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Abstract

Introduction: Breast cancer is the most common women cancer. According to recent data, in Po-
land, in 2007 there were 14,482 new cases and 5255 deaths due to cancer. As a result of tumor
progression the basement membrane (BM) have been damaged. BM is a fundamental barrier that
separates the cell from epitelialne extracellular matrix (ECM).The main component of BM is col-
lagen IV. Collagen IV is one of the regulators in the induction of expression of estrogen receptors
aand B (ER B in the membrane of tumor cells. The presence of ER {8 encourages the development
and proliferation of cancer cells.

Objective: The aim of this study was to examine the relationship between the expression of col-
lagen type IV and the presence of estrogen receptors in tumor and normal breast tissue.

Results: It was a higher expression of collagen IV, both in tumor and normal tissue in patients with
positive estrogen receptor, compared with patients without estrogen receptors.

Conclusions: The relationship found expression of collagen IV, the presence of estrogen receptors
in tumor tissue and tissue which were histopathologically identified as normal, from the margins
of surgically removed breast cancer.
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Wprowadzenie

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem u kobiet. Wedtug najnow-
szych danych, w Polsce w 2007 r. zanotowano 14482 nowych zachorowan i 5255
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zgonéw z powodu tego nowotworu. Dokladna etiologia raka piersi nie jest znana,
ale wystepuje wiele czynnikéw, ktorych wystapienie zwigksza ryzyko zachorowania
na ten typ nowotworu. Do czynnikéw tych naleza: ple¢, wiek, stan hormonalny oraz
uwarunkowania genetyczne. Rowniez otylo$¢ moze przyczyniaé sie do zwigksze-
nia ryzyka zachorowania na nowotwdr gruczotu piersiowego. Najbardziej widocz-
ny wzrost liczby zachorowan wystepuje u kobiet po 50. roku zycia. Obserwuje si¢
wyrazng tendencje do wzrostu zachorowan wraz z wiekiem. Przebyty rak jedne-
go gruczolu piersiowego zwieksza kilkukrotnie ryzyko wystapienia raka w drugim
gruczole piersiowym [1].

Szacuje sie, ze 5 do 10% zmian nowotworowych gruczotu piersiowego i jajnika
wigze si¢ z predyspozycja genetyczng. Do genéw, w obrebie ktorych wystepuja mu-
tacje odpowiedzialne za raka piersi naleza: BRCA1, BRCA2, p53, PTEN, HNPCC,
MSH2 STK11. Nowotwor jest najczesciej nastepstwem uszkodzenia funkeji zespo-
tu genéw odpowiedzialnych za kontrole szlakéw metabolicznych w komorkach.
W celu zidentyfikowania ewentualnych mutacji istotne jest wykonanie badania eks-
presji gendéw w przypadkach podejrzenia raka piersi. Jest to przydatne przy rokowa-
niu oraz leczeniu [1, 2].

Wezesne rozpoznanie jest mozliwe przez profilaktyczne badania, takie jak mam-
mografia, ultrasonografia i badanie palpacyjne, ale nadal w duzym odsetku choroba
wykrywana jest w stadium zaawansowanym. Istotne zatem jest poszukiwanie no-
wych markeréw pozwalajacych na wczesne wykrycie raka piersi. Wdrazanie badan
genetycznych pozwalajacych oszacowa¢ ryzyko wystapienia tego rodzaju nowotwo-
ru jest drugim nurtem, dosy¢ intensywnie si¢ ostatnio rozwijajacym. Postepowanie
takie przyczyni sie do zwiekszenia czgstosci badan profilaktycznych, szczegoélnie
u kobiet wystepujacych w grupach ryzyka.

Rak piersi to termin aczacy grupe réznorodnych guzéw o réznym rokowaniu
i agresywnosci. Przezycie pacjentki, stopien rozwoju choroby, a takze mozliwo$¢
efektywnej terapii zaleza od zdolnosci komorek nowotworowych do naciekania sg-
siadujacych tkanek. Rozwoj oraz stopien przerzutowania raka piersi s3 w bardzo
duzym stopniu uzaleznione od proceséw degradacji macierzy pozakomorkowej
(extracellular matrix — ECM) oraz skladnikéw blony podstawnej (basement memb-
rane - BM). W sktad ECM wchodza m.in. bialka kolagenowe, proteoglikany, la-
mininy oraz fibronektyna. Bialka kolagenowe sa rowniez jednym z wazniejszych
skladnikéw BM. Dotychczas rola BM ograniczana byta jedynie do funkcji struk-
turalnej. Obecnie uwaza sig, ze spelnia tez istotng funkcje w transdukcji sygnalow
oraz regulacji interakcji komoérkowych. Gtéwnym skfadnikiem BM jest kolagen IV
[3]. Oprocz funkgji strukturalnej kolagen IV spelnia istotng role w procesie poste-
pu nowotworzenia — podczas procesu angiogenezy jest syntetyzowany i odktadany
wokot komorek endotelialnych i komorek przydanki, co ulatwia przerzutowanie [3,
4]. Przypuszcza si¢ rowniez, ze degradacja kolagenu typu IV, m.in. przez metalopro-
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teinazy, prowadzi do odstoniecia specyficznej sekwencji w strukturze biatka, ktora
sprzyja procesowi angiogenezy i wzrostu guza [4, 5]. Ponadto kolagen IV, poprzez
integryny, indukuje ekspresje receptoréw estrogenowych a i p (ERS-estrogen re-
ceptor) w blonie komdrek nowotworowych. Proteoliza kolagenu typu IV, ktory jest
substratem dla metaloproteinaz (matrix metalloproteinases MMPs) jest procesem
poczatkujacym degradacje blony podstawne;.

W raku piersi potwierdzona jest nadmierna aktywacja proteolizy zewnatrzko-
morkowej, ktéra wigze si¢ z zaburzeniami regulacji aktywnosci MMPs [4, 5, 6].
MMPs macierzy zewnatrzkomodrkowej naleza do rodziny endopeptydaz, ktérych
aktywnos¢ zalezy od jonéw cynku. Cechg charakterystyczng MMPs jest zdolnos¢
do degradacji przynajmniej jednego sktadnika ECM oraz obecnos¢ jonu cynku
(Zn**) w centrum katalitycznym [7, 8]. Do pelnej aktywnos$ci enzymatycznej MMPs
konieczne sg réwniez jony Ca**. W warunkach fizjologicznych MMPs syntetyzowa-
ne s3 w komorkach tkanki facznej, a w szczegdlnodci w fibroblastach, leukocytach,
monocytach, makrofagach, granulocytach obojetnochlonnych, komérkach $rod-
blonka i keratynocytach. W warunkach patologicznych réwniez komoérki nowo-
tworowe wykazuja zdolno$¢ od syntezy MMPs [9, 10]. Obecna klasyfikacja metalo-
proteinaz wyszczegolnia 24 odrebne biatka enzymatyczne, z ktérych 23 wystepuja
w organizmie ludzkim [9, 12]. Ze wzgledu na specyfike substratowg oraz mecha-
nizm aktywacji MMPs podzielone zostaly na sze$¢ grup: zelatynazy, kolagenazy,
stromielizyny, matrylizyny, metaloproteinazy blonowe oraz inne [9]. Efektywna
hydroliza kolagenu typu IV przez MMPs warunkowana jest obecnoscia domeny
typu fibronektyny II w czasteczce MMP-2 oraz MMP-9 [10, 12]. MMPs degradujac
skladniki struktury ECM, takie jak: bialka kolagenowe, proteoglikany oraz lamininy
zmieniaja spoisto$¢ tkanki, co umozliwia migracje komérek nowotworowych. Jest
to jedna z mozliwosci tworzenia przerzutéw [9, 13].

Rak piersi jest nowotworem, ktérego wystepowanie wiaze sie z wystepowaniem
hormonéw plciowych zenskich. Estrogeny dostajg sie przez blong komdérkowa na
drodze dyfuzji prostej. Po przedostaniu si¢ do wnetrza komorki estrogeny tacza sie
z receptorem estrogenowym. W wyniku utworzenia pofaczenia hormon-receptor,
konformacja przestrzenna receptora ulega zmianie, dzieki czemu moze doj$¢ do
polaczenia kompleksu z okreslonymi sekwencjami DNA, traktowanymi jako od-
cinki DNA reagujace na poziom estrogenu (Estrogen Response Elements — EREs).
W nastepstwie takiego dziatania dochodzi do uruchomienia czynnikéw transkryp-
cyjnych. Prowadzi to utworzenia aktywnego kompleksu transkrypcyjnego i wzmoc-
nienia transkrypcji genu targetowego [14, 16]. Polaczenie receptora estrogenowego
z hormonem estrogenowym dodatkowa indukuje réwniez synteze receptora proge-
steronowego, indukuje takze syntezg receptora progesteronowego [17]. Prawidlo-
we dzialanie receptora estrogenowego wplywa zatem stymulujaco na powstawanie
receptora progesteronowego. U blisko polowy pacjentek z rakiem piersi wystepuje
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jednocze$nie ekspresja obu tych receptoréw — zaréwno estrogenowego, jak i proge-
steronowego. W diagnostyce stopnia ekspresji receptoréw estrogenowego i proge-
steronowego w komorkach raka piersi wykorzystywane s3 nastepujace metody: test
wigzania ligandu, test immunoenzymatyczny i testy immunocytohistochemiczne.
Uzyskiwane wyniki s3 bardzo do siebie zblizone [14, 17].

Komorki raka piersi czesto wykazujg ekspresje receptoréw steroidowych ER
i PgR. Hormony wigzac sie z receptorami pobudzaja wzrost komérek nowotwo-
rowych. Guzy wykazujace ekspresje receptoréw ER i PgR wykazujg takze wieksza
wrazliwos¢ na terapi¢ hormonalng [15]. Chorzy, u ktérych wykazano ekspresje re-
ceptoréw ER i PgR w komoérkach nowotworowych majg z reguly lepsze rokowania
[15, 16]. Nie dochodzi wtedy do zajecia weztéw chlonnych, a nowotwér charakte-
ryzuje si¢ wolniejszym tempem rozwoju [17]. Za brak odpowiedzi na leczenie sa
odpowiedzialne mutacje genu dla receptora estrogenowego. Mutacje te prowadza
do powstania form bialka receptorowego, ktore charakteryzuja sie zmianami kon-
formacyjnymi i strukturalnymi. Takie formy receptora estrogenowego nie sa czynne
biologicznie, nie ma zatem zachowanych prawidlowych interakcji pomigdzy mole-
kutami [14, 16]. Guzy, ktére nie wykazuja ekspresji receptoréw ER i PgR cechuje
zazwyczaj wzmozona agresywno$¢ i zdolno$¢ przerzutowania [14]. Obecnos¢ ERP
sprzyja rozwojowi i proliferacji komdrek rakowych. Okreslenie poziomu ekspresji
receptorow estrogenowych jest jednym z badan wiaczanych do panelu oznaczen
wykonywanych w diagnostyce raka piersi. Podobnie jak PgR i HER2, receptory ER
s3 zaliczane do molekularnych markeréw raka piersi. Analize ekspresji receptoréow
ER i PgR wykonuje si¢ z zastosowaniem potilosciowej skali IRS (immunoreactive
score) Remmele i Stegner. Ocena receptoréw ER i PgR warunkuje wyboér odpowied-
niej metody leczenia raka piersi [18, 20].

Cel pracy

Celem pracy byto zbadanie zaleznosci pomiedzy ekspresja kolagenu typu IV a obec-
noscig receptoréw estrogenowych w tkankach nowotworowych i prawidtowych
gruczolu piersiowego.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowily wycinki guza pobrane srédoperacyjnie. Tkanka nieno-
wotworowa gruczotu piersiowego kobiet zostala potraktowana jako grupa kontrol-
na wzgledem tkanki pobranej z centrum guza. Material pobrano w trakcie zabiegu
operacyjnego od 20 pacjentek, u ktérych wczesniej zdiagnozowano, przy pomocy
badania histopatologicznego nowotwor piersi. Wiek pacjentek wynosit $rednio od
35 do 85 lat. W trakcie zabiegu rutynowo przeprowadzono badania histopatolo-
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giczne. Klasyfikacja stopnia zlosliwosci zmian nowotworowych przeprowadzona
zostala w oparciu o zmodyfikowang klasyfikacje Blooma Richardsona. Wszystkie
nowotwory zostaly sklasyfikowane w stopniu G3.

W kazdym wycinku tkanki nowotworowej wykonane zostaly oznaczenia eks-
presji receptoréw estrogenowych wyrazonej w skali IRS Remmele i Stegner. Kazdej
pacjentce zostata pobrana tkanka nowotworowa oraz tkanka prawidtowa gruczo-
tu piersiowego. Pacjentki zostaly podzielone na dwie grupy: z dodatnig i ujemna
ekspresja receptoréw estrogenowych. Na podstawie decyzji Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego uzyskano zgode¢ na wykonanie planowanych analiz.
Probki tkanki, zaréwno zmienione nowotworowo, jak i zdrowe, po pobraniu z pola
operacyjnego, umieszczane byly w jalowych pojemnikach, a nastepnie umieszczano
w cieklym w temperaturze cieklego azotu. Do momentu wykonania oznaczen tkan-
ki przechowywane byly w temperaturze -80°C. Tkanki gruczotu piersiowego (100
mg) homogenizowano w 200 pl buforu o pH 7,5 (50 mM Tris-base, 15 mM EDTA,
1 N NaCl, 1 mM PMSE 5 mM NEM) w temperaturze 4°C. Analize ekspresji kola-
genu typu IV wykonano technika Western blot z detekcja chemiluminescencyjna.
Prowadzono elektroforeze SDS PAGE w temperaturze pokojowej (50 mA i 150 V).
Zele poddawano elektrotransferowi na membrany nitrocelulozowe w buforze (Tris-
base, glicyna, metanol, pH 8,3), uzywajac zestawu Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell firmy Bio-Rad (USA) (20 V, 0,3 mA, 30 min). W kolejnych etapach procedury
membrany inkubowano z przeciwcialami pierwszorzedowymi, monoklonalnymi
Anti-Human, Collagen type IV (Mouse; MBL Int. Co), a nast¢pnie z przeciwciatami
drugorzedowymi poliklonalnymi Immuno 0 Anti-Mouse IgG (Goat) H + L Affin,
HRP Conj. W celu wywolania reakcji chemiluminescencji stosowano odczynniki
ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagents (Amersham, UK). Otrzymane na
kliszach fotograficznych (Amersham, UK) wyniki opracowano przy uzyciu progra-
mu do obrébki densytometrycznej — Quantity One (4.6.7). Wyniki uzyskane dla
kolagenu IV z tkanek guza i tkanek prawidtowych przedstawiono jako $rednig war-
to$¢ ekspresji £SD.

Analiza statystyczna

Testem D’Agostino oceniono normalnos¢ rozktadu, a dla sprawdzenia réznic po-
miedzy grupg badang a grupa kontrolng uzyto testu parametrycznego t-Studenta
oraz testu kolejnosci par Wilcoxona przy zalozonym poziomie istotnosci p<0,05.
Do obliczen statystycznych wykorzystano program Statistica 8.
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Ryc. 1. Ekspresja kolagenu IV w grupie pacjentek, u ktérych stwierdzono obecno$é
dodatnich receptoréw estrogenowych przedstawione jako $rednia + SD,n =13
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Ryc. 2. Ekspresja kolagenu IV w grupie pacjentek, u ktorych nie stwierdzono
obecnosci receptoréw estrogenowych przedstawione jako $rednia + SD,n =7
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Dyskusja

Rak piersi jest najcze¢sciej wystepujacym nowotworem w Polsce. Bezposrednia
przyczyna zgondw na ten typ nowotworu sa przerzuty komoérek nowotworowych
najczeéciej obserwowane w watrobie, kosciach, ptucach oraz moézgu. Ze wzgledu
na czesto$¢ wystepowania raka piersi i zagrozen z tego wynikajacych poszukuje sie
stale nowych metod precyzyjnej diagnostyki tego nowotworu. Istotne jest wciaz po-
znawanie markeréw procesu nowotworowego, ktérych ocena pozwolitaby na od-
réznienie na poziomie molekularnym fenotypu komdrek prawidtowych wystepuja-
cych w bezposrednim sasiedztwie guza, od komorek, ktéry juz ulegly transformacji.
Stosowane s3 obecnie oznaczenia takich markeréw, jak receptory ER, PgR i HER2.
Jako czynnik, ktérego ekspresja ma istotne znaczenie dla procesu nowotworzenia
uznawany jest réwniez kolagen IV.

W obu grupach badanych pacjentek (podzielonych wedtug kryterium dodatniej
lub ujemnej ekspresji ER) stwierdzono wyzsza ekspresje kolagenu typu IV w préb-
kach pochodzacych z guza w stosunku do tkanki uznanej jako prawidlowa, réznica
ta nie byla jednak znamienna statystycznie. Wyzsza ekspresja kolagenu IV towa-
rzyszy obecnosci receptoréw estrogenowych. U pacjentek, u ktorych nie stwier-
dzono ekspresji ER, zaobserwowano nizszg ekspresje kolagenu typu IV. Kolagen IV
poprzez integryny indukuje ekspresje receptoréw estrogenowych a i p w btonach
komorek nowotworowych. Zatem wyzsza ekspresja tego biatka pozwala na wzrost
ekspresji receptorow estrogenowych, co jednoczesnie polepsza szanse leczenia
i rokowanie dla pacjentek. Degradacja kolagenu IV w BM ufatwia przerzutowanie,
a spadajacy poziom ekspresji tego biatka jest jednym z czynnikéw uniemozliwiaja-
cych ekspresje ER w blonach komérek nowotworowych. Oznaczanie ekspresji kola-
genu IV w tkankach gruczotu piersiowego usunietego operacyjnie moze uzupelnic
molekularng diagnostyke raka piersi. Przyczyni si¢ to do zmniejszenia liczby wznéw
wynikajacych z obecnoéci tkanki, ktdra histopatologicznie uznawana jest za prawid-
towa, ale na poziomie molekularnym komorki tej tkanki nabyly juz fenotyp inwa-
zyjny. Badania, na podstawie ktérych dokonuje si¢ obecnie rozréznienia pomiedzy
tkankg prawidlowg a tkanka zmieniong nowotworowo nie pozwalaja na precyzyj-
ne rozpoznanie réznic. Tkanka traktowana jako prawidlowa na podstawie badania
histopatologicznego moze wykazywa¢ juz cechy zmian nowotworowych. Tkanka
nieprawidlowa uwazana moze by¢ za zdrowa w zwigzku z niejednolitym utkaniem
komérek zmienionych nowotworowo. Sugerowa¢ mozna zatem, ze badania mole-
kularne tkanek moga by¢ znaczaco bardziej czute niz badania histopatologiczne.
Dlatego uzupelnienie badan o markery molekularne pozwolitoby na precyzyjne
okreslenie granicy marginesu wycietego guza, co ma duze znaczenie rokownicze.

Mozna tez wnioskowac, ze z procesem rozwoju guza zwigzane s3 réwniez inne
biatka wchodzace w interakcje z bialkami kolagenowymi. W patologicznych wa-
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runkach, jakimi sg procesy nowotworzenia, komoérki transformowane nabywaja
zdolnosci do syntezy enzymoéw degradujacych ECM, co tez moze by¢ przyczyna
zaburzen w obrebie struktury tkanki gruczotu piersiowego. Niepodlegajaca kontroli
synteza enzymow proteolitycznych, w tym MMPs, zmienia fizjologiczne podscie-
lisko tkanki i tak juz mocno zmienione w zwigzku z osiggnietym przez organizm
wiekiem. Ponadto zwigkszona aktywnos¢ tych czynnikéw proteolitycznych prowa-
dzi¢ moze paradoksalnie do wzrostu ekspresji gendw kodujacych kolageny. Swoista
nadprodukgja kolagenu bylaby obrong komoérek przed niszczeniem podscieliska.
Przypuszcza si¢ jednak réwniez, ze degradacja kolagenu typu IV, m.in. przez me-
taloproteinazy, prowadzi do odstoniecia specyficznej sekwencji w strukturze bial-
ka, ktéra sprzyja procesowi angiogenezy i wzrostu guza. Dlatego tez w intensywnie
proliferujacych i przerzutujacych nowotworach, zwlaszcza u oséb starszych, moze
sie zaznacza¢ wyzsza ekspresja biatek kolagenowych. Szczegélnie podatny na ta-
kie zmiany bylby kolagen typu IV, umozliwiajacy tworzenie naczyn krwiono$nych
guza, co sprzyja przerzutowaniu. Przedstawione powyzej badania stanowig argu-
ment przemawiajacy za taka wlasnie hipoteza.

W celu pelnego zobrazowania zaleznosci ekspresji biatek kolagenowych w proce-
sie nowotworzenia konieczne jest poznanie ekspresji na poziomie mRNA. Pozwoli
to wyjasni¢, czy poziom ekspresji biatka kolagenowego wzrasta w wyniku wzmo-
zonej transkrypcji mRNA lub tez czy regulacja dotyczy innego poziomu ekspresji
genow dla kolagenu.

Dodatkowo warto wzig¢ pod uwage jeszcze inny powdd uzyskania powyzszych
wynikéw. Badania, na podstawie ktérych dokonuje si¢ obecnie rozréznienia pomie-
dzy tkanka prawidfowa a tkanka zmieniong nowotworowo nie pozwalaja na precy-
Zyjne rozpoznanie.

Podsumowanie

Wystepuje zaleznos¢ ekspresji kolagenu IV od obecnoéci receptordéw estrogenowych
w tkankach nowotworowych oraz tkankach rozpoznanych histopatologicznie jako
prawidtowe, pochodzace z margineséw operacyjnie usunigtego nowotworu pier-
si. Zroznicowana ekspresja bialek kolagenowych w tkankach prawidtowych w sto-
sunku do tkanek nowotworowych moze sta¢ si¢ jednym z markeréw stosowanych
w diagnostyce raka piersi.
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