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Summary

Technological progress in the past few years has made it possible to apply techniques based on microarrays
in the analyses of cancerogenesis. These techniques can be divided into several groups according to the scale of
research: (1) gene expression analysis, (2) protein analysis, (3) tissue research. The gene expression analysis
makes it possible to compare the levels of gene activity in cancer tissue with those in reference tissue, and to
evaluate the progression of cancer and its reaction to treatment. The analysis of proteins provides information
on their functional and structural characteristics, and throws light on the protein-ligand interaction and the
relations between the presence or absence of certain proteins in specific physiological states. Tissue microarrays
are applied to analyze cancer markers and to identify DNA, RNA and proteins.

This article presents selected aspects of microarray research and discusses the molecular aspects of

cancerogenesis in dogs, referring to several types of genes associated with cancers.

Keywords: tissue assay, dogs, BCRP1, gene expression analysis

Badania nad nowotworami skupiaja si¢ gldéwnie nad
lepszym poznaniem procesu kancenogenezy szczegol-
nie w odniesieniu do réznorodnosci biologicznej (mo-
lekularnej i morfologicznej) chorob nowotworowych.
Mikromacierze opierajace si¢ na badaniu transkryp-
tomu wydaja si¢ technika, ktora pozwala na doktadna
analiz¢ tego procesu. Mimo ze analiza transkrypto-
miczna stanowi jedynie jedna z wielu cz¢$ci charakte-
ryzujacych fenotyp nowotworu, znajduje ona szerokie
zastosowanie w badaniach nad prawidtowa lub zabu-
rzong fizjologia komorek wechodzacych na szlak trans-
formacji nowotworowej. W ponizszym opracowaniu
przedstawiono badania oparte na technologii mikro-
macierzy oraz mozliwosci ich zastosowania w bada-
niach nad onkogeneza u ssakow.

Analiza wzoru ekspresji genow w nowotworach

Badania wykorzystujace analiz¢ mikromacierzy
sktadaja sig z czterech strategii: (1) analizy porownaw-
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czej transkryptomu tkanki nowotworowej w stosunku
do tkanki kontrolnej (nieobjgtej procesem nowotwo-
rowym). Analizy tego typu przeprowadza si¢ w celu
identyfikacji r6znic i/lub podobienstw fenotypowych
tkanek poddanych badaniu, (2) ocenie profilu trans-
kryptomicznego tkanki nowotworowej o réznym stop-
niu zaawansowania i rozwoju choroby nowotworowej,
w celu okreslenia stopnia progresji guza, (3) analizie
réznych probek tego samego guza w celu opracowa-
nia i poréwnania ze soba réznych podgrup. Badania
tego typu przeprowadza si¢ w celu dokonania mole-
kularnej analizy r6znicowej tej samej tkanki nowotwo-
rowej w odniesieniu do histologicznego fenotypu oraz
ocenie stanu guza po zastosowaniu réznych metod te-
rapii (4). Zastosowanie mikromacierzy w celu opra-
cowania wymienionych koncepcji pozwala na okres-
lenie profilu molekularnego gendw, ktore ulegaja ob-
nizonej ekspresji, jak 1 tych charakteryzujacych si¢
nadekspresja w danej tkance nowotworowej. W ten
sposob otrzymuje si¢ swoisty molekularny ,,finger-
print” danego typu guza. Potaczenie doswiadczen kli-
nicznych z badaniami molekularnymi pozwala na opra-
cowanie petnej diagnostyki okreslonego typu nowo-
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tworu oraz wskazuje na mozliwosci zastosowania po-
tencjalnych metod terapeutycznych.

Analizy transkryptomu oparte na mikromacierzach
pozwalaja na badanie zmian molekularnych zachodza-
cych w tkance nowotworowej. Identyfikowane r6zni-
ce w profilu ekspresji genéw odzwierciedlaja fenotyp
histologiczny danego guza oraz tworza tym samym
genetyczng mapg ,,molekularnego fenotypu” tkanki
objetej procesem nowotworowym. Przyktadem takiej
analizy byto porownanie profilu ekspresyjnego w ko-
morkach mezotelialnych z profilem komoérek mezote-
lioma (26). Wyniki przeprowadzonych analiz wyka-
zaty zroéznicowana ekspresj¢ genow: odpowiedzial-
nych za oporno$¢ na zwiazki chemiczne stosowane
w terapii oraz czynniki fizyczne, genow regulujacych
migracj¢ komorek, gendéw, ktorych produkty biatko-
we reguluja stabilno$¢ makroczasteczek w komorce
oraz genow odpowiedzialnych za podzialy komorko-
we 1 adhezjg. Sugeruje sig, ze zmiana ekspresji wy-
mienionych genow jest czynnikiem warunkujacym
transformacj¢ nowotworowa komorek mezotelialnych
(26).

Badania kinetyczne obejmujace analizg roznych sta-
didéw rozwoju nowotworu, od inicjacji do metastazy,
wykazaly zmiang profilu ekspresyjnego gendw, ktore
zostaty okreslone jako markery stadium rozwojowego
guza. Przyktadem tego sa badania nad bialaczkowymi
komorkami typu B (33). Analizy te, uwzgledniajace
roézne stadia progresji choroby, odkryty nowe markery
mRNA zwiazane z forma (stadium rozwoju choroby)
oraz stopniem przezywalno$ci. Obnizona ekspresja
mRNA interleukiny 1 (IL-1-beta), IL-8 oraz EGR1
(early growth response protein-1) zwigzana byta z p6z-
nym stadium rozwoju choroby. Ponadto, niska ekspre-
sja mRNA L-selektyny, integryny-beta-2, IL-1-beta,
IL-8, EGR1 oraz wysoka ekspresja genu TCL1 wska-
zywaly na niska przezywalno$¢ chorych. Sugeruje sig,
ze wykorzystanie tych markero6w zwiazanych ze stop-
niem rozwoju nowotworu moze stanowi¢ nowe, waz-
ne narze¢dzie wezesnej diagnostyki biataczek.

Macierze hiatkowe

Proteomika jest kolejna po transkryptomice dzie-
dzina skupiajaca si¢ wokot analiz postgenomowych.
Badanie proteomu wynika z analiz ekspresji gendw,
ktére w duzej mierze odpowiadaja za fenotyp komor-
ki. Podobnie jak w przypadku badan nad transkrypto-
mem, analiza proteomu dotyczy zar6wno jakoscio-
wych, jak 1 iloSciowych zmian w profilu ekspresji
genOw w stanach patologicznych, ktérymi objete sa
komorki wehodzace na szlak transformacji nowotwo-
rowej. Jednakze wnikliwa 1 skomplikowana analiza
zmian profilu biatkowego dostarcza informacji na te-
mat funkcji gendw, odzwierciedlajac jednoczesnie
poziom regulacji posttranskrypcyjnej. Proteomika
obejmuje trzy gléwne kierunki badan: charakterysty-
ke bialek (ich identyfikacjg, okreslenie stopnia mody-
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fikacji 1 funkcji), okreslenie interakcji biatko—ligand
oraz badanie zr6znicowanego profilu ekspresji bialek
w odniesieniu do standw fizjologicznych i patologicz-
nych komorek lub odpowiedzi na dziatanie substancji
toksycznych dla komoérek. Badania nad proteomem
rozpoczely si¢ w momencie wykorzystania po raz
pierwszy dwukierunkowej elektroforezy biatek pota-
czonej ze spektrometria masowa. Obecnie badania te
przybraty posta¢ mikromacierzy biatkowych, ktore
moga stanowi¢ istotny element w diagnostyce wielu
chorob, zaro6wno u ludzi, jak 1 zwierzat.

Istnieja dwa rodzaje mikromacierzy biatkowych,
opartych na ,,naturze biologiczne;j” czasteczek podda-
nych analizie. Pierwsza z nich s3 mikromacierze bial-
kowe lub mikromacierze bialek wiazacych inne czas-
teczki (DNA, RNA, przeciwciata lub inne ligandy).
Analizy te okreslono jako macierze funkcji biatek (16).
W macierzach funkcjonalnych duza ilo$¢ biatka jest
nakrapiana na stata matryc¢ w okreslonej lokalizacji
oraz badana jest zaréwno aktywnos$¢ biochemiczna
danego biatka, jak i miedzyczasteczkowa interakcja.
Drugim rodzajem macierzy biatkowych jest macierz
wykrywajaca biatka. Macierz ta sktada si¢ z kolekcji
ligandow biatkowych, ktére tworza tzw. podpis biat-
kowy, opisujac jednocze$nie stan fizjologiczny ko-
morki.

Proteomika jest obecnie szeroko wykorzystywanym
narzedziem w badaniach nad nowotworami, mimo
ze w piSmiennictwie nadal jest na ten temat niewiele
informacji. Potaczenie mikromacierzy biatkowych
ze spektrometria masowa wydaje sig istotnym uzupet-
nieniem badan nad profilem ekspresyjnym genow.
Dane literaturowe odnoszace si¢ do badan nad nowo-
tworami u cztowieka wskazuja na mozliwos¢ wyko-
rzystania mikromacierzy biatkowych (w postaci chipa
biatkowego) w diagnostyce nowotworéw prostaty,
jajnikow, gtowy 1 szyi. Wyniki tych badan wykazaty
istnienie markeréw biatkowych odgrywajacych istot-
na rolg¢ w indukcji oraz progresji wskazanych typow
nowotworow. Opracowane biomarkery tworza swoisty
molekularny ,.fingerprint”, ktory moze by¢ wykorzy-
stywany jako jedno z podstawowych narzedzi diag-
nostycznych w chorobach nowotworowych u ludzi
oraz zwierzat. W badaniach nad nowotworem prosta-
ty wykorzystano takie podejscie, analizujac profil biat-
kowy komorek nowotworowych (24). Wyniki wyka-
zaty wysoka korelacjg progresji choroby ze wzrostem
stopnia ufosforylowania kinazy Akt oraz obnizeniem
fosforylacji kinazy ERK (extracellular signal — regu-
lated kinase) oraz zahamowaniem szlaku apoptotycz-
nego w komoérkach nowotworowych.

Podobnie jak w przypadku technologii opartej na
mikromacierzach DNA oraz RNA, mikromacierze
biatkowe zyskuja coraz wigksze zainteresowanie,
glownie ze wzgledu na mozliwo$¢ ich powszechnego
stosowania w wielu chorobach, w tym gléwnie w no-
wotworach ludzi i zwierzat (36).



722

Macierze tkankowe

Mikromacierze DNA, RNA oraz biatkowe sa z po-
wodzeniem wykorzystywane przy poszukiwaniach
markerow genetycznych zwiazanych z indukcja i pro-
gresja nowotworow. Nowym narzgdziem badawczym
znajdujacym szerokie zastosowanie w diagnostyce,
prognozowaniu oraz mozliwosciach terapeutycznych
sa macierze tkankowe. System macierzy tkankowych
sktada si¢ z wielu matych, cylindrycznych skrawkow
(o $rednicy od 600 pm do 2 mm i grubo$ci 5 um) po-
chodzacych z tkanek zatopionych w formalinie i na-
stgpnie naniesionych na szklane ptytki. Typowa ma-
cierz tkankowa sktada si¢ z kilkudziesigciu do kilku-
set skrawkow. Macierze tkankowe stanowia wazne
narze¢dzie badawcze w analizach markerow nowotwo-
rowych oraz sa elementem taczacym wiedz¢ naukowa
z praktyka kliniczna (2, 5, 13, 20, 28). W celu doktad-
nego przedstawienia nie tylko charakterystyki mole-
kularnej (identyfikacja markerow) danego typu nowo-
tworu, ale 1 wlasciwego prognozowania czy zasugero-
wania kierunkow terapeutycznych, niezbedne jest po-
taczenie mikromacierzy DNA, RNA oraz biatkowych
z macierzami tkankowymi. Najnowsze badania wy-
korzystujace wymienione techniki sugeruja mozliwos¢
wykrywania wielu zmian molekularnych zachodzacych
w komorkach podczas transformacji nowotworowe;.
Waznym elementem macierzy tkankowych jest takze
mozliwo$¢ uzyskania tzw. podpisu biatkowego, cha-
rakterystycznego dla danego typu nowotworu w da-
nym stadium rozwoju. Tak wigc nadrzednym celem
wykorzystania macierzy tkankowych jest identyfika-
cja catego ,,programu ekspresyjnego” (wielokierunko-
wa analiza DNA, RNA, biatek) w panelu probek, uje-
tych w duzej skali (17). Staba strona tej techniki jest
analiza tylko jednego fragmentu skrawka, dlatego tez
jedno z gtownych pytan, na ktore nalezy odpowiedzie¢
brzmi: ,,w jakim aspekcie analiza tylko jednego skraw-
ka moze by¢ miarodajnym wskaznikiem dla calego
guza?”. Macierze tkankowe wykorzystano do badania
38 probek pochodzacych z raka gruczotu piersiowego
pod katem ekspres;ji trzech antygenow: receptora es-
trogenowego, receptora progesteronu oraz Her2/neu
(4). Uzyskane wyniki byly bardzo podobne w przy-
padku analizy catego skrawka z dwoch odmiennych
probek guza. Podobne wyniki uzyskano analizujac za
pomoca tej techniki nowotwory pecherza moczowego
(23). Przy pomocy macierzy tkankowych mozna tak-
ze zidentyfikowaé ekspresj¢ danego bialka in situ.

Aspekty molekularne wybranych typow
nowotwordw u psow

Dotychczas wiele sposrod nowotwordw wystepuja-
cych u psow zostato dobrze scharakteryzowanych na
poziomie molekularnym. Niektore z nich cechuje duza
homologia w stosunku do procesow kancerogennych
zachodzacych u ludzi. Dobrym przykladem takiej

Medycyna Wet. 2011, 67 (11)

zbiezno$ci jest rak sutka, nowotwor najczesciej wy-
stgpujacy u psow, stanowiacy 42% wszystkich nowo-
tworow oraz 82% nowotwordw rozwijajacych sig
w narzadach rozrodczych (7, 21). Badania wskazuja
na wazny udziat biatkka RADS51 w etiopatogenezie tego
typu nowotworu (15).

RADS51 nalezy do grupy biatek odpowiedzialnych
za napraw¢ nici DNA, uszkodzonej na drodze dzia-
tania czynnikow egzogennych. Naprawa uszkodzen
zachodzi w procesie rekombinacji homologlczneJ
(homologus recombination, HR), gdzie jedna z nici
stanowi matrycg¢ do syntezy naprawczej. Czynnikiem
wyzwalajacym catly proces jest samo uszkodzenie nici
indukujqce tworzenie kompleksow Rad51. W proce-
sie kancerogenezy, jak 1 podczas konstytutywnej nad-
ekspresji zaobserwowano spontaniczne formowanie
kompleksow RadS1. Z tego powodu zaproponowano
uzycie Rad51 jako prognostycznego markera raka sut-
ka, poniewaz zaréwno jego nadekspresja, jak i obni-
zona ekspresja stanowia zle rokowanie dla pacjenta.
Bezposrednim induktorem ekspresji Rad51 sa dobrze
opisane w kontek$cie nowotworu sutka biatka BRCA1
oraz BRCA2 takze odpowiedzialne za procesy napraw-
cze. Bezposrednia kontrolg ekspresji Rad 51 przypi-
suje si¢ BRCA2, ktory odpowiada za kontrolg rekom-
binazy Rad51, natomiast BRCA1 peni rolg sygnalna
podczas uszkodzenia DNA. Zmiany ekspresji BRCA1
i jego wplyw na nowotworzenie wykazano w wielu
badaniach. Oba biatka uczestnicza w procesie rekom-
binacji homologicznej, zwlaszcza w fazie S/G2 cyklu
komoérkowego, gdzie preferowany jest ten mechanizm
naprawczy. Wykazano bezposredni zwigzek pomiedzy
brakiem BRCAT1 podczas podziatu komérkowego
a aktywacja kaskady naprawczej opartej o nichomolo-
giczne laczenie koncow (nonhomologus end joining,
NHEYJ). NHE]J jest bardziej podatna na bl¢dy, w wyni-
ku czego moze dojs¢ do znacznego nagromadzenia
aberracji chromosomowych mogacych by¢ przyczyna
nowotworzenia.

Badanie nadekspresji genu COX2 wykazato silny
zwiazek z wystgpowaniem duzej liczby nowotworow,
w tym nowotworu sutka (14). Gen ten koduje enzym
cyklooksygenaze 2 odpowiedzialna za biosyntezg pro-
stogladyny H i pelni rolg inicjatora onkogenezy. Cy-
kloksygenaza 2 nie wystepuje w normalnych komor-
kach, a do aktywatoréw ekspresji tego genu zaliczy¢
mozna: czynniki wzrostu, czynniki prozapalne oraz
promotory onkogenezy. Wykazano wzrost ekspresji
COX2 zaro6wno w nowotworach tagodnych, jak i ztos-
liwych, odpowiednio, 0 24% 1 56% (8). Korelacjg taka
potwierdzono takze histologicznie (12). Gen ten moz-
na zatem traktowac jako marker prognostyczny, przy
czym im wigksza bgdzie jego ekspresja, tym gorsze
rokowanie.

Badania nad biatkiem TP53 wykazaty wptyw muta-
cji genu kodujacego to biatko na rozwoj wielu nowo-
tworow, w tym nowotworu piersi u ludzi (27). Udziat
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biatka TP53 w represji nowotworowej jest cecha
niemal uniwersalna dla dowolnego typu nowotworu
u ludzi. Wykazano rowniez jego udziat w patogenezie
nowotworowej u psow (6). Jako czynnik transkryp-
cyjny TP53 indukuje zmiany w ekspresji genow pro-
wadzace do apoptozy, starzenia lub wstrzymania po-
dzialéw komorki. Mechanizmy te niweluja uszkodze-
nia komorki oraz dziataja antyonkogennie (18). Mu-
tacje linii zarodkowych w obrebie genu TP53 sa przy-
czyna zespotu Li-Fraumeniego, charakteryzujacego
si¢ wigksza podatnos$cia na procesy nowotworowe. Ba-
dania sekwencyjne wykazaty 74% udziat mutacji typu
zamiana sensu w domenie wiazacej DNA biatka TP53
(25). Okoto 30% sposrod tych mutacji dotyczy jedne-
go z szesciu funkcjonalnych kodonoéw wspottworza-
cych domeng wiazaca (3). Obiecujaca strategia prze-
ciwdzialania procesom nowotworzenia jest reaktywa-
cja szlaku TP53. Obecnie wiele zwiazkéw chemicz-
nych o potencjalnym dziataniu regulujacym poziom
biatka TP53 znajduje si¢ w fazie testow klinicznych
(D).

Innym silnym proonkogenem jest antygen RCASI
(receptor — binding cancer antygen expressed on SiSo
cells) (32). Rola tego czynnika polega na wspoétdzia-
faniu z domniemanym receptorem limfocytow T oraz
B, co prowadzi do ograniczenia wzrostu komorek eks-
ponujacych receptory. Dodatkowo RCAS1 powoduje
apoptoze tych komoérek poprzez aktywacje kaspazy-3
oraz zaktocenie mitochondrialnego potencjatu btono-
wego (19, 22). Wykazano obecno$¢ tego czynnika
w osoczu krwi, gdzie jego aktywno$¢ odpowiada
aktywnos$ci btonowej (30, 31). Ponadto stwierdzono
podwyzszone st¢zenie formy osoczowej RCASI
(sRCAS1) u pacjentdéw, u ktorych wystepuje nowo-
twor gtowy lub szyi (34, 35). W patogenezie nowo-
tworowej RCAS1 umozliwia komérkom nowotworo-
wym uniknigcie odpowiedzi ze strony uktadu odpor-
nosciowego oraz wytwarza ich tolerancj¢ immunolo-
giczna. Sugeruje si¢ rowniez udzial tego antygenu
w procesach remodelingu mikrosrodowiska nowotwo-
ru, gdzie wplywa on na ekspresje VEGF, cytokiny za-
angazowanej w proces angiogenezy w przypadku raka
szyjki macicy (9, 10, 29).

Wymienione biatka w znaczacym stopniu biora
udziat w procesach modulujacych nowotworzenie, jed-
nak na caly proces sktada si¢ wiele determinantéw
genowych (11).

Podsumowanie

Wykorzystanie mikromacierzy DNA, RNA, biatko-
wych oraz macierzy tkankowych stanowi obecnie naj-
nowsze narzedzie w funkcjonalnej analizie wybranych
choréb, w tym szczegodlnie nowotwordw. Z uwagi na
wysokie koszty wykonania badania te sa w szerokim
aspekcie stosowane u ludzi, natomiast w dalszym cig-
gu stanowia mata cze$¢ diagnostyki u zwierzat. Wy-
konuje sig je glownie w celu poznania przyczyn in-
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dukcji onkogenezy, stopnia progresji nowotworu oraz
mozliwo$ci zastosowania r6znych metod terapii.

Z uwagi na powszechne wystgpowanie choréb no-
wotworowych u psow coraz czgsciej wskazuje sig na
mozliwo$¢ wykorzystania tego gatunku ssakéw, jako
modelu doswiadczalnego w badaniach biomedycz-
nych. Wielu sposrod autorow wskazuje na duze podo-
bienstwo molekularne oraz histologiczne nowotworow
u psow, dlatego tez analizy oparte na mikromacierzach
beda w przysztosci wykonywane u tych zwierzat.
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