kombi-
nacja dwoch dlugich alleli w kazdym przypadku dotyczyla chorych, u ktorych
nie stwierdzono ekspresji ERBB-1.

Zastosowany w ninigjszym badaniu podzial na allele dluzsze, zawierajace
ponad 18 powtdrzen CA, 1 allele krétsze odpowiadat podziatowi zaproponowa-
nemu przez Burgera 1 wsp. [38]. Ich odsetkowy udzial w populacji kobiet zdro-
wych 1 chorych byl bardzo zblizony 1 porownywalny z danymi tego autora. Nie
stwierdzono zadnych zaleznosci pomi¢dzy wystgpowaniem alleli o réznej dlu-
gosci a cechami histoklinicznymi guza. Natomiast ci sami autorzy w badaniu
obejmujacym ponad 700 chorych na raka piersi 1 1380 kobiet zdrowych stwier-
dzili, ze u kobiet z dwoma dlugimi allelami, u ktérych krewne I stopnia choro-
waly na raka piersi, znamiennie wzrasta rvzyko zachorowania na ten nowotwor
[32]. Ten zwiazek jest szczegdlnie wyrazny u kobiet, ktore spozywaly duze ilo-
$ci czerwonego migsa, podczas gdy dieta bogata w warzywa miala ochronny
efekt [32]. Na tej podstawie autorzy cytowanego badania wysungli do$¢ smialy
wniosek, ze liczba powtérzen CA w intronie FRBB-1 moze zwigksza¢ ryzyko
zachorowania na rodzinnego raka piersi, ale efekt ten moze by¢ modulowany
poprzez dietg [32].
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7. WNIOSKI

1.

Amplifikacja i delacja genéw rodziny ERBB jest czestym zjawiskiem
w raku piersi.

Istnigje silna sklonno$¢ do wspolwystgpowania zaburzen poszczegol-
nych gendéw rodziny ERBB, przede wszystkim onkogenow ERBB-2
1 ERBB-3 oraz ERBB-2 1 ERBB-4.

Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych (CA)n w genie ERBB-I
wystepuje zardwno u chorych na raka piersi, jak 1 u kobiet zdrowych,
przy czym wsrod chorych na raka piersi wyzszy jest udzial heterozy-
got.

Zaburzenia gendéw rodziny ERBB, a szczegblnie genow ERBB-I
1 ERBB-3, zwigzane sg z szeregiem cech histoklinicznych nowotworu.

Liczba kopii genu ERBB-2 jest silnie zwigzana z ekspresja kodowa-
nego przez ten gen receptora ERBB-2. Taka zaleznos$¢ nie istnicje
w odniesieniu do genu FRBB-1.

Nadekspresja receptora ERBB-1 zwiagzana jest z nickorzystnymi
czynnikami rokowniczymi — obecnoscia przerzutdéw do pachowych
wezlow chlonnych, brakiem receptorow estrogenowych w komorkach
nowotworowych 1 wyzszym zaawansowaniem pierwotnego guza. Za-
leznosci tych nie stwierdza si¢ w odniesieniu do receptora ERBB-2.

Nadekspresja receptorow ERBB-1 1 ERBB-2 i amplifikacja FRBB-/
sa u chorych na raka piersi nickorzystnymi czynnikami rokowniczy-
mi.
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8. STRESZCZENIE

Wigkszos¢ badan dotyczacych zwiazku pomigdzy ekspresja receptorow
ERBB a cechami histoklinicznymi raka piersi dotyczyla ekspresji pojedynczych
bialek tej rodziny. Poniewaz do aktywacji okreslonych receptorow rodziny
ERBB moze dojs$¢ jedynie w wyniku ich dimeryzacji, istotne jest okreslenie
ckspresji 1 koekspresji wszystkich czterech bialek ERBB. Na podstawie najlepiej
poznanego genu IKRBB-2 mozna sadzi¢, z¢ nadekspresja bialek receptorowych
jest najczescie)] zwigzana z amplifikacja kodujacych je genow. Jeszcze mnigj
poznanym zagadnieniem jest zjawisko polimorfizmu sekwencji mikrosatelitar-
nych 1 utraty heterozygotycznosci zachodzacych w genie £RBB-1 u chorych na
raka piersi.

Celem pracy byla ocena u chorych na raka piersi czgstosci zaburzen gene-
tycznych we wszystkich czterech genach rodziny ERBB oraz okreslenie ich wza-
jemnych zaleznosci. Ponadto podjgto probg oznaczenia polimorfizmu sekwencji
powtorzonych (CA)n 1 utraty heterozygotycznosci (LOH) w genie ERBB-I.
Okreslono takze zaleznos$¢ pomigdzy poszczegdlnymi parametrami molekular-
nymi a czynnikami histoklinicznymi nowotworu, z uwzgl¢dnieniem ich wpltywu
na czas przezycia i czas do nawrotu choroby.

Badaniem objg¢to 225 chorych na raka piersi leczonych w latach 1999-2003.
Grupe kontrolng stanowilo 180 zdrowych kobiet o podobnych cechach demogra-
ficznych. W materiale pochodzacym z guzdéw nowotworowych oznaczono me-
toda ddPCR srednig liczbe kopii badanych genéow (AGCN). Wystgpowanie za-
burzen co najmniej jednego genu stwierdzono u 65% chorych; najczgsciej doty-
czyly one gendéw ERBB-I 1 ERBB-2. Amplifikacj¢ wykryto w 148 (16,5%),
a delecje w 94 (10,5%) sposrod 898 badanych genow. U 70 chorych (31%)
stwierdzono wystgpowanie zmian zlozonych, zlokalizowanych w co najmnigj
dwodch genach. Wartosci AGCN dla poszczegdlnych genow charakteryzowaly
si¢ wzajemna zaleznoscia, ktora dla kazdej pary gendéw byla znamienna i szcze-
gdblnie silnic wyrazona w podgrupie chorych z przerzutami do pachowych we-
ztow chlonnych.

Polimorfizm sekwencji powtérzonych (CA)n w pierwszym intronie genu
ERBB-1 oznaczono u 197 chorych na raka piersi i u 180 kobiet z grupy kontrol-
nej. Cecha ta wystgpowala z podobna czgstoscia w obu badanych grupach, po-
dobny byl réwniez rozklad powtérzen CA. Natomiast udzial heterozygot u cho-
rych na raka piersi byl znamiennie wyzszy niz w grupie kontrolnej (p=0,009).
Utrat¢ heterozygotycznosci (LOH) stwierdzono u 42 sposréd 153 badanych ko-
biet (27%), przy czym najczesciej byla ona zwigzana z utratg allela krotkiego.

Okreslono zaleznos¢ pomigdzy wystgpowaniem zaburzen molekularnych
a cechami histoklinicznymi nowotworu. Stwierdzono, ze delecja ERBB-1 czg-
sciej dotyczyla chorych bez przerzutow do pachowych wezlow chlonnych
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(p=0,03) 1 0 uyjemnych receptorach progesteronowych (p=0,06). Z kolei ekspre-
sjia kodowanego przez ten gen bialka byla zwiazana z wyzszym migjscowym
zaawansowaniem guza oraz z ujemnymi receptorami steroidowymi w komor-
kach nowotworowych (p odpowiednio 0,027, 0,007 1 0,002). Obserwowane
w ninigjszej pracy zaburzenia ERBB-2 nie mialy Zadnego zwiazku z cechami
histoklinicznymi ale ekspresja bialka ERBB-2 wystepowala czesciej w raku
przewodowym (p=0,05), w guzach z ujemnym receptorem estrogenowym
(p=0,02) 1 progesteronowym (p=0,06) oraz niskim zréznicowaniem guza
(p=0,06). Stwierdzono réwniez, ze amplifikacja genéw ERBB-3 1 ERBB-4 wy-
stgpowala znamiennie czgsciej u chorych z guzami o wysokim stopniu zrdzni-
cowania (p odpowiednio 0,03 1 0,047), a w odniesieniu do genu FRBB-3 — takze
u chorych bez przerzutéw do pachowych weztow chlonnych (p=0,02).

Utrata heterozygotycznosci byla czgstsza wsrod chorych z ujemnymi recep-
torami estrogenowymi (p=0,05) i guzami o wigkszym migjscowym zaawanso-
waniu (p=0,07); te cechy nowotworu czgsciej zwiazane byly takze z utrata dlu-
giego allela. Roznice te nie byly znamienne, najpewniej ze wzgledu na niewiel-
kie liczebnosci badanych grup.

W analizie jednoczynnikowej wykazano, ze zaréwno czas do nawrotu
(DFS), jak 1 czas przezycia calkowitego (OS) byly zwigzane ze stopniem za-
awansowania pierwotnego guza piersi 1 obecnoscig przerzutow do pachowych
wezlow chlonnych, a w odniesieniu do zaburzen molekularnych — z amplifikacja
genu ERBB-1. Ekspresja receptora ERBB-1 byla zwigzana z krotszym czasem
do nawrotu nowotworu (p=0,04), a nadekspresja receptorow ERBB-2 — z krot-
szym czasem calkowitego przezycia (p=0,02). W analizie wieloczynnikowe;j
wplyw na przezycia wolne od nawrotu nowotworu mialy: cechy T4 1 N2 oraz
amplifikacja FRBB-1, a na calkowite przezycia — cechy T4, N2 1 G3.

Podsumowujac, amplifikacja 1 delecja genow rodziny ERBB stanowi
wzglednie czeste zjawisko u chorych na raka piersi, z silna sklonnoscia do
wspolwystgpowania. Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych (CA)n genu
ERRBB-1 wystgpuje zarbwno u chorych na raka piersi, jak 1 u kobiet zdrowych,
przy czym utrata heterozygotycznosci jest czgstsza wsrod chorych na raka piersi.
Zaburzenia genow FERBB oraz nadekspresja receptora ERBB-1, zwigzane sa
z szeregiem cech histoklinicznych nowotworu, a liczba kopii genu ERBB-2 jest
zwiazana z ekspresja kodowanego przez ten gen receptora.

Ponadto nadekspresja receptoréw ERBB-1 1 ERBB-2 i amplifikacja LRBB-1
sa u chorych na raka piersi nickorzystnymi czynnikami rokowniczymi.
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9. SUMMARY

The research into the relationship between ERBB receptors expression and
the clinical and histological features of breast cancer has typically addressed the
expression of single proteins of this family. Since the activation of certain ERBB
receptors is possible only as a result of their dimerisation, determining the co-
expression of all four ERBB proteins is crucial. Current knowledge of ERBB-2
gene alterations strongly suggests that the over-expression of receptor proteins is
generally related to the amplification of coding genes. What has been less fre-
quently studied is the phenomenon of micro-satellite sequence polymorphism
and the loss of heterozygosity occurring in the FRBB-1 gene of breast cancer
patients.

The aim of the present study was to estimate the frequency of genetic disor-
ders in all four FRBB genes and to determine their mutual dependence in breast
cancer patients. Moreover, repetitive sequence polymorphism (CA)n in the
ERBB-1 gene and the loss of heterozygosity (LOH) in its arca were investigated.
Finally, the correlation between all molecular parameters and the clinical and
histological features, including their impact on survival and disease-free sur-
vival, was determined.

A total of 225 breast cancer patients, treated between 1999 and 2003, were
included in the study. The control group consisted of 180 healthy female volun-
teers. The average gene copy number (AGCN) of all £RBB oncogenes in breast
cancer was evaluated by the ddPCR method. Genetic disorders affecting at least
one gene were found in 65% of the patients. The most frequent alterations were
found in the ERBB-1 and ERBB-2 genes. Amplification was detected in 148
(16.5%), and deletion in 94 (10.5%) of the 898 genes examined. Complex
changes located in at least two genes were found in 70 patients (31%). There
was a strong correlation of AGCN values for all pairs of genes, particularly in
the subset of patients with axillary lymph node metastases.

Polymorphism of microsatellite sequences (CA)n in the first intron of the
ERBB-1 gene was determined in 197 patients and in 180 controls. The frequency
feature was similar in number in both groups and so was the distribution of par-
ticular repetitions. However, the proportion of heterozygotes in breast cancer
patients was significantly higher than in the control group (p=0.009). Loss of
heterozygosity was found in 42 out of the 153 patients (27%) and was most fre-
quently connected with a loss of short allele.

The analysis of the correlation between molecular disorders and clinical and
histological features showed that ERBB-1 deletion was associated with axillary
lymph node involvement (p=0.03) and negative progesterone receptor expres-
sion (p=0.06). The expression of the ERBB-1 protein was connected with local
tumour advancement (T3 and T4) and with negative oestrogen and progesterone
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receptors (p=0.027, 0.007 and 0.002, respectively). The £ERBB-2 disorders were
not associated with particular clinical and histological features but the ERBB-2
protein expression was more frequent in ductal cancers (p=0.05), tumours with
negative oestrogen (p=0.02), progesterone receptors (p=0.06) and low (G3) tu-
mour differentiation (p=0.06). Moreover, FRBB-3 and ERBB-4 amplification
occurred significantly more frequently in patients with better differentiated tu-
mours; (p=0.03 and 0.047, respectively) and — in the case of FRBB-3 — with the
lack of metastases to axillary lymph nodes (p=0.02).

Loss of heterozygosity was more frequent in patients with negative oestro-
gen receptors (p=0.05) and with more advanced primary tumours (p=0.07).
These two features were also associated with a loss of the long allele. The differ-
ences, however, were not significant, most probably due to the low number of
patients examined.

The univariate analysis demonstrated that disease-free survival (DFS) and
overall survival (OS) were related with the stage of primary breast tumour, me-
tastases to axillary lymph nodes and with FRBB-/ gene amplification. ERBB-1
receptor expression proved to be correlated with shorter DFS (p=0.04), whereas
ERBB-2 receptor over-expression with significantly shorter OS (p=0.02). The
multivariate analysis indicated that DFS was influenced by T4, N2 and FRBB-/
amplification, whereas OS by T4, N2 and G3.

In conclusion, abnormalities of FRBB family genes are a relatively frequent
phenomenon in breast cancer patients and display a strong tendency to co-
occurrence. Microsatellite polymorphism of (CA)n dinucleotides in the first
intron of the KRBB-1 gene occurs both in breast cancer patients and in healthy
women, yet the loss of heterozygosity is more frequent in breast cancer patients.
Disorders of ERBB genes and ERBB-1 receptor over-expression are related to a
series of histoclinical tumour features and the number of gene copies of ERBB-2
is related to the receptor expressions coded by this gene.

Moreover, ERBB-1 and ERBB-2 over-expression, and ERBB-/ amplifica-
tion are unfavourable prognostic factors in breast cancer patients.
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11. ZALACZNIK NR 1 — ANKIETA

1. Numer ewidencyjny chorej

2. Imig 1 Nazwisko
3. Data urodzenia
4. Stan menopauzalny
1) przedmenop. 2) pomeop. 3) okolomen. 4) sztuczna menop.
a. przyczyna niconkologiczna

b. kastracja w przebiegu choroby neo

c.inna
5. Stopien zaawansowania kliniczngo
T N
6. Stan receptoréw steroidowych
1) yjemne 2) dodatnie 3) nieznane
ER PgR
7. Droga ustalenia rozpoznania
1) bac 2) biopsja gruboiglowa 3) badanie dorazne
8. Leczenie przedoperacyjne
1) CMF
2) AC
3) FEC/FAC
4) inna

5) hormonoterapia
6) nie bylo
9. Liczba podanych kursow leczenia
10. Ocena kliniczna odpowiedzi na leczenie
1) PR
2)S
3) CR
4P



11. Zalacznik 133

11. Data zabiegu operacyjnego
12. Rodzaj zabiegu operacyjnego
1) zmodyfikowana amp. Patey’a 2) BCT 3) inna
13. Wynik badania mikroskopowego
1) rak przewodowy 2) rak zrazikowy 3) inny, jaki
14. Stopien zréznicowania
1) Gl 2) G2 3)G3 4) nie oceniono
15. Srednica guza w cm
16. Obecnos¢ nacickow w tkance tluszczowej
1) tak 2) nie 3) nie oceniono
17. Obecnos¢ naciekdéw w naczyniach
1) tak 2) nie 3) nie oceniono
18. Ekspresja receptorow HER (IHC)
19. Liczba usunig¢tych wezlow chlonnych
20. Liczba zaj¢tych wezlow chlonnych
21. Leczenie uzupelniajace
1) tak 2) nie
22. Jezeli radioterapia, data rozpoczgcia
1) sciana kl. piersiowej (piers) 2) regionalne wgzly chlonne
Dawka
Data zakonczenia
23. Jezeli chemioterapia uzupelniajaca, schemat leczenia
1) CMF
2) AC
3) FEC/FAC
4) inna
5) hormonoterapia

6) nie bylo
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24. Data rozpoczgcia, data zakonczenia
25. Jezeli hormonoterapia
Data rozpoczgcia
26. Rodzaj hormonoterpii
1) Tam 2)IA 3) kastracja 4) inna
27) Daty badan kontrolnych
28) Wynik badania kontrolnego
1) bez wznowy 2) wznowa - data
29) Charakter wznowy
1) migjscowa  2) narzady migzszowe 3)kosci  4) CUN  5) kilka lokalizacji
30. Data ew. zgonu
31. Przyczyna zgonu

1) postep choroby 2) inna, pozanowotworowa 3) nieznana



