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Wprowadzenie: Rak piersi jest drugim co do czestosci wystepowania nowotworem u kobiet na
Swiecie, a w Polsce stanowi glownq przyczyne zgonow na nowotwory ztosliwe. Struktura tkanek, za-
rowno zdrowych, jak i w obrebie guzow piersi, utrzymywana jest przez sktadniki macierzy pozakomor-
kowej, w tym takze przez widkna kolagenowe. Stopien degradacji kolagenu zalezy m. in. od aktywnosci
metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej (MMPs). Zaleznos¢ pomiedzy procesem syntezy i degradacji
macierzy pozakomorkowej jest kluczowym czynnikiem w utrzymaniu prawidiowego funkcjonowania
tkanki gruczotu piersiowego. U pacjentow z rakiem zaburzenie powyzszej korelacji odzwierciedla dy-
namike infiltracji komorek nowotworowych.

Celem pracy bylo oznaczenie ekspresji kolagenu typu Il oraz typu IV w gruczole piersiowym ko-
biet, u ktorych wczesniej zdiagnozowano raka piersi.

Materiat i metody: Material pobrano od pacjentek, w trakcie zabiegu operacyjnego. Kazdej pa-
cjentce zostata pobrana tkanka nowotworowa oraz tkanka prawidtowa gruczotu piersiowego. Pacjentki
podzielono na dwie grupy wzgledem wieku. Analize ekspresji biatek kolagenowych Il i IV wykonano
technikq Western blot z detekcjq chemiluminescencyjnq. Wyniki uzyskane dla biatek kolagenowych III i
1V z tkanek guza i tkanek prawidlowych przedstawiono jako sredniq wartoS¢ ekspresji £SD. Testem
D’Agostino oceniono normalnos¢ rozktadu, a dla sprawdzenia roznic pomiedzy grupq badanq a grupq
kontrolng uzyto testu parametrycznego t-Studenta oraz testu kolejnosci par Wilcoxona.

Wyniki: Stwierdzono ekspresje obu typow kolagenu w tkankach nowotworowych oraz tkankach roz-
poznanych histopatologicznie jako prawidtowe, pochodzqce z marginesow operacyjnie usunietego no-
wotworu piersi. U pacjentek w grupie wiekowej do 55 roku Zycia stwierdzono wyzszq ekspresje kolage-
nu typu IV w thkankach prawidlowych, natomiast w grupie wiekowej powyzej 55 roku zycia ekspresja
kolagenu 1V byla wyzsza w tkance nowotworowej. Stwierdzono roznice istotne statystycznie pomiedzy
tkankq nowotworowq a zdrowq w ekspresji kolagenu typu IV tylko w grupie powyzej 55 roku zycia.

Whnioski: Odmienna ekspresja bialek kolagenowych w tkankach prawidtowych w stosunku do tka-
nek nowotworowych moze stac sie jednym z markerow stosowanych w diagnostyce raka piersi.

Stowa kluczowe: rak piersi, kolagen typu Ill, kolagen typu IV

Expression of collagen type 111 and type IV in breast cancer

Introduction: Breast cancer is the most common cause of cancer death in women in Poland and it
is the second most frequent cancer in women worldwide. The structure of both healthy as well as tumor
breast tissue is maintained by extracellular matrix components including collagens. The rate of colla-
gens degradation depends on matrix metalloproteinases (MMPs) activities. In non tumor tissue the
turnover rate of extracellular matrix is the crucial factor in preserving the proper function of the breast
tissue, while in cancer it reflects the dynamics of tumor cell infiltration.
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The main objective of our study was to determine the expression of collagen type III and type IV
proteins in breast tissue obtained from women with diagnosed breast cancer.

Materials and Methods: From each patient two specimens of breast tissue were taken during mas-
tectomy, one from the tumor center and the second from the bordering healthy tissue (control group).
Expression of both types of collagen proteins was evaluated by Western blot technique with chemilumi-
nescence detection. The results obtained for collagen 11l and 1V of the tumor and nontumor tissue, were
expressed as a mean value + SD of collagen expression. D'Agostino test for normality of distribution
was assessed. The parametric test (t-Student's test) and Wilcoxon pair sequence were used to verify the
resullts.

Results: The results of this study demonstrated the expression of type Il and type 1V collagen pro-
teins in both tumor and non tumor breast tissue. The expression of different types of collagen according
to age was demonstrated. Patients in the group up to 55 years of age found a higher expression of type
1V collagen in the nontumor tissues, while in the group above 55 years of age the expression of colla-
gen IV was higher in the tumor. Statistically significant differences in the expression of collagen type IV
between tumor and non tumor tissue, in only the group over 55 years of age were found.

Conclusions: The different expression of collagen proteins in tumor and nontumor tissues may be
one of the markers used in breast cancer diagnostics.

Key words: breast cancer, collagen type IlI, collagen type IV

WSTEP lagenowe sa rowniez jednym z wazniejszych
sktadnikow BM. BM wraz z nablonkiem wyscie-
lajacym, a takze naczyniami krwiono$nymi sta-
nowia pierwsza barierg, przez ktdra musza prze-
dosta¢ si¢ komorki przerzutujace [6-9]. Kolagen
typu III stanowi ok. 15% masy biatka kolageno-
wego, syntetyzowany jest migdzy innymi w mig-
sniach gladkich, fibroblastach, retikulocytach,
hepatocytach i komorkach Schwanna. Kolagen
typu IV wystepuje gtownie w blonie podstawnej,
blaszce podstawnej nabtonka i $rodbtonka, gdzie
nie tworzy widkien. Kolagen IV jest syntetyzowa-
ny i odktadany podczas tworzenia naczyn krwio-
no$nych wokotl komoérek endotelialnych i komo-
rek przydanki. Moze by¢ zatem uznawany jako
marker aktywnos$ci procesu angiogenezy [10—12].
Proteoliza kolagenu typu IV, ktory jest substratem
dla metaloproteinaz (matrix metalloproteinases
MMPs) jest procesem poczatkujacym degradacje
btony podstawnej. MMPs naleza do rodziny en-
dopeptydaz, ktore w centrum katalitycznym po-
siadaja jon cynku (Zn*"). W warunkach fizjolo-
gicznych MMPs syntetyzowane sa przez fibrobla-
sty, leukocyty, monocyty, makrofagi, granulocyty
obojetnochtonne, komorki $rodbtonka i keratyno-
cyty. W warunkach patologicznych rowniez ko-
morki nowotworowe wykazuja zdolnos¢ od synte-
zy MMPs [10-12]. W raku piersi potwierdzona
jest nadmierna aktywacja proteolizy zewnatrzko-
morkowej, ktora wiaze si¢ z zaburzeniami regula-
cji aktywnosci MMPs [13-14]. Zwigkszona prote-
oliza przyczynia si¢ do utatwienia migracji komo-
rek nowotworowych i tym samym tworzenia prze-
rzutow [15].

Rak piersi jest drugim co do czgstosci wyste-
powania nowotworem u kobiet na §wiecie, a w
Polsce stanowi gtéwna przyczyng zgonow na no-
wotwory ztosliwe. Do czynnikow zwigkszajacych
ryzyko zachorowania na ten typ nowotworu nale-
za ple¢, wiek, pierwsza ciaza w pdznym wieku,
stan hormonalny oraz uwarunkowania genetyczne.
Pierwsze potwierdzone dane o genetycznych uwa-
runkowaniach raka piersi pojawily si¢ w latach 80.
Obecnie szacuje sig, ze 5 do 10% zmian nowotwo-
rowych gruczolu piersiowego i jajnika wiaze si¢ z
predyspozycja genetyczna [1, 2]. Wyniki badan
epidemiologicznych potwierdzaja, ze istotny
wplyw na powstanie, rozwoj oraz przebieg choro-
by nowotworowej maja rowniez dieta, otylosé
oraz tryb zycia [3-5].

Profilaktyczne badania, takie jak mammogra-
fia, ultrasonografia i badanie palpacyjne pozwala-
ja na do$¢ wczesne rozpoznanie, ale nadal w du-
zym odsetku choroba wykrywana jest w stadium
zaawansowanym. Co roku w Polsce rozpoznawa-
nych jest ok. 10 tys. nowych przypadkow wysteg-
powania raka piersi u kobiet.

Rak piersi stanowi heterogenna grupg guzéw
o réznym rokowaniu i agresywnosci, ktore zaleza
od zdolnosci komoérek nowotworowych do nacie-
kania sasiadujacych tkanek. W rozwoju i przerzu-
tach raka piersi najwigksze znaczenie maja proce-
sy degradacji macierzy pozakomodrkowej (extra-
cellular matrix — ECM) oraz skladnikéw blony
podstawnej (basement membrane — BM). W sktad
ECM wchodza m.in. biatka kolagenowe, prote-
oglikany, lamininy oraz fibronektyna. Bialka ko-
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RYC. 1. Zalezno$¢ ekspresji kolagenu III i IV w grupie pacjentek do 55 roku zycia. GUZ — oznacza tkanke nowotworowa
pobrang z miejsca zmienionego nowotworowo, ZDR — oznacza tkanke oceniong histopatologicznie jako prawidlowa.
FIG. 1. Dependence of expression of collagen III and IV in the group of patients up to 55 years of age. GUZ — the tumor
tissue, ZDR - the tissue histologically validated as healthy.
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RYC. 2. Zalezno$¢ ekspresji kolagenu III i IV w grupie pacjentek powyzej 55 roku zycia. GUZ — oznacza
tkanke nowotworowa pobrang z miejsca zmienionego nowotworowo, ZDR — oznacza tkanke
oceniong histopatologicznie jako prawidlowa.

FIG. 2. Dependence of expression of collagen III and IV in the group of patients over 55 years of age.
GUZ - the tumor tissue, ZDR - the tissue histologically validated as healthy.

Celem pracy bylo oznaczenie ekspresji kola-
genu typu III oraz typu IV w tkance nowotworo-
wej gruczotu piersiowego oraz w tkance zdrowej,
pobranych od tej samej pacjentki. Badania ekspre-
sji kolagenu typu III i IV wykonano technika We-
stern blot, w ktorej detekcj¢ prowadzono metoda
chemiluminescencyjna.
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MATERIAL I METODY

MATERIAL

Materiat do badan stanowily wycinki centrum
guza oraz tkanka nienowotworowa gruczotu pier-
siowego kobiet (grupa kontrolna). Materiat pobra-
no w trakcie zabiegu operacyjnego od 20 pacjen-



tek, u ktorych wczesniej zdiagnozowano, przy
pomocy badania histopatologicznego, nowotwor
piersi. Wiek pacjentek wynosit od 37 do 87 lat.
Pacjentki zostaty podzielone na dwie grupy: do 55
roku zycia ipowyzej 55 roku zycia. W trakcie
zabiegu rutynowo przeprowadzono badania histo-
patologiczne. Wszystkie nowotwory zostaly skla-
syfikowane w stopniu G3 wg skali Blooma — Ri-
chardsona. Na podstawie decyzji Komisji Bio-
etycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego uzyskano
zgode na wykonanie planowanych analiz. Probki
zaraz po pobraniu umieszczano w cieklym azocie,
a do momentu wykonania oznaczen przechowy-
wano w temperaturze -80°C.

WESTERN BLOT

Tkanki gruczotu piersiowego (100 mg) ho-
mogenizowano, a w uzyskanym supernatancie
oznaczono st¢zenie bialka catkowitego metoda
biuretowa. Probki poddano elektroforezie SDS
PAGE w 10% zelu poliakrylamidowym (Mini
Protein Tetra Cell, Bio-Rad, USA). Kazdorazowo
do studzienek naktadano 40 pg biatka poddanego
uprzednio denaturacji termicznej (100°C, 5 min).
Prowadzono elektroforeze SDS PAGE w tempera-
turze pokojowej (50m A i 150 V). Zele poddawa-
no elektrotransferowi na membrany nitrocelulo-
zowe 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). Membrany blokowano w 5% roz-
tworze odtluszczonego mleka w proszku w TBST,
(4°C, 12 godz.), stale mieszajac. Po blokowaniu
membrany plukano woda destylowana, a nastgp-
nie trzykrotnie buforem TBST. W kolejnych eta-
pach procedury membrany inkubowano z prze-
ciwcialami pierwszorzegdowymi, monoklonalnymi
Anti — Human, Collagen type III (mouse), Anti —
Human, Collagen type IV (mouse) (MBL Int.Co).
Po inkubacji z przeciwcialami pierwszorzedowy-
mi membrany ptukano jednokrotnie woda desty-
lowana i1 trzykrotnie buforem TBST. Nastgpnie
membrany inkubowano z przeciwciatami drugo-
rzgdowymi poliklonalnymi Immuno 0 Anti — Mo-
use IgG (Goat) H + L Affin, HRP Conj. Inkubacje
z przeciwcialami [I-rzedowymi prowadzono przez
1,5 godziny w temperaturze pokojowej. W celu
wywolania reakcji chemiluminescencji stosowano
odczynniki ECL Plus™ Western Blotting Detec-
tion Reagents (Amersham, UK). Po 30 sekundach
naswietlania wywotywano i utrwalano (Kodak,
Sigma, USA) obraz identyfikowanych biatek na
kliszy fotograficznej (Amersham, UK). Otrzyma-
ne na kliszach fotograficznych wyniki opracowa-
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no przy uzyciu programu do obrobki densytome-
trycznej — Quantity One —4.6.7.

ANALIZA STATYSTYCZNA

W celu sprawdzenia roznic pomiedzy grupa
badang a grupa kontrolna stosowano test parame-
tryczny t-Studenta oraz test kolejnosci par Wil-
coxona, przy zalozonym poziomie istotnosci
p<0,05. Do obliczen statystycznych wykorzystano
program Statistica 8.

WYNIKI BADAN

KOLAGEN A WIEK

Ekspresje kolagenu III i IV zalezna od wieku
pacjentek przedstawiono na rycinach 1 1 2.
Stwierdzono roznic¢ znamienna statystycznie
(p<0,05) pomigdzy poziomem ekspresji kolagenu
IV w tkance zdrowej i tkance zmienionej nowo-
tworowo w przedziale wiekowym powyzej 55
roku zycia. Zaobserwowano wyzsza ekspresje
kolagenu typu III w porownaniu z kolagenem typu
IV we wszystkich badanych probkach.

DYSKUSJA

Celem eksperymentu bylo poznanie ekspresji
biatek kolagenowych typu Il i IV w tkankach
nowotworowych gruczotu piersiowego, ktére zo-
staly usunigte podczas zabiegu chirurgicznego i w
tkankach niezmienionych nowotworowo, pobra-
nych jako margines guza.

Wsrod pacjentek wyrdzniono dwie grupy wie-
kowe — do 55 roku (ryc. 1) i powyzej (ryc. 2).
Przyjeto wiek 55 lat, jako $redni wiek menopau-
zalny. Stwierdzono, ze do 55 roku zycia zar6wno
dla kolagenu III jak i IV przewazaja wyniki,
w ktorych wartos¢ ekspresji biatek kolagenowych
w tkance niezmienionej nowotworowo jest
wyzsza, niz w tkance nowotworowej. Natomiast
dla pacjentek po 55 roku zycia dla kolagenu III
1 IV przewazaja wyniki, w ktorych wartos¢ eks-
presji kolagenu w tkance nowotworowej jest
wyzsza niz w tkance niezmienionej nowotwo-
rowo. Stwierdzono roéznicg¢ znamienng statystycz-
nie (p=0,028) w ekspresji biatka kolagenowego
typu IV pomiedzy tkanka prawidlowa a tkanka
zmieniona nowotworowo w grupie wiekowej po-
wyzej 55 roku zycia.

Bezposrednim nastgpstwem zmian w gruczole
piersiowym w okresie menopauzy, zwigzanych ze
zmnigjszaniem si¢ stgzenia zenskich hormonéw
plciowych, jest zaobserwowana zalezno$¢ w eks-
presji kolagenu. Ekspresja kolagenu w gruczole
piersiowym u mtodej pacjentki jest inna niz u
kobiety w podesztym wieku. Gruczol piersiowy



ulega w tym czasie znacznej inwolucji. Zanikaja
elementy budujace gruczot, takie jak pgcherzyki
wydzielnicze oraz sieci przewodéw mlekono-
snych. Zmniejsza si¢ liczba komorek tworzacych
tkanke taczna zrebu, a zwigksza si¢ ilo$¢ tkanki
thuszczowej. W zwiazku z tymi zmianami u kobiet
starszych przewaza ekspresja kolagenow typu III i
IV w tkance nowotworowej gruczohu piersiowego,
w stosunku do tkanki gruczotu piersiowego oce-
nianej na podstawie kryterium badania histopato-
logicznego jako zdrowa.

Mozna tez wnioskowaé, ze z procesem roz-
Wwoju guza zwigzane sa rowniez inne biatka wcho-
dzace w interakcje z biatkami kolagenowymi. W
patologicznych warunkach, jakimi sa procesy
nowotworzenia, komorki transformowane naby-
waja zdolnosci do syntezy enzymoéw degraduja-
cych ECM, co tez moze by¢ przyczyna zaburzen
w obrebie struktury tkanki gruczotu piersiowego.
Niepodlegajaca kontroli synteza enzymoéw proteo-
litycznych, w tym MMPs, zmienia fizjologiczne
podscielisko tkanki, i tak juz mocno zmienione w
zwiazku z osiagnigtym przez organizm wiekiem.
Ponadto zwigkszona aktywno$¢ tych czynnikow
proteolitycznych prowadzi¢ moze paradoksalnie
do wzrostu ekspresji genow kodujacych kolageny.
Swoista nadprodukcja kolagenu bytaby obrona
komorek przed niszczeniem podscieliska. Przy-
puszcza si¢ jednak rowniez, ze degradacja kolage-
nu typu IV, m. in. przez metaloproteinazy, prowa-
dzi do odstonigcia specyficznej sekwencji w struk-
turze biatka, ktéra sprzyja procesowi angiogenezy
1 wzrostu guza. Dlatego tez w intensywnie prolife-
rujacych i przerzutujacych nowotworach, zwlasz-
cza u oséb starszych, moze si¢ zaznacza¢ wyzsza
ekspresja biatek kolagenowych. Szczegdlnie po-
datny na takie zmiany bylby kolagen typu IV,
umozliwiajacy tworzenie naczyn krwionosnych
guza, co sprzyja przerzutowaniu. Przedstawione
powyzej badania stanowia argument przemawiaja-
cy za taka wlasnie hipoteza.

W celu pelnego zobrazowania zaleznosci eks-
presji biatek kolagenowych w procesie nowotwo-
rzenia konieczne jest poznanie ekspresji na po-
ziomie mRNA. Pozwoli to wyjasni¢ czy poziom
ekspresji biatka kolagenowego wzrasta w wyniku
wzmozonej transkrypcji mRNA, lub tez czy regu-
lacja dotyczy innego poziomu ekspresji genow dla
kolagenu.

Dodatkowo, warto wzia¢ pod uwage jeszcze
inny powdd uzyskania powyzszych wynikow.
Badania, na podstawie ktorych dokonuje si¢ obec-
nie rozréznienia pomigdzy tkanka prawidtowa a
tkanka zmieniona nowotworowo nie pozwalaja na
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precyzyjne rozpoznanie. Tkanka traktowana jako
prawidlowa na podstawie badania histopatolo-
gicznego moze wykazywaé juz cechy zmian no-
wotworowych. Tkanka nieprawidlowa uwazana
moze by¢ za zdrowa, w zwiazku z niejednolitym
utkaniem komodrek zmienionych nowotworowo.
Stad rowniez moga wynikaé zaobserwowane roz-
nice w poziomach ekspresji biatek kolagenowych
w tkankach gruczolu piersiowego, poniewaz wyj-
sciowo tkanka mogta zosta¢ blednie sklasyfiko-
wana. Sugerowa¢ mozna byloby zatem, ze bada-
nia molekularne tkanek moga by¢ uzyteczne, jako
bardzo czute, w celu weryfikacji badan histopato-
logicznych. Dlatego uzupetienie badan o marke-
ry molekularne pozwolitoby na precyzyjne okre-
slenie granicy marginesu wycigtego guza, co ma
duze znaczenie rokownicze.

WNIOSKI

1. Stwierdzono ekspresje¢ kolagenu typu III i
IV w tkankach nowotworowych oraz tkankach
rozpoznanych histopatologicznie jako zdrowe,
pochodzacych z margines6w operacyjnie usunig-
tego nowotworu piersi.
2. Stwierdzono wyzsza ekspresjg biatka kolage-
nowego typu III niz kolagenu typu IV we wszyst-
kich tkankach.

3. Stwierdzono rdéznice istotne statystycznie
w ekspresji kolagenu typu IV pomigdzy tkanka
nowotworowa a tkanka prawidlowa w grupie wie-
kowej powyzej 55 roku zycia.
4. Odmienna ekspresja biatek kolagenowych
w tkankach prawidtowych w stosunku do tkanek
nowotworowych moze sta¢ si¢ jednym z marke-
row stosowanych w diagnostyce raka piersi
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