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Streszczenie

Wstep: Pomimo znacznego postepu w diagnostyce i wprowadzenia nowoczesnej terapii
wyniki leczenia chorych z rakiem piersi sg nadal dalekie od oczekiwan. Wskazuje to
konieczno$¢ poznawania przyczyn i nastepstw heterogennosci tego nowotworu oraz po-
tencjalnych implikacji klinicznych takiej wiedzy.

Materiaty i metody: Immunohistochemiczna ocena ekspresji fosfatazy tyrozynowej 4A3
(PRL-3) w raku piersi oraz poszukiwanie jej potencjalnych zwigzkéw z wybranymi czyn-
nikami o znaczeniu rokowniczym.
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Wyniki: Ujawniono heterogenno$¢ ognisk pierwotnych raka piersi pod wzgledem eks-
presji PRL-3 oraz zwigzki z uznanymi czynnikami o znaczeniu rokowniczym, w tym
korelacje z sitg ekspresji receptoréw progesteronowych.

Whioski: Wyniki przedstawionych badan ukazujg nieznane dotychczas aspekty hetero-
gennosci pierwotnych ognisk raka piersi oraz ztozong role biatka PRL-3 w biologii tego
nowotworu. Sugerujg takze istnienie nowego mechanizmu udziatu PRL-3 w procesach
ruchomosci, naciekania oraz przerzutowania komarek raka piersi poprzez oddziatywanie
Z receptorem progesteronowym i potencjalnie biatkami SNAIL+SLUG.

Stowa kluczowe: rak piersi, biatko PRL-3, heterogennos$¢, przerzuty

Wprowadzenie

Jednym z kluczowych probleméw w ochronie zdrowia na $wiecie jest rak piersi.
Kazdego roku stwierdza sie ponad 1 350 000 nowych przypadkow tego nowo-
tworu, w tym 500 000 zgondw [1,2]. Jednocze$nie zachorowalno$¢ na ten no-
wotwar rosnie z roku na rok; obecnie, zgodnie z prognozami American Cancer
Society, az jedna na dziewie¢ kobiet w Stanach Zjednoczonych jest zagrozona
jego rozwojem [3].

Pomimo znacznego postepu w diagnostyce, terapii i identyfikacji nowych
czynnikdw rokowniczych osiggane wyniki leczenia pozostajg nadal dalekie od
oczekiwan. Najwieksze nadzieje sg poktadane w terapii spersonalizowanej ukie-
runkowanej na pojedyncze biatka. Podstawg wspotczesnej terapii jest podziat
molekularny, majacy odzwierciedlenie w rokowaniu pacjentek [4]. Pierwszego
podziatu dokonano w 2000 roku na podstawie oznaczen ekspresji 8102 genéw
badanych przy uzyciu mikromacierzy. Wyr6zniono 4 grupy molekularne: raki
luminalne (raki wywodzace sie z warstwy wewnetrznej komorek przewodowych
piersi), HER2 dodatnie (z obecnoscig nadekspresji drugiego nabtonkowego
czynnika wzrostu), ,,basal-like” (raki wywodzace sie zkomorek mioepitelialnych
przewodow piersiowych) oraz ,,normal breast-like” (nieswoiste) [5]. Najliczniej-
szg grupg nowotwordw piersi okazaty sie raki luminalne, obejmujgce ok. 40-
80% wszystkich przypadkéw [6,7].

W praktyce kliniczno-patomorfologicznej ocenie podlega takze stopien
ztosliwosci histologicznej nowotworu (ang. grading). Zgodnie z systemem Blo-
oma-Richardsona (modyfikacja Elston/Nottingham) zmiany dzielone sg na 3 gru-
py: G1, G2, G3. Ponadto wyr6zniana jest grupa GX, okre$lajgca zmiany bez
mozliwosci oceny wiarygodnego stopnia ztosliwosci, najczesciej w przypadku
uprzedniego zastosowania terapii. Drugim przyjetym sposobem ewaluacji jest
ocena stopnia zaawansowania klinicznego (ang. staging) zgodnie z uniwersal-
nym systemem TNM. W przypadku raka piersi kluczowymi jego elementami sa:
wielko$¢ guza pierwotnego, naciekanie struktur sgsiadujgcych, obecnosé prze-
rzutéw w weztach chtonnych (ze specjalnym uwzglednieniem weztéw chtonnych
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pachowych), a takze obecnos¢ przerzutow odlegtych. Wyré6znia sie 4 podstawo-
we stadia zaawansowania klinicznego choroby.

Stopien ztosliwosci histologicznej oraz klinicznego zaawansowania raka
piersi sg uznanymi czynnikami o znaczeniu rokowniczym, jednakze ztozona bio-
logia ztodliwych zmian nowotworowych gruczotu piersiowego wymaga analizy
wielu innych markeréw. Wraz z postepem wiedzy niektore z nich zostajg zre-
klasyfikowane, np. przesuniete z grupy potencjalnych do uznanych (jak HER2),
znaczenie innych nadal jest ewaluowane, wreszcie znane wczesniej biatka stajg
sie po raz pierwszy przedmiotem badan o aspekcie prognostycznym.

PRL-3 to biatko nalezace do rodziny biatkowych fosfataz tyrozynowych
oznaczonych symbolem 4A3 (ang. protein tyrosine phosphatase 4A3), nazywane
jest rowniez trzecig fosfatazg regenerujaca watrobe (ang. phosphatase ofregene-
rating liver-3). Gtdwna funkcjg PRL-3 jest regulacja fosforylacji (defosforylacja)
czynnikow biorgcych udziat w cyklu komoérkowym, wzroscie komérki, réznico-
waniu i transformacji nowotworowej. Skutkiem ekspresji PRL-3 jest takze miej-
scowe nasilenie angiogenezy [8]. W rakach piersi nadekspresja PRL-3 stwier-
dzana jest w okolo 62-75% przypadkéw. W raku zotadka, jelita grubego oraz
watroby ujawniono wzrost poziomu PRL-3 w przerzutach. Biatko to wydaje sie
by¢ obiecujagcym celem terapeutycznym [9].

Heterogennos$¢ jestjednym z najbardziej istotnych zjawisk w biologii raka
piersi. Odnotowuje sie zaréwno heterogenno$¢ wewnetrzng jednego ogniska
(np. HER2 wykazuje znaczacg heterogenno$¢ wewnatrz guza pierwotnego, za-
rowno pod wzgledem ekspresji immunohistochemicznej, jak i pod wzgledem am-
plifikacji genu), jak i réznice pomiedzy ogniskami u jednego lub wielu chorych
[10,11,12], co istotnie moze zmienia¢ rokowanie [13]. W przypadku niektorych
biatek heterogenno$¢ potwierdzono badaniami genetycznymi. Dzigki zastosowa-
niu poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (ang. comparative genomic hybridi-
zation, CGH) o niskiej rozdzielczosci, ujawniono réznice w liczbie kopii TP53
oraz ERBB2 [14-16]. ROwniez najbardziej precyzyjne techniki, jak sekwencjo-
nowanie nowej generacji (ang. next generation sequencing, NGS), potwierdzajg
heterogenno$¢é w réznych morfologicznie polach jednego guza [17-19]. Wyniki
oceny nie sgjednakze w petni jednoznaczne, wg czesci autoréw ogniska guza sa
wewnetrznie homogenne [20].

Cel

Celem pracy byta ocena ekspresji fosfatazy tyrozynowej 4A3 (PRL-3) w aspek-
cie heterogennosci ognisk pierwotnych raka piersi oraz poszukiwanie potencjal-
nych zwigzkéw z uznanymi czynnikami o znaczeniu rokowniczym.
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Materiaty i metody

Na podstawie zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi
RNN/12/16/KE przeprowadzono badania ekspresji fosfatazy tyrozynowej 4A3
(PRL3) u 41 pacjentek z rakiem piersi. Zgodnie z og6lnie przyjetymi standar-
dami pooperacyjny materiat tkankowy (gruczot piersiowy z guzem oraz wezty
chtonne) utrwalano od 24 do 4S godzin w 10-procentowym roztworze zbuforo-
wanej formaliny w temperaturze pokojowej. Podczas badania makroskopowego
z guzow oraz weztdw chtonnych zostaty pobrane wycinki, umieszczone nastep-
nie w procesorze tkankowym Excelsior™ AS ThermoFisher i procedowane we-
dtug schematu: S godzin w wymienianych roztworach etanolu o rosngcym ste-
zeniu (70-99%), 2 godziny w wymienianym roztworze ksylenu oraz 2 godziny
w parafinie histologicznej o temperaturze 5S°C, a nastepnie zatopione w blocz-
kach parafinowych. Materiat badany skrojono mikrotomem na skrawki o gru-
bosci 4-5"m, a nastepnie wykorzystano do rutynowego wykonania preparatow
barwionych hematoksyling i eozyna, badah objetych aktualnie obowigzujacymi
protokotami (obecnos$¢ receptoréw estrogenowych ER, obecno$é receptoréow
progesteronowych PGR, Ki-67 oraz HER2) oraz dodatkowo badan immunohi-
stochemicznych ekspresji fosfatazy tyrozynowej 4A3 (PRL-3) zgodnie z proce-
durg zalecang przez producenta przeciwciata i danymi zawartymi w tabeli 1

Tabela 1 Szczegdty procedury badan immunochistochemicznych ekspresji
fosfatazy tyrozynowej 4A3 (PRL3)

Nazwa Producent  Stezenie Czas Sposob odstoniecia Spos6b oceny
przeciwciata inkubacji antygenu preparatow
PRL-3 Abcam 1:300 30’ PT link Ocena
(PTP4A3) pH S0 intensywnosci
20’ (skala: od 0 do +3)

Przygotowane preparaty histologiczne odparafinowano z uzyciem ksyle-
nu, ponownie nawodniono z uzyciem roztworu stezonego alkoholu etylowego
oraz zastosowano procedure cieplnego odmaskowania epitopu (HIER) przy uzy-
ciu aparatu PT Link (z uzyciem odczynnikow Dako EnVision FLEX Target Re-
trieval Solution oraz Dako EnVision FLEX Wash Buffer) lub fazni wodnej w za-
sadowym buforze. Nastepnie zablokowano dziatanie endogennych peroksydaz za
pomocg Dako Peroxidase Blocking Reagent (10°). Na tak przygotowanych pre-
paratach dokonano barwienia immunohistochemicznego za pomocg Dako Auto-
stainer z uzyciem przeciwciat pierwotnych (30’-60°), przeciwciat wtornych (307)
oraz barwieniu enzymatycznemu DAB (10°); zgodnie z instrukcjami producenta
uzyto odczynnikoéw systemu Dako EnVision FLEX.
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Immunoekspresje PRL-3 oceniano w umownej skali czterostopniowej (0,
+1, +2, +3) na podstawie intensywnosci barwy. Wyniki tej ewaluacji poddano
analizie statystycznej, przeprowadzonej przy uzyciu pakietu statystycznego STA-
TISTICA 125 (StatSoft, Tulsa, OK, USA, [JKKP501E504328AR-F]) z zasobow
Uniwersytetu Medycznego w todzi. W pierwszym etapie przeprowadzono test
Shapiro-Wilka, w kolejnych etapach analizy wykorzystano testy nieparametryczne,
dla oznaczenia istotnosci roznic statystycznych wykorzystano test Manna-Whit-
neya-Wilcoxona. Korelacje miedzy parametrami obliczono korzystajac ze wspot-
czynnika Pearsona (r). Poziom istotnosci (p) uznawano za statystycznie znamienny,
gdy jego warto$¢ wynosita <0,05. Doboru narzedzi statystycznych dla celu pracy
dokonano zgodnie z wytycznymi Casson, R. J. and Farmer, L. D. (2014).

Wyniki

Ekspresje fosfatazy tyrozynowej 4A3 (PRL-3) stwierdzono w 36 z 41 zbadanych
guzéw, tj. w 88% przypadkdéw (fot. 1). Spektrum intensywnosci cytoplazmatycz-
nej ekspresji PRL-3 w grupie badanej przedstawia tabela 2.

Fot. 1 Ekspresja fosfatazy tyrozynowej 4A3 (PRL-3) w ognisku pierwotnym
raka piersi oceniona na +2 w skali intensywnosci, chora lat 47, stopien
ztosliwosci histologicznej nowotworu 2 (G2) (powiekszenie 100x)
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Tabela 2. Wyniki badan intensywnosci ekspresji fosfatazy tyrozynowej 4A3
(PRL-3) w ogniskach pierwotnych raka piersi.

Sita ekspresji immunohistochemicznej PRL-3 Guz pierwotny
0 5 (12%)
1 14 (34%)
2 16 (39%)
3 6 (15%)
Suma: 41 (100%0)

Badany rozktad nie okazat sie zgodny z rozktadem normalnym. Dalsza
analiza statystyczna ujawnita istnienie ujemnej korelacji pomiedzy poziomem
biatka PRL-3 w ogniskach pierwotnych a sitg ekspresji receptoréw progeste-
ronowych w komérkach raka piersi - wspoétczynnik korelacji Pearsona -0,44
(p = 0,042), nie stwierdzono natomiast istotnych statystycznie zwigzkdw
z innymi rutynowo ewaluowanymi czynnikami o znaczeniu prognostycznym
lub predykcyjnym: ekspresjg receptorow estrogenowych, HER2 ani Ki-67.
W tedcie Manna-Whitneya-Wilcoxona nie wykazano istotnych statystycznie
réznic w sile ekspresji PRL-3 pomiedzy guzem pierwotnym a przerzutem do
wezta chltonnego (p = 0,67). U 8 chorych (38%) ujawniono spadek ekspre-
sji 0 intensywnosci z -1 do -3. Wzrost sity ekspresji odnotowano takze u 8
pacjentek (38%), zawsze o +1 punkt. W 6 przypadkach (29%) stwierdzono
zanik ekspresji, natomiast pojawienie sie de novo w przerzucie - w 2 przy-
padkach (10%).

Analiza uzyskanych wynikdéw w aspekcie uznanych czynnikéw o zna-
czeniu rokowniczym, tj. histoklinicznych (stopien ztosliwosci histologicz-
nej oraz zaawansowania klinicznego choroby) pozwolita zauwazy¢ obecnosc
réznic pod wzgledem poziomu badanego biatka pomiedzy guzami o drugim
i trzecim stopniu zto$liwosci histologicznej (G2 i G3). R4znice widoczne byty
w najwiekszym stopniu w guzach o skrajnej wielkosci (pT1 i pT3-4). Mata
liczebnos$¢ grup nie upowaznita do prowadzenia dalszej analizy statystycznej.
Przedstawione zwigzki ilustruje rycina 1



EWALUACJA EKSPRESJI FOSFATAZY TYROZYNOWEJ4A3... 47

Ryc. 1 Sita ekspresji biatka PRL-3 w guzie pierwotnym oraz w przerzucie
w aspekcie danych histoklinicznych - stopnia ztosliwosci
histologicznej nowotworu (grade, GX, G2, G3) oraz wielkosci
guza (guzy mate: ponizej 2 cm, guzy Srednie: 2-5 cm, guzy duze:
powyzej 5 cm). Wyniki prezentowane jako mediana (pogrubione
linie poziome) + rozrzut miedzy 1-ym i 3-im kwartylem (prostokaty),
zakres (minimum-maksimum, zwykie linie poziome uzupetnione
przerywanymi liniami pionowymi)

Dyskusja

Najwiekszym problemem diagnostyKi i terapii rakdw piersi wydaje sie by¢ ztozo-
noé¢ ich biologii oraz brak spojnosci istniejgcych podziatéw: morfologicznego,
immunohistochemicznego i molekularnego-ekspresyjnego, a tym samym brak
jednoznacznego obrazu zmian oraz mozliwosci precyzyjnego rokowania. Na
znaczeniu coraz bardziej zyskuja podziaty molekularne, jednak najdoktadniej-
sze narzedzia oceniajace ekspresje genow (MRNA) nadal sg stosunkowo mato
dostepne i kosztowne. Wyb6r kompromisowych rozwigzan, stajgcy sie niekiedy
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koniecznos$cig w codziennej praktyce, moze natomiast przyczynia¢ sie do obni-
zenia skutecznosci leczenia.

Zrbdznicowanie komorek raka piersi oraz roznorodna ekspresja genow
i obecnos¢ biatek jest zjawiskiem udokumentowanym, podobnie jak jej wptyw na
przebieg choroby nowotworowej w indywidualnych przypadkach. Rozpatrujac
heterogenno$é pojedynczego ogniska, stwierdza sie réznice na poziomie ekspre-
sji oraz, w mniejszym stopniu, na poziomie genetycznym. Nawet w przypadku
oznaczenia wiodacych markeréw o znaczeniu prognostycznym i predykcyjnym
(np. ER, PR, HER2, p53) stwierdza si¢ réznice wewnatrz guza w zaleznosci od
miejsca pobrania materiatu [10]. Wskazuje to na potencjalny wptyw heterogen-
nosci na wybory terapeutyczne oraz konieczno$¢ ostroznego podejscia kliniczne-
go do uzyskiwanych wynikéw, w praktyce klinicznej znajdujgc odzwierciedlenie
w rekomendacjach dotyczacych adiuwantowego leczenia raka piersi [21-23]. Ist-
nienie zjawiska heterogennosci sktania czes¢ autoréw do podwazania zasadnosci
uzycia biopsji gruboigtowej do oceny biatek predykcyjnych, gdyz w przypadku
ewaluacji jedynie niewielkiej czesci masy guza istnieje istotne ryzyko blednej
oceny [24]. Heterogenno$¢ nie ogranicza sie do uznanych biomarkeréw raka
piersi - wspotczesne badania wskazujg kolejne biatka, ktorych zréznicowang
ekspresje ujawnia sie w ogniskach pierwotnych lub pomiedzy ogniskami raka
piersi. Co najistotniejsze, podobnie jak w przypadku innych nowotworow, tak
i w raku piersi przypuszcza sie, ze to wihasnie te dodatkowe, mniej dotychczas
rozpoznane czynniki majg najwiekszy wptyw na rokowanie w indywidualnych
przypadkach [10,25,26].

Fosfataza tyrozynowa 4A3 - trzecia fosfataza regenerujgca watroby
(PRL-3) - jest stosunkowo mato poznanym biatkiem. Udokumentowano wyzszg
ekspresje tego biatka w utkaniu raka piersi w poréwnaniu do zdrowej tkanki [8].
Sugeruje sie zardwno heterogenno$¢ owej ekspresji, jak i mozliwos¢ jej wyko-
rzystania w strategiach terapeutycznych. Gtéwng fizjologiczng funkcjg PRL-3
jest regulacja cyklu komoérkowego oraz proliferacji poprzez regulacje czynnosci
kinazy Akt. Nadekspresje PRL-3 stwierdza sie robwniez w trakcie wzrostu i roz-
nicowania komorek. Aktywnos¢ tego biatka tgczy sie z nasileniem angiogenezy.
Ponadto biatko PRL-3 petni funkcje regulacyjne w mechanizmach odpowiedzial-
nych za mobilno$¢ komérek nowotworowych [27]. Uwaza sie, ze obecnos¢ na-
dekspresji PRL-3 wigze sie rowniez z gorszym rokowaniem dla pacjentéw [28].
W najnowszych badaniach nad rakiem watrobowokomorkowym wskazano biat-
ko GATADL1 jako regulatora ekspresji PRL-3. Kolejng istotng obserwacjg byto
stwierdzenie skutecznego hamowania proliferacji komorek raka watroby dzieki
zastosowaniu inhibitora BR1 odziatywujgcego selektywnie z PRL-3. Doniesienie
to zwrdcito po raz kolejny uwage na PRL-3 jako potencjalny cel terapeutyczny
w praktyce klinicznej [14]. Podjeto juz préby wykorzystania PRL-3 na modelach
zwierzecych. Dotychczas wykazano skuteczno$é zastosowania u myszy szcze-
pionki immunizujgcej przeciwko komoérkom raka piersi nadekspresja PRL-3
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[15]. Niestety, mechanizm tego procesu nie zostat dotgd wystarczajaco poznany,
co uniemozliwia podjecie badan u ludzi.

W dotychczas przeprowadzonych ewaluacjach obecno$é PRL-3 w raku
piersi stwierdzano w ok. 62-75% natomiast nadekspresje (+2 lub +3) w 34,8%
przypadkéw, z ktdrymi to wartoSciami pozostajg w zgodnosci wyniki prezen-
towanych badan. Wyzsze poziomy ekspresji wigze sie w literaturze z gorszym
rokowaniem. Tozsama obserwacje w zakresie wzrostu ekspresji PRL-3 w guzach
wtdérnych odnotowano réwniez w rakach zotgdka, jelita grubego oraz w przy-
padku raka watroby [16]. W rakach piersi stwierdza sie nie tylko podwyzszong
ekspresje PRL-3 w stosunku do zdrowej piersi, ale i to, ze jej poziom w ognisku
pierwotnym koreluje z ryzykiem wystgpienia przerzutow [27]. W publikacjach
szczegblnie mocno podkreslane jest gorsze rokowanie, obecnos¢ angioinwazji
oraz czestsza obecnos¢ przerzutow w weztach chtonnych zwigzana z nadekspre-
sjg PRL-3 [27,28]. Ponadto wiekszy poziom biatka PRL-3 ujawniano w prze-
rzutach do weztéw chtonnych pachowych (95,2%) niz w guzie pierwotnym
(70,7%) [17,29]. Niestety, biatko PRL-3 nie jest jeszcze dostatecznie poznane
pod wzgledem heterogennosci jego ekspresji w guzach pierwotnych i ogniskach
przerzutowych - odnaleziono jedynie dwa badania poruszajace ten aspekt. Radke
i wsp. opisali ekspresje immunohistochemiczng w grupie 24 pacjentéw, stosujgc
trzystopniowa skale (0, +1, +2). Stwierdzono ekspresje w 22 przerzutach (91,7%)
oraz w 16 guzach pierwotnych (66,7%), istotno$¢ statystyczng obserwacji po-
twierdzono testem chi-kwadrat dla préb sparowanych (p = 0,033) [18]. Zblizone
wyniki uzyskat Hao i wsp. na grupie 63 pacjentdéw, wykorzystujac zaréwno oce-
ne ekspresji MRNA, jak i ocene potilosciowg (0, +1, +2, +3) obecnosci biatka
z wykorzystaniem immunohistochemii. W guzach wtérnych wykazano metoda-
mi immunohistochemicznymi ekspresje PRL-3 na poziomie 95,2% (60 pozy-
tywnych z 63 przypadkow) oraz dodatnig ekspresje mRNA na poziomie 0,961
(+/- 0,110). W ogniskach pierwotnych wyniki byly istotnie nizsze, tj. 77,8% (49
pozytywnych z 63 przypadkow, p = 0,003) przy ocenie immunohistochemicznej
oraz 0,842 (+/- 0,191; p = 0,022) przy oznaczeniu ekspresji na poziomie mRNA.
Dodatkowym atutem badania byta wysoka zgodno$¢ miedzy ekspresja na pozio-
mie mMRNA a iloScig biatka okre$lang za pomocg immunohistochemii siegajaca
91,1% oraz potwierdzenie wyzszej ekspresji na poziomie mRNA u pacjentow
z przerzutami do weztéw w stosunku do grupy bez przerzutow [17]. Wystepowa-
nie heterogennosci w przerzutach pod wzgledem PRL-3 opisane zostato w przy-
padku kilku nowotworéw. Xing ujawnit wyzszy odsetek (76,2%) w przerzutach
rakow do watroby w stosunku do guzéw pierwotnych (19,4%) [19]. Réwniez
w raku jelita grubego zostata zaobserwowana heterogennos¢ ekspresji PRL-3,
ktéra w przerzutach do weztéw chtonnych wynosita 91,6%, natomiast w guzie
pierwotnym jedynie 18,4%.

Stwierdzona w opisanych badaniach heterogenno$¢ ognisk pierwotnych
raka piersi pod wzgledem ekspresji PRL-3 wymaga dalszych badan ze szcze-
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gélnym uwzglednieniem ewaluacji poréwnawczej guzéw pierwotnych i ognisk
przerzutowych. Juz na obecnym etapie wydaja sie jednak niezwykle interesuja-
ce zwigzki ekspresji PRL-3 z uznanymi czynnikami o znaczeniu rokowniczym,
zaobserwowane w przytoczonych badaniach. Stopier ztosliwosci histologicznej
(grade) oraz wielko$¢ guza jako gtowny element oceny stopnia zaawansowania
klinicznego (stage) sg podstawowymi histoklinicznymi elementami ewaluacji
raka piersi. Ujawnienie w prezentowanych badaniach tendencji zmian ekspre-
sji biatka PRL-3 w zaleznosci od obu wymienionych czynnikéw wskazuje na
potrzebe poszerzenia badan w kierunku wptywu tej ekspresji na biologie guza
i przebieg choroby.

Szczegolnie interesujgca wydaje sie obecno$¢ odwrotnej korelacji (po-
twierdzona testem Pearsona) z sitg ekspresji receptora progesteronowego, beda-
cego silnym czynnikiem predykcyjnym i prognostycznym.

Receptor progesteronowy (PR) nalezy, podobnie jak receptor estrogenowy
(ER), do grupy receptorow hormondw steroidowych. Wyrdznia sie dwie podsta-
wowe jego izoformy: A oraz B (PRA i PRB). W przypadku raka piersi izoformy
A i B wspotistniejg i wspotdziataja. 1zolowane pobudzenie izoform przynosi od-
mienne efekty, jednak uwaza sie, ze sg one od siebie wzajemnie zalezne i dziatajg
synergistycznie in vivo. Wskazuje sie takze, ze obie izoformy biorg udziat w roz-
przestrzenianiu sie komorek raka piersi. Niestety, pomimo ze stwierdza sie gorsze
rokowania u pacjentek z rakiem piersi o zréznicowanej ekspresji PRA i PRB,
rutynowo dostepne metody immunohistochemiczne nie umozliwiajg odréznienia
izoform PR. Wedtug europejskich wytycznych obecnos$¢ ekspresji PR powyzej
20% komorek jest charakterystyczna dla podtypu podobnego do luminalnego
A [30]. Podziat na raki luminalne A i B nie w petni odzwierciedla ztozong bio-
logie raka sutka, a ocena dokonywana na podstawie wynikdéw badain immunohi-
stochemicznych nie jest w oczekiwany spos6b zgodna z podziatem na podstawie
ewaluacji ekspresji genéw. Podkresla sig, ze aktywno$¢ szlaku PR zaleznego jest
bardziej istotna niz ekspresja biatek PR. Trwajg takze proby wykorzystania PR
jako punktu uchwytu terapii celowanej, ale i tu podkresla sig, ze zastosowanie
terapii winno by¢ ograniczone do grupy z aktywowanym szlakiem PR, a nie samg
obecnoscig receptora progesteronowego [31].

Raki piersi PR+ majga lepsze rokowanie niz raki PR-, gdyz pierwotne po-
budzenie PR powoduje rowniez zwrotne hamowanie PR. Wzajemne relacje po-
miedzy ER i PR sg ztozone. Pobudzenie receptora ER wyzwala ekspresje PR,
jesli receptor PR nie jest pobudzony, mamy do czynienia z rakiem luminalnym
A'i profilem ER+, PR+, jesli natomiast natym etapie dojdzie do pobudzenia PR,
dochodzi od sprzezenia zwrotnego z ER i autoregulacyjnego zahamowania eks-
presji PR oraz zwiekszenia ekspresji czynnikow efektorowych dla PR - w efek-
cie profil immunohistochemiczny przedstawia si¢ nastepujgco: stabsza ekspresja
ER, PR- oraz efektorowo wysoki indeks Ki-67. W rakach luminalnych B caty
proces jest w swoistej réwnowadze relacji ER i PR.
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Kluczem do zrozumienia biologicznych efektéw oddziatywania PR jest
przesledzenie mechanizmdéw molekularnych. Izolowana obecno$¢ PR jest rzadka
[32-34]. Pojawienie sie biatka PR jest zalezne od ER i wystepuje dopiero po
aktywacji jego szlaku, jednak zjawisko to nie jest w peini poznane. Dziatanie
PR pozostaje w duzym stopniu synergiczne z ER i w wielu aspektach wzmacnia
jego efekt, izolowana aktywacja bez ER daje niewspo6imiernie stabszy efekt ko-
morkowy. Pobudzenie samego PR nie wplywa takze na zmiany ruchomosci czy
potencjatu proliferacyjnego komorek raka piersi. Odziatywanie PR jest w duzej
mierze elementem wzmacniajgcym i przejSciowym. Wskazuje na to aktywno$é
czynnikow efektorowych w stosunku do PR. Jednym z najwazniejszych i naj-
lepiej poznanych mechanizméw tego typu jest parakrynne dziatanie RANKL.
Komorka sama nie ulega przyspieszonym podziatom, ajedynie na skutek pobu-
dzenia PR wydziela do mikrosrodowiska RANKL, ktory pobudza proliferacje
komorek raka otaczajgcych aktywowang komorke [35]. W aspekcie klasyfikacji
molekularnej raki piersi z aktywnym szlakiem PR, najczesciej nieprezentujgce
immunohistochemicznie wysokich poziomdw PR, nalezg do grupy luminalnych
B [32,36].

Zwigzki ekspresji PR i PRL-3 pozostajg nieznane. Ujawniona w prezen-
towanych badaniach korelacja pomiedzy ekspresjg obu tych biatek potencjalnie
wydaje sie wigza¢ z mechanizmami proliferacji oraz mobilnosci komdérek no-
wotworowych, jednak wysnucie jednoznacznych wnioskow jest trudne z uwagi
na nie w petni poznang role w tych procesach samego PR. Potencjalny udziat
biatka PRL-3 w mechanizmach mobilnosci oraz lokalnego i og6lnoustrojowego
rozsiewu komérek raka piersi pozostawatby takze w zgodnosci ze stwierdzonym
zwigzkiem pomiedzy nadekspresjg PRL-3 i gorszym rokowaniem [28] oraz obie-
cujacymi wynikami badan nad lekami zmniejszajagcymi ryzyko powstania prze-
rzutéw z wykorzystaniem blokowania $ciezki PRL-3 [16].

Niezwykle interesujgce w aspekcie prezentowanych wynikdéw oceny eks-
presji biatka PRL-3 i ujawnionej korelacji ujemnej z PR wydajg sie zwiazki
ekspresji PRL-3 z poziomem SLUG+SNAIL w ogniskach pierwotnych rakdw
piersi (publikacja w toku, korelacja dodatnia, p = 0,011). O ile funkcja PR jest
ztozona, ekspresja SNAIL+SLUG jednoznacznie wigze sie z rozsiewem komo-
rek nowotworowych. Istniejg takze doniesienia literaturowe o posrednim zwiaz-
ku ekspresji PRL-3 z przejSciem nabtonkowo-mezenchymalnym [27]. Biatka
SNAIL (inaczej SNAIL1) oraz SLUG (SNAI2) nalezg do wspdlnej rodziny bia-
tek transkrypcyjnych nazywanych czynnikami transkrypcyjnymi palca cynko-
wego (ang. zincfinger) typ C2H2. Oba biatka wykazuja znaczne podobieristwo
funkcjonalne, rézni je czas aktywnosci w trakcie przejscia nabtonkowo-mezen-
chymalnego (EMT). SNAIL1 gtéwnie indukuje proces, natomiast SNAIL2 pod-
trzymuje fenotyp mezenchymalny [37,38]. W zdrowych tkankach u dorostych
ekspresja tych biatek nie jest obecna. W procesie nowotworzenia biatka SNAI 1
i 2 hamujg ekspresje E-kadheryny i warunkuje przejscie nabtonkowo-mezenchy-
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malne. EMT umozliwia przerzutowanie oraz pozwala na przetrwanie komorek
nowotworowych poza ogniskiem pierwotnym. Zmiana fenotypu na mezenchy-
malny z nadekspresjg SNAI1 i SNAI2 wigze sie z gorszym rokowaniem w raku
piersi. Stwierdzenie korelacji pomiedzy ekspresjg PRL-3 w pierwotnych ogni-
skach raka piersi a czynnikami o uznanej roli w procesie przerzutowania wska-
zuje na potrzebe dalszej ewaluacji mechanizméw wigzacych PR, PRL-3 oraz
SNAIL+SLUG. Nalezy rozwazy¢ wptyw EMT na fenotyp komorki, w tym eks-
presje PRL-3, ER (oraz wtdrnie PR), ewentualnie samg aktywno$¢ ER w komor-
ce o fenotypie mezenchymalnym. Lepsze poznanie tego procesu moze wplywac
na poprawe zrozumienia ztozonych mechanizmdw przerzutowania.

Wnioski

Wyniki przedstawionych badan ekspresji fosfatazy tyrozynowej 4A3 - PRL-3 -
ukazujg nieznane dotychczas aspekty heterogennosci pierwotnych ognisk raka
piersi oraz ztozong role biatka PRL-3 w biologii nowotworu. Sugerujg takze ist-
nienie nowego mechanizmu wptywu PRL-3 w procesach ruchomosci, naciekania
oraz przerzutowania komorek raka piersi poprzez oddziatywanie z receptorem
progesteronowym i potencjalnie biatkami SNAIL+SLUG.
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Evaluation of protein tyrosine phosphatase 4A3 (PRL-3) expression -
the unknown aspects of breast cancer primary foci heterogeneity

Abstract

Introduction: Despite significant progress in the diagnosis and introduction of modem
therapy, the results of treatment of patients with breast cancer are still far from expecta-
tions. This indicates the need to find out the causes and consequences of the heterogeneity
of breast cancer and the potential clinical implications of such knowledge.

Materials and methods: Immunohistochemical assessment of 4A3 tyrosine phosphatase
(PRL-3) expression in breast cancer and search for its potential relations to selected prog-
nostic parameters.

Results: There was heterogeneity of primary breast cancer foci in terms of PRL-3 expres-
sion and relation to the established prognostic parameters. The inverse correlation of the
strength of progesterone receptor expression and PRL-3, were revealed. There was no
significant correlation in straight of expression between primary foci and synchronous
metastasis to the lymph node.

Conclusions: The results of the presented research show previously unknown aspects of
heterogeneity of primary breast cancer foci and the complex role of the PRL-3 protein in
the biology ofthis cancer. There was shows need for further research of the role of PRL-3
in EMT.

Key words: breast cancer, PRL-3 protein, heterogeneity, metastases



