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Wykaz najważniejszych skrótów 

A adenina 

AGCN średnia liczba kopii genów (average gene copy number) 

BCT leczenie oszczędzające pierś (breast conservation therapy) 

BLI indeks proliferacji oceniany znakowaną bromodezoksyurydyną 

(bromodeoxyuridine labelling index) 

C cytozyna 

CAP Amerykańskie Kolegium Patologów (College of American Pathologists) 
CEPH Centrum Badania Ludzkich Polimorfizmów (Centre d'Etuide du Poly¬

morphisme Humain) 

ddPCR podwójnie różnicowa reakcja łańcuchowej polimerazy (double 
differential PCR) 

DCIS śródprzewodowy rak piersi (ductal carcinoma in situ) 

DFS przeżycie wolne od wznowy (disease free survival) 

dPCR metoda różnicowa łańcuchowej reakcji polimerazy (differential PCR) 

EGF naskórkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor) 

EGFR receptor naskórkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor 
receptor) 

ER receptor estrogenowy 

ERBB gen kodujący receptor czynnika wzrostowego z rodziny ERBB 

ERBB receptor czynnika wzrostowego z rodziny ERBB (erytroblastosis) 

FISH hybrydyzacja fluoroscencyjna in situ (fuoroscence in situ hybridization) 

G stopień zróżnicowania (grade) 

HER ludzki receptor nakórkowego czynnika wzrostu (human EGF receptor) 

IHC metoda immunohistochemiczna 

LOH utrata heterozygotyczności (loss of heterozygosity) 

MSI niestabilność mikrosatelitarna (microsatellite instabilty) 

N stan regionalnych węzłów chłonnych 

OS przeżycie całkowite (overall survival) 

PCR łańcuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction) 



PgR receptor progesteronowy 

R współczynnik korelacji 

RTK receptory kinazy tyrozynowej 

SB (Southern blot) 

SSR proste powtórzone sekwencje (simple sequence repeats) 

T zaawansowanie guza pierwotnego (tumor) 

TMA mikromacierz tkankowa (tissue microarray) 
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1. WSTĘP 

1.1. Uwagi ogólne 

Rak piersi należy do najczęściej występujących nowotworów u kobiet w Eu­
ropie i Ameryce Północnej. Według danych polskiego Krajowego Rejestru No­
wotworów, w 2003 roku rak piersi był w Polsce najczęściej rejestrowanym 
nowotworem wśród kobiet, a zachorowalność wynosiła 38,8 na 100 000 kobiet. 
Rak piersi jest również najczęstszą przyczyną zgonów nowotworowych u kobiet 
[59]. 

Pomimo stale dokonującego się postępu w diagnostyce i leczeniu, przez 
wiele dekad wyniki leczenia raka piersi pozostawały na podobnym poziomie. 
Dopiero przedstawione w 2000 roku populacyjne badania epidemiologiczne 
przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych i Wielkiej Brytanii wykazały obni­
żenie umieralności z powodu raka piersi w obu tych krajach o 25% w porówna­
niu z rokiem 1970 [172]. Ten pozytywny wynik, obserwowany także w innych 
wysoko rozwiniętych krajach, przypisywany jest dwu czynnikom. Pierwszym 
z nich było wprowadzenie masowych badań przesiewowych, umożliwiających 
wykrycie nowotworu we wcześniejszym stopniu zaawansowania. Wyniki kilku­
nastu badań randomizowanych obejmujących blisko 500.000 kobiet wskazują, 
że dzięki badaniom przesiewowym umieralność z powodu raka piersi u kobiet 
powyżej 50 r. ż. zmniejszyła się o 20-30% [13, 155, 221]. Drugą istotną przy¬
czyną było zastosowanie u większości chorych o niekorzystnych czynnikach 
rokowniczych leczenia uzupełniającego. Wyniki metaanalizy z 1998, aktualizo¬
wanej w 2005 roku, obejmującej około 200 000 chorych biorących udział 
w ponad 400 randomizowanych badaniach klinicznych oceniających rolę lecze¬
nia uzupełniającego, potwierdziły korzystny wpływ na wieloletnie przeżycie 
zarówno uzupełniającej chemioterapii, jak i hormonoterapii [64-66, 171, 179]. 
Na podstawie tej metaanalizy i wyników poszczególnych badań klinicznych, 
znacznie rozszerzono wskazania do systemowego leczenia uzupełniającego za¬
bieg operacyjny. Według obecnych zaleceń jedynie w niewielkiej grupie cho¬
rych o bardzo dobrych czynnikach rokowniczych nie ma wskazań do poopera¬
cyjnej chemio- lub hormonoterapii [84, 245]. Szacuje się, że obecnie aż 90% 
chorych na raka piersi otrzymuje systemowe leczenie uzupełniające [67]. 

1.2. Tradycyjne i obecnie badane czynniki 
rokownicze 

O kwalifikacji do leczenia uzupełniającego i jego wyborze u chorych na ra­
ka piersi decyduje analiza czynników rokowniczych (określających czas przeży-
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cia) i predykcyjnych (określających wrażliwość nowotworu). Wśród pierwszych 
najistotniejszymi są stan węzłów chłonnych, wielkość guza w piersi, stopień 
zróżnicowania, obecność okołoguzowego naciekania naczyń krwionośnych 
i chłonnych oraz wiek chorej. 

Według obecnie obowiązujących kryteriów wszystkie chore, które mają 
przerzuty do co najmniej 4 pachowych węzłów chłonnych są zaliczane do grupy 
wysokiego ryzyka (high risk), niezależnie od innych cech demograficznych lub 
klinicznych. Do tej grupy zaliczają się również chore, u których przerzuty 
stwierdzono w 1 do 3 pachowych węzłów chłonnych, przy dodatnich recepto­
rach HER-2. Do grupy określanej jako ryzyko niskie (low risk) kwalifikuje 
się jedynie chore w wieku powyżej 35 lat, z wysoko zróżnicowanym guzem 
(G1) o średnicy do 2,0 cm i bez cech naciekania naczyń. Pozostałe chore zasze­
regowane są do kategorii o tzw. ryzyku pośrednim (average risk) [84, 111, 245] 
(tab. 1). 

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

Niskie ryzyko Pośrednie ryzyko Wysokie ryzyko 
Low risk Intermediate risk High risk 

N0 i równocześnie wszy­ N0 i równocześnie co naj - 1-3 N(+) i równocześnie 
stkie pozostałe cechy: mniej jedna z cech: co najmniej jedna z cech: 
pT<2 cm, pT> 2cm, naciekania naczyń, 
G1, lub G2-3, lub HER-2 (+) 
brak naciekania naczyń, lub naciekanie naczyń, 
HER-2 (-), lub HER-2 (+), lub niezależnie od innych 
wiek >35 lat lub wiek <35 lat cech 

4 lub więcej N(+) 
1-3 N(+) i wszystkie po-
zostałe: 
brak naciekania naczyń, 
HER-2 (-) 

N0 - brak przerzutów do pachowych węzłów chłonnych/ 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 czynników (z wyjątkiem receptorów HER-2 i naciekania 
naczyń okołoguzowych), uzupełniona o wskaźnik mitotyczny, została zaliczona 
przez Kolegium Amerykańskich Patologów (College of American Pathologists -
CAP) do tzw. I kategorii czynników rokowniczych [73]. Do czynników katego-
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rii I I zaliczono stan receptorów HER-2, mutację supresorowego genu P53, sto­
pień naciekania naczyń krwionośnych i limfatycznych, frakcję komórek w fazie 
syntezy i obecność markerów proliferacji: Ki-67 i MIB-1. 

W kategorii I I I znalazły się: zawartość DNA w komórkach guza, stopień 
angiogenezy, ekspresja receptorów wzrostu; naskórkowego (epidermal growth 
factor receptor - EGFR) i czynnika transformującego typu a, oraz obecność 
białek bcl-2 i pS2, a także enzymu proteolitycznego - katepsyny D. 

Obecnie nie ma już wątpliwości, że u chorych na raka piersi uzupełniające 
leczenie systemowe wydłuża czas przeżycia bez nawrotu choroby i czas przeży­
cia całkowitego, niezależnie od obecności przerzutów do pachowych węzłów 
chłonnych i stanu menopauzalnego [172]. Wykazano ponadto, że większe bez¬
względne korzyści z leczenia uzupełniającego odnoszą chore o niekorzystnych 
czynnikach rokowniczych [67]. Pomimo to istnieją znaczne różnice w skutecz­
ności leczenia w grupach o podobnych cechach klinicznych. Może to świadczyć 
zarówno o znacznej niejednorodności raków piersi, jak i niedoskonałości stoso¬
wanych obecnie czynników ryzyka. Mimo że najistotniejszym czynnikiem 
zwiększającym ryzyko nawrotu choroby są przerzuty do pachowych węzłów 
chłonnych, do wznowy w ciągu 10 lat od zabiegu operacyjnego dochodzi u po­
nad 30% chorych z cechą N0 [51]. Uzupełniająca chemioterapia i hormonotera-
pia zmniejszają ryzyko wystąpienia przerzutów o około jedną trzecią, ale rów¬
nocześnie szacuje się, że aż 70-80% chorych nie odnosi korzyści z tych form 
uzupełniającego leczenia systemowego [64-66]. W tej sytuacji istnieje koniecz¬
ność poszukiwania innych, bardziej wiarygodnych czynników rokowniczych, 
które pozwoliłyby na bardziej precyzyjny dobór chorych do leczenia uzupełnia¬
jącego oraz na jego większą indywidualizację. 

Nowe nadzieje wiąże się z opublikowanymi ostatnio wynikami badań oce¬
niającymi wartość rokowniczą cykliny E i markerów naciekania uPA/PAI-1 
[115, 258]. W retrospektywnym badaniu określającym związek pomiędzy stęże¬
niem cykliny E w komórkach nowotworowych a czasem przeżycia oceniono 
prawie 400 chorych na raka piersi [115]. Stwierdzono, że współczynnik ryzyka 
zgonu z powodu postępu choroby u chorych z wysokim stężeniem cykliny E jest 
wyższy niż ryzyko związane z innymi markerami biologicznymi i aż siedmio¬
krotnie wyższy od współczynnika ryzyka związanego z przerzutami do pacho¬
wych węzłów chłonnych. Podobnie interesujące wyniki uzyskano w odniesieniu 
do markera naciekania uPA i jego inhibitora PAI-1 w komórkach guza w grupie 
115 chorych z cechą N0, które nie otrzymały leczenia uzupełniającego [258]. 
Wykazano, że wysokie stężenie uPA/PAI-1 związane jest z bardziej agresyw¬
nym przebiegiem choroby oraz krótszym czasem do nawrotu i czasem przeżycia. 
Wyniki obu tych badań mają szczególne znaczenie u chorych bez przerzutów do 
pachowych węzłów chłonnych i o innych korzystnych czynnikach rokowni-
czych, jednak ich kliniczna przydatność wymaga potwierdzenia w dalszych ba¬
daniach. 
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1.3. Możliwości wykorzystania badań molekularnych 
do celów rokowniczych i predykcyjnych w raku 
piersi 

Wiele danych wskazuje, że kliniczna różnorodność raków piersi jest wyni­
kiem złożonych zaburzeń molekularnych o znacznej indywidualnej różnorodno­
ści [133, 134]. Należą do nich zarówno mutacje somatyczne, jak i zaburzenia 
epigenetyczne, t j . zmiany funkcji genu bez zmiany jego struktury. Oba typy za­
burzeń, poprzez wpływ na ekspresję wielu genów, mogą pobudzać wzrost guza, 
naciekanie i powstawanie przerzutów. Zastosowanie nowatorskiej technologii 
mikromacierzy (czujników) DNA pozwoliło na równoczasową analizę wielu 
tysięcy genów w komórkach nowotworowych [223]. Wyniki tych badań mogą 
znaleźć zastosowanie w uściślaniu rozpoznania i molekularnej klasyfikacji no¬
wotworu, w ocenie jego skłonności do tworzenia przerzutów oraz w przewidy¬
waniu odpowiedzi na leczenie [10, 105, 185]. Przełomowe znaczenie mogą mieć 
wyniki badań holenderskich, w których wykazano, że ekspresja wybranych 70 
genów pozwala spośród ogółu chorych na wczesnego raka piersi precyzyjnie 
wyodrębnić grupy o korzystnym i niekorzystnym rokowaniu [234, 236]. Stosu­
jąc metodę mikromacierzy DNA, z użyciem RNA wyizolowanego z komórek 
raka piersi, określono tzw. genetyczny podpis (gene-expression signature) dla 
poszczególnych chorych, który wiązał się z korzystnym lub niekorzystnym ro¬
kowaniem. Analizie poddano zamrożone wycinki 295 raków piersi pochodzące 
od chorych w wieku poniżej 55 lat, operowanych w latach 1984-1995 z powodu 
raka piersi w I i I I stopniu zaawansowania klinicznego choroby wg skali TNM 
[225]. U blisko połowy z nich stwierdzono przerzuty do pachowych węzłów 
chłonnych. Zgodnie z obowiązującymi standardami, chore z czynnikami rokow-
niczymi tradycyjnie uznanymi za niekorzystne, otrzymały systemowe leczenie 
uzupełniające. Na podstawie metody mikromacierzy DNA dokonano oceny 
współczynnika ekspresji 70 wybranych genów. Na tej podstawie wyodrębniono 
115 chorych o korzystnym profilu molekularnym i 180 - o niekorzystnym. 
Prawdopodobieństwo przeżycia 10 lat bez cech wznowy wynosiło w obu tych 
grupach odpowiednio 85% i 51%, a ryzyko wystąpienia przerzutów odległych w 
drugiej grupie było ponad 5 razy wyższe niż w pierwszej. Ta różnica pozostawa¬
ła znamienna niezależnie od cechy N . 

Interesujące były także wyniki dotyczące profilu molekularnego w grupie 
chorych bez przerzutów do pachowych węzłów chłonnych. Biorące w badaniu 
chore zostały podzielone na dwie kategorie; niskiego i wysokiego ryzyka nawro­
tu. Posłużono się dwoma kryteriami; tradycyjnym, przyjętym na konferencji 
w St. Gallen w 2001 roku [85] i molekularnym, opartym na profilu ekspresji 
badanych genów. Według tradycyjnych i molekularnych kryteriów, do grupy 
niskiego ryzyka zakwalifikowano odpowiednio 15% i 40% chorych. Oznacza to, 
że w grupie chorych kwalifikowanych na podstawie kryteriów klinicznych do 
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kategorii wysokiego ryzyka, wiele ma korzystny „podpis genetyczny" i niskie 
ryzyko niepowodzenia. Stwierdzono przy tym, że wyniki leczenia chorych za¬
kwalifikowanych do grupy niskiego ryzyka na podstawie tradycyjnych kryte¬
riów, ale o złym „rokowaniu genetycznym" są dużo gorsze. Wyniki tych badań 
wskazują, że dotychczas stosowane czynniki rokownicze w kwalifikacji chorych 
do pooperacyjnego leczenia systemowego mogą w przyszłości zostać zastąpione 
bardziej precyzyjnymi. Ponadto wydaje się, że ustalenie „genetycznego profilu" 
dla poszczególnych chorych na raka piersi pozwoli w przyszłości nie tylko okre¬
ślić stopień ryzyka nawrotu nowotworu, ale także dobrać indywidualną metodę 
leczenia. Zastosowanie wyników tych badań w praktyce klinicznej wymaga 
jednak ich potwierdzenia w dużych badaniach prospektywnych. 

1.4. Czynniki predykcyjne 

Receptory steroidowe przez wiele lat pozostawały jedynym powszechnie 
stosowanym czynnikiem predykcyjnym u chorych na raka piersi. W wielu pra­
cach jednoznacznie wykazano, że nawet słaba ekspresja ER i/lub PgR związana 
jest z korzystniejszą odpowiedzią na leczenie hormonalne w porównaniu do 
braku receptorów, zatem guzy te powinny być zaszeregowane do receptoro-
dodatnich [52]. W ostatnich latach pojawiło się szereg doniesień na temat pre-
dykcyjnej roli koaktywatorów receptorów steroidowych oraz ekspresji onkogenu 
ERBB-2 [159]. Zahamowanie nadekspresji receptorów ERBB-2 (HER-2) stano­
wiło także atrakcyjny cel terapii przeciwnowotworowych. Przykładem takich 
terapii jest trastuzumab, monoklonalne przeciwciało, które łącząc się z recepto¬
rem HER-2, powoduje jego zablokowanie [168, 238]. Leczenie trastuzumabem 
pozwala uzyskać odpowiedź u ok. 20-40% chorych na zaawansowanego raka 
piersi z nadekspresją lub amplifikacją receptora HER-2 w komórkach nowotwo­
ru [208-210], jak również poprawia wyniki leczenia uzupełniającego w tej gru­
pie [174, 186]. Pomimo że wczesne wyniki niektórych badań klinicznych suge¬
rują zmniejszone prawdopodobieństwo odpowiedzi na leczenie tamoksyfenem 
i schematem CMF w guzach z nadekspresją lub amplifikacją receptorów 
ERBB-2, dotychczasowe dowody są niewystarczające dla uznania tej cechy za 
czynnik umożliwiający wybór rodzaju chemio- lub hormonoterapii [84, 195]. 
Duże zainteresowanie wzbudziła opublikowana w 1987 roku praca, w której 
wykazano, że u chorych na raka piersi amplifikacja genu ERBB-2 wiąże się 
z krótszym czasem do nawrotu choroby, a w podgrupie z przerzutami do węzłów 
chłonnych - również z krótszym czasem przeżycia całkowitego [208]. Były to 
jedne z pierwszych dowodów rokowniczego znaczenia markerów molekular¬
nych w chorobie nowotworowej. Tak więc ekspresja receptorów ERBB-2 lub 
amplifikacja kodujących je genów jest nie tylko czynnikiem predykcyjnym 
w odniesieniu do leczenia trastuzumabem ale także czynnikiem rokowniczym. 
Wyniki te, potwierdzone w kolejnych badaniach [52, 227], zwiększyły zaintere-
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sowanie całą rodziną genów ERBB i ich receptorów. W ostatnim czasie stwier¬
dzono także, że amplifikacja ERBB-2 w komórkach raka piersi jest związana ze 
zwiększeniem klinicznej odpowiedzi na leczenie schematami zawierającymi 
antracykliny [182]. 

1.5. Budowa i mechanizm działania receptorów 
rodziny ERBB i kodujących je genów 

Receptory rodziny ERBB, zwane też receptorami naskórkowych czynników 
wzrostowych (epidermal growth factor receptor - EGFR) lub rodziną recepto­
rów kinazy tyrozynowej RTK I (receptor tyrosine kinase growth factor type I), 
są centralnym elementem szlaków sygnałowych wiodących do wnętrza komórki. 
Kodujące je geny ERBB należą do grupy protoonkogenów, czyli genów prekur-
sorowych, które w normalnych warunkach występują we wszystkich komórkach 
organizmu. Przy niezaburzonych mechanizmach kontroli nie powodują one 
transformacji nowotworowej [75]. Komórkowe protoonkogeny mogą być akty¬
wowane w kierunku zmiany funkcji na onkogenną w różny sposób. Najczęstsze 
są zmiany strukturalne zachodzące w genomie komórki, polegające na wystą¬
pieniu mutacji punktowej, translokacji lub amplifikacji protoonkogenów we¬
wnątrz chromosomu. Onkogeny są bardziej aktywne w porównaniu z protoon-
kogenami, co sprawia, że nawet jedna kopia onkogenu wystarcza do zaburzenia 
prawidłowej funkcji komórki [54, 104]. Spośród około 25.000 genów zawartych 
w genomie diploidalnych komórek raka piersi, zaledwie kilka ma udowodniony 
wpływ na progresję nowotworu [54, 164]. Należą do nich przede wszystkim c-
myc i ERBB-2. Rola pozostałych protoonkogenów rodziny ERBB w procesie 
nowotworzenia nie została jeszcze ostatecznie określona. Należy przy tym 
zwrócić uwagę, iż każdy z czterech poznanych genów rodziny ERBB położony 
jest w innym chromosomie. 

Protoonkogeny ERBB biorą między innymi udział w regulacji wzrostu, pro¬
liferacji, apoptozy, różnicowania, wydzielania białek i migracji komórek, 
uczestniczą w morfogenezie organów i tkankowych procesach naprawczych 
[40], a także odgrywają ogromną rolę w przekazywaniu informacji zarówno w 
normalnych, jak i nowotworowych komórkach organizmu [27, 36, 121]. Nad¬
mierne pobudzenie szlaku przekazywania sygnałów w wyniku podwyższonej 
aktywności kinaz tyrozynowych może być wynikiem różnych zaburzeń gene¬
tycznych lub biochemicznych. Należą do nich amplifikacja genu kodującego 
kinazy, nadmierna aktywność procesów ekspresji kinaz niezależna od liczby 
kopii tego genu [25] oraz nadekspresja mRNA [242]. Amplifikacja sekwencji 
DNA jest procesem, w którym selektywnie wzrasta liczba kopii określonej czę¬
ści DNA komórki [242]. Zjawisko to dotyczy głównie dwóch grup genów: ge¬
nów warunkujących oporność na leki oraz protoonkogenów, do których zalicza-
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ne są geny kodujące białka receptorowe ERBB. Natomiast delecja jest proce­
sem, w którym dochodzi do utraty nukleotydu. Uważa się, że zmiany te mogą 
być związane z powstawaniem nowotworów, rokowaniem, a także odpowiedzią 
na niektóre formy leczenia. Zarówno amplifikację, jak i delecję można badać za 
pomocą ilościowej techniki łańcuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain 
reaction - PCR). Metoda ta pozwala na oszacowanie liczby cząstek matrycy 
DNA w badanej próbce. Wartość ta podawana jest w postaci tzw. średniej liczby 
kopii genów AGCN (average gene copy number). 

Receptory rodziny ERBB wykazują aktywność kinaz tyrozynowych i są 
najczęściej zlokalizowane w obrębie błony komórek docelowych [121, 125]. Są 
to glikoproteiny o podobnej budowie, którą w sposób uproszczony można przed¬
stawić jako strukturę składającą się z trzech elementów: części zewnątrzkomór-
kowej, na którą składają się cztery domeny rozpoznające i wiążące ligand, prze-
zbłonowej domeny helikalnej i części cytoplazmatycznej o aktywności kinazy 
tyrozynowej, wykazującej również funkcje autoinhibitora aktywności receptora 
(ryc.1) [27, 108]. 

Domena przezbłonowa stanowi miejsce oddziaływania receptora ze zwrot¬
nie hamującymi jego aktywność dwiema kinazami: PKC (protein kinase C) i erk 
MAP (mitogen activated protein kinase) [27]. 

DOMENY: 

- Zewnątrzkomórkowa 

- Przezbłonowa 

- Wewnątrzkomórkowa 

Kinaza tyrozynowa 

Nić C-końcowa 

Ryc. 1. Schemat budowy receptora ERBB 
Fig. 1. Scheme of ERBB receptor 
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Ekspresja kinaz ERBB obserwowana jest na powierzchni wielu typów ko¬
mórek, a proces ten jest regulowany na różnych poziomach. 

Receptorowe kinazy tyrozynowe dzielą się na kilkanaście klas. Jak wspo­
mniano, klasę I stanowią receptory naskórkowych czynników wzrostu, określane 
również rodziną receptorów ERBB lub HER (human epidermal growth factor 
receptor). Grupa ta obejmuje cztery znane rodzaje receptorów: receptor naskór­
kowego czynnika wzrostu (EGFR), inaczej nazywany ERBB-1 lub HER1, re¬
ceptor ERBB2 lub HER2 i receptory ERBB-3 i ERBB-4 (odpowiednio HER3 i 
HER4) [102]. Każdy z tych receptorów, z wyjątkiem receptora ERBB-2, ma 
własny wzorzec przyłączających się do niego ligandów, które determinują jego 
funkcję fizjologiczną [40, 185, 190]. Ligandami mogą być czynniki wzrostu, 
hormony i czynniki różnicowania oddziałujące na komórki docelowe za pośred¬
nictwem swoistych receptorów. Receptor ERBB-2, jako jedyny z całej rodziny 
ERBB nie posiada zdolności do wiązania ligandów, co może być wynikiem 
typowej dla niego, odmiennej struktury wiążącej białko [157]. 

W prawidłowych warunkach aktywacja receptorów ERBB jest kontrolowa¬
na przez przestrzenną i okresową ekspresję ich ligandów, należących między 
innymi do rodziny EGF-zależnych naskórkowych czynników wzrostu [170, 
190]. Ligandy, wiążąc się z receptorami ERBB, prowadzą do zmiany konforma¬
cji części zewnątrzkomórkowej receptora, która umożliwia dimeryzację. Połą¬
czenie swoistego ligandu z odpowiadającym mu receptorem może indukować 
dimeryzację z kolejną cząsteczką tego samego rodzaju (homodimeryzację). 
Partnerem dimeryzacji może być jednak także każdy z pozostałych receptorów 
rodziny ERBB - wówczas aktywacja domeny cytoplazmatycznej dokonuje się w 
wyniku heterodimeryzacji. Białkiem najczęściej uczestniczącym w tym procesie 
jest ERBB-2. Pomimo braku własnych ligandów, funkcjonuje ono jako hetero-
dimer dla pozostałych receptorów tej rodziny. Powstające z jego udziałem hete-
rodimery charakteryzują się zwiększoną siłą wiązania ligandów i przekazywania 
sygnałów. W efekcie dochodzi do procesu fosforylacji wewnątrzkomórkowej 
grupy tyrozynowej. Proces ten jest niezbędny do zainicjowania rekrutacji białek 
docelowych i rozpoczęcia skomplikowanych reakcji przekazywania sygnałów 
[5]. Reszty fosfotyrozyny są rozpoznawane przez białka substratowe posiadające 
domeny SH2 lub PTB. Inne zestawy substratów są wiązane i fosforylowane 
przez każdy z możliwych dimerów ERBB, co zapewnia im ściśle określoną 
funkcję przekaźnikową. Tworzący się wieloskładnikowy kompleks przesyła 
sygnały do wnętrza komórki. Ze względu na rozległe współdziałania zachodzące 
pomiędzy receptorami, rodzina ERBB tworzy sieć sygnałową o ogromnym po¬
tencjale przekazywania biologicznych informacji, a każdy z receptorów spełnia 
odmienne, ściśle określone zadanie [27, 197]. Ciągła aktywacja kinaz recepto¬
rowych prowadzi do nadmiernej aktywacji szlaku sygnalizacyjnego. Zjawisko to 
może być spowodowane różnymi zaburzeniami, takimi jak mutacje czy auto-
krynna aktywacja kinazy. Wydaje się jednak, że najczęstszą przyczyną nadeks-
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presji kinazy jest amplifikacja. Uważa się, że taka zwiększona aktywność prze­
wodzenia sygnałów wiąże się ze zwiększonym ryzykiem rozwoju nowotworu, 
a także ze wzrostem jego inwazyjności [244]. Możliwość szczegółowego pozna­
nia zarówno rodziny receptorów ERBB, jak i prowadzących przez nie szlaków 
sygnałowych, może stworzyć możliwość odkrycia nowych celów terapeutycz¬
nych w leczeniu nowotworów. Zaburzoną aktywację receptorów rodziny ERBB 
stwierdza się w wielu nowotworach, zatem stanowią one potencjalny cel dla 
celowanej terapii przeciwnowotworowej. Wiele przeciwciał wymierzonych w 
kierunku zewnątrzkomórkowych domen receptorów ERBB i inhibitorów kinazy 
tyrozynowej stosuje się już obecnie w praktyce klinicznej, inne są nadal przed¬
miotem badań klinicznych [108]. 

1.5.1. GEN ERBB-11 KODOWANE PRZEZ NIEGO BIAŁKO 

Pierwszym, najlepiej poznanym receptorem rodziny ERBB, jest receptor na¬
skórkowego czynnika wzrostu EGFR (ERBB-1). Jest on przezbłonową glikopro-
teiną składającą się z 1186 reszt aminokwasowych. Kodujący je gen zlokalizo­
wany jest w 7. chromosomie, w pozycji p12-13. Domena zewnątrzkomórkowa 
zawiera względnie dużą ilość reszt cysteiny, która jest miejscem wiązania akty¬
watorów mitogennych - ligandów ERBB-1, np. naskórkowego czynnika wzro¬
stu (EGF), transformującego czynnika wzrostu a (TGF a), wiążącego heparynę 
czynnika EGF-podobnego (HB-EGF) oraz betacelluliny i epireguliny [93, 184]. 

Uważa się, że w wielu nowotworach stan receptorów ERBB-1 ulega zmia¬
nie w wyniku mutacji odpowiadającego mu genu. Do nadekspresji może prowa¬
dzić stosunkowo rzadko obserwowana w tym genie amplifikacja, częściej może 
być ona regulowana poprzez inaktywację represorów i zwiększenie ilości akty¬
watorów transkrypcji [116]. Delecje ERBB-1 zdarzają się częściej niż amplifika-
cje i są najprawdopodobniej spowodowane rearanżacją materiału genetycznego 
[241]. 

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

1.5.2. GEN ERBB-2 I KODOWANE PRZEZ NIEGO BIAŁKO HER-2 

Gen ERBB-2 zlokalizowany jest w pozycji q21 chromosomu 17 [2, 55]. Ko¬
duje on białko receptorowe ERBB-2, nazywane również HER-2 lub p185. Jak 
wspomniano, ERBB-2 nie posiada własnych ligandów [89] i pełni raczej funkcję 
koaktywatora w odniesieniu do innych białek rodziny ERBB. Istnieją również 
sugestie, że rolę liganda spełnia substancja białkowa ASGP-2 (ascites sialogli-
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coprotein-2) [44]. Substancja ta prawdopodobnie moduluje heterodimeryzację 
ERBB-2 z innymi białkami grupy ERBB. Wydaje się jednak, że podstawowa 
aktywność sygnałowa tego receptora wynika przede wszystkim z możliwości 
oddziaływania z innymi receptorami rodziny ERBB [100, 233, 252]. Receptor 
ten może bowiem ulec zarówno stabilizacji, jak i transaktywacji przez ligandy 
swoiste przede wszystkim dla receptorów ERBB-1 i ERBB-3 [62]. Umożliwia to 
udział ERBB-2 w przenoszeniu sygnałów, mimo braku właściwego dla tego 
receptora ligandu. Wielu autorów uważa, że heterodimery powstające z udzia­
łem ERBB-2 są szczególnie aktywne [27, 49, 129]. W warunkach klinicznych 
zwiększona ekspresja heterodimerów ERBB-2/ERBB-1 lub ERBB-2/ERBB-3 
związana jest z bardziej agresywnym przebiegiem nowotworu [48, 50, 102, 120, 
129, 142, 206]. 

1.5.3. GEN ERBB-3 I KODOWANE PRZEZ NIEGO BIAŁKO 

Gen ERBB-3 zlokalizowany jest w pozycji q13 chromosomu 12. [127, 178]. 
Kodowane przez niego białko charakteryzuje się względnie niską aktywnością 
kinazy tyrozynowej. Ligandami ERBB-3 są hereguliny: neuregulina 1 i 2 (NRG-1 
i NRG-2). Cechą wyróżniającą receptor ERBB-3 spośród innych receptorów 
rodziny ERBB jest dużo mniejsza homologiczność jego domen śródbłonowych 
i cytoplazmatycznych z receptorem ERBB-1 w porównaniu z receptorami 
ERBB-2 i ERBB-4. 

Przypuszcza się, że gen ERBB-3 nie pełni samodzielnie funkcji onkogennej, 
ale jego zwiększona ekspresja może wzmacniać onkogenny efekt spowodowany 
nadekspresją receptora ERBB-2 [3]. Spełnianie funkcji pewnego rodzaju koak-
tywatora może mieć potencjalnie duże znaczenie w procesie transformacji no¬
wotworowej i jednocześnie stanowić cel terapii przeciwnowotworowej. 

Prace dotyczące klinicznego znaczenia nadekspresji genu ERBB-3 w nowo¬
tworach piersi są nieliczne i zawierają sprzeczne wyniki [79, 118, 126, 130, 131, 
230]. 

1.5.4. GEN ERBB-4 I KODOWANE PRZEZ NIEGO BIAŁKO 

ERBB-4 jest najmniej poznanym genem rodziny ERBB. Jest on zlokalizo­
wany w pozycji q33.3-34 chromosomu 2. [261]. Istnieją dwie grupy ligandów 
aktywujących czynność receptora ERBB-4 zostały podzielone na dwie grupy, 
z których pierwszą stanowią cztery hereguliny, ale tylko NRG-3 i NRG-4 są 
swoiste dla tego receptora. Drugą grupę stanowią niektóre czynniki wzrostu (np. 
betacellulina, epiregulina, termoregulina), będące również ligandami ERBB-1. 
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Przekazywanie sygnałów przez ERBB-4 odbywa się w wyniku pobudzają¬
cego działania ligandu i homodimeryzacji ERBB-4 lub jego heterodimeryzacji z 
innymi receptorami tej rodziny, najczęściej ERBB-2 [42, 43, 46]. 

Ekspresja receptora ERBB-4 występuje w raku piersi znacznie rzadziej 
w porównaniu z białkami ERBB-1 i ERBB-2 [22, 119, 240]. Uważa się, że eks¬
presji ERBB-4 często towarzyszy obecność receptorów steroidowych, wyższe 
zróżnicowanie histologiczne nowotworu i lepsze rokowanie [213, 217], aczkol¬
wiek nie wszystkie doniesienia potwierdzają te zależności [137]. Zaburzenie to 
względnie często dotyczy choroby Pageta [152]. Badania dotyczące roli recepto¬
ra ERBB-4 w komórkach raka piersi są nieliczne. 

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

W odniesieniu do wielu genów, w tym także ERBB-1, ważną funkcję regu­
lacyjną spełnia pierwszy intron [74, 205, 219]. W badaniach przeprowadzonych 
u ludzi rasy białej stwierdzono występowanie zjawiska polimorfizmu prostych 
powtórzonych sekwencji (simple sequence repeat - SSR) CA (A - adenina, C -
cytozyna) zlokalizowanych w intronie 1., położonym tuż przed promotorem 
[47]. Zmiany polimorficzne polegają na występowaniu w populacji różnych 
form allelu danego genu. Allele mogą się różnić pojedynczym podstawieniem w 
sekwencji nukleotydów danego genu lub liczbą powtórzeń określonego motywu 
[12]. Różnica pomiędzy mutacją a zmianą polimorficzną jest umowna; za kry­
terium różnicujące przyjęto częstość jej występowania w populacji. Za poli¬
morfizm uważa się zmianę, która występuje w populacji z częstością większą 
niż 10%. 

Najprawdopodobniej SSR jest wynikiem niesprawnego systemu naprawy 
DNA, najczęściej spowodowanego mutacjami genów naprawy [124]. Błędy 
powstające podczas replikacji DNA nie mogą być naprawione, co prowadzi do 
zmian w długości prostych powtórzonych sekwencji mikrosatelitarnych. Powsta¬
łe polimorficzne sekwencje DNA charakteryzują się różną długością lub różni¬
cami w sekwencji w obu allelach. Za bezpośrednią przyczynę występowania 
tego zjawiska uważa się tzw. „ślizganie się" nici DNA w komórkach, zachodzą­
ce w trakcie replikacji. Zależnie od tego, która z nici zostanie przesunięta, liczba 
powtórzeń maleje (nić matrycowa) lub wzrasta (nić syntetyzowana). 

Znaczenie tych powtórzeń nie jest w pełni poznane; wydaje się, że mogą 
one stanowić miejsca ułatwiające kontrolowaną rekombinację lub wiążące en¬
zymy replikacyjne [124]. Jest również prawdopodobne, że takie powtórzenia 
mogą hamować aktywność promotora. Regulacyjna funkcja zmiennej liczby 
powtórzeń CA jest obecnie przedmiotem licznych badań. Uważa się również, że 
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CA-SSR zachodzące w obrębie genu ERBB-1 mogą odgrywać znaczącą rolę 
w regulacji ekspresji naskórkowego czynnika wzrostu. Dotychczasowe badania 
wskazują, że nadekspresja receptora ERBB-1 w niewielkim tylko stopniu wyni¬
ka z amplifikacji genu. Najczęściej jest ona spowodowana zaburzeniami na po¬
ziomie transkrypcji, która może być regulowana poprzez długość powtarzanych 
sekwencji polimorficznych zlokalizowanych w pierwszym intronie ERBB-1. 
Z przeprowadzonych badań in vitro wynika, że aktywność transkrypcyjna genu 
ERBB-1 maleje wraz ze zwiększaniem się liczby powtórzeń sekwencji dwunu-
kleotydowych [82] (ryc. 2). Potwierdzenie tych wyników w badaniach klinicz¬
nych mogłoby wskazywać na potencjalne rokownicze znaczenie polimorfizmu 
mikrosatelitarnego w genie ERBB-1 u chorych na raka piersi. 

Górny _ „ , T Intron Dolny . Promotor Ekson I , . wzmacniacz I wzmacniacz 

Mała liczba powtórzeń CA — Wysoka aktywność transkrypcyjna 
Low number of CA repeats — High transcription activity 

Duża liczba powtórzeń CA — Niska aktywność transkrypcyjna 
High number of CA repeats — Transcription inhibition 

Ryc. 2. Zależność aktywności transkrypcyjnej ERBB-1 od liczby powtórzeń CA 
Fig. 2. Modulation of ERBB-1 transcription by a number of CA repeats 

Zainteresowanie zjawiskiem polimorfizmu wzrosło po stwierdzeniu jego 
niestabilności genetycznej w wielu ludzkich nowotworach. W dziedzicznych, 
niepolipowatych rakach jelita grubego zauważono występowanie zmian długości 
określonych alleli mikrosatelitarnych w DNA pochodzącym z komórek nowo­
tworowych w porównaniu z DNA wyizolowanym ze zdrowej tkanki pochodzą-
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cej od tej samej osoby [110, 124]. Zjawisko to określono jako niestabilność mi-
krosatelitarną (microsatellite instability - MSI). 

Analizując odpowiednio dobrane sekwencje mikrosatelitarne ściśle sprzężo¬
ne z genami zaangażowanymi w procesy nowotworowe można również określić 
utratę heterozygoyczności, w wyniku której tracony jest jeden allel (loss of hete-
rozygosity - LOH). Podobnie do MSI, wykrywanie LOH opiera się na porów¬
nywaniu alleli z komórek guza i tkanek niezmienionych nowotworowo, pocho¬
dzących od tego samego chorego. Uważa się, że LOH jest wskaźnikiem soma¬
tycznej delecji będącej wynikiem utraty genów supresorowych, które przeciw¬
działają procesom nowotworzenia. Odmienność sytuacji w odniesieniu do 
ERBB-1 polega przede wszystkim na tym, że jest on protoonkogenem a nie ge¬
nem supresorowym. Konsekwencją tego jest niewyjaśniony dotychczas wpływ 
LOH i MSI w genie ERBB-1 na procesy nowotworowe. 
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2. UZASADNIENIE PODJĘCIA BADAŃ 

Pomimo pewnej poprawy, wyniki leczenia raka piersi są nadal niezadowala¬
jące. Wydaje się, że dalszy postęp w leczeniu tego nowotworu można będzie 
osiągnąć między innymi przez bardziej odpowiedni dobór chorych do leczenia 
na podstawie precyzyjnych czynników rokowniczych i predykcyjnych. 

Rozwój raka piersi jest najpewniej wynikiem współdziałania wielu czynni¬
ków genetycznych, środowiskowych i hormonalnych [147]. Wydaje się, że naj¬
większe znaczenie w procesie onkogenezy tego nowotworu odgrywa rodzina 
protoonkogenów ERBB i kodowanych przez nie białek receptorowych. Mogą 
one funkcjonować jako receptory czynników wzrostu, uczestniczyć w we¬
wnątrzkomórkowych szlakach sygnałowych lub pełnić rolę czynników tran-
skrypcyjnych na poziomie jądra komórkowego [58]. Komórkowe protoonkoge-
ny mogą być aktywowane do onkogenów poprzez zmiany strukturalne zacho¬
dzące w genomie komórki: punktowe mutacje, translokacje lub amplifikacje. 

Spośród receptorów rodziny ERBB, najlepiej poznane są receptory ERBB-1 
i ERBB-2. Na podstawie dotychczasowych badań sądzi się, że nadekspresja 
białka ERBB-1, a szczególnie ERBB-2 wiąże się z niekorzystnym przebiegiem 
choroby [145, 154, 165, 208, 249], a w odniesieniu do ERBB-2 - najprawdopo¬
dobniej także ze zróżnicowaną odpowiedzią na różne formy leczenia systemo¬
wego. Znacznie mniej wiadomo na temat klinicznego znaczenia nadekspresji 
niedawno opisanych receptorów ERBB-3 i ERBB-4 

Większość badań dotyczących związku pomiędzy ekspresją receptorów 
ERBB a cechami histoklinicznymi raka piersi dotyczyła pojedynczych białek tej 
rodziny. Ponieważ jednak do aktywacji określonych receptorów rodziny ERBB 
może dojść jedynie w wyniku zjawiska dimeryzacji, czyli połączenia się recep¬
torów w pary homo- lub heterodimerów, istotne wydaje się określenie zjawiska 
współwystępowania zaburzeń ERBB. Uważa się, że receptory te współdziałają 
w wielu mechanizmach onkogenezy raka piersi, a zdolność mitogenna hetero-
dimerów jest znacznie silniejsza niż homodimerów [107]. Wyniki dotychczas 
opublikowanych badań dotyczących koekspresji receptorów rodziny ERBB są 
nieliczne. Wydaje się, że ekspresja dwóch receptorów, szczególnie z udziałem 
ERBB-2, wiąże się z bardziej agresywnym przebiegiem choroby [98, 219] 
i występuje częściej u chorych z przerzutami do węzłów chłonnych [107], nato¬
miast równoczesna ekspresja ERBB-4 wiąże się ze zniesieniem tego niekorzyst¬
nego efektu. 

Na podstawie najlepiej opisanego genu ERBB-2 można sądzić, że nadeks-
presja białek receptorowych najczęściej jest związana z amplifikacją kodujących 
je genów. Nadekspresja ERBB-2 występuje jednak także przy jednoczesnym 
braku amplifikacji tego genu [99, 192]. Rzadszym zjawiskiem jest odwrotna 
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sytuacja, t j . brak nadekspresji białka przy obecności amplifikacji, nawet przy 
zwiększonej ekspresji mRNA [106]. 

Dotychczas opublikowano jedynie dwie prace dotyczące koekspresji 
wszystkich czterech receptorów ERBB u chorych na raka piersi i ich związku 
z cechami histoklinicznymi guza [107, 218, 219]. Zupełnie brak jest natomiast 
danych dotyczących współzależności pomiędzy zaburzeniami występującymi 
w genach rodziny ERBB i ich związku z cechami histoklinicznymi nowotworu. 

Przedmiotem niniejszych badań są także mało poznane w raku piersi zjawi¬
ska polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych i utraty heterozygotyczności 
zachodzące w genie ERBB-1. Zmienna liczba powtórzeń CA blisko dolnego 
wzmacniacza w pierwszym intronie może być częściowo odpowiedzialna za 
obserwowane u ludzi, indywidualne różnice w ekspresji ERBB1 [38, 82]. Do¬
tychczas udało się jedynie scharakteryzować wpływ liczby powtórzeń CA na 
transkrypcję in vitro i syntezę RNA ERBB1 okolicy 5'[83]. 

Uważa się, że podstawą transformacji nowotworowej jest przede wszystkim 
utrata przez komórkę zdolności kontrolowania wzrostu na skutek pojawienia się 
zmian sekwencyjnych w jej materiale genetycznym. Z tego powodu poznanie 
mechanizmów molekularnych tych zaburzeń i określenie mutacji odpowiedzial¬
nych za rozwój danego nowotworu może stworzyć nowe możliwości jego wcze¬
snego rozpoznawania, określenia rokowania i doboru odpowiedniej terapii. Poza 
tym zarówno same zaburzenia genetyczne, jak i nadekspresja ich produktów 
białkowych stanowią atrakcyjny cel terapii z udziałem przeciwciał monoklonal-
nych i terapii genowych [45, 72]. 
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3. C E L PRACY 

W niniejszej pracy przeprowadzono łączną ocenę zaburzeń wszystkich czte¬
rech genów rodziny ERBB w raku piersi, a także oznaczenie przy wykorzystaniu 
techniki PCR i elektroforezy kapilarnej polimorfizmu sekwencji powtórzonych 
(CA) n w genie ERBB-1 i utratę heterozygotyczności (LOH) w jego obrębie. 

Celem pracy było uzyskanie nowych danych dotyczących anomalii genów 
rodziny ERBB w raku piersi i - dotychczas całkowicie nieznanych - informacji 
na temat niestabilności sekwencji mikrosatelitarnych genu ERBB-1. 

Przeprowadzone badania miały charakter prospektywny i głównie poznaw¬
czy. Szczegółowe określenie rokowniczego znaczenia poszczególnych zaburzeń 
molekularnych będzie przedmiotem odrębnej analizy, przeprowadzonej po od¬
powiednio długim czasie obserwacji chorych. Obecnie dokonano jedynie wstęp¬
nej oceny tego zagadnienia. 

3.1. Cele szczegółowe 

1. Określenie częstości występowania zaburzeń liczby kopii genów w czte¬
rech protoonkogenach rodziny ERBB w raku piersi 

2. Określenie współwystępowania zaburzeń w badanych genach rodziny 
ERBB 

3. Oznaczenie polimorfizmu sekwencji powtórzonych (CA) n genu ERBB-1 
oraz utraty heterozygotyczności (LOH) w obrębie tego genu w porówna¬
niu z kontrolną grupą zdrowych kobiet 

4. Określenie zależności pomiędzy zaburzeniami molekularnymi a czynni¬
kami histoklinicznymi nowotworu 

5. Określenie zależności pomiędzy wartością AGCN ERBB-1 i ERBB-2 
a ekspresją kodowanych przez te geny białek receptorowych 

6. Określenie zależności pomiędzy ekspresją receptorów ERBB-1 i ERBB-2 
a czynnikami histoklinicznymi nowotworu 

7. Wstępna ocena rokowniczego znaczenia zaburzeń molekularnych genów 
rodziny ERBB i ekspresji receptorów ERBB-1 i ERBB-2 
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4. MATERIAŁ I METODY 

4.1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 
chorych 

Badaniem objęto 225 chorych na raka piersi, leczonych w latach 1999-2003 
w trzech ośrodkach: Centrum Onkologii - Instytucie im. Marii Skłodowskiej-
Curie w Warszawie (99 chorych, 44%), Regionalnym Centrum Onkologii w 
Bydgoszczy (77 chorych, 34%) i Akademii Medycznej w Gdańsku (49 chorych, 
22%). Wiek chorych zawarty był w granicach od 33 do 85 lat, średnia wieku 
wynosiła 56,5 lat. W momencie rozpoczynania leczenia 71 chorych (32%) było 
przed menopauzą. Stopień zaawansowania klinicznego choroby ustalano wg 
skali TNM przed rozpoczęciem leczenia [31, 70] (tab. 2). 

Wszystkie chore biorące udział w badaniu wyraziły zgodę na pobranie mate¬
riału tkankowego z guza piersi i poddanie go dalszej ocenie. 

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

N 
T 

0 1 2 Nie określono 
Not assessed 

Łącznie (%) 
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 (1) 

Nie określono 
Not assessed 

2 2 (1) 

Łącznie (%) 
Total 

116 (51) 65 (29) 42 (19) 2 (1) 225 

U połowy chorych (51%) w ocenie klinicznej nie stwierdzono przerzutów 
do pachowych węzłów chłonnych, a jedynie u 28% chorych guz miał średnicę 
mniejszą od 2 cm. U 79 kobiet (35%) występowały cechy kwalifikujące je do 
grupy o tzw. miejscowym zaawansowaniu nowotworu (T3, T4 i/lub N2). Okres 
obserwacji dla celów tego badania zakończono 5.02.2005 r. 



30 Marzena Wełnicka-Jaśkiewicz 

4.2. Ocena mikroskopowa nowotworu 

U wszystkich chorych rozpoznanie raka piersi ustalono na podstawie bada¬
nia mikroskopowego, ale u 4 (2%) było ono oparte wyłącznie na badaniu cyto¬
logicznym materiału z biopsji cienkoigłowej. U pozostałych chorych określono 
typ histologiczny wg klasyfikacji WHO [225]. Raka przewodowego naciekają¬
cego stwierdzono u 156 chorych (69%), raka naciekającego zrazikowego u 38 
(17%), a u 27 chorych (12%) rozpoznano inne typy raka (cewkowy, rdzeniasty i 
śluzotwórczy) (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) 

Stopień zróżnicowania w trzystopniowej skali będącej modyfikacją skali Ri-
chardsona-Blooma [30, 70] określono u 130 chorych (83%) spośród 156 z roz¬
poznaniem naciekającego raka przewodowego. Stopień 1. stwierdzono u 10 
chorych (8%), stopień 2. u 48 (37%), a stopień 3. u 72 (55%). W celu określenia 
stopnia zaawansowania według tej skali, oceniano zdolność raka do tworzenia 
struktur cewkowych, stopień zróżnicowania jąder komórkowych i liczbę mitoz 
w polu widzenia. Na tej podstawie określano stopień zróżnicowania w trójstop­
niowej skali, w której stopień 1. odpowiada wysokiemu zróżnicowaniu (G1), 
drugi - średniemu (G2), a trzeci - niskiemu stopniowi zróżnicowania (G3). U 26 
chorych (17%) nie ustalono stopnia histologicznej złośliwości, najczęściej 
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z powodu wcześniejszego leczenia systemowego. Stopień zróżnicowania okre¬
ślono również u 8 chorych z rozpoznaniem naciekającego raka zrazikowego i u 
3 chorych z innymi typami raka (tab. 3). 

Tab. 3. Rozpoznanie histopatologiczne i stopień zróżnicowania nowotworu 
Tab. 3. Histological type and grade 

Stopień 
zróżnicowania 

Rak przewodowy 
Ductal carcinoma 

Rak zrazikowy 
Lobular carcinoma 

Inna postać 
raka Łącznie 

Total Grade (%) (%) Other (%) 

Łącznie 
Total 

1 10 (6) 0 2 (7) 12 
2 48 (31) 6 (16) 1 (4) 55 
3 72 (46) 1 (2) 0 73 

Nie określono 26 (17) 31 (82) 24 (89) 81 
Not assessed 
Łącznie 156 (69) 38 (17) 27 (12) 221 
Total 

Występowanie komponentu śródprzewodowego raka piersi (in situ DCIS) 
stwierdzono u 39 chorych (17%); u 31 chorych (14%) z rozpoznaniem raka 
przewodowego, u 6 (3%) z rakiem zrazikowym i u 2 (1%) z inną postacią raka. 
W badaniu histopatologicznym materiału pooperacyjnego oceniono występowa­
nie zatorów z komórek nowotworowych w świetle naczyń krwionośnych i/lub 
chłonnych oraz nacieki nowotworowe w tkance tłuszczowej otaczającej węzły 
chłonne (tab. 4). W 82% badanych guzów obie te cechy współistniały ze sobą. 

Tab. 4. Występowanie zatorów z komórek nowotworowych w świetle naczyń krwio­
nośnych i/lub chłonnych oraz nacieków w tkance tłuszczowej (n = 211) 

Tab. 4. Lymphovascular and adipose tissue invasion 

Obecność zatorów w naczyniach 
Lymphovascular invasion 

Liczba chorych 
Number of pts (%) 

Tak / Yes 46 22 
Nie / No 162 77 
Nie oceniono / Not assessed 3 1 

Obecność nacieków 
w tkance tłuszczowej 
Adipose tissue invasion 

Liczba chorych 
Number of pts (%) 

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

Zgodnie z zaleceniami przyjętymi na konferencji w St. Gallen w roku 2003 
[86] i wytycznymi dotyczącymi leczenia hormonalnego raka piersi opracowa¬
nymi przez European Society of Mastology (EUSOMA) [29], za guzy receptoro-
dodatnie uznano takie, w których stwierdzono ekspresję przynajmniej jednej 
grupy receptorów steroidowych (ER lub PgR; tab. 5). Tę cechę stwierdzono 
u 129 chorych (57%). 

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

Fenotyp 
Fenotype 

Liczba chorych 
Number of pts (%) 

ER(-), PgR(-) 96 43 
ER(+), PgR(+) 76 34 

ER(+), PgR(-) 30 13 

ER(-), PgR(+) 23 10 

Łącznie / Total 225 100 

4.3. Leczenie 

4.3.1. LECZENIE OPERACYJNE 

Spośród 225 chorych objętych badaniem u 211 (93%) przeprowadzono le¬
czenie chirurgiczne, w tym zmodyfikowaną amputację piersi metodą Patey'a lub 
jej odmianę według Dixona - u 180 (86%). Leczenie oszczędzające pierś (breast 
conserving therapy - BCT) przeprowadzono u 27 chorych (13%), a amputację 
prostą - u 4 (1,5%). Zabieg operacyjny był pierwszym etapem leczenia raka 
piersi u 140 chorych (62%), a u 70 (31%) był on poprzedzony leczeniem syste¬
mowym, w tym u 59 (84%) chemioterapią i u 11 (16%) hormonoterapią. 
U 64 chorych (90%) poddanych indukcyjnemu leczeniu systemowemu wykona¬
no zmodyfikowaną amputację piersi, a u 7 (10%) - BCT. Wszystkie zabiegi 
operacyjne zostały wykonane przez specjalistów w dziedzinie chirurgii onkolo¬
gicznej, według jednolitego i wcześniej ustalonego protokołu. Pozostałych 
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14 chorych (6%), ze względu na zaawansowanie miejscowe choroby nie zakwa¬
lifikowano do operacji. 

4.3.1.1. Zmodyf ikowana amputacja piersi 

Do zmodyfikowanej amputacji piersi kwalifikowano chore w I i I I stopniu 
zaawansowania klinicznego (T1-3, N1 , M0), w dobrym stanie ogólnym (stopień 
sprawności PS 0-2). W przeddzień zabiegu operacyjnego, po uzyskaniu od cho¬
rej świadomej zgody na zaproponowane leczenie, oznaczano na skórze plano¬
wane linie cięcia chirurgicznego. Każdorazowo usuwano gruczoł wraz z powię-
zią mięśnia piersiowego większego, w jednym bloku z zawartością dołu pacho¬
wego. W większości przypadków uzyskiwano wystarczający dostęp do pachy 
bez potrzeby przecinania mięśnia piersiowego mniejszego (modyfikacja Dixona 
w technice opisanej przez Patey'a) [161]. Starano się usuwać węzły dwóch 
(środkowe i dolne) lub trzech pięter pachy z zaoszczędzeniem grupy węzłów 
położonych powyżej żyły pachowej i poza pęczkiem piersiowo-grzbietowym 
oraz naczyń i nerwu piersiowego przyśrodkowego. Starano się, aby w tkankach 
usuniętych z dołu pachowego znajdowało się co najmniej dziesięć węzłów 
chłonnych. 

4.3.1.2. Leczenie oszczędzające pierś (BCT) 

Do BCT kwalifikowano chore w I i I I stopniu zaawansowania klinicznego 
(T1-2, N1 , M0) lub chore, u których osiągnięto znaczną remisję zmian nowo¬
tworowych pod wpływem leczenia systemowego. Decyzje dotyczące leczenia 
oszczędzającego zawsze podejmowane były wspólnie przez zespół specjalistów 
onkologów, w tym chirurga i radioterapeutę. 

U 18 (67%) spośród 27 chorych, u których zastosowano BCT, w trakcie za¬
biegu operacyjnego założono w okolicę loży po usuniętym guzie elastyczne 
prowadnice, które służyły do przeprowadzenia brachyterapii PDR przy użyciu 
izotopu irydu (tzw. boostu). Miejsce wprowadzenia prowadnic, ich układ oraz 
liczbę dobierano indywidualnie w zależności od lokalizacji guza i warunków 
anatomicznych chorej. Po zakończeniu brachyterapii chore kontynuowały na¬
promienianie na obszar całej piersi przy zastosowaniu wiązek zewnętrznych 
z przyspieszacza liniowego. 

Standardowa dawka na pierś wynosiła 50 Gy, natomiast dodatek na lożę po 
usuniętym guzie wynosił od 15 do 20 Gy. Chore, u których nie zastosowano 
brachyterapii, otrzymały dodatkowe napromienianie wiązką elektronów. Regio¬
nalne węzły chłonne były napromieniane w zależności od indywidualnych 
wskazań, zgodnie z obowiązującymi wytycznymi do dawki 50 Gy [86]. 
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4.3.2. SYSTEMOWE LECZENIE PRZEDOPERACYJNE 

U 70 chorych zabieg operacyjny był poprzedzony leczeniem systemowym. 
Najczęściej stosowano chemioterapię (59 chorych, 84%), rzadziej hormonotera-
pię (11 chorych, 16%). U 8 chorych (11%) leczenie systemowe skojarzono 
z napromienianiem piersi i regionalnych węzłów chłonnych. W chemioterapii 
przedoperacyjnej stosowano schematy: FAC, FEC, ET, AC i , u kilku chorych, 
CMF (ryc. 3 - 6). 

5FU 500 mg/m 2 

Dox 50 mg/m 2 

Ctx 500 mg/m 2 

dzień 1 

5FU 500 mg/m2

 2 

Dox 50 mg/m 2 

Ctx 500 mg/m 2 

dzień 21 , itd., co 3 tyg. 

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

5FU 500 mg/m2

 2 

Epi 100 mg/m 2 

Ctx 500 mg/m 2 

5FU 500 mg/m2

 2 

Epi 100 mg/m 2 

Ctx 500 mg/m 2 

dzień 1 

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

- epirubicyna, D 
epirubicyna, D -

- docetaksel) 
docetaxel) 

Ryc. 6. Schemat AC (Dox • 
Ryc. 6. AC regimen (Dox -

- doksorubicyna, Ctx - cyklofosfamid) 
doxorubicine, Ctx — cyclophosphamide) 

Mtx 40 mg/m 2 

5FU 600 mg/m 2 

Ctx 100 mg/m 2 

po - 14 dni 

dzień 1 dzień 8, itd., co 28 dni 

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

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

Rodzaj leczenia / Treatment type Liczba chorych (%) 
Number of pts 

Hormonoterapia / Hormonotherapy (tamoksyfen) 11 (16) 

Chemioterapia / Chemotherapy 
z udziałem antracyklin / anthrcycline-based 
z udziałem taksoidów / taxane-based 
inna (CMF) / other (CMF) 

59 (84) 
29 
13 
17 

4.3.3. LECZENIE POOPERACYJNE 

Leczenie uzupełniające (adiuwantowe) otrzymało 187 spośród 211 chorych 
poddanych zabiegowi operacyjnemu (89%) (tab. 7). 

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

Rodzaj leczenia / Treatment modality Liczba chorych (%) 
Number of pts 

Wyłączna radioterapia / Radiotherapy alone 17 (8) 

Wyłączna chemioterapia / Chemotherapy alone 18 (8,5) 

Wyłączna hormonoterapia / Hormonotherapy alone 53 (25) 

Chemio- i radioterapia / Chemo- and radiotherapy 38 (18) 

Hormono- i radioterapia / Hormono- and radiotherapy 26 (12) 

Chemio- i hormonoterapia / Chemo- and hormonotherapy 16 (7,5) 

Chemio-, radio- i hormonoterapia / Chemo- radio-and 
hormonotherapy 

20 (10) 

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

Wszystkie chore leczone metodą oszczędzającą (BCT) otrzymały uzupełnia¬
jące napromienianie na pierś, zgodnie ze schematem opisanym w rozdziale do¬
tyczącym leczenia oszczędzającego. 

W grupie poddanej amputacji piersi do uzupełniającej radioterapii kwalifi¬
kowano chore o wysokim ryzyku wznowy miejscowej, zgodnie z zaleceniami 
konferencji w St. Gallen [86]. Tę formę leczenia zastosowano u ponad połowy 
ogółu chorych, które otrzymały uzupełniające leczenie. U chorych, które wyma¬
gały również uzupełniającego leczenia hormonalnego, stosowano je po zakoń¬
czeniu napromieniania. Nie było natomiast jednolitego schematu postępowania 
w odniesieniu do sekwencji kojarzenia radioterapii z chemioterapią. Najczęściej 
rozpoczynano od podania 3-4 kursów chemioterapii, po czym stosowano radio¬
terapię i na końcu pozostałe kursy chemioterapii. Rzadziej napromienianie roz¬
poczynano po zakończeniu chemioterapii. Obszar napromieniania u chorych po 
amputacji, zazwyczaj obejmował ścianę klatki piersiowej, pachę i okolicę pod-
i nadobojczykową (ryc. 8). Ścianę klatki piersiowej najczęściej napromieniano 
za pomocą fotonów lub elektronów o odpowiedniej energii (zazwyczaj 6-10 
MeV). Pachę obejmowano wspólnym polem z okolicą podobojczykową i nad-
obojczykową. Stosowano dawkę 50 Gy. 

Ryc. 8. Typowe pola wlotowe 
wiązki promieniowania stoso­
wane u chorych po zmodyfiko­
wanej amputacji: (ściana klatki 
piersiowej, obszar węzłów nad-
i podobojczykowych oraz doda¬
tek (od tyłu) na okolicę 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 

Najczęstszą formą uzupełniającego leczenia systemowego była hormonote-
rapia, którą zastosowano u 117 chorych (52%), w tym u 29 w skojarzeniu z ra¬
dioterapią, u 16 - w skojarzeniu z chemioterapią, u 20 - w skojarzeniu z radio-
i chemioterapią, i u 17 jako jedyną metodę leczenia uzupełniającego. U kobiet 
otrzymujących hormonoterapię i chemioterapię, leczenie hormonalne rozpoczy¬
nano po zakończeniu chemioterapii. Najczęściej stosowanym preparatem był 
tamoksyfen; kilka chorych otrzymało inhibitory aromatazy. Chemioterapię za­
stosowano u 91 chorych (49%), w tym u 38 - w skojarzeniu z radioterapią, naj¬
częściej po zakończeniu radioterapii. Schematy stosowane w leczeniu uzupełnia¬
jącym były takie same jak w leczeniu przedoperacyjnym. Wyłączną radioterapię 
przeprowadzono u 16 chorych (7%). 

4.4. Grupa kontrolna 

W celu oceny wyników badań polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych 
w genie ERBB-1, utworzono grupę kontrolną obejmującą 180 zdrowych kobiet, 
mieszkanek województwa pomorskiego o porównywalnej do kobiet chorych na 
raka piersi strukturze wiekowej (średnia wieku 53,4 lata). DNA wyizolowano z 
leukocytów uzyskanych z pobranych próbek krwi obwodowej. Wszystkie chore 
wyraziły świadomą zgodę na pobranie i badanie krwi. 

4.5. Metody badawcze 

4.5.1. GROMADZENIE MATERIAŁU, ZBIERANIE I OPRACOWYWANIE 
DANYCH 

U chorych, u których operacja stanowiła pierwszy etap leczenia, fragment 
guza nowotworowego do badań molekularnych pobierano bezpośrednio po za¬
biegu operacyjnym. Ze wskazanego przez patologa, reprezentatywnego frag­
mentu guza pobierano około 5 mm 3 tkanki, którą natychmiast zamrażano w cie¬
kłym azocie, a następnie, do czasu wykonania badań molekularnych, przecho¬
wywano w temp. -80 °C. U chorych nie zakwalifikowanych wyjściowo do za¬
biegu operacyjnego, materiał z guza uzyskiwano drogą otwartej lub gruboigło-
wej biopsji wykonywanej przed rozpoczęciem leczenia systemowego. Podczas 
rutynowego pobierania krwi do badań diagnostycznych poprzedzających rozpo¬
częcie leczenia pobierano również próbkę pełnej krwi do badań molekularnych. 
Zarówno krew, jak i uzyskaną po odwirowaniu surowicę natychmiast zamrażano 
w specjalnie oznakowanych probówkach i przekazywano do dalszych badań 
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molekularnych do Pracowni Diagnostyki Molekularnej, Katedry Biotechnologii 
Międzyuczelnianego Wydziału Biotechnologii UG-AM w Gdańsku. 

Wszystkie istotne dane dotyczące chorych, przebiegu leczenia oraz wyni¬
ków badań histopatologicznych i immunohistochemicznych nanoszono na spe¬
cjalnie opracowane ankiety (załącznik 1), a następnie wprowadzano do kompu¬
terowej bazy danych sporządzonej w programie Excel. Obserwacje po zakoń­
czeniu leczenia aktualizowano w bazie danych co 6 miesięcy. 

4.5.2. BADANIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE (IHC) 

Wszystkie badania immunohistochemiczne były wykonywane w Zakładach 
Patomorfologii jednostek, w których prowadzono leczenie chorych. Wyniki 
badań otrzymano za zgodą i dzięki uprzejmości kierowników odpowiednich 
zakładów. 

4.5.2.1. Metoda oznaczania receptorów steroidowych 

We wszystkich trzech zakładach patomorfologii receptory steroidowe ozna¬
czano metodą immunohistochemiczną, przyjmując takie same kryteria interpre¬
tacji wyników. Oznaczenia wykonywano z materiału pochodzącego ze skraw¬
ków parafinowych, a wynik podawano jako odsetek komórek, w których stwier¬
dzono obecność receptorów. Zgodnie z obowiązującymi kryteriami, za wynik 
dodatni uznawano stwierdzenie zabarwienia w co najmniej 10% komórek, nieza¬
leżnie od jego intensywności. 

4.5.2.2. Metoda oznaczania ekspresji receptorów ERBB-1 

Ekspresję receptorów ERBB-1 oznaczono z materiału pochodzącego z 64 
bloczków parafinowych uzyskanych od chorych operowanych w Regionalnym 
Centrum Onkologii w Bydgoszczy. Badania zostały wykonane w Instytucie 
Patologii Uniwersytetu w Munster, zgodnie z procedurą opracowaną przez ten 
ośrodek [160]. Pierwszy etap badania obejmował utworzenie mikromacierzy 
tkankowych TMA (tissue microarray) z badanych próbek guzów piersi. 
W drugim etapie przeprowadzano barwienie IHC z zastosowaniem przeciwciał 
przeciw ERBB-1 (Ventate Clone 3C6). Stopień ekspresji receptorów oceniano 
wg trzystopniowej skali: całkowity brak ekspresji określano jako „0", reakcję 
niecałkowitego wbudowywania się przeciwciał lub ich wbudowanie się w mniej 
niż 10% komórek - jako „1", a całkowitą reakcję związania przeciwciał w wię¬
cej niż 10% komórek - jako stopień 2. 
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4.5.2.3. Oznaczanie ekspresj i receptorów ERBB-2 (HER-2) 

Oznaczenie ekspresji receptorów ERBB-2 (HER-2) metodą IHC wykony¬
wano w Zakładach Patologii Centrum Onkologii - Instytucie w Warszawie i 
Regionalnym Centrum Onkologii w Bydgoszczy. Stosowano przeciwciała poli-
klonalne c-ERBB-2 firmy DAKO (HercepTest). Stopień ekspresji receptorów 
oceniano wg czterostopniowej skali określającej stopień intensywności wybar-
wienia błon komórkowych. Wynik ujemny oznaczał brak wybarwienia (stopień 
0) lub zabarwienie oceniane jako (+), (stopień 1). Wybarwienie oceniane jako 
(++) (stopień 2) to wynik słabo dodatni. Wynik dodatni, określający silną reak­
cję przejawiająca się wybarwieniem na (+++), odpowiadał stopniowi 3. 

4.5.3. BADANIA MOLEKULARNE 

Wszystkie badania molekularne były wykonane w Pracowni Diagnostyki 
Molekularnej Katedry Biotechnologii Międzyuczelnianego Wydziału Biotechno¬
logii UG-AMG. 

4.5.3.1. Izolacja DNA 

Proces izolacji DNA z tkankowego fragmentu guza nowotworowego i z leu¬
kocytów odbywał się zgodnie ze standardową procedurą, przy użyciu komercyj¬
nie dostępnych zestawów do izolacji DNA firm QIAgen (QIAamp DNA Tissue 
Kit - używany do izolacji DNA z fragmentów guza) i Roche (whole blood spe¬
cimenpreparation kit - używany do izolacji DNA z krwi obwodowej). 

Izolacja DNA z fragmentów guza składała się z kilku etapów. W pierwszym 
z nich niewielki wycinek z guza poddawano działaniu proteinazy K powodującej 
lizę komórek, a następnie otrzymany lizat nanoszono na minikolumny, gdzie 
dochodziło do związania DNA z błoną silikonową. W kolejnym etapie DNA 
poddawano procesom dalszego oczyszczania, a następnie przy użyciu odpo¬
wiednich odczynników eluowano wysokiej jakości DNA. Po zakończeniu tego 
procesu DNA był przechowywany w zamrażarce w temperaturze -20 °C. 

Izolacji DNA z leukocytów dokonywano stosując podobną procedurę. 
W pierwszym etapie izolowano leukocyty z uzyskanej od badanych kobiet krwi 
obwodowej, w kolejnym poddawano je procesowi lizy, uzyskując DNA. 
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4.5.3.2. I lościowe oznaczanie średniej l iczby kopii genów (AGCN) 
ERBB 

W celu określenia zaburzeń ilościowych występujących w czterech genach 
rodziny ERBB posługiwano się zmodyfikowaną techniką podwójnie różnicowej 
reakcji łańcuchowej polimerazy (double differentialpolimerase chain reaction -
ddPCR). 

Typowa reakcja PCR prowadząca do powielenia wybranego fragmentu czą¬
steczki DNA odbywa się w automatycznym termocyklerze i jest wielokrotnym 
powtarzaniem trójetapowego cyklu, na który składają się denaturacja, hybrydy¬
zacja i synteza DNA. Znajdujący się w probówce dwuniciowy DNA jest 
w pierwszym etapie procesu poddawany termicznej denaturacji, w wyniku której 
dochodzi do powstania dwóch jednoniciowych matryc. W drugim etapie nastę¬
puje przyłączenie do matrycy dwóch starterów będących zsyntetyzowanymi 
oligonukleotydami. Ponieważ startery muszą przyłączyć się do matrycy na obu 
końcach namnażanego regionu, aby przygotować odpowiednie nukleotydy ko¬
nieczna jest znajomość skrajnych sekwencji matrycy. W trzecim etapie termo-
stabilna polimeraza syntetyzuje komplementarną nić DNA. Podgrzewanie mie¬
szaniny reakcyjnej do temperatury 90 °C powoduje oddzielenie się nowych nici 
od matrycowego DNA. Po ochłodzeniu i dodaniu starterów rozpoczyna się ko¬
lejny cykl syntezy DNA, a powstająca nić DNA jest wykorzystywana w kolej¬
nych cyklach jako matryca. W każdym cyklu dochodzi do podwojenia jej ilości 
[28, 200, 257]. 

W zmodyfikowanej technice PCR, określanej jako metoda różnicowa (diffe¬
rential PCR - dPCR) stosuje się równoczesną amplifikację badanego genu 
i fragmentu genu kontrolnego, referencyjnego, stanowiącego rodzaj wewnętrz¬
nego standardu. Gen referencyjny powinien charakteryzować się znaczną stabil¬
nością, występować w ludzkim organizmie w pojedynczej liczbie kopii (np. 
ludzkiej P-globiny, HBB) i pochodzić z innego miejsca DNA tej samej komórki 
[25]. Reakcja PCR zachodzi równocześnie w tym samym naczyniu reakcyjnym, 
przy zastosowaniu dwóch par starterów. W różnicowej technice PCR mierzy się 
stosunek liczby kopii badanego genu do liczby kopii genu referencyjnego. Wy¬
nik podawany jest w postaci tzw. średniej (dla badanej w probówce liczby ko¬
mórek) liczby kopii genu (AGCN). W normalnych komórkach AGCN wynosi 1. 
Z pewnym uproszczeniem, zmniejszenie stosunku ilościowego obu produktów 
dPCR oznacza delecję, a zwiększenie - amplifikację. W niniejszym badaniu 
wykorzystano zmodyfikowaną technikę dPCR, wprowadzając drugi gen referen¬
cyjny w celu uzyskania dokładniejszych wyników ilościowych. Metoda ta zosta¬
ła opracowana przez Brandta i wsp. [34, 35] i określona terminem ddPCR 
(ryc. 9). W niniejszym badaniu jako genów referencyjnych użyto genu HBB oraz 
genu dysmutazy ponadtlenkowej SOD2. W ocenie wartości AGCN ERBB-2 
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dodatkowo zastosowano zmodyfikowaną technikę ddPCR tzw. dddPCR (direct-
ddPCR) [257]. 

Podwójna różnicowa reakcja PCR (ddPCR) 

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

W każdym oznaczeniu, w identycznych warunkach reakcyjnych, w jednej 
probówce przeprowadzano amplifikację onkogenu razem z jednym genem refe¬
rencyjnym, a w drugiej - stanowiącej kontrolę - powielano oba geny referencyj¬
ne. Równoczesna amplifikacja obu genów referencyjnych umożliwia kontrolo¬
wanie i ewentualne wyeliminowanie błędów pomiarowych i stanowi rodzaj we¬
wnętrznej kontroli jakości. Zastosowana w badaniu technika ddPCR umożliwia 
jednoczesną amplifikację czterech onkogenów ERBB w trakcie jednej reakcji 
PCR. 

W analizie produktów ddPCR przede wszystkim określano stosunek ilości 
powstałych fragmentów DNA obu genów referencyjnych. Wartość 1:1 świadczy 
o prawidłowo zaprojektowanym badaniu i stężeniu starterów w reakcji oraz 
zrównoważonym przebiegu reakcji PCR. 
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Analizę produktów ddPCR przeprowadzano za pomocą rozdziału elektrofo-
retycznego z rozdziałem na żelu agarowym i analizy densytometrycznej (ryc. 9). 
Wartość AGCN wyraża się w stosunku powierzchni i intensywności wybarwie-
nia prążka DNA odpowiadającego fragmentowi badanego onkogenu do tego, 
który odpowiada fragmentowi DNA genu referencyjnego (HBB). Ilość produk­
tów ddPCR w żelu agarozowym określano stosując system Quantity One. 

Średnią liczbę kopii onkogenu w komórce wyraża stosunek intensywności 
wybarwienia i powierzchni prążka DNA odpowiadającego fragmentowi badane¬
go onkogenu do powierzchni prążka DNA odpowiadającego fragmentowi genu 
referencyjnego. Prążki są produktem ddPCR w żelu agarozowym. Ryc. 10 
przedstawia przykładowe zdjęcie żelu agarozowego z charakterystycznym dla 
onkogenów ERBB obrazem prążków jako produktów reakcji ddPCR. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ryc. 10. Zdjęcie żelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym produktów ddPCR 
Fig. 10. ddPCR results, the gel picture 

ścieżka M - marker wielkości DNA 
ścieżki 1 - 5 - produkty ddPCR dla tkanki pochodzącej z nowotworu piersi 

1 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-1 (125 bp), delecja 
2 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-2 (132 bp), amplifikacja 
3 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-3 (154 bp) 
4 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-4 (156 bp) 
5 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - sod2 (188 bp) 

ścieżki 6 - 10 - produkty dd PCR dla tkanki pochodzącej od zdrowej kobiety 
6 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-1 (125 bp), 
7 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-2 (132 bp), 
8 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-3 (154 bp) 
9 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - ERBB-4 (156 bp) 
10 - górny prążek - p globina (252 bp), dolny prążek - sod2 (188 bp) 
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Do oceny amplifikacji i delecji badanych onkogenów stosowano przyjęte 
wcześniej przez Brandta i wsp. wartości graniczne AGCN (cut-offs) [34, 35] 
(tab. 8). Uzasadnieniem dla przyjęcia tych wartości były stwierdzone przez ww. 
autorów korelacje pomiędzy wartością AGCN dla ERBB-1, ERBB-2 i ERBB-3 a 
wartością rokowniczą amplifikacji lub delecji tych onkogenów u chorych na 
raka piersi [33]. 

Tab. 8. Wartości graniczne AGCN dla oznaczanych onkogenów 
Tab. 8. AGCN cut off values for oncogenes 

Onkogen 
Oncogen 

Delecj a 
Detection 

Brak zaburzeń 
Lack of abnormali¬

ties 

Amplifikacj a 
Amplification 

ERBB-1 < 0,2 >0,2 < 1,6 > 1,6 

ERBB-2-4 < 0,4 >0,4 < 1,6 > 1,6 

Startery użyte do badania dla genów referencyjnych i trzech protoonkoge-
nów ERBB-1 - ERBB-3 zostały zaprojektowane przez Brandta i wsp. [34, 35], 
a dla genu ERBB-4 - przez Bielawskiego [28]. 

4.5.3.3. Oznaczanie pol imorf izmu sekwencji powtórzonych (CA)„ 
i utraty heterozygotyczności (LOH) w genie ERBB-1 

Polimorfizm sekwencji powtórzonych (CA) n w genie ERBB-1 oznaczano za 
pomocą standardowej metody PCR i elektroforezy kapilarnej. Region genu 
ERBB-1 zawierający fragment polimorficzny był amplifikowany przy udziale 
starterów znakowanych fluorescencyjnym związkiem 6-FAM (6-karboksy-
fluoresceiną). Następnie produkty PCR były poddawane rozdziałowi elektrofo-
retycznemu przy zastosowaniu systemu A B I PRISM 310. Wszystkie badania 
PCR były wykonywane co najmniej dwa razy. Polimorfizm oznaczano u cho¬
rych na raka piersi oraz w grupie kontrolnej zdrowych kobiet. 

Wykrywanie LOH opiera się na porównywaniu ilości produktu PCR dla 
ERBB-1 otrzymanego dla DNA z guza i zdrowych komórek (leukocytów) po¬
chodzących od tej samej chorej. W tym celu porównywano odczytane z elektro-
foregramów obszary szczytów odpowiadające badanym allelom w leukocytach 
i komórkach nowotworu. Wartości LOH określano na postawie równań zapro¬
ponowanych przez Canziana [41], na podstawie wystandaryzowanych wcześniej 
warunków rozdziału kapilarnego dla produktów PCR fragmentu genu ERBB-1 
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znakowanych fluorescencyjnie i określonych tam wartości odcięcia dla LOH 
(cut-off). Utrata heterozygotyczności była wyliczana z równania: 

LOH = T2 x N1/T1 x N2, 

N i - obszar pod szczytem odpowiadający allelowi 1 w komórkach nowo¬
tworowych 

N 2 - obszar pod szczytem odpowiadający allelowi 2 w komórkach nowo¬
tworowych 

T 1 - obszar pod szczytem odpowiadający allelowi 1 w tkance niezmienionej 
nowotworowo 

T2 - obszar pod szczytem odpowiadający allelowi 2 w tkance niezmienio¬
nej nowotworowo 

W niniejszym badaniu do oceny zjawiska utraty heterozygotyczności przyję­
to wartości odcinające wg pracy Canziana [41]; za utratę długiego allela przyjęto 
wartości LOH <0,6, a za utratę krótkiego allela - wartości LOH >1,67. 

4.5.4. METODY STATYSTYCZNE 

Wszystkie dane dotyczące charakterystyki chorych i uzyskanych wyników 
zostały zakodowane i wprowadzone do komputerowej bazy danych opracowanej 
w programie Microsoft Excel. 

W obliczeniach statystycznych posługiwano się programem statystycznym 
Statistica dla Windows (Statsoft Co, wersja 6,0). Ewentualną zgodność rozkła¬
dów wyników uzyskanych dla badanych parametrów z rozkładem normalnym 
sprawdzono za pomocą testu Shapiro-Wilka. 

W celu porównania wartości AGCN i określenia różnic pomiędzy badanymi 
grupami posłużono się testami U Manna-Whitney'a, H Kruskala-Wallisa i Wi l -
coxona. Zależności pomiędzy zmiennymi nieparametrycznymi badano testem 
chi-kwadrat (%2) Pearsona, wprowadzając dla małych liczebności oczekiwanych 
(<10) poprawkę Yatesa. Dla porównań, w których liczebności oczekiwane wy­
nosiły 0-5 używano testu Fishera, natomiast za pomocą testu Spearmana badano 
korelacje pomiędzy analizowanymi cechami. Wartość p wynoszącą <0,05 uzna­
wano za znamienną. 

Prawdopodobieństwo przeżycia obliczano metodą Kaplana-Meiera. Wpływ 
badanych czynników na czas przeżycia całkowitego i 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 
protoonkogenów rodziny ERBB w raku piersi 

5.1.1. ANALIZA WARTOŚCI AGCN BADANYCH PROTOONKOGENÓW 
ERBB-1, ERBB-2, ERBB-3 I ERBB-4 

Częstość występowania zaburzeń w postaci amplifikacji lub delecji w pro-
toonkogenach rodziny ERBB oznaczano stosując metodę ddPCR. Materiał do 
badań genetycznych pochodził ze świeżo mrożonych fragmentów guzów nowo¬
tworowych uzyskanych od 225 chorych na raka piersi. U dwóch chorych nie 
oznaczono wartości AGCN dla ERBB-1 z powodu złej jakości wyizolowanego 
DNA. 

Tabela 9 przedstawia opisowe dane dotyczące wartości oznaczeń AGCN 
w badanej grupie chorych. 

Tab. 9. Wartości AGCN badanych onkogenów z rodziny ERBB 
Tab. 9. ERBB 1 — 4 oncogenes AGCN values 

AGCN ERBB-1 
(n = 223) 

ERBB-2 
(n = 225) 

ERBB-3 
(n = 225) 

ERBB-4 
(n = 225) 

średnia wartość 
mean value 0,59 1,64 1,08 1,07 

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

odchylenie standardowe 
standard deviation 0,93 2,28 0,46 0,61 

wartość minimalna 
minimum value 0,01 0,24 0,28 0,10 

wartość maksymalna 
maximum value 8,19 25,48 4,7 3,92 

Najwyższą średnią wartość AGCN (1,64) obserwowano dla onkogenu 
ERBB-2. Również w tej grupie stwierdzono najwyższą wartość maksymalną 
(25,48). Natomiast najniższa średnia wartość AGCN (0,59) dotyczyła onkogenu 
ERBB-1 , przy minimalnej wartości 0,01. 
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Rozkład wartości AGCN (od 0 do powyżej 5) dla wszystkich badanych on-
kogenów przedstawiono na ryc. 11, na której zastosowano istotne klinicznie 
przedziały wartości AGCN zaproponowane przez Brandta i wsp. [34]. 
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Ryc. 11. Rozkład wartości AGCN dla onkogenów rodziny ERBB 
Fig. 11. AGCN values distribution in ERBB oncogenes 

Najniższe wartości AGCN (<0,1) obserwowano jedynie dla onkogenu ERBB-1 
i dotyczyły one 34 chorych (15,2%); najwyższe (>5) stwierdzono zarówno w 
ERBB-1, jak i ERBB-2; odpowiednio u 3 (1,3%) i 9 (4,0%) chorych (tab. 10). 

Tab. 10. Rozkład wartości AGCN dla onkogenów rodziny ERBB 
Tab. 10. AGCN values distribution in ERBB oncogenes 

AGCN <0,1 0,1-0,4 >0,4-1,6 >1,6-3,0 >3,0-5,0 >5,0 

ERBB-1 34 15,2% 100 44,8% 79 35,4% 4 1,8% 3 1,4% 3 1,4% 

ERBB-2 0 0,0% 5 2,2% 162 72,0% 40 17,8% 9 4,0% 9 4,0% 

ERBB-3 0 0,0% 4 1,8% 200 88,9% 20 8,9% 1 0,4% 0 0,0% 

ERBB-4 0 0,0% 16 7,1% 176 78,2% 31 13,8% 2 0,9% 0 0,0% 
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Występowanie amplifikacji i delecji dla ERBB-2, ERBB-3 i ERBB-4 w ba¬
danej grupie chorych oceniono zgodnie z przyjętymi kryteriami oceny stopnia 
anomalii wartości AGCN protoonkogenów ERBB („Metody", tab. 8) i przedsta­
wiono w tab. 11. W odniesieniu do ERBB-1 stwierdzono, że średnia wartość 
AGCN tego genu badana dla matrycy pochodzącej z leukocytów grupy kontrol¬
nej jest niska i wynosi 0,6±0,13 (średnia ± SD). Na tej podstawie za wartość 
odcięcia dla amplifikacji przyjęto wartość AGCN>1 (średnia + 3SD) a wartość 
AGCN dla delecji <0,2 (średnia - 3SD). 

Tab. 11. Udział anomalii ilościowych w obrębie onkogenów rodziny ERBB 
Tab. 11. Frequency of ERBB oncogenes ' abnormalities 

Onkogen 
Oncogen 

Delecje (%) 
Deletions 

Norma (%) 
Normal level 

Amplifikacje (%) 
Amplifications 

Łącznie 
Total 

ERBB-1 69 (31) 120 (54) 34 (15) 223 

ERBB-2 5 (2) 162 (72) 58 (26) 225 

ERBB-3 4 (2) 198 (88) 23 (10) 225 

ERBB-4 16 (7) 176 (78) 33 (15) 225 

Łącznie 
Total 94 (10,5) 656 (73) 148 (16,5) 898 

Wartości AGCN dla ERBB-1: delecje <0,2, norma: 0,2-1,0, amplifikacje >1,0 
Wartości AGCN dla pozostałych genów 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 zarówno amplifikację, 
jak i delecję. Ogółem występowanie zaburzeń w obrębie ocenianych onkogenów 
stwierdzono w 242 badanych genach (27%), dotyczyły one 146 chorych (65%). 
Odsetkowy udział tych nieprawidłowości był różny dla poszczególnych genów. 

Amplifikacja dotyczyła najczęściej ERBB-2 (26%), a delecja - ERBB-1 
i ERBB-4; odpowiednio 31% i 7% chorych (ryc. 12). Łącznie amplifikację wy­
kryto w 148 (16,5%), a delecję w 94 (10,5%) spośród 898 badanych genów. 
Najwięcej zaburzeń dotyczyło genu ERBB-1 (46%), natomiast najmniej - genu 
ERBB-3 (12%). 
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Ryc. 12. Udział anomalii ilościowych w obrębie onkogenów rodziny ERBB 
Fig. 12. Frequency of ERBB oncogenes ' abnormalities 

0 

Najczęściej obserwowane wartości AGCN dla ERBB-1 były zawarte w prze¬
dziale 0,1 - 0,4. 

Delecje tego genu stwierdzono u 69 chorych (31%) i były to najczęściej ob¬
serwowane zaburzenia jednego genu. Amplifikację ERBB-1 obserwowano u 34 
chorych (15%), z najwyższą wartością AGCN w tej grupie wynoszącą 8,19. 

Najwyższą obserwowaną w całej badanej grupie wartość AGCN (25,48) 
stwierdzono dla genu ERBB-2. Poza tym u 9 chorych (4%) obserwowano warto¬
ści AGCN pomiędzy 3,0 a 5,0. Amplifikację tego genu stwierdzono ogółem u 58 
chorych (26%), co stanowi 39% amplifikacji w całej badanej grupie. Wartości 
AGCN genu ERBB-2 poniżej 0,4 (delecje) stwierdzono zaledwie u 5 chorych 
(2%) i w żadnym przypadku wartość ta nie była niższa od 0,1. 

Gen ERBB-3 był najbardziej stabilnym z badanej rodziny ERBB. U 198 cho¬
rych (88%) nie obserwowano w jego obrębie żadnych zaburzeń. Delecja wystę¬
powała jedynie u 4 chorych (2%), przy czym w żadnym przypadku wartość 
AGCN nie była niższa od 0,1. Amplifikację w zakresie wartości AGCN od 1,6 
do 4,7 stwierdzono u 23 chorych (10%). 

Podobnie jak dla onkogenu ERBB-3, dla ERBB-4 nie stwierdzono wartości 
AGCN, poniżej 0,1 i powyżej 5,0. Delecję onkogenu ERBB-4 wykryto w u 16 
chorych (7%), a amplifikację u 33 (15%). U większości chorych z amplifikacją 
wartość AGCN wynosiła od 1,6 do 3,0, jedynie u dwóch była wyższa od 3,0. 
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Spośród 146 chorych z amplifikacją lub delecją u 76 (34%) dotyczyła ona 
tylko jednego onkogenu (zmiany pojedyncze), natomiast u pozostałych 70 cho¬
rych (31%) były to tzw. zmiany złożone, zlokalizowane w co najmniej dwóch 
genach. 

5.1.2. ANALIZA ZMIAN POJEDYNCZYCH 

Zmiany pojedyncze w 91% dotyczyły onkogenów ERBB-1 i ERBB-2. Do¬
minującym zjawiskiem była delecja, którą stwierdzono łącznie u 45 chorych 
(59%) (tab. 12). Zaburzenie to najczęściej występowało w ERBB-1 (41 chorych). 
Wartość ta stanowiła 54% wszystkich zmian. Amplifikację stwierdzono u 31 
chorych (41%), najczęściej w ERBB-2 - u 11 chorych (14%). 

Tab. 12. Rozkład zmian pojedynczych onkogenów ERBB-1 
Tab. 12. Single ERBB oncogenes 'abnormalities distribution 

ERBB-1 
(n) 

ERBB-2 
(n) 

ERBB-3 
(n) 

ERBB-4 
(n) 

Łącznie 
Total 
n (%) 

Amplifikacj a 
Amplification 16 11 1 3 31 (41) 

Delecj a 
Deletion 41 1 1 2 45 (59) 

Łącznie 
Total 57 12 2 5 76 (100) 

5.1.3. ANALIZA ZMIAN ZŁOŻONYCH 

Zmiany złożone dotyczyły 70 chorych w tym u 49 chorych (70%) obejmo¬
wały one 2 onkogeny u 16 chorych (23%) - 3 onkogeny, a u 5 (7%) - wszystkie 
4 geny rodziny ERBB. U chorych ze zmianami złożonymi dominował ten sam 
charakter zaburzeń; wyłączne amplifikacje stwierdzono u 37 chorych (53%), 
delecje u 13 (19%), a zmiany mieszane (delecja i amplifikacja) - u 20 (28%; tab. 
13). 

W zaburzeniach złożonych najczęstszy był udział genu ERBB-1, a najrzad­
szy - ERBB-3 (odpowiednio 46 i 32 chorych). 
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Tab. 13. Rozkład zaburzeń złożonych 
Tab. 13. Complex ERBB abnormalities 

ERBB-1 ERBB-2 ERBB-3 ERBB-4 Liczba chorych 
Number of pts 

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 

Wyłącznie 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 

Wyłącznie 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 

Łącznie amplifikacje i delecje 
Amplifications and deletions together 

20 (29%) 

Łącznie / Total 70 
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5.2. Wzajemne zależności pomiędzy zaburzeniami 
w badanych genach rodziny ERBB 

Stwierdzono, że wartości AGCN dla poszczególnych onkogenów były 
w stosunku do siebie zależne, zwłaszcza w odniesieniu do ERBB-2 i ERBB-3, 
ERBB-2 i ERBB-4 oraz ERBB-3 i ERBB-4 (tab. 14). 

Tab. 14. Zależność pomiędzy wartościami AGCN onkogenów ERBB (wg testu korelacji 
Spearmana) 

Tab. 14. Correlation between ERBB oncogenes AGCN values (Spearman rank order 
correlation test) 

RS p 

ERBB-1 i ERBB-2 0,27 0,000036 

ERBB-1 i ERBB-3 0,14 0,03 

ERBB-1 i ERBB-4 0,26 0,000074 

ERBB-2 i ERBB-3 0,44 0,0000001 

ERBB-2 i ERBB-4 0,5 0,0000001 

ERBB-3 i ERBB-4 0,39 0,0000001 

R S - współczynnik korelacji 
RS — correlation ratio 

Zależność pomiędzy AGCN dla poszczególnych par onkogenów ERBB była 
szczególnie silna w podgrupie chorych z obecnością przerzutów do pachowych 
węzłów chłonnych, w której dotyczyła ona wszystkich par badanych genów (dla 
pary ERBB-1 i ERBB-4 była to wartość graniczna). W grupie chorych z cechą 
N0 nie stwierdzono znamiennej zależności dla pary ERBB-1 i ERBB-3 (tab. 15). 

Podobnych zależności nie wykazano w odniesieniu do pozostałych cech 
nowotworu: zaawansowania guza pierwotnego, typu histologicznego, stopnia 
zróżnicowania i stanu receptorów steroidowych. 
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Tab. 15. Zależność pomiędzy wartością AGCN onkogenów ERBB w grupie chorych bez 
przerzutów (N0) i z przerzutami (N+) do pachowych węzłów chłonnych (wg 
testu korelacji Spearmana) 

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

Cecha NO 
NO status 

Cecha N(+) 
N(+) status 

Rs P Rs p 

ERBB-1 i ERBB-2 0,27 0,0027 0,28 0,004 
ERBB-1 i ERBB-3 0,1 0,27 0,25 0,01 
ERBB-1 i ERBB-4 0,33 0,00025 0,2 0,053 
ERBB-2 i ERBB-3 0,36 0,000083 0,54 0,0000001 
ERBB-2 i ERBB-4 0,36 0,000076 0,64 0,0000001 
ERBB-3 i ERBB-4 0,33 0,00025 0,52 0,0000001 

5.3. Ekspresja receptorów ERBB-1 i ERBB-2 
i jej związek z liczbą kopii genów 

U części chorych, poza określeniem zaburzeń genetycznych metodą ddPCR 
oznaczono także ekspresję receptorów ERBB-1 i ERBB-2 metodą IHC. Ocenę 
ekspresji receptora ERBB-1 przeprowadzono u 63 chorych. U 5 z nich nie udało 
się ocenić badania z powodu złej jakości próbek. Ekspresję ERBB-1 stwierdzo¬
no u 10 chorych (17%), w tym u dwóch słabą; u obu tych chorych występowała 
również amplifikacja genu ERBB-1 (tab. 16). U pozostałych 8 chorych z ekspre¬
sją ERBB-1 nie stwierdzono przypadków amplifikacji, natomiast u 5 wykryto 
delecje. 

Tab. 16. Zależność pomiędzy ekspresją receptorów ERBB-1 oznaczoną metodą IHC 
a liczbą kopii genu 

Tab. 16. Relationship between ERBB-1 expression assessed by IHC and ERBB-1 AGCN 
value 

Wynik 
IHC 
IHC 
score 

Liczba chorych 
Number of pts 

n = 58 

Wartość AGCN 
dla ERBB-1 

ERBB-1 AGCN 
values 

Liczba chorych 
z amplifikacją 

Number of pts with 
amplifications 

Liczba chorych 
z delecj ą 

Number of pts 
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 także występowania zależności pomiędzy ekspresją tego 
receptora a wartością AGCN dla innych genów rodziny ERBB (tab. 17). 

Tab. 17. Zależność pomiędzy ekspresją ERBB-1 a wartością AGCN genów ERBB (test 
Spearmana) 

Tab. 17. Relationship between ERBB-1 expression and ERBB-1—4 AGCN values 

Liczba chorych 
Number of pts RS p 

ERBB-1 i ERBB-1 58 0,11 0,41 

ERBB-1 i ERBB-2 58 0,11 0,40 

ERBB-1 i ERBB-3 58 0,17 0,20 

ERBB-1 i ERBB-4 58 0,20 0,13 

Ekspresję receptorów ERBB-2 metodą IHC oceniono u 176 chorych. U 32 
z nich (18%), stwierdzono silną ekspresję tego receptora (wynik +++), a u 34 
(19%) - pośrednią (++). Wśród chorych, u których stwierdzono ekspresję recep­
tora ERBB-2 ocenioną na (+++) i (++), amplifikację ERBB-2 stwierdzono od¬
powiednio u 13 (41%) i 14 chorych (42%; tab. 18). 

Tab. 18. Zależność pomiędzy ekspresją receptorów ERBB-2 oznaczoną metodą IHC a 
liczbą kopii genu 

Tab. 18. Relationship between ERBB-2 expression assessed by IHC and ERBB-2 AGCN 
values 

Wynik 
IHC IHC 

score 

Liczba chorych 
Number of pts 

n = 177 

Średnia wartość AGCN 
dla ERBB-2 

ERBB-2 AGCN 
mean values 

Liczba chorych 
z amplifikacją 
Number of pts 

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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Wyraźną zgodność obu metod stwierdzono także w grupie chorych, dla któ­
rych wynik testu IHC był ujemny („0" lub „+"). Średnia wartość AGCN dla 
ERBB-2 w tej grupie wynosiła 1,23 i była wyższa od 1,6 (najniższej granicznej 
wartości przyjętej za amplifikację) jedynie u 9 chorych (14%) spośród 64 
z ujemnym wynikiem IHC i u 9 spośród 47 chorych (19%) z wynikiem IHC (+). 

Ekspresja receptorów ERBB-2 była silnie związana z wartością AGCN dla 
genu ERBB-2 (p=0,0003; ryc. 13). 

fei 

Z 20 

15H 
10 • 

AGCN ERBB-2 Ekspresja ERBB-2 
Ekspresja ERBB-2 

Ryc. 13. Zależność pomiędzy wartością AGCN ERBB-2 a stopniem ekspresji receptorów 
ERBB-2 

Fig. 13. Relationship between ERBB-2 AGCN value and ERBB-2 receptor expression 

5.4. Polimorfizm sekwencji powtórzonych (CA)n 

w genie ERBB-1 oraz utrata heterozygotyczności 
(LOH) w jego obrębie 

Polimorfizm sekwencji powtórzonych (CA)n w pierwszym intronie genu 
ERBB-1 oznaczono u 197 kobiet chorych na raka piersi oraz u 180 zdrowych 
kobiet stanowiących grupę kontrolną. Występowanie polimorfizmu stwierdzono 
zarówno wśród kobiet zdrowych, jak i chorych. Zakres zmienności dla całej 
badanej grupy wynosił od 9 do 23 powtórzeń CA (tab. 19). W obu grupach naj¬
częstszy był udział alleli zawierających 16 powtórzeń, który stanowił 41% alleli 
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w grupie chorych i 42,5% alleli w grupie kontrolnej. Allele zawierające 18 i 20 
powtórzeń stanowiły kolejne pod względem częstości występowania podgrupy -
odpowiednio 21% i 19,5% w grupie chorych na raka piersi i 21% i 18% dla ko­
biet zdrowych. 

Tab. 19. Rozkład powtórzeń CA w grupie chorych i grupie kontrolnej 
Tab. 19. Distribution of ERBB-1 repeated sequences CA in breast cancer patients and 

control group 

Liczba 
powtórzeń 
Number 

of CA repeats 

Grupa chorych 
Breast cancer patients 

Grupa kntrolna 
Control group 

Liczba 
powtórzeń 
Number 

of CA repeats 
Liczba alleli 

Number of allele % Liczba alleli 
Number of allele % 

9 CA 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 

Łącznie / Total 394 100 360 100 

Allele skrajne, zawierające 9 i 23 powtórzeń, stanowiły zaledwie 0,8% 
wszystkich alleli i występowały jedynie wśród kobiet chorych. Udział homozy­
got wśród kobiet chorych i zdrowych wynosił odpowiednio 44 (22%) i 62 (34%; 
p=0,009). W obu populacjach najczęściej występował allel zawierający 16 po­
wtórzeń (odpowiednio 66% i 55% u kobiet chorych i zdrowych). Natomiast 
wśród kobiet chorych nie występował w ogóle allel zawierający 17 powtórzeń, 
który stanowił 16% wszystkich alleli w grupie kobiet zdrowych (tab. 20; ryc.14) 
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Tab. 20. Kombinacja alleli wśród homozygot 
Tab. 20. Allele combination among homozygotes 

Kombinacja alleli 
(liczba powtórzeń CA) 

Allele combination 
(CA repeats numbers) 

Grupa chorych 
Breast cancer patients 

Grupa kontrolna 
Control group 

Kombinacja alleli 
(liczba powtórzeń CA) 

Allele combination 
(CA repeats numbers) 

Liczba 
Number % Liczba 

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 
Łączna liczba homozygot 
Total number of homozygotes 44 100 62 100 
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Grupa chorych / 
Breast cancer 
patients 
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• Heterozygoty 
Heterozygotes 

• Homozygoty 
Homozygotes 

Ryc. 14. Częstość występowania homo- i 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 wśród heterozygot najczęstsze były kombinacje zawiera­
jące 16 i 18, 16 i 20, 16 i 21 oraz 18 i 20 powtórzeń CA. Stanowiły one 64% 
wszystkich kombinacji występujących w grupie chorych i 81,5% w grupie zdro¬
wych. W obu populacjach dominowały układy, w których jeden z alleli zawierał 16 
powtórzeń, (odpowiednio 54% wśród kobiet chorych i 54% wśród kobiet zdro¬
wych); (tab. 21). W obu badanych grupach stwierdzono 32 diploidalne genotypy. 
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Tab. 21. Kombinacja alleli ERBB-1 wśród heterozygot 
Tab. 21. ERBB-1 allele combination among heterozygotes 

Kombinacja alleli ERBB-1 
(liczba powtórzeń CA) 
ERBB-1 allele combination 
(CA repeats numbers) 

Grupa chorych 
Breast cancer patients 

Grupa kontrolna 
Control group 

Kombinacja alleli ERBB-1 
(liczba powtórzeń CA) 
ERBB-1 allele combination 
(CA repeats numbers) 

Liczba 
Number % Liczba 

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 

14/20 2 1,S 0 0,0 

14/21 0 0,0 1 0,8 

15/16 2 1,S 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 

15/20 2 1,S 0 0,0 

15/21 0 0,0 0 0,0 

16/17 10 ó,5 1 0,8 

16/18 38 24,8 39 33,X 
16/19 S 2,0 1 0,8 

16/20 32 20,9 27 22,9 

16/21 X3 8,5 X6 X3,6 
16/22 2 1,S 1 0,8 

16/23 1 0,7 0 0,0 

17/18 10 ó,5 1 0,8 

17/19 1 0,7 1 0,8 

17/20 4 2,ó 1 0,8 

17/21 2 1,S 4 S,4 
17/23 1 0,7 0 0,0 

18/19 1 0,7 1 0,8 

18/20 X5 9,8 X4 XX,9 
18/21 ó S,9 5 4,2 

19/20 S 2,0 2 1,7 
20/21 S 2,0 0 0,0 

21/22 1 0,7 0 0,0 

Łącznie / Total 15S 100,0 118 100,0 
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W zależności od liczby powtórzeń CA wszystkie analizowane allele genu 
ERBB-1 pochodzące zarówno od kobiet chorych, jak i zdrowych zostały podzie¬
lone na dwie grupy. Pierwszą z nich stanowiły allele długie, zawierające więcej 
niż 18 powtórzeń CA, a drugą - allele krótkie, o liczbie powtórzeń do 18. W obu 
porównywanych grupach przeważały allele krótkie, stanowiące 70% badanych 
próbek. 

Układ alleli w badanych genach mógł zawierać 3 możliwości; 2 allele krót­
kie (kk), 2 długie (dd) i - w przypadku heterozygot - allel krótki i długi (kd). W 
badanym materiale w obu grupach dominowały homozygoty o krótkich allelach 
(49% alleli w grupie kobiet chorych i 53% w grupie kontrolnej). Najrzadziej 
obserwowano kombinację dwóch długich alleli; w grupie kontrolnej i w grupie 
chorych ich udział wynosił odpowiednio 8 i 7%. 

Utratę heterozygotyczności (LOH), określoną przez porównanie alleli 
ERBB-1 oznaczonych w materiale pochodzącym ze 153 heterozygotycznych 
guzów nowotworowych i leukocytów tych samych chorych, stwierdzono u 42 
spośród 153 badanych kobiet (27%). 

Zjawisko heterozygotyczności wiąże się z utratą krótkiego lub długiego alle-
la. Utratę długiego allela, która odpowiadała wartości LOH <0,6, obserwowano 
u 5% chorych a utratę allela krótkiego, odpowiadającą wartości LOH >1,67 - u 
22%. 

Spośród 197 chorych, u których oceniono polimorfizm sekwencji powtórzo¬
nych (CA)n w pierwszym intronie genu ERBB-1, u 58 określono również eks¬
presję receptora ERBB-1. W tej podgrupie zbadano zależność pomiędzy długo­
ścią alleli a występowaniem zjawiska ekspresji ERBB-1 (tab. 22). Nie stwier­
dzono istnienia zależności pomiędzy tymi cechami (p=0,56). 

Tab. 22. Zależność pomiędzy ekspresją 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 (%) Łącznie 
ERBB-1 expression ss sl ll Total 

0 19 (42) 22 (49) 4 (9) 45 

1-3 (+) 5 (6) 4 (44) 0 (0) 9 

Łącznie / Total 24 26 4 54 

ss — 2 short allele, sl — short and long allele, ll — 2 long allele 
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U 48 chorych sprawdzono, czy ekspresja receptora ERBB-1 ma związek 
z utratą heterozygotyczności (tab. 23). Ekspresję stwierdzono u 40 chorych, 
z czego u nieco ponad połowy towarzyszyła jej LOH (p = 0,24). 

Tab. 23. Zależność pomiędzy ekspresją receptora ERBB-1 a utratą heterozygotyczności 
Tab. 23. Relationship between ERBB-1 receptor expression and loss of heterozygosity 

Ekspresja ERBB-1 
ERBB-1 expression 

Brak LOH (%) 
No LOH LOH (%) Łącznie 

Total 

0 2 (25) 6 (75) 8 

1 - 3 (+) 19 (48) 21 (52) 40 

Łącznie 
Total 21 27 48 

5.5. Zależność pomiędzy parametrami molekularnymi 
a cechami histoklinicznymi nowotworu 

5.5.1. ZALEŻNOŚĆ POMIĘDZY WYSTĘPOWANIEM ANOMALII 
ILOŚCIOWYCH W PROTOONKOGENACH RODZINY ERBB A 
CECHAMI HISTOKLINICZNYMI NOWOTWORU 

Oznaczone wartości AGCN dla poszczególnych onkogenów rodziny ERBB 
oceniono w zależności od wybranych cech histoklinicznych nowotworu, takich jak 
wielkość guza, przerzuty do pachowych węzłów chłonnych, typ histologiczny i 
stopień zróżnicowania guza, oraz obecność receptorów steroidowych (tab. 24). 

W przypadku ERBB-1 spośród cech guza jedynie obecność receptorów pro-
gesteronowych była związana z wartością AGCN. U chorych z dodatnimi recep¬
torami progesteronowymi wartość AGCN dla ERBB-1 była znamiennie wyższa 
niż u chorych z ujemnymi receptorami (p = 0,03). Ponadto u chorych z przerzu¬
tami do pachowych węzłów chłonnych wartość AGCN dla ERBB-1 była gra¬
nicznie wyższa (p = 0,06) w porównaniu do chorych bez przerzutów Nie obser¬
wowano natomiast żadnych zależności pomiędzy wartością AGCN dla ERBB-2 
a badanymi cechami histoklinicznymi nowotworu. 

W odniesieniu do onkogenu ERBB-3 stwierdzono jedynie zależność pomię¬
dzy wartością AGCN a stopniem zróżnicowania guza; wyższemu stopniowi 
zróżnicowania guza (G1-2) odpowiadała wyższa wartość AGCN. 
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Najwięcej zależności stwierdzono dla onkogenu ERBB-4. Dotyczyły one wiel¬
kości guza, obecności przerzutów do pachowych węzłów chłonnych oraz stopnia 
zróżnicowania. Wyższa wartość AGCN dla ERBB-4 była związana z niekorzystny¬
mi cechami rokowniczymi, takimi jak wyższe zaawansowanie guza (T3, T4; p = 
0,001) i obecność przerzutów do pachowych węzłów chłonnych (p = 0,004). Wyż¬
sza wartość AGCN onkogenu ERBB-4 związana była jednak równocześnie z wyż¬
szym stopniem zróżnicowania (G 1-2) nowotworu (p = 0,002). 

Tab. 24. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a liczbą 
kopii genów 

Tab. 24. Relationship between ERBB genes AGCN values and clinicopathological variables 

Cecha 
histokliniczna 

Clinicopathological 
variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s 

Mediana wartości AGCN 
AGCN median values 

Cecha 
histokliniczna 

Clinicopathological 
variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s ERBB-1 ERBB-2 ERBB-3 ERBB-4 

Cecha T / T stage 
T1-2 153 0,3 1 1 0,91 
T3-4 70 0,29 1,04 0,98 1,02 

p = 0,91 p = 0,65 p = 0,14 p = 0,001 
Cecha N / N stage 

N0 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 
ductal 154 0,3 1,04 1 1 

zrazikowy 
lobular 38 0,37 1,04 0,99 0,95 

p = 0,86 p = 0,16 p = 0,86 p = 0,17 
St. zróżnicowania 

Grade 
G 1-2 68 0,33 1,19 1,02 1,14 

G 3 71 0,31 1,03 1,0 0,96 
p = 0,42 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 = 0,41 p = 0,97 
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 = 0,37 
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Uwzględniając przyjęte w niniejszej pracy wartości graniczne dla oceny za­
burzeń onkogenów, zbadano związek pomiędzy występowaniem amplifikacji 
lub delecji a wybranymi parametrami klinicznymi i histopatologicznymi dla 
każdego z czterech protoonkogenów. 

ERBB-1 

Najczęstszą anomalią onkogenu ERBB-1 była delecja, którą stwierdzono u 
69 chorych (31%). Delecja występowała częściej wśród chorych bez przerzutów 
do pachowych węzłów chłonnych niż u chorych z przerzutami - odpowiednio 44 
(39%) i 25 chorych (25,5%), (p = 0,03; tab. 25). Delecja w tym genie była także 
granicznie związana z brakiem receptorów progesteronowych w komórkach 
nowotworowych. Stwierdzono ją u 44 chorych (38%) z ujemnymi receptorami 
progesteronowymi i u 25 chorych (26%) z dodatnimi (p = 0,06). Takiej zależno¬
ści nie obserwowano w odniesieniu do receptorów estrogenowych. 
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Tab. 25. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a delecją 
genu ERBB-1 

Tab. 25. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-1 gene deletion 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba chorych 
Number of pts 

Liczba chorych z delecją 
ERBB-1 

Number of pts with 
ERBB-1 deletion 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba chorych 
Number of pts 

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%) 
N1-2 98 25 (25,5%) 

p = 0,03 
Typ histologiczny 
Histological type 

przewodowy 
ductal 144 42 (29%) 

zrazikowy 
lobular 37 12 (32%) 

p = 0,69 
Stopień zróżnicowania 

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 

Amplifikację genu ERBB-1 stwierdzono u 36 chorych, stanowiła ona 34% 
wszystkich zaburzeń tego genu i nie miała związku z żadnymi cechami histokli-
nicznymi nowotworu (tab. 26). 
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Tab. 26. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am­
plifikacją genu ERBB-1 

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

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s 

Liczba chorych z amplifikacją 
ERBB-1 

Number of pts with ERBB-1 
amplification 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s 

AGCN <0,2 

Cecha T / T stage 
T1-T2 103 24 (23%) 
T3-T4 48 9 (19%) 

p = 0,53 
Cecha N / N stage 

N0 72 14 (19%) 
N1-2 79 20 (25%) 

p = 0,38 
Typ histologiczny 
Histological type 

przewodowy 
ductal 108 24 (22%) 

zrazikowy 
lobular 26 5 (19%) 

p = 0,77 
Stopień zróżnicowania 

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 żadnych zależności pomiędzy występowaniem zaburzeń 
genu ERBB-2 a jakąkolwiek spośród badanych cech histoklinicznych (tab. 27). 
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Tab. 27. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am-
plifikacj ą genu ERBB-2 

Tab. 27. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-2 gene amplification 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s 

Liczba chorych z amplifikacją 
ERBB-2 

Number of pts with ERBB-2 
amplification 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s 

AGCN >1,6 

Cecha T / T stage 
T1-T2 147 37 (25%) 
T3-T4 70 19 (27%) 

p = 0,75 
Cecha N / N stage 

N0 114 27 (24%) 
N1-2 104 31 (30%) 

p = 0,3 
Stopień zróżnicowania 

Grade 
G1-2 151 45 (30%) 

G3 37 8 (22%) 
p = 0,32 

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 = 0,85 
PgR (+) 102 29 (28%) 
PgR (-) 117 28 (24%) 

p = 0,44 

5.5.1.3. Zaburzenia onkogenu ERBB-3 

Występowanie amplifikacji genu ERBB-3 było związane z brakiem przerzu­
tów do pachowych węzłów chłonnych (p=0,02) i wysokim (G1-G2) zróżnico­
waniem histologicznym nowotworu (p=0,03; tab. 28). 
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Amplifikacja tego genu występowała blisko trzykrotnie częściej wśród cho¬
rych bez przerzutów do pachowych węzłów chłonnych w porównaniu do chorych 
z przerzutami; (odpowiednio u 15% i 5,6%). Amplifikacja ERBB-3 była także 
trzykrotnie częstsza w guzach G1-2 niż w G3 (odpowiednio 17,6% i 5,6%). 

Tab. 28. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am-
plifikacj ą genu ERBB-3 

Tab. 28. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-3 gene amplifi¬
cation 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s 

Liczba chorych z amplifikacją 
ERBB-3 

Number of pts with 
ERBB-3 amplification 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 
Number 

o f p t s 

AGCN >1,6 

Cecha T / T stage 
T1-T2 147 16 (11%) 
T3-T4 70 5 (7%) 

p = 0,39 
Cecha N / N stage 

N0 112 17 (15%) 
N1-2 106 6 (6%) 

p = 0,02 
Typ histologiczny 
Histological type 

przewodowy 
ductal 151 16 (11%) 

zrazikowy 
lobular 37 4 (11%) 

p = 0,95 
St. zróżnicowania 

Grade 
G 1-2 68 12 (18%) 

G 3 71 4 (6%) 
p = 0,03 

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 była dwukrotnie częstsza w guzach o niskim 
(G1-2) stopniu zróżnicowania niż o wyższym (G3) stopniu zróżnicowania (od­
powiednio 29% i 15%; p=0,047; tab. 29). Nie stwierdzono natomiast związku 
amplifikacji ERBB-4 z wielkością guza, przerzutami do pachowych węzłów 
chłonnych i stanem receptorów steroidowych. 

Tab. 29. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a am-
plifikacją genu ERBB-4 

Tab. 29. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-3 gene amplification 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 

Number of 
pts 

Liczba chorych z amplifikacją ERBB-4 
Number of pts with ERBB-4 amplification Cecha histokliniczna 

Clinicopathological variable 

Liczba 
chorych 

Number of 
pts AGCN >1,6 

Cecha T / T stage 
T1-2 141 19 (13,5%) 
T3-4 66 14 (21%) 

p = 0,15 
Cecha N / N stage 

N0 108 15 (14) 
N1-2 100 18 (18%) 

p = 0,42 
Typ histologiczny 
Histological type 

przewodowy 
ductal 145 28 (19%) 

zrazikowy 
lobular 35 3 (9%) 

p = 0,21 
St. zróżnicowania 

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. ZALEŻNOŚĆ POMIĘDZY EKSPRESJĄ RECEPTORÓW 
ERBB-1 I ERBB-2 A CECHAMI HISTOKLINICZNYMI 

U wszystkich chorych z nadekspresją receptora ERBB-1 zarówno receptory es¬
trogenowe, jak i progesteronowe były ujemne. Nadekspresja występowała także 
znamiennie częściej w bardziej zaawansowanych (T3-4) guzach, (p=0,027) i u cho­
rych z przerzutami do pachowych węzłów chłonnych, przy czym ta ostatnia zależ­
ność nie była znamienna (p=0,06). Nie obserwowano żadnych zależności w odnie­
sieniu do innych analizowanych czynników histoklinicznych (tab. 30). 

Tab. 30. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a nad-
ekspresją receptora ERBB-1 

Tab. 30. Relationship between clinicopathological variables and ERBB-1 receptor expression 

Cecha histokliniczna 
Liczba cho¬

rych 
Liczba chorych z nadekspre-

sją ERBB-1 
Clinicopathological vriable Number of Number of pts with ERBB-1 

pts expression 
Cecha T / T stage 

T1-2 50 6 (12%) 
T3-4 5 3 (60%) 

p = 0,027 
Cecha N / N stage 

N0 30 2 (7%) 
N1-2 24 7 (29%) 

p = 0,06 
Typ histologiczny 
Histological type 

przewodowy 
ductal 40 8 (20%) 

zrazikowy 
lobular 8 0 (0%) 

p = 0,32 
Stopień zróżnicowania 

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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Spośród 58 chorych, u których oceniono ekspresję ERBB-1, u 55 określono 
także ekspresję ERBB-2. Stwierdzono występowanie odwrotnej zależności po¬
między nadekspresją obu tych receptorów (p=0,0001). Nadekspresję ERBB-1 
stwierdzono u 10 chorych, we wszystkich wypadkach bez nadekspresji ERBB-2. 

Tab. 31. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a nad-
ekspresj ą receptora ERBB-2 

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

Liczba Liczba chorych z nadekspresją 
ERBB-2 
IHC +++ 

Number of pts with ERBB-1 
expression 

Cecha histokliniczna 
Clinicopathological variable 

chorych 
Number of 

pts 

Liczba chorych z nadekspresją 
ERBB-2 
IHC +++ 

Number of pts with ERBB-1 
expression 

Cecha T / T stage 
T1-2 109 22 (20%) 
T3-4 33 10 (30%) 

p = 0,9 
Cecha N / N stage 

N0 84 20 (24%) 
N1-2 58 12 (21%) 

p = 0,7 
Typ histologiczny 
Histological type 

przewodowy 
ductal 93 25 (27%) 

zrazikowy 
lobular 28 5 (18%) 

p = 0,05 
Stopień zróżnicowania 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 = 0,02 
PgR (+) 65 10 (15%) 
PgR (-) 79 22 (28%) 

p = 0,06 
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W analizie zależności pomiędzy ekspresją receptorów ERBB-2 a poszcze¬
gólnymi czynnikami histoklinicznymi nowotworu uwzględniono wyłącznie silną 
ekspresję (IHC+++). Wyłączono grupę 34 chorych o pośredniej ekspresji recep¬
tora ERBB-2. Nadekspresja receptorów ERBB-2 znacznie częściej występowała 
w raku przewodowym i w guzach z ujemnymi receptorami estrogenowymi niż w 
raku zrazikowym i u chorych z dodatnimi receptorami estrogenowymi (p odpo¬
wiednio 0,05 i 0,02; tab. 31). Nadekspresja ERBB-2 związana była także z bra¬
kiem receptorów progesteronowych, aczkolwiek różnica ta nie była znamienna 
(p=0,06). Podobnie, nadekspresja ERBB-2 wiązała się granicznie z niższym 
(G3) stopniem zróżnicowania histologicznego (p=0,06). 

5.5.3. ZALEŻNOŚĆ POMIĘDZY UTRATĄ HETEROZYGOTYCZNOŚCI 
(LOH) A OKREŚLONYMI CECHAMI HISTOKLINICZNYMI 

Posługując się testem chi-kwadrat przeprowadzono analizę zależności po¬
między występowaniem LOH a najistotniejszymi cechami histoklinicznymi 
nowotworu (tab. 32). Jedyną znamienną zależnością była częstsza utrata hetero-
zygotyczności w obrębie genu ERBB-1 u chorych z ujemnymi receptorami es-
trogenowymi (p=0,05). LOH występowała także częściej w bardziej zaawanso¬
wanych guzach piersi (u chorych z guzami w stopniu T1-2 i T3-4 - u odpo­
wiednio 26% i 34% chorych). Ta zależność okazała się bliska wartości zna­
miennej, kiedy średnicę guza przyjęto jako zmienną ciągłą. Mediana średnicy 
guza w grupie chorych, u których stwierdzono LOH wynosiła 2,85 cm w po¬
równaniu do 2,15 cm u chorych, u których nie obserwowano tej cechy (p=0,07). 
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Tab. 32. Zależność pomiędzy określonymi cechami histoklinicznymi nowotworu a utratą 
heterozygotyczności (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 
pts 

Number of pts with LOH 

Cecha T / T stage 
T1-2 112 29 (26%) 
T3-4 38 13 (34%) 

p = 0,32 
Cecha N / N stage 

N0 83 22 (26,5%) 
N1-2 67 19 (28%) 

p = 0,8 
Typ histologiczny 
Histological type 

przewodowy 
ductal 103 29 (28%) 

zrazikowy 
lobular 26 4 (15%) 

p = 0,18 
St. zróżnicowania 

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 = 0,05 
PgR (+) 70 19 (27%) 
PgR (-) 82 23 (28%) 

p = 0,9 

W następnym etapie przeanalizowano zależność pomiędzy utratą krótkiego 
lub długiego allela a wybranymi cechami histoklinicznymi. 

Grupa chorych, u których stwierdzono utratę długiego allela charakteryzo¬
wała się większą średnicą guza i brakiem receptorów estrogenowych, jednak 
obie te różnice nie były znamienne, najpewniej z powodu niewielkiej liczebności 
badanych grup (tab. 33). 
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Tab. 33. Zależność pomiędzy wybranymi cechami klinicznymi a utratą krótkiego lub 
długiego allela 

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

Brak LOH 
No LOH 

Utrata allela Utrata allela Brak LOH 
No LOH krótkiego 

Loss of shorter allele 
długiego 

Loss of longer allele 

ER (+) 53 12 1 
ER (-) 58 22 6 
Mediana średnicy guza 
Median tumor diameter 2,15 cm 2,67 cm 3,5 cm 

5.6. Wstępna ocena rokowniczego znaczenia 
zaburzeń molekularnych występujących w 
genach rodziny ERBB i ekspresji receptorów 
ERBB-1 i ERBB-2 

Obserwacje chorych dla celów obecnego badania zakończono 10.08.2005. 
Mediana czasu obserwacji wynosiła 37 miesięcy. W tym okresie u 40 chorych 
(18%) doszło do wznowy nowotworu, a 24 chore zmarły z tego powodu. Naj¬
częstszą przyczyną niepowodzenia leczenia były przerzuty do narządów miąż¬
szowych (27 chorych; tab. 34). Jedna chora zmarła z powodu niewydolności 
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 

Przetrwały nowotwór 5 (2,2) 
Persistent cancer 

Wznowa miej scowa / Local failure 6 (2,7) 
Przerzuty wyłącznie do kości 

Bone matastases only 5 (2,2) 
Przerzuty uogólnione (w tym miąższowe) 

Distant metastases (visceral) 27 (12) 
Nowotwór drugiej piersi 

Contralateral breast cancer 2 (0,8) 
Niezależny, drugi nowotwór 

Second neoplasm 1 (0,4) 
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5.6.1. WYNIKI LECZENIA W ZALEŻNOŚCI OD CECH 
HISTOKLINICZNYCH 

Pomimo krótkiego okresu obserwacji podjęto próbę określenia prawdopo­
dobieństwa przeżycia całkowitego OS (overall survival) i niepowodzenia lecze­
nia DFS (disease free survival) w zależności od najistotniejszych cech histokli-
nicznych i parametrów molekularnych ocenianych w pracy. Zarówno OS, jak 
i DFS były zależne od cech pT i pN (ryc. 15-18). Ponadto, spośród 15 zgonów 
wśród chorych, u których oceniono cechę G, aż 12 dotyczyło chorych z guzem o 
niskim stopniu zróżnicowania (G3). Zależność ta nie była jednak znamienna 
(p=0,08; ryc.19). Ryzyko wystąpienia nawrotu choroby było również najwyższe 
w grupie chorych z cechą G3, a różnica pomiędzy grupami z cechą G2 i G3 była 
znamienna (p=0,04; ryc. 20). 
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Ryc. 15. Prawdopodobieństwo przeżycia w zależności od cechy T 
Fig. 15. Probability of OS according to T stage 
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Ryc. 16. Prawdopodobieństwo przeżycia bez nawrotu w zależności od cechy T 
Fig. 16. Probability of DFS according to T stage 
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Ryc. 17. Prawdopodobieństwo przeżycia w zależności od cechy N 
Fig. 17. Probability of OS according to N stage 
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Ryc. 18. Prawdopodobieństwo przeżycia bez nawrotu w zależności od cechy N 
(p = 0,00001) 

Fig. 18. Probability of DFS according to N stage 
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Ryc. 19. Prawdopodobieństwo przeżycia w zależności od cechy G 
Fig. 19. Probability of OS according to stage G 
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Ryc. 20. Prawdopodobieństwo przeżycia wolnego od nawrotu w zależności od cechy G 
Fig. 20. Probability of DFS according to G stage 

Nie stwierdzono znamiennych różnic w czasie przeżycia całkowitego i wol¬
nego od wznowy w zależności od ekspresji receptorów steroidowych, aczkol¬
wiek wznowy nowotworu występowały częściej u chorych z receptorami ujem¬
nymi (20% u chorych z ujemnymi receptorami estrogenowymi i 21% z ujemny¬
mi receptorami progesteronowymi, w porównaniu do odpowiednio 15% i 13% u 
chorych z receptorami dodatnimi. 

5.6.2. WYNIKI LECZENIA W ZALEŻNOŚCI OD ZABURZEŃ 
MOLEKULARNYCH 

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

Spośród 40 chorych, u których doszło do postępu choroby, u 23 (58%) 
stwierdzono zaburzenia genu ERBB-1 w komórkach nowotworowych. Ryzyko 
wystąpienia wznowy było znamiennie wyższe wśród chorych z amplifikacją 
tego genu. Obserwowano ją wśród 11 chorych (31%) z amplifikacją, u 12 (18%) 
z delecją i u 17 chorych (14%) bez żadnych zaburzeń w obrębie ERBB-1 
(p=0,03; ryc. 21). 
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Ryc. 21. Prawdopodobieństwo przeżycia wolnego od nawrotu w zależności od zaburzeń 
genu ERBB-1 

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

Podobnie, spośród 24 chorych, które zmarły z powodu postępu nowotworu, u 
63% stwierdzono delecję lub amplifikację genu ERBB-1. Występowanie amplifika-
cji tego genu wiązało się ze zwiększonym ryzykiem zgonu (p=0,02; ryc. 22, 23). 
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Ryc. 22. Prawdopodobieństwo przeżycia w zależności od zaburzeń genu ERBB-1 
Fig. 22. Probability of OS according to ERBB-1 gene abnormality 
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Fig. 23. Probability of DFS according to ERBB-1 gene amplification 
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Ekspresję receptora ERBB-1 stwierdzono jedynie u 8 spośród 56 chorych, u 
których wykonano to badanie. Do wznowy nowotworu doszło u 2 chorych (4%) 
bez ekspresji ERBB-1 i u 2 (25%) z ekspresją (p=0,04; ryc. 24). 
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Ryc. 24. Prawdopodobieństwo przeżycia wolnego od nawotu w zależności od ekspresji 
receptora ERBB-1 

Fig. 24. Probability of DFS according to ERBB-1 receptor expression 

Występowanie homo- lub heterozygot genu ERBB-1 nie miało wpływu na 
ryzyko nawrotu choroby, podobnie jak utrata heterozygotyczności, niezależnie 
od tego, czy utracony został allel długi (LOH<0,6), czy krótki (LOH>1,67). 
Natomiast ryzyko to było wyższe w grupie chorych, u których występowały dwa 
allele krótsze (do 18 powtórzeń CA) w porównaniu z chorymi, u których stwier¬
dzono kombinację allela krótkiego i długiego. Wznowę stwierdzono u 22 cho¬
rych (23%) z krótkimi allelami i u 12 chorych (14%) z mieszanymi (tab. 35, ryc. 
25). Różnica ta nie była znamienna (p=0,16). 
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Tab. 35. Częstość występowania wznów w zależności od kombinacji alleli w genie ERBB-1 
Tab. 35. Relationship between treatment failure and ERBB-1 allle combinations 

Kombinacj a alleli 
Allele combination 

Liczba chorych (%) 
Number of pts 

Liczba chorych ze wznową (%) 
Number of pts with treatment 

failure 

kk / ss 96 (49) 22 (23) 

kd / sl 85 (43) 12 (14) 

dd / ll 16 (8) 1 (6) 

Łącznie / Total 187 (100) 35 (19) 

k - krótki; d - długi allel 
s — short, l — long allele 
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Ryc. 25. Prawdopodobieństwo przeżycia wolnego od nawrotu w zależności od kombina¬
cji alleli genu ERBB-1 

Fig. 25. Probability of DFS according to ERBB-1 gene allele combination 

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

Spośród 40 chorych, u których doszło do wznowy nowotworu, u 12 (30%) 
występowały zaburzenia genu ERBB-l(u jednej chorej stwierdzono delecję, u 
wszystkich pozostałych - amplifikacje) (ryc. 26). 
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Ryc. 26. Prawdopodobieństwo przeżycia wolnego od nawrotu w zależności od zaburzeń 
genu ERBB-2 

Fig. 26. Probability of DFS according to ERBB-2 gene abnormality 
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Ryc. 27. Prawdopodobieństwo przeżycia w zależności od zaburzeń genu ERBB-2 
Fig. 27. Probability of OS according ERBB-2 gene abnormality 
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Amplifikacja ERBB-2 nie miała związku z ryzykiem zgonu z powodu postę­
pu choroby. Do zgonu doszło u sześciu chorych (16%), u których stwierdzono 
amplifikację i u 18 (15%), u których nie obserwowano żadnych zaburzeń. 
W grupie 68 chorych z delecją nie zanotowano zgonów (ryc. 27). 

Spośród 32 chorych, u których stwierdzono nadekspresję receptora ERBB-2, 
do wznowy doszło u 9 (28%), podczas gdy w 112 osobowej grupie bez ekspresji 
zmarło 17 chorych (15%); różnica ta nie była znamienna (ryc. 28). 

Ryc. 28. Prawdopodobieństwo przeżycia wolnego od nawrotu w zależności od ekspresji 
ERBB-2 

Fig. 28. Probability of DFS accordineg to ERBB-2 receptor expression 

Z niekorzystnym wpływem na przeżycie była natomiast związana nadeks-
presja receptora ERBB-2. W tej grupie do zgonu w okresie obserwacji doszło u 
22% chorych, podczas gdy w grupie chorych bez ekspresji - u 7% chorych 
(p=0,022; ryc. 29). 
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Ryc. 29. Prawdopodobieństwo przeżycia w zależności od ekspresji receptora ERBB-2 
Fig. 29. Probability of OS according ERBB-2 receptor expression 

5.6.2.3. Zaburzenia genów ERBB-3 \ ERBB-4 

Zaburzenia występujące w pozostałych genach rodziny ERBB nie były zwią¬
zane ze zwiększonym prawdopodobieństwem wznowy lub zgonu aczkolwiek, w 
odniesieniu do genu ERBB-3 spośród 24 chorych, które zmarły z powodu postępu 
choroby nowotworowej, u 23 nie stwierdzono jego zaburzeń (ryc. 30). 
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Ryc. 30. Prawdopodobieństwo przeżycia w zależności od zaburzeń genu ERBB-3 
Fig. 30. Probability of OS according ERBB-3 gene abnormality 

Nie stwierdzono również zwiększenia takiego ryzyka u chorych z więcej niż 
jednym zaburzeniem (tzw. zmiany złożone), niezależnie od tego, czy były to 
tylko delecje, tylko amplifikacje, czy też zmiany mieszane. 

5.6.2.4. Analiza wieloczynnikowa 

Wszystkie badane czynniki histokliniczne i molekularne mogące mieć 
wpływ na czas przeżycia bez objawów nawrotu raka piersi i czas przeżycia cał¬
kowitego poddano analizie wieloczynnikowej przy użyciu modelu Coxa. 
Stwierdzono, że w odniesieniu do czasu wolnego od nawrotu nowotworu nieza¬
leżnymi czynnikami rokowniczymi były cechy związane z jego miejscowym 
zaawansowaniem - cecha T4 i N2, a także amplifikacja genu ERBB-1 (tab. 36; 
ryc. 31). 
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Tab. 36. Analiza wieloczynnikowa ryzyka nawrotu raka piersi - model końcowy 
Tab. 36. Multivariate analysis of cancer reccurence 

Zmienna 
Variable 

Współczynnik 
ryzyka 

Hazard ratio 

95% zakres ufności 
95% confidence 

interval 
p 

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. Prawdopodobieństwo przeżycia wolnego od nawrotu w zależności od amplifi-
kacji genu ERBB-1 

Fig. 31. Probability of DFS according to ERBB-1 gene amplification 

0 

Natomiast w odniesieniu do czasu przeżycia całkowitego niezależnymi 
czynnikami rokowniczymi były wyłącznie cechy związane z guzem: T4, N2 i 
G3 (tab. 47). 
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Tab. 40. Analiza wieloczynnikowa całkowitego przeżycia - model końcowy 
Tab. 40. Multivariate analysis of OS 

Zmienna 
Variable 

Współczynnik ryzyka 
Hazard ratio 

95% zakres ufności 
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. OMÓWIENIE WYNIKÓW 

6.1. Charakterystyka badanej grupy 

Grupa chorych na raka piersi objęta niniejszym badaniem wydaje się być 
typowa dla polskiej populacji zarówno pod względem cech demograficznych, 
jak i klinicznych. Wyrazem wzrastającego wraz z wiekiem ryzyka zachorowania 
na ten nowotwór był większy udział chorych po menopauzie (68%) i średnia 
wieku wynosząca 56 lat. Stosunkowo wysoki odsetek (35%) stanowiły chore na 
miejscowo zaawansowanego raka piersi (guz T3 i T4 i cecha N2, niezależnie od 
wielkości guza). W krajach wysoko rozwiniętych, w których większość kobiet 
powyżej 50. lat objęta jest badaniami przesiewowymi, zaawansowany rak piersi 
stanowi około 5% ogółu zachorowań [175]. 

Najczęstszym nowotworem piersi (około 80% ogółu chorych) jest nacieka¬
jący rak przewodowy [175]. W badanej grupie odsetek ten był nieco niższy 
i wynosił 69%, przy większym udziale raka zrazikowego, który jest drugim co 
do częstości występowania rakiem piersi. Wśród chorych z rakiem przewodo¬
wym u 46% nowotwór był niskozróżnicowany (G3), a u 31% - średniozróżni-
cowany (G2). W niniejszym materiale obecność jednego z receptorów steroido-
wych stwierdzono u 57% badanych, a obu - u 34%. Te wartości są nieco niższe 
od podawanych w piśmiennictwie i najpewniej potwierdzają tezę o konieczności 
standaryzacji metody oznaczania receptorów. Istnieje również prawdopodobień¬
stwo niedoszacowania ekspresji ER z powodu możliwej utraty receptora w pro¬
cesie utrwalania materiału [7]. Z kolei ekspresja receptora ERBB-2 w komór¬
kach nowotworu w badanej grupie chorych (silna i wątpliwa odpowiednio u 18 
i 19% badanych) odpowiada podawanemu w piśmiennictwie w zakresie od 13 
do 40% chorych [15, 23, 62, 90, 176]. 

Ze względu na duży udział przypadków miejscowo zaawansowanego raka, 
u 32% chorych leczenie rozpoczęto od chemio- lub hormonoterapii. BCT jako 
pierwsz leczenie przeprowadzono u 13% ogółu operowanych chorych i u 3% po 
leczeniu indukcyjnym. W polskich ośrodkach onkologicznych nadal dominującą 
formą leczenia operacyjnego raka piersi jest amputacja, podczas gdy światowym 
standardem już od lat są operacje oszczędzające narząd [125, 176, 207, 236]. 

6.2. Zaburzenia liczby kopii czterech 
protoonkogenów rodziny ERBB 

Zgodnie z założonymi celami badania w jego pierwszym etapie podjęto pró¬
bę oceny zaburzeń genetycznych we wszystkich czterech onkogenach rodziny 
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ERBB. Dotychczasowe badania dotyczyły na ogół zaburzeń w poszczególnych 
genach tej rodziny, natomiast piśmiennictwo dotyczące ich zbiorczej analizy jest 
nieliczne. Dotyczy to nie tylko raka piersi, ale i innych nowotworów [25, 27, 33, 
220]. 

Uważa się, że u podłoża większości mechanizmów transformacji nowotwo¬
rowej znajdują się zmiany w materiale genetycznym komórki, obejmujące naj¬
częściej amplifikację określonych sekwencji DNA. Dzięki zastosowaniu nowo¬
czesnych metod biologii molekularnej w większości nowotworów potwierdzono 
obecność amplifikacji określonych onkogenów, np. c-myc w raku piersi i raku 
płuca, N-myc w nerczaku płodowym oraz w drobnokomórkowym raku płuca, 
a ERBB-1 w raku piersi, glejaku mózgu i raku przełyku [137, 148, 153, 187, 
203]. Próby wytłumaczenia zjawiska występowania amplifikacji prawie wyłącz¬
nie w komórkach nowotworowych i utraty przez nie stabilności genetycznej 
podjął się Hamlin [97]. Opisał on model opierający się na spostrzeżeniu, że w 
zdrowych komórkach utworzenie przerw w DNA na skutek replikacji czy re¬
kombinacji jednoniciowych fragmentów DNA powoduje wstrzymanie jego dal¬
szej replikacji do czasu naprawy uszkodzeń. Funkcję regulacyjną spełnia wów­
czas, m.in. białko p53. Gdy jest ono uszkodzone, proces replikacji trwa jednak 
nadal, pomimo pęknięcia jednej z nici DNA. Może wówczas dojść do powstania 
dwuniciowego, całkowitego pęknięcia chromosomów i generowania wielu aber¬
racji chromosomowych, w tym amplifikacji. 

W niniejszej pracy, przy zastosowaniu techniki ddPCR oceniono jakość 
i ilość zaburzeń genetycznych występujących w badanych onkogenach rodziny 
ERBB. Stwierdzono dużą częstość występowania zarówno amplifikacji, jak 
i delecji - dotyczyły one łącznie 65% wszystkich badanych chorych. Wartość ta 
jest porównywalna do podanej przez Brandta i wsp. [34], ale znacznie wyższa 
od uzyskanej przez Bielawskiego [28]. Uwzględniając graniczne wartości 
AGCN przyjęte w niniejszej pracy, zbadano związek pomiędzy występowaniem 
zaburzeń liczby kopii czterech genów z rodziny ERBB a wybranymi cechami 
histoklinicznymi nowotworu. Sprawdzono także, czy istnieje taka zależność dla 
nadekspresji receptorów ERBB-1 i ERBB-2. 

ERBB-1 okazał się najbardziej niestabilnym z badanych genów. U blisko 
połowy chorych (46%) stwierdzono anomalie, z których najczęstsze były delecje 
(31% badanych). Wartość ta jest identyczna z uzyskaną przez Bielawskiego [28] 
w pracy obejmującej 173 chorych na raka piersi pochodzących z Niemiec i wyż¬
sza niż w materiale Brandta i wsp. (19%) [34]. Obaj autorzy jako delecję ERBB-
1 przyjęli AGCN <0,4, która wcześniej została wyznaczona przez Brandta i wsp. 
[34, 240] w pracy oceniającej częstość aberracji zachodzących w ERBB-1, -2 i -3 
i ich klinicznych implikacji. Autorzy ci wykazali ponadto, że wartość AGCN <0,4 
związana była ze znamiennie krótszym okresem przeżycia wolnym od wznowy 
w porównaniu do chorych, u których wartość ta była wyższa. Natomiast w ni¬
niejszej pracy za punkt odcięcia uznano wartość AGCN <0,2. Było to spowodo-
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wane odmiennym w porównaniu z innymi genami zachowaniem się genu ERBB-1 
w procesie amplifikacji przeprowadzanej podczas standaryzacji metody. Stwier­
dzono, że średnia wartość AGCN tego genu badana dla matrycy pochodzącej 
z leukocytów grupy kontrolnej jest niska (0,6±0,13). Na tej podstawie za ampli-
fikację przyjęto wartość AGCN >1, a za delecję - wartość AGCN <0,2. 

Zaburzenia AGCN genu ERBB-1 opisywane są również w innych nowotwo¬
rach, w tym guzach chromochłonnych i rakach tarczycy [220], ale tam znacznie 
częstsza jest amplifikacja. Występuje ona między innymi w raku pęcherza mo¬
czowego [87], rakach regionu głowy i szyi [193] i guzach ośrodkowego układu 
nerwowego [68, 202]. Udział zarówno delecji, jak i amplifikacji jest różny w 
różnych doniesieniach i waha się w granicach od 3 do 59%. W rakach piersi 
amplifikacja ERBB-1 występuje dosyć rzadko - w granicach 1,7 - 14% [28, 191, 
235]. Podobnie, przy zastosowaniu hybrydyzacji metodą Southern blot [211], 
udział amplifikacji wynosił 2 [207]. W niniejszej pracy amplifikacja ERBB-1 
dotyczyła 15% badanych chorych, przy przyjęciu za punkt odcięcia wartości 
AGCN >1. Zbliżoną wartość (20%) otrzymał Brandt [34], przy punkcie odcięcia 
AGCN >1,6. 

W przypadku ERRBB-1 zależność pomiędzy wartością AGCN a cechami 
guza stwierdzono jedynie w odniesieniu do obecności receptorów progestero-
nowych i przerzutów do regionalnych węzłów chłonnych (tab. 24, 25). Mediana 
wartości AGCN była wyższa u chorych z dodatnimi receptorami progesterono-
wymi w porównaniu z chorymi o ujemnych receptorach PgR (p=0,03), a liczba 
delecji (najczęstszych zaburzeń w obrębie tego onkogenu) była największa 
wśród chorych z ujemnymi receptorami progesteronowymi (p=0,06). Spostrze¬
żenie dotyczące zwiększonego odsetka delecji w grupie chorych z ujemnymi 
receptorami progesteronowymi nie znajduje potwierdzenia w innych publika¬
cjach. W pracy Bielawskiego [28], odwrotnie niż w niniejszym badaniu stwier¬
dzono, że wartości AGCN dla ujemnych receptorów steroidowych były wyższe 
niż dla dodatnich. Natomiast Brandt i wsp. [35, 36], stosując również metodę 
ddPCR, nie obserwowali żadnej zależności pomiędzy zaburzeniami ERBB-1 
a stanem receptorów steroidowych. 

Delecje obserwowano znamiennie częściej wśród chorych bez przerzutów 
do pachowych węzłów chłonnych niż u chorych z przerzutami (p=0,03). Media¬
na wartości AGCN była wyższa (aczkolwiek nieznamiennie) również w grupie 
chorych z przerzutami do pachowych węzłów chłonnych (p=0,06), co może 
mieć związek z mniej korzystnym rokowaniem w tej grupie. Tego typu obser­
wacji nie znaleziono w dostępnym piśmiennictwie. W pracy Brandta i wsp. [35] 
nie znaleziono żadnych zależności pomiędzy wartością AGCN ERBB-1 a takimi 
cechami, jak stan węzłów chłonnych i ekspresja receptorów steroidowych. 

Większość prac dotyczących zależności pomiędzy nieprawidłowościami ge¬
nów rodziny ERBB a cechami histoklinicznymi nowotworu opiera się na ocenie 
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ekspresji receptorów, a nie zaburzeń kodujących je genów. Uważa się, że w 
przeciwieństwie do innych receptorów ERBB, nadekspresja ERBB-1 najczęściej 
nie jest wynikiem amplifikacji genu, ale jest regulowana przede wszystkim na 
poziomie transkrypcji [82, 227, 250]. W badaniach tych autorzy najczęściej ob­
serwowali silniejszą ekspresję receptorów estrogenowych i - rzadziej - proge-
steronowych wśród chorych bez ekspresji receptora ERBB-1 [20, 57, 151, 166, 
201]. Podobnie, jedyną zależnością pomiędzy ekspresją receptorów a stanem 
receptorów hormonalnych, jaką stwierdził Lodge i wsp. [137], był odwrotny 
związek pomiędzy nadekspresją ERBB-1 a obecnością obu receptorów stero-
idowych. Te wyniki są zgodne z obserwacjami zawartymi w niniejszej pracy. 
Stwierdzono, że u wszystkich chorych z nadekspresją receptorów ERBB-1, re¬
ceptory steroidowe, zarówno estrogenowe, jak i progesteronowe były ujemne i 
zależności te były znamienne (tab. 30). Doniesienia na ten temat nie są jednak 
zgodne; w kilku pracach nie obserwowano żadnej zależności pomiędzy wzajem­
ną ekspresją tych białek [21, 107]. 

W niniejszym materiale stwierdzono także, że nadekspresja ERBB-1 wystę¬
powała częściej u chorych z przerzutami do regionalnych węzłów chłonnych, niż 
u chorych bez przerzutów, ale różnica ta nie była znamienna (p=0,06). Taką 
zależność stosunkowo często obserwowano w innych badaniach [20, 31, 201]. 
Podobnie, w badaniu Beckmanna i wsp. [21] wykazano, że nadekspresja ERBB-
1 wiązała się nie tylko ze stanem węzłów chłonnych, ale także z wielkością guza 

i stopniem jego zróżnicowania. Te dane potwierdziły wyniki wcześniejszej me-
taanalizy, opublikowanej w 1992 roku i obejmującej 40 badań [117]. Wynikało z 
niej, że nadekspresja ERBB-1 jest związana z aneuploidią komórek, wysokim 
stopniem złośliwości nowotworu i jego niskim zróżnicowaniem. Potwierdzają to 
także badania Lodge i wsp. [137]. Interesujące jest doniesienie Toveya, który 
wykazał znamienną (p=0,024) zależność pomiędzy nadekspresją ERBB-1 
a wzrostem indeksu proliferacji ocenianym znakowaną bromodezoksyurydyną 
(bromodeoxyuridine labelling index - BLI) [229]. W doniesieniu tym prawdo¬
podobieństwo 10-letniego przeżycia chorych z wysokim i prawidłowym indek¬
sem BLI wynosiły odpowiednio 35% i 60%. 

Zaburzenia genu ERBB-1 są przez większość autorów uznawane za nieko­
rzystny czynnik rokowniczy. W pracy Brandta i wsp. [35] chore z wartością 
AGCN poniżej 0,4, miały znamiennie krótszy okres do nawrotu nowotworu niż 
chore z wartością wyższą od 0,4. W późniejszej pracy ci sami autorzy wykazali, 
że nie tylko obniżenie wartości AGCN, ale również jej podwyższenie odpowia¬
dające amplifikacji, jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym [36]. Także 
nadekspresja ERBB-1 i/lub amplifikacja ERBB-1 mają związek z częstszymi 
nawrotami choroby, skróceniem czasu przeżycia i gorszą odpowiedzią na lecze¬
nie [8, 19, 137, 153]. W badaniu Buccia i wsp. [37] prawdopodobieństwo 
5-letniego przeżycia bez nawrotu nowotworu u chorych z nadekspresją ERBB-1 
w porównaniu do chorych z brakiem ekspresji tego receptora wynosiło odpo-



6. Omówienie wyników 91 

wiednio 61% i 84%. Różnica ta była szczególnie duża u chorych z przerzutami 
do pachowych węzłów chłonnych. W tej grupie wykazano również krótszy czas 
przeżycia całkowitego w przypadkach nadekspresji ERBB-1 [228]. 

W niniejszym materiale, pomimo stosunkowo krótkiego okresu obserwacji, 
wykazano, że zaburzenia liczby kopii genu ERBB-1 związane są ze zwiększo¬
nym ryzykiem niepowodzenia leczenia. Zależność pomiędzy zaburzeniami genu 
ERBB-1 i/lub ekspresją kodowanych białek a cechami histoklinicznymi guza 
była jednak niepewna. Jednocześnie silną zależność pomiędzy amplifikacją tego 
genu a skróceniem czasu wolnego od wznowy potwierdzono w analizie wielo-
czynnikowej. Wydaje się zatem, że uszkodzenia tego genu stanowią niezależny 
czynnik rokowniczy. 

Wyniki wielu badań wskazują, że do amplifikacji onkogenu ERBB-2 docho­
dzi u około 20-40% chorych na raka piersi [62, 95, 112, 128, 158, 208]. W me-
taanalizie przeprowadzonej przez Revillona i wsp. [189] wartość ta zawarta była 
w szerokim przedziale od 5 do 55%. Amplifikacja tego genu prowadzi w więk¬
szości przypadków do nadekspresji kodowanego przez niego receptora, odpo¬
wiedzialnego za powstanie wielu nowotworów, w tym raka piersi [198], jajnika 
[209, 240], płuca [101, 243], żołądka [254] i tarczycy [220]. Cecha ta jest rów¬
nież czynnikiem pogarszającym rokowanie w raku piersi [196, 208]. 

W niniejszym badaniu amplifikację ERBB-2 stwierdzono u 26% chorych, 
przy czy wartości AGCN wyższe od 3 znaleziono aż w 18 guzach (8%), w tym 
w połowie przypadków - powyżej 5. Dane te są zbliżone do podawanych przez 
innych autorów [28, 34, 112, 189, 239]. We wspomnianej metaanalizie, obejmu¬
jącej 22.616 chorych na raka piersi uczestniczących w 97 badaniach wykazano, 
że niezależnie od zastosowanej metody amplifikacja dotyczy zbliżonego odsetka 
chorych [189]. Najczęściej posługiwano się metodą Southern blot [212], a je­
dynie w pięciu przypadkach zastosowano PCR. Średni udział amplifikacji dla 
całej badanej grupy wynosił 26%, a przy zastosowaniu techniki PCR wahał się 
w granicach od 19 do 55%. 

Metoda hybrydyzacji według Southerna [210] jest mniej czuła w porówna¬
niu do ddPCR, a ponadto do przeprowadzenia analizy konieczna jest większa 
ilości tkanki. Jest ona również bardziej kosztowna, a czas badania - kilkakrotnie 
dłuższy. 

Obecnie, standardową metodą oceny amplifikacji ERBB-2 dla celów kli¬
nicznych jest FISH (fluoroscence in situ hybridization). Pozwala ona na bezpo¬
średni pomiar amplifikacji nawet z niewielkiej ilości materiału tkankowego [61]. 
Metoda ta, charakteryzująca się także wysoką czułością i swoistością, jest jed¬
nak technicznie skomplikowana i droga. Wyniki niniejszej pracy, podobnie jak 
wielu innych wskazują, że metoda oparta na łańcuchowej reakcji polimerazy 
(PCR) pozwala uzyskać wyniki porównywalne z FISH, przy niższych kosztach 
i mniejszym nakładzie pracy [26, 33, 56, 109, 135, 138, 156]. 
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W przeciwieństwie do amplifikacji, delecja onkogenu ERBB-2 jest zjawi¬
skiem bardzo rzadkim. W niniejszym materiale przy zastosowaniu wartości od¬
cięcia <0,4 dotyczyła ona zaledwie 3% chorych. Nie stwierdzono natomiast 
żadnej delecji ERBB-2 w przedziale o wartościach AGCN <0,1. Bielawski [28], 
przy wartości odcinającej ERBB-2 0,35, nie znalazł delecji tego genu wśród 
chorych na raka piersi. 

Gen ERBB-2 jest najlepiej poznanym spośród całej rodziny onkogenów 
ERBB. Podobnie jak w niektórych pracach [34], w niniejszym badaniu nie 
stwierdzono współwystępowania zaburzeń ERBB-2 z innymi niekorzystnymi 
cechami histoklinicznymi. Ta obserwacja dotyczy nie tylko raka piersi, ale i 
innych nowotworów, w których amplifikacja ERBB-2 jest zjawiskiem stosun¬
kowo częstym i związanym z gorszym rokowaniem [53, 113, 188, 220]. W 
przeciwieństwie do wyników uzyskanych w niniejszej pracy, O'Malley i wsp. 
[156], oceniając amplifikację ERBB-2 na poziomie genów stwierdzili, że jest 
ona związana z niskim stopniem zróżnicowania nowotworu i częściej występuje 
u chorych z ujemnymi receptorami steroidowymi. 

Najczęściej opisywana jest odwrotna zależność pomiędzy amplifikacją genu 
ERBB-2 a ekspresją receptorów steroidowych, przede wszystkim estrogenowych 
[123, 189, 222, 228, 239]. Zaburzenie to stosunkowo często współistnieje także 
z innymi niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi, takimi jak niski stopień 
zróżnicowania, wyższe zaawansowanie guza, czy przerzuty do pachowych wę¬
złów chłonnych [112]. Ta obserwacja dotyczy przede wszystkim badań, w któ¬
rych amplifikację oceniano metodą FISH [164, 181, 195]. 

W niniejszym badaniu, poza oceną amplifikacji genu ERBB-2 metodą 
ddPCR, oznaczono również stopień ekspresji receptora tego genu metodą IHC. 
Analiza ta, podobnie jak wcześniejsze prace [146, 162, 163, 175] wykazała silny 
związek pomiędzy obiema cechami (p=0,0003; tab. 18). Również udział cho¬
rych, u których stwierdzono nadekspresję ERBB-2 (18%) pozostaje w zgodności 
z wynikami innych badań [189]. Podobnie jak inni autorzy, w ocenie zależności 
pomiędzy ekspresją receptorów a poszczególnymi czynnikami histoklinicznymi 
uwzględniono wyłącznie guzy z silną (+++) ekspresją ERBB-2 [128, 163, 232]. 

W większości dotychczasowych badań wykazano związek ekspresji recepto¬
ra ERBB-2 z innymi niekorzystnymi cechami rokowniczymi [15, 162, 208]. 
Podobnie w niniejszej pracy, nadekspresja białka była związana z kilkoma nie¬
korzystnymi cechami nowotworu, w tym - w sposób znamienny - z brakiem 
receptorów estrogenowych (p=0,02) oraz z typem przewodowym raka (p=0,05), 
(tab. 31). Stwierdzono również, że nadekspresja częściej, choć nieznamiennie, 
występowała u chorych z ujemnymi receptorami progesteronowymi, z guzami o 
wyższym stopniu histologicznej złośliwości (G3) oraz wyższym miejscowym 
zaawansowaniem. Wyniki te są zbieżne z uzyskanymi przez Eppenberger-
Castoro i wsp. [71]. Autorzy ci, w badaniu obejmującym ponad tysiąc chorych 



6. Omówienie wyników 93 

na raka piersi, stwierdzili, że nadekspresją receptorów ERBB-2 związana jest 
z wielkością guza, niskim stopniem jego zróżnicowania i brakiem ekspresji re­
ceptorów steroidowych. Istnieją jednak także doniesienia, w których nie obser­
wowano żadnych zależności lub jedynie związek z brakiem ekspresji receptorów 
steroidowych [21, 69]. 

Pomimo obserwowanej w niniejszym badaniu stosunkowo wysokiej zależ­
ności pomiędzy amplifikacją i ekspresją ERBB-2, istniały znaczne różnice po­
między tymi zaburzeniami a cechami histoklinicznymi. Różnice te mogą być 
wynikiem pewnej niedoskonałości i subiektywizmu w ocenie ekspresji recepto¬
rów metodą IHC a także mniejszej liczby chorych, u których wykonano to bada­
nie, w porównaniu z grupą, w której oceniono amplifikacje. 

W kluczowym badaniu Slamona i wsp. [208] wykazano, że amplifikacja ge­
nu ERBB-2 jest niezależnym, niekorzystnym czynnikiem rokowniczym w raku 
piersi u chorych z przerzutami do pachowych węzłów chłonnych, zarówno w 
odniesieniu do całkowitego czasu przeżycia, jak i przeżycia wolnego od wzno-
wy. U chorych z cechą N0 związek pomiędzy ekspresją ERBB-2 a gorszym 
rokowaniem był mniej jednoznaczny, ale obecnie nie jest już kwestionowany 
[180, 181, 209]. W ostatnich latach większość badań potwierdzała niekorzystne 
znaczenie rokownicze nadekspresji lub amplifikacji ERBB-2 [62, 196, 209]. W 
efekcie cechy te zostały zaliczone do grupy niekorzystnych czynników rokowni-
czych podczas Konferencji w St Gallen w 2005 roku [84]. Ostatnio wykazano, 
że także słabsza ekspresja mRNA ERBB-2 jest związana z gorszym rokowaniem 
[167]. 

W niniejszym badaniu amplifikacja ERBB-2 nie wiązała się ze znamiennym 
skróceniem czasu wolnego od nawrotu i czasu przeżycia całkowitego, natomiast 
nadekspresja kodowanego przez ten gen białka zwiększała ryzyko wystąpienia 
wznowy nowotworu. Do nawrotu choroby doszło odpowiednio u 28% i 15% 
chorych z nadekspresją i bez nadekspresji ERBB-2. Stwierdzono również nieko­
rzystny wpływ nadekspresji tego receptora na czas przeżycia (p=0,022; ryc. 28, 
29). Te dane są zgodne z obserwacjami większości innych autorów [194, 208, 
210, 213, 218]. Według analizy przeprowadzonej przez Rossa i wsp. [195] 
wszystkie badania, w których oceny ekspresji i amplifikacji dokonywano z za¬
stosowaniem metody FISH, wykazały niekorzystne rokownicze znaczenie am­
plifikacji. 

Niekorzystne rokowanie u chorych z nadekspresją/amplifikacją ERBB-2 jest 
kliniczną manifestacją wielu biologicznych procesów aktywowanych przy 
współudziale ERBB-2, między innymi przyspieszenia proliferacji, zwiększenia 
aktywności angiogenezy oraz naciekania i zdolności do tworzenia przerzutów 
[144, 260]. 

W ostatnich latach przedmiotem wielu badań są receptory ERBB-2 jako cel 
nowoczesnego leczenia przeciwnowotworowego [1, 9, 16-19, 78, 91, 132, 168, 
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256]. Ich zaletą jest lokalizacja na powierzchni komórek, co czyni je łatwo do¬
stępnymi dla leków. Wśród metod zahamowania wzrostu nowotworu badano 
między innymi inhibitory kinazy tyrozynowej, antysensowe hamowanie ERBB-2, 
lub czynnościowe blokowania receptorów przez hamowanie wewnątrzkomór¬
kowej ekspresji jednołańcuchowych przeciwciał ScFvs. Wydaje się jednak, że 
hamowanie wzrostu guzów i linii komórkowych raka piersi jest najbardziej sku¬
teczne przy użyciu przeciwciał monoklonalnych skierowanych przeciwko ze-
wnątrzkomórkowym domenom ERBB-2 [63, 143]. Aktywność rekombinowane-
go ludzkiego przeciwciała anty-ERBB-2, trastuzumabu (herceptyny) w zaawan¬
sowanym raku piesi wykazano w licznych badaniach klinicznych [17, 18, 141, 
169]. Ostatnio wykazano także znaczące zmniejszenie ryzyka nawrotu choroby 
u chorych otrzymujących trastuzumab w uzupełnieniu pooperacyjnej chemiote¬
rapii [174, 186]. Oczywistym warunkiem skutecznego działania tego przeciw¬
ciała jest ekspresja receptora ERBB-2, najlepiej określona metodą FISH. 

Mechanizm działania przeciwciał monoklonalnych nie jest w pełni wyja¬
śniony i wydaje się być bardziej złożony niż proste hamowanie ekspresji ERBB-
2. Fakt, że część chorych pomimo nadekspresji tego receptora nie odpowiada na 
leczenie trastuzumabem może świadczyć o istnieniu dodatkowych czynników 
uczestniczących w tym procesie. Najbardziej prawdopodobne wydaje się równo¬
czesne zaangażowanie innych receptorów rodziny ERBB [150, 253]. 

Na podstawie dotychczas opublikowanych badań nie ma wątpliwości, że 
ekspresja ERBB-2 jest również czynnikiem predykcyjnym dla leczenia trastu-
zumabem. Natomiast nadal niejasny jest związek pomiędzy ekspresją tego re¬
ceptora a odpowiedzią na leczenie określonymi cytostatykami i preparatami 
hormonalnymi. Istnieje kilka badań wykazujących, że nadekspresja ERBB-2 
wiąże się ze z mniejszą skutecznością chemioterapii uzupełniającej wg schematu 
CMF [4, 95, 216, 224], jednak wyniki trzech z nich są kwestionowane [4, 216, 
224] (niewielka liczebność badanych grup, niedostatki metodologiczne). Uważa 
się, że obecne dowody są niewystarczające, aby uznać ekspresję ERBB-2 za 
czynnik predykcyjny dla wyboru schematu chemioterapii [84, 173]. Uważa się 
również, że nadekspresja ERBB-2 wiąże się z gorszą odpowiedzią na leczenie 
tamoksyfenem, pomimo dodatnich receptorów steroidowych [112, 241]. Naj¬
prawdopodobniej jest to związane z odmiennymi ścieżkami przekazywania sy¬
gnałów. 

Wyniki przedstawionych badań ukazują ogromną wagę problemu i wyzwa¬
nie, jakim jest dokładne poznanie wszystkich powiązanych ze sobą receptorów 
rodziny ERBB i mechanizmów regulujących ich ekspresję. Wiedza ta może 
znaleźć praktyczne zastosowanie w terapii celowanej wielu nowotworów. 

W niniejszej pracy najmniej zaburzeń stwierdzono w genie ERBB-3. Zaled­
wie w czterech przypadkach (2%) były to delecje (AGCN <0,4), przy najniższej 
wartości AGCN wynoszącej 0,28. W pracach Bielawskiego i Brandta [28, 34], 



6. Omówienie wyników 95 

przy takich samych wartościach granicznych AGCN przyjętych dla delecji, ob¬
serwowano je nieco częściej (odpowiednio u 7% i u 13%). W porównaniu 
z innymi genami rodziny ERBB, również amplifikacja ERBB-3 występowała 
rzadko. We wcześniejszych pracach w genie tym na ogół w ogóle nie stwierdza¬
no tego zaburzenia [127, 131]. Ze względu na małą liczbę chorych, u których 
stwierdzono delecję genu ERBB-3, nie analizowano tego zaburzenia w odniesie¬
niu do cech histoklinicznych badanych nowotworów. Stwierdzono natomiast, że 
występowanie amplifikacji tego genu było znamiennie częstsze wśród chorych 
bez przerzutów do pachowych węzłów chłonnych (p=0,02) i u chorych z guzami 
0 wyższym (G1 i G2; p=0,03) stopniu zróżnicowania (tab. 28). Ta ostatnia war¬
tość odpowiada znamiennie wyższej wartości AGCN wśród chorych o stopniu 
zróżnicowania guza G1 i G2 w porównaniu z guzami G3 (p=0,01). Wyniki te 
mogą świadczyć o związku pomiędzy amplifikacją ERBB-3 a korzystnymi ce¬
chami rokowniczymi, obserwowanym również w kilku innych badaniach [34, 
166, 183]. 

Knowlden i wsp. [119] wykazali, że ekspresja mRNA genu ERBB-3 oraz 
ekspresja kodowanych przez ten gen białek oceniana metodą IHC są związane z 
ekspresją receptorów estrogenowych (p=0,0003). Zachodzi tu więc odwrotne 
zjawisko, niż w przypadku amplifikacji czy nadekspresji ERBB-l i ERBB-2, 
gdzie zaburzenia te najczęściej współistniały z ujemnymi receptorami steroido-
wymi. Zbliżone wyniki osiągnęli Pawlowski i wsp. [166]. Podobnie jak w ni¬
niejszej pracy, autorzy ci wykazali, że amplifikacja ERBB-3 występuje częściej 
w nowotworach o niższym stopniu złośliwości. Zagadnienie to nadal budzi jed¬
nak kontrowersje. Niektórzy autorzy wskazują bowiem, że nadekspresja recepto¬
ra ERBB-3 występuje częściej u chorych z ujemnymi receptorami steroidowymi 
[149] lub ma związek z większym ryzykiem wystąpienia nawrotu miejscowego 
[230] i gorszym rokowaniem [247]. Ta sama grupa badaczy wykazała, że eks¬
presja ERBB-3 była związana z wyższym indeksem proliferacji BLI [229]. Te 
obserwacje znalazły swoje odbicie w wynikach odległych; 10-letnie przeżycia 
chorych z wysokim i niskim indeksem proliferacji wynosiły odpowiednio 35% 
1 60% (p=0,0174) [229]. 

Z kolei wykazany w niniejszej pracy związek pomiędzy amplifikacją genu 
ERBB-3 a korzystnymi cechami histoklinicznymi znalazł potwierdzenie w anali¬
zie częstości wznów i zgonów. Ryzyko zarówno nawrotu choroby, jak i zgonu 
było najwyższe w grupie chorych, u których nie stwierdzono żadnych zaburzeń 
genu ERBB-3, aczkolwiek różnica ta nie była znamienna. Te spostrzeżenia mogą 
wskazywać, że amplifikacja ERBB-3 może być czynnikiem „ochronnym", zwią¬
zanym z lepszym rokowaniem. Potwierdzają to wyniki uzyskane przez Brandta 
i wsp. [34]. Spośród 111 analizowanych przez nich chorych, w dwuletnim okre¬
sie obserwacji udział przeżyć wolnych od wznowy był wyższy u chorych z am-
plifikacją niż wśród chorych bez amplifikacji. Takiej zależności nie potwierdzo¬
no w badaniach Wittona i wsp. [247], którzy stwierdzili, że niekorzystny wpływ 
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nadekspresji ERBB-3 na czas przeżycia chorych na raka piersi jest podobny jak 
nadekspresji ERBB-1 i ERBB-2. Tak rozbieżne doniesienia w odniesieniu do 
związku pomiędzy zaburzeniami ERBB-3 a cechami histoklinicznymi nowotwo­
ru i ich znaczenia rokowniczego wymagają z pewnością dalszych badań. 

Ponieważ gen ERBB-4 został opisany stosunkowo niedawno [177, 261], pi­
śmiennictwo dotyczące jego zaburzeń i funkcji w onkogenezie jest nieliczne 
i dotyczy przede wszystkim kodowanych przez niego białek [42, 44]. Większość 
autorów podkreśla, że nadekspresja ERBB-4 jest wykrywana w około 12-20% 
raków piersi [94, 114, 247], ale w jednym z badań aż w 82% badanych guzów 
stwierdzono zarówno nadekspresję receptora ERBB-4, jak i zwiększoną ekspre¬
sję mRNA [218]. 

W niniejszym badaniu zaburzenia tego genu stwierdzono u 22% chorych, 
przy czym amplifikacja była około dwukrotnie częstsza niż delecja (odpowied­
nio 15% i 7%). Wyniki te, w odniesieniu do amplifikacji, są podobne do uzy¬
skanych przez Bielawskiego i wsp. [28, 239], którzy jako pierwsi opisali anoma¬
lie tego onkogenu u chorych na raka piersi Natomiast, w przeciwieństwie do 
zawartych tu obserwacji, delecje w materiale tych autorów były sporadyczne. 

Badania prowadzone na dużym materiale pochodzącym zarówno z tkanek 
płodowych, jak i dorosłych ludzi wskazują, że nadekspresja receptorów ERBB-4 
jest częstym zjawiskiem zarówno w komórkach nowotworowych, jak i zdro¬
wych [42, 215]. Obserwowano ją w różnych nowotworach, z wyjątkiem raków 
płaskonabłonkowych [215]. Niektórzy autorzy stwierdzili wręcz obniżony po¬
ziom ekspresji ERBB-4 w komórkach raka piersi w porównaniu do ekspresji w 
komórkach pochodzących ze zmian nienowotworowych lub z tkanek otaczają¬
cych guz [217]. 

Uważa się, że podobnie jak w przypadku genu ERBB-3, zaburzenia ERBB-4 
mogą mieć korzystne znaczenie rokownicze. W przeciwieństwie do nadekspresji 
ERBB-1 i ERBB-2, nadekspresja kodowanych przez ten gen białek jest związa¬
na z obecnością receptorów steroidowych, a także z wyższym stopniem zróżni¬
cowania nowotworu [214]. Niniejsze badanie tylko w części potwierdza tę ob­
serwację. Podobnie, jak w innych badaniach [114, 215] w przedstawionym ma¬
teriale amplifikacja genu ERBB-4 była dwukrotnie częstsza w guzach o wyż¬
szym stopniu zróżnicowania. Nie udało się natomiast potwierdzić opisywanego 
wcześniej związku ERBB-4 z ekspresją receptorów steroidowych [11, 119, 218]. 
Częstość amplifikacji była prawie identyczna w grupie chorych o dodatnich 
i ujemnych receptorach estrogenowych (odpowiednio 17% i 15%). W odniesie¬
niu do receptorów progesteronowych wartości te wynosiły odpowiednio 19% i 
13% ale różnica ta również nie była znamienna. 

W niniejszym badaniu wartość AGCN dla ERBB-4 związana była silnie z 
obecnością niekorzystnych cech rokowniczych - przerzutami do pachowych 
węzłów chłonnych i wyższym miejscowym zaawansowaniem choroby (p=0,003 
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i 0,001 odpowiednio). Przy przyjęciu jako kryterium amplifikacji wartości 
AGCN wynoszącej >1,6, różnice te nie były jednak znamienne. Związek z cechą 
T wykazano także w badaniu Vogta i wsp. [239], natomiast w badaniu Hudelista 
i wsp. [107] nie stwierdzono żadnych zależności pomiędzy stopniem ekspresji 
ERBB-4 a klinicznymi czynnikami rokowniczymi. Pozostali autorzy potwier­
dzają związek amplifikacji z korzystnymi czynnikami rokowniczymi [229, 239]. 
Nawet we wcześniej cytowanym badaniu Toveya i wsp. [229] stwierdzono, że w 
przeciwieństwie do innych receptorów ERBB, jedynie wysoka ekspresja ERBB-
4 była związana z niską wartością indeksu proliferacji (p=0,013), a rokowanie 
chorych w tej grupie były znamiennie lepsze (p=0,0174). Autorzy ci wyrazili 
nawet przypuszczenie, że nadekspresja receptora ERBB-4 może spełniać funkcję 
protekcyjną [239]. Podobne wyniki przedstawili Suo i wsp., którzy stwierdzili, 
że ekspresja ERBB-4 jest związana z dłuższym przeżyciem wolnym od choroby 
a także z dłuższym przeżyciem całkowitym [218]. Wydaje się, że ekspresja 
ERBB-4 w raku piersi, a być może także w kilku innych nowotworach [88, 139] 
może być czynnikiem związanym z korzystniejszym rokowaniem. 

6.3. Współwystępowanie zaburzeń genów rodziny 
ERBB 

Podstawową funkcją, jaką spełnia rodzina receptorów ERBB jest uczestni¬
czenie w skomplikowanych procesach sygnalizacji komórkowej. Nie pobudzo¬
ne, monomeryczne receptory stają się aktywne po przyłączeniu odpowiednich 
ligandów - wówczas dochodzi do ich oligo- lub dimeryzacji i w efekcie autofos-
forylacji. Śródbłonowa lokalizacja wszystkich czterech receptorów umożliwia 
tworzenie przestrzennego mechanizmu przekazywania sygnałów, dzięki czemu 
dimeryzacja nie jest ograniczona do tworzenia homodimerów, ale również 
obejmuje heterodimery [5, 107]. Najczęściej wykorzystywanym partnerem hete-
rodimeryzacji jest nieposiadający własnych ligandów receptor ERBB-2. Uważa 
się, że formacje heterodimeryczne są bardziej stabilne i wykazują wyższe powi¬
nowactwo do ligandów, a co za tym idzie - wyższą aktywność biologiczną [5, 
49]. Najprawdopodobniej jednoczesna ekspresja receptorów, szczególnie obej¬
mująca receptor ERBB-2, ma znacznie wyższy potencjał transformacyjny niż 
nadekspresja pojedynczego, tworzącego wyłącznie homodimery receptora. Za 
nadekspresję receptorów w znacznym stopniu może być odpowiedzialna ampli-
fikacj a koduj ących j e genów [14]. 

Ponieważ prace oceniające równocześnie nieprawidłowości we wszystkich 
czterech protoonkogenach ERBB są nieliczne, wiedza na temat współistnienia 
tych zaburzeń jest uboga. W niniejszym badaniu zaburzenia w rodzinie ERBB 
stwierdzono u 65% chorych, przy czym tzw. zaburzenia pojedyncze, zlokalizo­
wane tylko w jednym genie dotyczyły nieco więcej niż połowy chorych (52%). 
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Większość zmian pojedynczych (91%) była zlokalizowana w obrębie genu 
ERBB-1 lub ERBB-2, przede wszystkim (75%) w onkogenie ERBB-1. Dominu¬
jącymi zmianami pojedynczymi były delecje. Zmiany pojedyncze dotyczące 
genów ERBB-3 i ERBB-4 były sporadyczne (łącznie 9% chorych). W pozosta¬
łych przypadkach zaburzenia tych dwóch protoonkogenów występowały zawsze 
w skojarzeniu z zaburzeniami innych genów tej rodziny. 

Spośród 70 chorych, u których występowały zaburzenia złożone, największy 
był udział zaburzeń w genach ERBB-2 i ERBB-1 - (73% i 66% chorych). Zabu¬
rzenia złożone najczęściej obejmowały dwa geny, rzadziej trzy i sporadycznie 
wszystkie cztery protoonkogeny (odpowiednio 70%, 23% i 7%chorych). Wśród 
zaburzeń złożonych dominowała koamplifikacja (53% chorych) lub amplifikacja 
współwystępująca z delecją (29% chorych). Kodelecja była zjawiskiem najrzad¬
szym (18%). Wyniki dotyczące współwystępowania zaburzeń w protoonkoge-
nach różnią się znacznie od prezentowanych przez Bielawskiego [28], który w 
grupie 173 chorych znalazł tylko jeden przypadek równoczesnej amplifikacji 
trzech onkogenów i żadnego przypadku koamplifikacji/delecji czterech onkoge-
nów. Równoczesną delecję lub amplifikację obserwował on u 8% chorych, w 
tym w 35% przypadków była to koamplifikacja ERBB-2 i ERBB-4. Zarówno w 
badaniu Bielawskiego, jak i w niniejszym, odsetek genów ERBB-2 i ERBB-4 
tworzących koamplifikację był zbliżony i wynosił dla ERBB-2 odpowiednio 15 
i 19%, a dla genu ERBB-4 - 22 i 33% wszystkich amplifikacji. 

W dostępnym piśmiennictwie istnieje tylko kilka doniesień dotyczących 
współwystępowania ekspresji receptorów kodowanych przez geny rodziny 
ERBB [3, 50, 206] i tylko jedno odnosi się do ekspresji wszystkich czterech re¬
ceptorów [107]. W badaniu przeprowadzonym przez Hudelista i wsp. [107] wy¬
kazano istotną zależność pomiędzy ekspresją receptorów 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 
wysunęli hipotezę, że dimeryzacja receptorów ERBB oraz wzajemne oddziały¬
wanie pomiędzy kompleksem receptor/dimery i ich poszczególnymi ligandami 
tworzą niezwykle istotne modulatory biologicznych zachowań komórki [107]. 
Przedstawione wyniki w odniesieniu do wzajemnych zależności pomiędzy ko-
ekspresją mierzoną wartością AGCN dla poszczególnych par onkogenów są 
bardzo zbliżone do uzyskanych w niniejszej pracy. Podobnie jak w badaniu Hu-
delista i wsp., związek ten był szczególnie silny dla par ERBB-2 i ERBB-3, 
a także ERBB-2 i ERBB-4 oraz ERBB-3 i ERBB-4. W przypadku każdej wymie¬
nionej pary genów zależności te były znamienne (wartość współczynnika kore¬
lacji R S dla każdej pary wynosiła odpowiednio 0,44. 0,5 i 0,39). Podobnie, 
w pracy Bielawskiego [28] stwierdzono zależność pomiędzy wartościami 
AGCN dla genów ERBB-2 i ERBB-4, a także dla ERBB-1 i ERBB-2; w obu 
przypadkach współczynnik korelacji RS wynosił 0,24. W badaniach oceniają¬
cych ekspresję receptorów rodziny ERBB stwierdzono silny związek pomiędzy 
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receptorami ERBB-3 i ERBB-4 (RS=0,55). Natomiast odwrotną zależność 
stwierdzono dla par ERBB-3 i ERBB-1 (RS = -0,17) oraz ERBB-4 i ERBB-1 
(RS = -0,28) [167]. W materiale Lodge i wsp. [137], obejmującym niewielką 
(66 osób) grupę chorych, znamienna koekspresja dotyczyła jedynie pary 
ERBB-3/ERBB-4 (p=0,003). 

W pierwszych badaniach nad rodziną ERBB poszczególne zaburzenia anali­
zowano jako czynniki niezależne. Dopiero poznanie zjawiska heterodimeryzacji 
zachodzącej pomiędzy receptorami zapoczątkowało nową erę badań, traktują¬
cych je jako współzależne i silnie ze sobą powiązane [36, 259]. 

Już na początku lat 1990. pojawiły się pierwsze doniesienia analizujące 
wspólnie zaburzenia ERBB-l i ERBB-2 [118]. Większość autorów opisywała 
zjawisko współwystępowania amplifikacji tych dwóch onkogenów [96, 141], 
jednak inni obserwowali przeciwną zależność [122, 153]. W pracy Bielawskiego 
[28], opartej podobnie jak niniejsza, na ocenie amplifikacji metodą ddPCR, 
stwierdzono występowanie związku pomiędzy wartościami AGCN tych dwóch 
genów. Analogiczną zależność stwierdzono również w pracy Torregosa i wsp. 
[228]. Dodatkowo stwierdzono, że współwystępowanie amplifikacji obu onko-
genów jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym. Z kolei w pracy Sha-
ckneya i wsp. [204] oceniającej związek pomiędzy onkogenami ERBB-l, ERBB-2 
i p21 r a s przy użyciu cytometrii przepływowej, wskazano na istnienie subpopula-
cji komórek raka piersi, w których równoczesna nadekspresja ERBB-1 i ERBB-2 
prowadzi do zwiększonej ekspresji białka p21 r a s i pogarsza rokowanie. 

Jak wspomniano wcześniej w niniejszej pracy, współczynnik korelacji dla 
wartości AGCN wszystkich par onkogenów świadczył o ich wzajemnej zależno¬
ści, ale co interesujące, był on znamiennie wyższy w grupie chorych z przerzu¬
tami do pachowych węzłów chłonnych w porównaniu do chorych bez przerzu¬
tów. Różnice te były szczególnie duże, gdy jednym z partnerów koamplifikacji 
był gen ERBB-2 oraz dla pary ERBB-3/ERBB-4. Wyniki te są bardzo zbliżone do 
obserwowanych przez Hudelista i wsp. [107]. Autorzy ci porównali wzorce ko-
ekspresji receptorów ERBB u chorych z przerzutami i bez przerzutów do pa¬
chowych węzłów chłonnych i stwierdzili, że w tej drugiej grupie znamienna 
koekspresja dotyczyła tylko jednej pary receptorów - ERBB-2/ERBB-3 
(RS=0,43), podczas gdy w pierwszej silna koekspresja była udziałem aż trzech 
par: ERBB-2/ERBB3, RS=0,56, ERBB-2/ERBB-4, RS=0,49 i ERBB-1/ERBB-3, 
RS=0,4. Ponadto najsilniejsza korelacja dotyczyła ekspresji ERBB-2/ERBB-3. 
Na tej podstawie autorzy ci wysunęli hipotezę, że obecność swoistych heterodi-
merów tworzonych przez receptory ERBB w wyniku ich koekspresji ma zna¬
mienny wpływ na inwazyjność i przebieg kliniczny nowotworu. Pomimo to, 
podobnie jak w niniejszym badaniu, nie stwierdzono dalszych zależności po¬
między koekspresją poszczególnych genów a innymi cechami klinicznymi 
i demograficznymi. 
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Wyniki te są zgodne z wcześniejszymi obserwacjami innych autorów, 
w których sugerowano znaczący udział heterodimerów ERBB-2/ERBB-3 w po¬
wstawaniu raka piersi [206]. W badaniach na transgenicznych myszach z kseno-
przeszczepami raka piersi wykazano, że ekspresja transkryptów ERBB2/ERBB-3 
związana jest ze wzrostem raka piersi i powstawaniem przerzutów do płuc 
[208]. Wykazana w wielu badaniach, w tym również w niniejszym, silna koeks-
presja poszczególnych receptorów, a przede wszystkim ERBB-3 i ERBB-4 
z ERBB-2 potwierdza teorię, że receptor ERBB-2 jest preferowanym partnerem 
heterodimeryzacji [107]. 

W niniejszym materiale, ze względu na niewielkie liczebności w poszcze¬
gólnych podgrupach nie można było określić zależności pomiędzy podgrupami 
chorych tworzących różne konfiguracje koekspresji receptorów a cechami histo-
klinicznymi guza i czasem wolnym od wznowy. Z tego powodu badaną popula¬
cję podzielono jedynie na trzy grupy, z których pierwszą tworzyły chore bez 
żadnych zmian w onkogenach, drugą - chore ze zmianą ograniczoną do jednego 
onkogenu i trzecią - chore, u których stwierdzono zmiany w dwóch lub więcej 
genach. Nie udało się jednak wykazać, aby jakakolwiek z badanych cech histo-
klinicznych nowotworu znamiennie częściej występowała w którejś z podgrup 
lub aby jakikolwiek układ tych zaburzeń miał wpływ na zwiększenie ryzyka 
wystąpienia wznowy. 

Rokownicze znaczenie ekspresji i koekspresji poszczególnych receptorów 
ERBB udało się wykazać w badaniu Wittona i wsp. [247]. W materiale tym 
chore z dodatnimi receptorami estrogenowymi i z ekspresją receptorów ERBB-1, 
ERBB-2 i ERBB-3, miały gorsze rokowanie od chorych z nadekspresją ERBB-4 
lub z brakiem ekspresji pozostałych receptorów ERBB. Podobnie, Suo i wsp. 
[218] zauważyli, że koekspresja ERBB-2 i ERBB-4 znosi niekorzystnie wpły¬
wającą na rokowanie koekspresję ERBB-2 i ERBB-1. To spostrzeżenie pozosta¬
je w zgodności z innymi obserwacjami dotyczącymi gorszego rokowania u cho¬
rych z współwystępowaniem ekspresji mRNA ERBB-1 i ERBB-2, czemu towa¬
rzyszy często brak receptorów steroidowych i wysoki stopień złośliwości histo¬
logicznej nowotworu [166]. Natomiast nadekspresja ERBB-3 i ERBB-4 jest 
związana z lepszym rokowaniem i dłuższym przeżyciem [166]. 

W retrospektywnym badaniu obejmującym 802 inwazyjne raki piersi 
stwierdzono, że nadekspresja ERBB-1 jest ściśle powiązana z nadekspresją 
ERBB-2. Wykazano ponadto, że niekorzystne rokownicze znaczenie nadekspre-
sji ERBB-2 występuje tylko wówczas, gdy receptor ten ulega fosforylacji lub 
istnieje równoczesna nadekspresja ERBB-1 [60]. Wyniki tego badania mają 
ważne implikacje kliniczne. Sugerują bowiem, że leki skierowane przeciwko 
receptorom ERBB-1 mogą być również skuteczne u chorych z nadekspresją 
ERBB-2, a leki skierowane przeciwko obu receptorom mogą się okazać sku¬
teczniejsze od skierowanych jedynie przeciw ERBB-2. Lekiem o podwójnym 
mechanizmie działania, skierowanym zarówno przeciwko receptorom ERBB-1, 
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jak i ERBB-2 jest niskocząsteczkowy inhibitor kinazy tyrozynowej, lapatinib 
[16]. W dotychczasowych badaniach I i I I fazy wykazano aktywność kliniczną 
tego preparatu u chorych z nadekspresją receptora ERBB-2, w tym również 
u chorych opornych na leczenie trastuzumabem [199, 212, 248]. 

6.4. Polimorfizm sekwencji powtórzonych (CA)n w 
genie ERBB-1 oraz utrata heterozygotyczności 
(LOH) w jego obrębie 

Jak już wcześniej wspominano, przyczyną nadekspresji receptora ERBB-1 
nie zawsze jest amplifikacja genu; częściej u jej podłoża znajduje się inaktywa-
cja represorów transkrypcji i wzrost ekspresji czynników, które ten proces akty­
wują [116]. Uważa się, że poziom ekspresji tego receptora zależy przede 
wszystkim od nasilenia transkrypcji genu ERBB-1 [250]. 

W 1984 laureat nagrody Nobla, Jean Dausset utworzył laboratorium badaw­
cze CEPH (Centre d'Etuide du Polymorphisme Humain) zajmujące się konstru­
owaniem map ludzkiego genomu. Pierwszy zbiór tego laboratorium - DNA 
pochodzący od 61 wielkich rodzin, uznany został za panel referencyjny CEPH, 
służący jako swoisty wzorzec w ustalaniu genetycznych map ludzkiego genomu. 
W referencyjnej populacji rasy białej stwierdzono występowanie heterozygo­
tyczności u 72% badanych oraz polimorfizmu prostych powtórzonych sekwencji 
CA w okolicach pierwszego intronu ERBB-1 [47]. Zakres zmienności wynosił 
od 14 do 21 powtórzeń dwunukleotydu CA. W jednym z badań wykazano, że 
podstawowa aktywność transkrypcyjna jest odwrotnie zależna od liczby powtó­
rzeń CA [39, 81]. Uważa się, że takie powtórzenia mogą powodować hamowa¬
nie aktywności promotora i prowadzić do spadku aktywności transkrypcyjnej 
wraz ze wzrostem liczby powtórzeń [81]. Uzyskane in vivo wyniki badań wska¬
zują na podwójną funkcję tego polimorficznego regionu. Z jednej strony może 
on wpływać na wzmocnienie lub osłabienie transkrypcji, z drugiej - na bloko¬
wanie wydłużania RNA, niezależnie od długości sekwencji (CA)n [80]. Kon-
formacyjna analiza sekwencji mikrosatelitarnych powtórzeń CA pozwala na 
potwierdzenie udziału tego polimorficznego regionu w zmianach struktury po 
związaniu czynników transkrypcyjnych. Regiony DNA posiadające obszary 
bogate w powtórzenia CA są bardzo elastyczne i mają zdolność do zaginania się. 
Stwierdzono także, że zaginanie DNA i tworzenie pętli odgrywają często ważną 
rolę w takich zjawiskach, jak replikacja DNA, miejscowo swoista rekombinacja 
i transkrypcja [232]. 

Wyniki niniejszej pracy dotyczące częstości powtórzeń sekwencji CA w in-
tronie pierwszym genu ERBB-1 pozostają w zgodności z wynikami badań w 
populacji referencyjnej [47]. W obu pracach najczęstszy (42%) był udział alleli 
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zawierających 16 powtórzeń a allele zawierające 18 i 20 powtórzeń stanowiły 
kolejne pod względem częstości występowania podgrupy o bardzo zbliżonym 
udziale odsetkowym. Dodatkowo w niniejszym badaniu w raku piersi stwier­
dzono obecność alleli skrajnych zawierających 22 i 9 powtórzeń CA, nie obser­
wowanych w grupie kobiet zdrowych i dotychczas nie opisywanych. Rozkład 
alleli pod względem liczby powtórzeń CA w grupie kobiet chorych i w grupie 
kontrolnej kobiet zdrowych był bardzo podobny, natomiast odsetek alleli homo-
zygotycznych wśród kobiet zdrowych był znamiennie wyższy (p=0,009) i war­
tość ta była zbliżona do obserwowanej w populacji referencyjnej [47]. Rozkład 
kombinacji alleli w niniejszym badaniu przypomina wyniki uzyskane przez Bu­
ergera i wsp. [39] w populacji kobiet niemieckich. W obu badaniach najczęstsze 
kombinacje alleli wśród homozygot zawierały 16 powtórzeń, a wśród heterozy-
got - 16/18 i 16/20 powtórzeń CA. Populacja kobiet w niniejszej pracy była 
bardziej jednorodna pod względem udziału liczby diploidalnych genotypów w 
porównaniu z badaniem niemieckim (liczba genotypów odpowiednio 32 i 44), 
[32]. 

Wszystkie analizowane allele genu ERBB-1 pochodzące od kobiet zdrowych 
i chorych zostały podzielone w zależności od liczby powtórzeń CA na dwie 
grupy. Grupę pierwszą (ok. 30%) stanowiły tzw. allele długie, które liczyły wię­
cej niż 18 powtórzeń, grupę drugą (ok. 70%) - pozostałe krótkie allele. W obu 
badanych grupach dominował układ zawierający dwa allele krótkie lub allel 
krótki i długi. Najrzadziej (8% chorych i 7% zdrowych kobiet) obserwowano 
dwa allele długie. 

Zjawisko utraty heterozygotyczności (LOH) genu ERBB-1 stwierdzono u 
27% heterozygot. Również te wartości są zbliżone do uzyskanych przez autorów 
niemieckich (34%) [38, 227], ale niższe niż u kobiet japońskich (55%) [32]. 
Wyższy odsetek występowania zjawiska LOH wśród Japonek może wiązać się z 
większym udziałem długich alleli w tej grupie etnicznej. Uważa się, że istnieje 
większe prawdopodobieństwo utraty allela dłuższego niż krótszego, co może 
wynikać z jego szczególnej podatności na genetyczne interakcje środowiskowe 
[38, 227]. 

Jak już wspomniano, wystąpienie zjawiska LOH może być związane z utra¬
tą allela długiego lub krótkiego, przy czym wartość LOH >1,67 świadczy o utra­
cie allela dłuższego, a wartość LOH <0,6 - krótszego. W niniejszym badaniu, 
spośród 42 chorych, u których obserwowano zjawisko LOH, znacznie częstsza 
była utrata allela długiego (81% badanych). 

Aczkolwiek nie było to przedmiotem niniejszej rozprawy, dzięki współpra¬
cy Pracowni Diagnostyki Molekularnej, Katedry Biotechnologii Międzyuczel­
nianego Wydziału Biotechnologii UG-AM w Gdańsku z laboratorium Instytutu 
Chemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej w Münster w Niemczech możli¬
we było porównanie polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych (CA)n w genie 
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ERBB-l w populacji kobiet zdrowych pochodzących z Polski, Niemiec, Japonii i 
Tajlandii. Wyniki te wskazują na duże podobieństwo w rozkładzie poszczegól¬
nych alleli w populacjach polskiej i niemieckiej oraz w referencyjnej populacji 
dla rasy kaukaskiej CEPH [24]. Z kolei porównanie populacji kobiet europej¬
skich i azjatyckich wskazuje na istotne różnice w rozkładzie alleli w tych róż¬
nych etnicznie populacjach. W populacji europejskiej przeważają kombinacje 
alleli krótkich, podczas gdy w azjatyckiej częściej występują kombinacje alleli 
długich. Wyniki te stanowią potwierdzenie wcześniejszych badań [136]. Ta ce¬
cha etnicznych różnic w rozkładzie alleli w obrębie intronu-1 ERBB-l może 
mieć istotne implikacje kliniczne, przede wszystkim w doborze odpowiednich 
leków. Już wcześniej stwierdzono istnienie pewnych odrębności w tolerancji 
niektórych preparatów, a także w odpowiedzi na leczenie w zależności od po¬
chodzenia etnicznego chorych. Dotyczy to m.in. wyższego odsetka odpowiedzi 
wśród Japończyków leczonych z powodu nieoperacyjnego raka płuca inhibito¬
rami kinazy tyrozynowej w porównaniu z chorymi rasy kaukaskiej [76, 77]. 
Uważa się, że zjawisko to może być wyrazem zmniejszonej ekspresji ERBB-l na 
skutek, obserwowanego u tej rasy, częstszego występowania długich alleli [77, 
136]. Związek pomiędzy polimorfizmem (CA)n a kliniczną odpowiedzią na 
leczenie został także wykazany u chorych na raka jelita grubego leczonych 
5-fluorouracylem i oksaliplatyną [260]. Zdecydowanie gorszą odpowiedź na 
leczenie obserwowano u homozygotycznych chorych o allelach zawierających 
16 powtórzeń w porównaniu z chorymi o parach alleli zawierających 16/18 lub 
16/20 powtórzeń (CA)n [260]. Interesujące są również wyniki badań wskazujące 
na związek pomiędzy liczbą powtórzeń CA a odpowiedzią na leczenie inhibito¬
rami receptorów ERBB-1 [6]. 

6.5. Polimorfizm a cechy histokliniczne 

W niniejszej analizie, podobnie jak w pracy Buergera i wsp. [38] nie udało 
się wykazać żadnych zależności pomiędzy cechami histoklinicznymi nowotworu 
a częstością występowania różnych kombinacji alleli, ani też stwierdzić ich 
związku z czasem przeżycia. Wykazano natomiast, że u chorych bez ekspresji 
receptorów estrogenowych, utrata jednego z alleli występowała znacznie czę¬
ściej niż u chorych z dodatnimi receptorami estrogenowymi (tab. 38). Ta zależ¬
ność jest szczególnie wyraźna, jeśli utrata dotyczy długiego allela. Utrata hete-
rozygotyczności częściej, aczkolwiek nieznamiennie, dotyczyła także chorych 
z bardziej zaawansowanym guzem. W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono 
tego typu zależności. W pracy Burgera i wsp. [38] nie stwierdzono związku 
pomiędzy LOH a wielkością guza, stopniem zróżnicowania i typem histologicz¬
nym. 
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Ta sama grupa autorów wykazała, że współwystępowanie LOH z ekspresją 
receptora ERBB-1 może wpływać na regulację transkrypcji w intronie 1 genu 
ERBB-1 [38] i pośrednio - na rokowanie w raku piersi. Stwierdzono związek 
pomiędzy utratą allela długiego a zwiększoną ekspresją tego receptora, nie ob¬
serwowaną przy utracie allela krótkiego. Ponadto autorzy ci stwierdzili wystę¬
powanie większej liczby zaburzeń chromosomalnych, przede wszystkim ampli-
fikacji, w guzach z utratą właśnie allela długiego [107]. Buerger i wsp. [38, 39] 
uważają, że LOH w regionie powtórzeń CA jest związana z występowaniem 
guzów o nasilonych innych zmianach genetycznych, a samo zjawisko i wynika¬
jące z niego implikacje kliniczne są istotne dla dalszego poznania procesu roz¬
woju raka. Jest to zgodne z obserwacjami Gebhardta i wsp. [82], którzy uważają, 
że liczba powtórzeń CA w polimorficznym regionie intronu-1 ERBB-1 pełni 
funkcję modulacyjną w odniesieniu do aktywności transkrypcyjnej. Uważa się, 
że guzy zawierające allele krótkie charakteryzują się zwiększoną ekspresją re¬
ceptora ERBB-1 w porównaniu z guzami o allelach z większą liczbą powtórzeń 
CA [82, 83, 227]. W niniejszym badaniu ekspresję receptora ERBB-1 określono 
w niewielkiej grupie chorych, w której nadekspresji stwierdzono tylko u 17% 
chorych. Badając zależność pomiędzy ekspresją tego receptora a częstością wy¬
stępowania poszczególnych układów alleli można jedynie stwierdzić, że kombi¬
nacja dwóch długich alleli w każdym przypadku dotyczyła chorych, u których 
nie stwierdzono ekspresji ERBB-1. 

Zastosowany w niniejszym badaniu podział na allele dłuższe, zawierające 
ponad 18 powtórzeń CA, i allele krótsze odpowiadał podziałowi zaproponowa¬
nemu przez Burgera i wsp. [38]. Ich odsetkowy udział w populacji kobiet zdro¬
wych i chorych był bardzo zbliżony i porównywalny z danymi tego autora. Nie 
stwierdzono żadnych zależności pomiędzy występowaniem alleli o różnej dłu¬
gości a cechami histoklinicznymi guza. Natomiast ci sami autorzy w badaniu 
obejmującym ponad 700 chorych na raka piersi i 1380 kobiet zdrowych stwier¬
dzili, że u kobiet z dwoma długimi allelami, u których krewne I stopnia choro¬
wały na raka piersi, znamiennie wzrasta ryzyko zachorowania na ten nowotwór 
[32]. Ten związek jest szczególnie wyraźny u kobiet, które spożywały duże ilo¬
ści czerwonego mięsa, podczas gdy dieta bogata w warzywa miała ochronny 
efekt [32]. Na tej podstawie autorzy cytowanego badania wysunęli dość śmiały 
wniosek, że liczba powtórzeń CA w intronie ERBB-1 może zwiększać ryzyko 
zachorowania na rodzinnego raka piersi, ale efekt ten może być modulowany 
poprzez dietę [32]. 
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7. WNIOSKI 
1. Amplifikacja i delacja genów rodziny ERBB jest częstym zjawiskiem 

w raku piersi. 

2. Istnieje silna skłonność do współwystępowania zaburzeń poszczegól¬
nych genów rodziny ERBB, przede wszystkim onkogenów ERBB-2 
i ERBB-3 oraz ERBB-2 i ERBB-4. 

3. Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych (CA)n w genie ERBB-1 
występuje zarówno u chorych na raka piersi, jak i u kobiet zdrowych, 
przy czym wśród chorych na raka piersi wyższy jest udział heterozy-
got. 

4. Zaburzenia genów rodziny ERBB, a szczególnie genów ERBB-1 
i ERBB-3, związane są z szeregiem cech histoklinicznych nowotworu. 

5. Liczba kopii genu ERBB-2 jest silnie związana z ekspresją kodowa¬
nego przez ten gen receptora ERBB-2. Taka zależność nie istnieje 
w odniesieniu do genu ERBB-1. 

6. Nadekspresja receptora ERBB-1 związana jest z niekorzystnymi 
czynnikami rokowniczymi - obecnością przerzutów do pachowych 
węzłów chłonnych, brakiem receptorów estrogenowych w komórkach 
nowotworowych i wyższym zaawansowaniem pierwotnego guza. Za¬
leżności tych nie stwierdza się w odniesieniu do receptora ERBB-2. 

7. Nadekspresja receptorów ERBB-1 i ERBB-2 i amplifikacja ERBB-1 
są u chorych na raka piersi niekorzystnymi czynnikami rokowniczy-
mi. 
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8. STRESZCZENIE 
Większość badań dotyczących związku pomiędzy ekspresją receptorów 

ERBB a cechami histoklinicznymi raka piersi dotyczyła ekspresji pojedynczych 
białek tej rodziny. Ponieważ do aktywacji określonych receptorów rodziny 
ERBB może dojść jedynie w wyniku ich dimeryzacji, istotne jest określenie 
ekspresji i koekspresji wszystkich czterech białek ERBB. Na podstawie najlepiej 
poznanego genu ERBB-2 można sądzić, że nadekspresja białek receptorowych 
jest najczęściej związana z amplifikacją kodujących je genów. Jeszcze mniej 
poznanym zagadnieniem jest zjawisko polimorfizmu sekwencji mikrosatelitar-
nych i utraty heterozygotyczności zachodzących w genie ERBB-1 u chorych na 
raka piersi. 

Celem pracy była ocena u chorych na raka piersi częstości zaburzeń gene¬
tycznych we wszystkich czterech genach rodziny ERBB oraz określenie ich wza¬
jemnych zależności. Ponadto podjęto próbę oznaczenia polimorfizmu sekwencji 
powtórzonych (CA)n i utraty heterozygotyczności (LOH) w genie ERBB-1. 
Określono także zależność pomiędzy poszczególnymi parametrami molekular¬
nymi a czynnikami histoklinicznymi nowotworu, z uwzględnieniem ich wpływu 
na czas przeżycia i czas do nawrotu choroby. 

Badaniem objęto 225 chorych na raka piersi leczonych w latach 1999-2003. 
Grupę kontrolną stanowiło 180 zdrowych kobiet o podobnych cechach demogra¬
ficznych. W materiale pochodzącym z guzów nowotworowych oznaczono me­
todą ddPCR średnią liczbę kopii badanych genów (AGCN). Występowanie za¬
burzeń co najmniej jednego genu stwierdzono u 65% chorych; najczęściej doty¬
czyły one genów ERBB-1 i ERBB-2. Amplifikację wykryto w 148 (16,5%), 
a delecję w 94 (10,5%) spośród 898 badanych genów. U 70 chorych (31%) 
stwierdzono występowanie zmian złożonych, zlokalizowanych w co najmniej 
dwóch genach. Wartości AGCN dla poszczególnych genów charakteryzowały 
się wzajemną zależnością, która dla każdej pary genów była znamienna i szcze¬
gólnie silnie wyrażona w podgrupie chorych z przerzutami do pachowych wę¬
złów chłonnych. 

Polimorfizm sekwencji powtórzonych (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 występowała z podobną częstością w obu badanych grupach, po­
dobny był również rozkład powtórzeń CA. Natomiast udział heterozygot u cho­
rych na raka piersi był znamiennie wyższy niż w grupie kontrolnej (p=0,009). 
Utratę heterozygotyczności (LOH) stwierdzono u 42 spośród 153 badanych ko¬
biet (27%), przy czym najczęściej była ona związana z utratą allela krótkiego. 

Określono zależność pomiędzy występowaniem zaburzeń molekularnych 
a cechami histoklinicznymi nowotworu. Stwierdzono, że delecja ERBB-1 czę¬
ściej dotyczyła chorych bez przerzutów do pachowych węzłów chłonnych 
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(p=0,03) i o ujemnych receptorach progesteronowych (p=0,06). Z kolei ekspre¬
sja kodowanego przez ten gen białka była związana z wyższym miejscowym 
zaawansowaniem guza oraz z ujemnymi receptorami steroidowymi w komór¬
kach nowotworowych (p odpowiednio 0,027, 0,007 i 0,002). Obserwowane 
w niniejszej pracy zaburzenia ERBB-2 nie miały żadnego związku z cechami 
histoklinicznymi ale ekspresja białka ERBB-2 występowała częściej w raku 
przewodowym (p=0,05), w guzach z ujemnym receptorem estrogenowym 
(p=0,02) i progesteronowym (p=0,06) oraz niskim zróżnicowaniem guza 
(p=0,06). Stwierdzono również, że amplifikacja genów ERBB-3 i ERBB-4 wy¬
stępowała znamiennie częściej u chorych z guzami o wysokim stopniu zróżni¬
cowania (p odpowiednio 0,03 i 0,047), a w odniesieniu do genu ERBB-3 - także 
u chorych bez przerzutów do pachowych węzłów chłonnych (p=0,02). 

Utrata heterozygotyczności była częstsza wśród chorych z ujemnymi recep¬
torami estrogenowymi (p=0,05) i guzami o większym miejscowym zaawanso¬
waniu (p=0,07); te cechy nowotworu częściej związane były także z utratą dłu¬
giego allela. Różnice te nie były znamienne, najpewniej ze względu na niewiel¬
kie liczebności badanych grup. 

W analizie jednoczynnikowej wykazano, że zarówno czas do nawrotu 
(DFS), jak i czas przeżycia całkowitego (OS) były związane ze stopniem za¬
awansowania pierwotnego guza piersi i obecnością przerzutów do pachowych 
węzłów chłonnych, a w odniesieniu do zaburzeń molekularnych - z amplifikacją 
genu ERBB-l. Ekspresja receptora ERBB-1 była związana z krótszym czasem 
do nawrotu nowotworu (p=0,04), a nadekspresja receptorów ERBB-2 - z krót¬
szym czasem całkowitego przeżycia (p=0,02). W analizie wieloczynnikowej 
wpływ na przeżycia wolne od nawrotu nowotworu miały: cechy T4 i N2 oraz 
amplifikacja ERBB-l, a na całkowite przeżycia - cechy T4, N2 i G3. 

Podsumowując, amplifikacja i delecja genów rodziny ERBB stanowi 
względnie częste zjawisko u chorych na raka piersi, z silną skłonnością do 
współwystępowania. Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych (CA)n genu 
ERRBB-l występuje zarówno u chorych na raka piersi, jak i u kobiet zdrowych, 
przy czym utrata heterozygotyczności jest częstsza wśród chorych na raka piersi. 
Zaburzenia genów ERBB oraz nadekspresja receptora ERBB-1, związane są 
z szeregiem cech histoklinicznych nowotworu, a liczba kopii genu ERBB-2 jest 
związana z ekspresją kodowanego przez ten gen receptora. 

Ponadto nadekspresja receptorów ERBB-1 i ERBB-2 i amplifikacja ERBB-l 
są u chorych na raka piersi niekorzystnymi 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 ERBB-1 gene of breast cancer 
patients. 

The aim of the present study was to estimate the frequency of genetic disor¬
ders in all four ERBB 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 area 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 ERBB 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, ERBB-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 ERBB-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 ERBB-1 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 ERBB-1 
amplification, whereas OS by T4, N2 and G3. 

In conclusion, abnormalities of ERBB 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 ERBB-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-1 amplifica¬
tion are unfavourable prognostic factors in breast cancer patients. 
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11. ZAŁĄCZNIK NR 1 - ANKIETA 
1. Numer ewidencyjny chorej 

2. Imię i Nazwisko 

3. Data urodzenia 

4. Stan menopauzalny 

1) przedmenop. 2) pomeop. 3) okołomen. 4) sztuczna menop. 

a. przyczyna nieonkologiczna 

b. kastracja w przebiegu choroby neo 

c. inna 

5. Stopień zaawansowania kliniczngo 

T N 

6. Stan receptorów steroidowych 

1) ujemne 2) dodatnie 3) nieznane 

ER PgR 

7. Droga ustalenia rozpoznania 

1) bac 2) biopsja gruboigłowa 3) badanie doraźne 

8. Leczenie przedoperacyjne 

1) CMF 

2) AC 

3) FEC/FAC 

4) inna 

5) hormonoterapia 

6) nie było 

9. Liczba podanych kursów leczenia 

10. Ocena kliniczna odpowiedzi na leczenie 

1) PR 

2) S 

3) CR 

4) P 



11. Załącznik 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. Stopień zróżnicowania 

1) G1 2) G2 3) G3 4) nie oceniono 

15. Średnica guza w cm 

16. Obecność nacieków w tkance tłuszczowej 

1) tak 2) nie 3) nie oceniono 

17. Obecność nacieków w naczyniach 

1) tak 2) nie 3) nie oceniono 

18. Ekspresja receptorów HER (IHC) 

19. Liczba usuniętych węzłów chłonnych 

20. Liczba zajętych węzłów chłonnych 

21. Leczenie uzupełniające 

1) tak 2) nie 

22. Jeżeli radioterapia, data rozpoczęcia 

1) ściana kl . piersiowej (pierś) 2) regionalne węzły chłonne 

Dawka 

Data zakończenia 

23. Jeżeli chemioterapia uzupełniająca, schemat leczenia 

1) CMF 

2) AC 

3) FEC/FAC 

4) inna 

5) hormonoterapia 

6) nie było 
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24. Data rozpoczęcia, data zakończenia 

25. Jeżeli hormonoterapia 

Data rozpoczęcia 

26. Rodzaj hormonoterpii 

1) Tam 2) IA 3) kastracja 4) inna 

27) Daty badań kontrolnych 

28) Wynik badania kontrolnego 

1) bez wznowy 2) wznowa - data 

29) Charakter wznowy 

1) miejscowa 2) narządy miąższowe 3) kości 4) CUN 5) kilka lokalizacji 

30. Data ew. zgonu 

31. Przyczyna zgonu 

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


