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Summary

The developement of DNA microarray technique has opened the possibility of large-scale studies on
genomic determinants of growth and maliganancy of neoplasms. It enables a wide analysis of cancer gene
expression in a short period of time. Such defined and specific profiles of gene expression are a molecular
signature (“molecular portrait”), which in the future could be used as a reliable marker of cancer malignancy
and prognosis. Molecular identification of breast cancer sub-types and their relation with prognosis was one
of the most important microarray studies. Unfortunately, in contrast to medical oncogenomics, the develop-
ment of veterinary oncogenomics is not so dynamic. The first oncogenomic studies on canine mammary gland
tumor cell lines were performed at Utrecht University. They successfully identified deregulated pathways
pertaining to cell line phenotype similar to the published human breast cancer data sets. The results presented
in this paper show that high proliferative and anti-apoptotic potential of canine mammary gland cancer cells
may be associated with an enhanced expression of genes involved in the Ca?* signaling pathway (clamodulin 1,
2 and 3, and ryanodine receptor) and growth hormone cellular pathway. Moreover, a comparative study
of gene expression in canine mammary tumor tissue and primary cell lines derived from those tumors was
conducted. The obtained results show that the transcriptional profile of the primary cell culture resembles
that in tumor tissue, and prove that cell cultures can be used as a reliable model for oncogenomic and
pharmacogenomic studies. These promising results make it possible to anticipate a progressive development

of veterinary oncogenomics.
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Od wielu lat naukowcy na calym §wiecie staraja si¢
jak najdoktadniej pozna¢ biologi¢ nowotworéw na
poziomie molekularnym, a wiedzg t¢ wykorzysta¢ do
intensywnych poszukiwan metod skutecznego lecze-
nia. Prowadzenie badan na szeroka skale stalo SiQ
mozliwe dopiero po przefomowym wynale21en1u mi-
kromacierzy DNA —jednego z najnowoczesniejszych
narzgdzi badawczych funkcjonalnej genomiki. Tech-
nologia mikromacierzy DNA zostala opracowana po
raz pierwszy na Uniwersytecie Stanford (USA). Mi-
kromacierze to ptytki szklane lub plastikowe, z regu-
larnie naniesionymi sondami cDNA lub oligonukleo-
tydowymi. Mikromacierze DNA sa najcze¢sciej wyko—
rzystywane do porownawczej analizy ekspresji genow.
Technika ta pozwala przede wszystkim na uzyskanie
nieporéwnywalnie duzej (w odr6znieniu od innych me-
tod) ilosci informacji na temat ekspresji genow z jed-
nej probki materialu biologicznego.

W warunkach patologicznych aktywno$¢ komorko-
wa staje si¢ nieprawidtowa w wyniku zmiany ekspre-
sji genow. Informacje dotyczace ekspresji poszczegol-
nych genéw moga by¢ zwiazane z fenotypem komo-
rek. Taki specyficzny profil ekspresji genéw nazywa-
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ny jest ,,molekularnym portretem” (molecular portrait).
Na podstawie wynikow badan z ostatnich lat wykona-
nych z wykorzystaniem mikromacierzy DNA mozna
przypuszczaé, ze taki ,,molekularny portret” znajdzie
w przysztosci zastosowanie do identyfikowania sta-
néw klinicznych, rodzajéw lub stopnia zaawansowa-
nia danej choroby. W onkologii opracowanie ,,portre-
tu molekularnego” moze dostarczy¢ cennych informa-
cji dotyczacych rokowania, poniewaz guzy moga mie¢
podobne cechy morfologlczne ale zupelnie inna cha-
rakterystyke molekularna, warunkujaca skutecznos¢
leczenia. Zastosowanie mikromacierzy DNA wraz
z programami komputerowymi do analizy danych, kla-
syfikacji ontologicznej gendw i okreslanie funkcji ich
produktow w szlakach komorkowych stwarza nadzie-
j€ na identyfikacj¢ nowych powiazan pomigdzy szla-
kami metabolicznymi a ich podlozem genetycznym
oraz okreslenia rzeczywistych funkcji wielu gendw.
W odniesieniu do nowotworow piersi, pomimo ze
poznano juz wiele, wciaz poszukiwane sa nowe czyn-
niki rokownicze i predykeyjne, opieraj ace si¢ na wskaz-
nikach molekularnych oraz znajomosci innych cech
komoérek nowotworowych, ktore umozliwiaja pra-
widtowa oceng przebiegu choroby, ryzyka nawrotu
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nowotworu i podatnosci na leczenie. Od konca lat 90.
ub. wieku datuje si¢ dynamiczny rozwoj badan z za-
stosowaniem mikromacierzy DNA w ocenie transkryp-
tomow tkanek nowotworowych. Badania prowadzo-
ne z wykorzystaniem tej metody w biologii gruczotu
sutkowego i raka tego narzadu dotyczyly bardzo ré6z-
norodnej tematyki, m.in. molekularnego mechanizmu
przebudowy gruczotu sutkowego myszy, profilu trans-
kryptomicznego indukowanych guzoéw gruczotu sut-
kowego u szczura (15), cho¢ chyba najwazniejszym
z nich byla proba identyfikacji podtypow raka piersi
i w zalezno$ci od zaklasyfikowania do danego podty-
pu — stawianie rokowania (12, 17). Wykazano, ze sys-
tematyczne badanie profilu ekspresyjnego tysigcy ge-
néw w tkance raka piersi z wykorzystaniem mikroma-
cierzy cDNA 1 ich potaczenie z cechami zroznicowa-
nia fenotypowego moze dostarczy¢ nowych danych dla
poprawy taksonomii raka (12). Analiza hierarchicz-
nego grupowanla gendw w nowotworach pozwala
na réznicowanie ich podtypow (17). Dotychczasowa
analiza profili transkryptomicznych dotyczyta przede
wszystkim: raka piersi, biataczek, raka gruczotu kro-
kowego, czerniaka, a takze r6znych nowotworowych
linii komérkowych oraz indukowanych guzéw gruczo-
ha sutkowego u myszy i szczuréw jako modelu dla raka
piersi.

W przeciwienstwie do onkogenomiki medyczne;j,
onkogenomika weterynaryjna rozwija si¢ mato dyna-
micznie. W literaturze spotyka si¢ pojedyncze prace
z zastosowaniem mikromacierzy DNA w badaniach
nowotworow gruczotu sutkowego psa. Przeprowadze-
nie takich zaawansowanych badan stato si¢ mozliwe
dopiero po zsekwencjonowaniu genomu psa (maj 2005
roku). Dr Jan A. Mol z Uniwersytetu w Utrechcie
(Holandia) zaprojektowal mikromacierze cDNA spe-
cyficzne dla Canis familiaris oraz zastosowal je do
oceny ekspresji genow trzech linii komorkowych no-
wotworow gruczotu sutkowego suki. Guzy gruczotu
sutkowego suk sa ciekawym 1 jednoczesnie waznym
dla praktyk1 weterynaryjnej modelem badawczym, po-
niewaz naleza do najczqsmej obok skory wyste-
pujqcych nowotworow u psow WystquJQ one trzy
razy czesciej niz u kobiet i duzo czg$ciej niz u samic
innych gatunkéw. W ocenie histopatologicznej ok.
40-50% z nich stanowia nowotwory ztosliwe (19)
z czego wigkszo$¢ jest pochodzenia nablonkowego
(5, 16). Jak powszechnie wiadomo, nowotwory te wy-
wodza si¢ z nablonka pecherzykéw lub przewodow
mlecznych i przybieraja posta¢ rakow litych, gruczo-
lakorakow brodawkowatych lub cewkowych prostych
lub ztozonych. U suk dominujaca grupe stanowia gru-
czolakoraki o r6znym stopniu ztosliwosci.

Badania przeprowadzone przez zespoOl dr. Jana Mola
(14) pozwolity na wykrycie genow o zwigkszonej eks-
presji zaangazowanych w szlaki komérkowe podobne
do tych, ktore wystepuja w liniach raka piersi. Scha-
rakteryzowali oni transkryptomicznie trzy nowotwo-
rowe linie komdérkowe wywodzace si¢ z gruczotu sut-
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kowego suki, o roznym pochodzeniu: kostniakomig-
sak, tagodny guz mieszany (nowotwory mezenchymal-
ne) oraz rak anaplastyczny (nowotwoér nabtonkowy).
Poréownanie gendow o zwigkszonej ekspresji w tych
trzech liniach komorkowych z genami, ktérych eks-
presja jest zwigkszona w raku piersi, ujawnito szereg
genow, ktorych produkty zaangazowane sa w te same
szlaki sygnalowe, co w raku piersi. Naleza do nich:
szlak Wnt, integrynowy, regulacji cyklu komorkowego,
cytokin/Rho-GTPazy oraz szlak Alzheimera. Tak okres-
lony profil ekspresji genow oraz szlakow komorko-
wych tych linii nowotworowych stal si¢ waznym punk-
tem wyjscia do wyznaczenia celéw dalszych badan.
Mol w ramach wspotpracy naukowej udostepnit auto-
rom niniejszego opracowania mikromacierze cDNA
specyficzne dla Canis familiaris, ktore zastosowano
do poréwnania trankryptomow linii komorkowej raka
prostego gruczotu sutkowego suki CMT-U27 i linii
komoérkowej guza wrzecionowato-komorkowego
CMT-U309. Obie linie zostaty wyizolowane przez
dr Hellmen z Uniwersytetu w Uppsali. Celem badan
wiasnych bylo zidentyfikowanie genéw odpowiedzial-
nych za szybka proliferacje¢ i potencjat antyapopto-
tyczny komoérek. W Swietle istniejacych danych lite-
raturowych (1), z ktérych wynika, ze szybko$¢ pro-
liferacji komorek nowotworowych $cisle koreluje
z histologicznym stopniem ztosliwosci nowotworu,
badania takie wydaja si¢ szczegélnie interesujace.
Szybko$¢ wzrostu obu linii znaczaco si¢ rozni. Linia
CMT-U27 ma cykl komoérkowy dwukrotnie krotszy niz
CMT-U309 i1 wynosi on 53,4 godz. Linia CMT-U27
wykazuje rowniez znacznie wyzszy potencjal anty-
apoptotyczny, ktory zostat okreslony poprzez wyzna-
czenie poziomu ekspresji biatka Bel-2 (najsilniejsze-
go czynnika antyapoptotycznego), a takze poprzez
oceng liczby komorek apoptotycznych w warunkach
kontrolnych oraz po inkubacji z kamptotecyna (5).
Poréwnanie transkryptomow pozwolito na wykrycie
29 genow réZniqcych si¢ ekspresja pomigdzy badany-
mi liniami, Zaangazowanynn w proliferacjg, adhezj¢
1 apoptozg. Sposrod gendw o zwigkszonej ekspres;ji
w linii CMT-U27 az 14 byto zaangazowanych w re-
gulacje proliferacji komorek, 3 w adhezjg 1 2 w apop-
tozg. W przypadku linii CMT-U309 zaobserwowano
wyzsza ekspresje gendw zaagnazowanych glownie
w adhezj¢ i szlaki zwiazane z czynnikami wzrostu —
EGF 1 FGF (9 genow). Uzyskane wyniki ujawnity, ze
wysoki potencjat proliferacyjny i1 antyapoptotyczny
moze by¢ zwiazany ze zwigkszona ekspresja genow
zaangazowanych w szlak przekaznictwa Ca*" (kalmo-
duliny 1,2 i 3, receptor rianodynowy), a takze w szlak
przekaznictwa hormonu wzrostu. Na podstawie anali-
zy szlakoéw komorkowych kalmodulin oraz szlaku
przekaznictwa receptora hormonu wzrostu ustalono,
ze oba szlaki prowadza do aktywacji czynnikow zwia-
zanych z nadmierng proliferacja komorek, poprzez
aktywacjg fosfokinazy biatkowej C alfa (PRKCA) oraz
kaskady MAPK1, a takze aktywacjg biatek Jun i Fos,
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ktore, taczac si¢ w kompleks AP1, zwigkszaja trans-
krypcje wszystkich czynnikow zwiazanych z niekon-
trolowanymi podziatami komoérkowymi oraz ochrona
komorki przez zniszczeniem. Kalmoduliny hamuja
réwniez czynnik supresyjny nowotworu Rb1. Oba szla-
ki przekaZnictwa sa zalezne od wapnia wewnatrz-
komoérkowego. Podobne wyniki badan przedstawili
Gebre-Medhin i wsp. (3), wykrywajac obecnos¢ re-
ceptora hormonu wzrostu w tkance nowotworowej raka
piersi 1 zwigkszong jego ekspresj¢ w poréwnaniu do
zdrowej tkanki. Juz w 1993 Ng i wsp. (9) przedstawili
istotny wptyw hormonu wzrostu na wzrost tkanki gru-
czotu sutkowego oraz indeks proliferacyjny komorek
nablonkowych gruczotu. Nabarro (8) oraz Melmed
1 wsp. (7) opisali zwigkszone ryzyko wystapienia raka
piersi u pacjentéw z akromegalia, a Xiao 1 wsp. (20)
opisali wyniki hamowania szlaku komdrkowego hor-
monu wzrostu w komorkach nowotworowych gruczotu
sutkowego, polegajace na zahamowaniu rozwoju raka.

Linie komoérkowe od lat sa stosowane jako model
doswiadczalny w badaniach biologii komorki nowo-
tworowej oraz w badaniach farmakologicznych, jed-
nakze zdolnos¢ linii komorkowych do odzwierciedla-
nia fenotypu i genotypu tkanek macierzystych wciaz
pozostaje pytaniem. Proba odpowiedzi na to pytanle
byta celem kolejnych badan, ktore polegaty na porow-
naniu profilu transkryptomicznego nowotworowych
linii komorkowych z ekspresja genéw tkanki macie-
rzystej guza, z ktorego te komorki zostaty wyizolowa-
ne. Badania te byty przeprowadzone na guzach gru-
czotu sutkowego suki o roznym pochodzeniu: nabton-
kowym-gruczolakoraku i mezenchymalnym-chrzgst-
niakomigsaku oraz wylzolowanych znich liniach pier-
wotnych. Okazato sig, ze profile ekspresji genow linii
komorkowych i odpowiednich tkanek guza sa do sie-
bie bardzo zblizone. Istotne rdznice ekspresji gendw
w przypadku gruczolakoraka wynosity 6,0%, a w przy-
padku chrzestniakomigsaka 2,7% genow wykazuja-
cych ekspresj¢. Najbardziej znaczace roznice pomig-
dzy transkryptomem tkanki guza i linii komérkowych
dotyczyty ekspresji genéw zwiazanych z metaboliz-
mem i modyfikacja biatek, przekaznictwem sygnatu,
a takze metabolizmem nukleotydéw, nukleozydow
1 kwasow nukleinowych (10). Réznice te moga wyni-
ka¢ z innych warunkéw $rodowiska komoérek nowo-
tworowych w guzie in vivo oraz w hodowli in vitro,
wptywu sktadnikow podtoza i braku oddziatywan ner-
wowo-hormonalnych w hodowlach komoérkowych.
Wyniki tych badan sa podobne do wynikéw badan prze-
prowadzonych wcze$niej, ktdre rowniez wykazaty brak
znaczacych roznic w ekspresji genéw pomigdzy linia-
mi komoérkowymi, a macierzysta tkanka. Jessen 1 wsp.
(4) oraz Perkins i wsp. (11) opisali podobienstwo
w ekspresji genéw pomigdzy linia komorkowa wyizo-
lowana z watroby i tkanka watroby, ktore wynosito
80-88%. Ertel i wsp. (2) stwierdzili rowniez podobien-
stwo w ekspresji genow w tkance szesciu rodzajow
guza (gruczohu sutkowego, centralnego uktadu nerwo-
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wego, prostnicy, gruczotu krokowego, jajnika i nerki)
i wyizolowanych z nich linii komérkowych. Badania
przeprowadzone na liniach komoérkowych 1 macie-
rzystej tkance przy uzyciu mikromacierzy DNA po-
zwalajq przypuszczaé, ze linie komérkowe moga od-
zwierciedla¢ procesy zachodzace in vivo w tkankach,
przez co moga by¢ uzywane z powodzeniem do badan
onkogenomicznych i farmakogenomicznych.

Rao i wsp. (13) opisali zmieniong ekspresj¢ genow
w przeroscie gruczotu sutkowego suki powodowanym
podawaniem progesteronu oraz w nowotworach gru-
czohu sutkowego, w porownaniu do zdrowej tkanki.
Analiza proﬁlu transkryptomicznego przero$nigtego
gruczotu 1 gruczotu podlegajqcego transformacji no-
wotworowej wykazata zmieniona ekspresj¢ genow
zaangazowanych w tak wazne procesy, jak: rozwoj
guza, proliferacja 1 adhezja, przy czym w przero$nig-
tej tkance dominowata zwigkszona ekspresja gtownie
genow zwiazanych z utrzymaniem homeostazy komor-
ki. Rozregulowanie tych procesOw moze prowadzic'
do powstania nowotworu. Spos$rod 13 gendw znacz-
nie roznigcych sig ekspresja wyrdzniono geny o zwigk-
szonej ekspresji, ktore stymuluja proliferacjg lub ha-
muja apoptoze, a takze geny o zmniejszonej ekspresji,
do ktorych nalezaty geny hamujace wzrost. A zatem
profil transkryptomiczny w przero$nigtej tkance wska-
zuje na zwigkszona ekspresje genow zaangazowanych
w proliferacjg stymulowanq gestagenami, a zmiany
w ekspresji genow zwiazanych z czynnikami trans-
krypeyjnymi i genoéw zaangazowanych w podtrzyma-
nie integralno$ci DNA moga wskazywac na wezesna
transformacj¢ nowotworowa. Wnioski, jakie nasuwa-
ja si¢ po wnikliwej analizie listy gendw, to dziatanie
kancerogenne gestagenow podawanych przez diugi
okres. Analiza szlakow komorkowych ujawnita wiele
genow, ktorych produkty zaangazowane sa w szlak in-
tegrynowy, a takze Wnt. Sposrod tych gendéw charak-
terystyczny jest czynnik PCNA, dobrze znany marker
proliferacji, ktorego nadekspresja wystepuje u kobiet
przyjmujacych hormonalng terapi¢ zastgpcza (estro-
geny lub progesteron + estrogeny). Profil transkrypto-
miczny nowotworow gruczotu sutkowego wskazuje na
nadekspresj¢ genow zwiazanych z procesem przemia-
ny nowotworu tagodnego w ztosliwy (komponenty
cytoszkieletu) oraz wielu genéw zwigzanych z proli-
feracja, a takze szlakiem Wnt.

Thomson i wsp. (18) przeprowadzili analiz¢ eks-
presji genow 16 guzéw mdzgu u pséw przy uzyciu
mikromacierzy DNA. Do badanych guzéw nalezaty:
oponiaki, glejaki, wysciotczaki i brodawczaki splotu
naczyniowkowego. Badania te wykazaty, ze geny
o zwigkszonej ekspresji w wymienionych nowotwo-
rach odpowiadaja genom charakteryzujacym si¢ nad-
ekspresja w nowotworach moézgu u ludzi, co §wiad-
czy o podobnych mechanizmach nowotworzenia u lu-
dzi i zwierzat. Autorzy wykazali, ze komorki strans-
formowane nowotworowo u pséw, na poziomie mole-
kularnym podlegaja takim samym zmianom, jak ko-



380

morki nowotworowe u ludzi. Wyniki te pozwolily takze
na okreslenie kilku charakterystycznych genow, zwia-
zanych z powstawaniem guza oraz z jego rozwojem.

Badanie biologicznej roli genoéw jest celem funk-
cjonalnej genomiki. W zakresie badan medycznych
wiedza ta jest podstawa zrozumienia genetycznego
uwarunkowania chorob. Wysoki stopien zaawansowa-
nia technologicznego, czego efektem jest wynalezie-
nie mikromacierzy DNA, umozliwia szeroka analizg
ekspresji genéw w badanych probkach materiatu bio-
logicznego. Poniewaz metoda ta jest stosunkowo nowa,
genom psa zostal zsekwencjonowany zaledwie 3 lata
temu, a dostgp do mikromacierzy specyﬁcznych dla
gatunku Canis familiaris jest ograniczony (komercyj-
nie dostgpne mikromacierze pojawily si¢ na rynku
dopiero kilka miesigcy temu), do tej pory przeprowa-
dzono niewiele badan i okreslono profil transkrypto-
miczny niewielu typow nowotowrow. Istnieje kilka
prac dotyczacych zastosowania mikromacierzy DNA
w weterynarii klinicznej, gtéwnie w zakresie badania
kardiomiopatii u psow, atopowego zapalenia skory czy
choréb watroby. Duza liczba badan przeprowadzona
z zastosowaniem tej metody w onkologii medycznej
iich obiecujace wyniki pozwalaja prognozowac po-
stgpujacy rozwoj weterynaryjnej onkogenomiki w ko-
lejnych latach. Jednoczesna ocena ekspresji wielu ty-
siecy genow mozliwa dzigki metodzie mikromacierzy
DNA stwarza duza szans¢ odpowiedzi na kluczowe
pytania dotyczace molekularnej diagnostyki i skutecz-
nej terapii onkologiczne;.
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