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Objaśnienia stosowanych skrótów: 

AKT ang. protein kinase B; kinaza białkowa B 

ALND ang. axillary lymph node dissection; limfadenektomia - całkowite wycięcie 

węzłów chłonnych I i II piętra pachy 

BAC biopsja aspiracyjna cienkoigłowa 

BAG biopsja gruboigłowa 

BCT ang. breast-conserving therapy; leczenie oszczędzające pierś z zachowaniem 

piersi 

BI-RADS 

 

ang. breast imaging-reporting and data system; skala oceniania zdjęć 

mammograficznych piersi   

CCL2 ang. chemokine ligand 2; ligand chemokiny 2 

CD4+ ang.cluster of differentiation 4; antygen różnicowania komórkowego 4 

CD8+ ang.cluster of differentiation 8; antygen różnicowania komórkowego 8 

CTLA-4 ang. cytotoxic T cell antigen 4; antygen - 4 cytotoksycznych limfocytów T  

DAP12 ang. DNAX activating protein of 12 kDa; białko aktywujące DNAX o 

masie 12 kDa 

DMSO ang. dimethyl sulphoxide; dimetylosulfotlenek 

dNTP ang. deoxyribonucleotide triphosphate; trójfosforan deoksyrybonukleotydu 

EDTA ang. ethylenediaminetetraacetic acid; kwas wersenowy 

ER receptor estrogenowy 

FBS ang. fetal bovine serum; płodowa surowica bydlęca 

FISH ang. fluorescent in situ hybridization; fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 

FITC ang. fluorescein; fluoresceina 

GAPDH ang. glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; dehydrogenaza aldehydu 

3-fosfoglicerynowego 

GMCSF ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; czynnik 

stymulujący tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów 

GR ang. glycocorticoid receptor; receptor glikokortykoidowy 

HER2 ang. human epidermal growth factor receptor 2; receptor 2 ludzkiego 

epidermalnego czynnika wzrostu 

HLA ang. human leukocyte antigens; antygeny zgodności tkankowej 

HPV ang. human papilloma virus; ludzki wirus brodawczaka  

IA inhibitory aromatazy   
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IFNα ang. interferon α, interferon α 

INFγ ang. interferon γ; interferon γ   

IHC ang. immunohistochemistry; badanie immunohistochemiczne 

IKK-β ang. inhibitor nuclear factor kappa-Beta Kinase; inhibitor kinazy kappa-beta 

IL-1β ang. interleukin 1β; interleukina 1β 

IL-2 ang. interleukin 2; interleukina 2 

IL-4  ang. interleukin 4; interleukina 4 

IL-6 ang. interleukin 6; interleukina 6 

IL-8 ang. interleukin 8; interleukina 8 

IL-10 ang. interleukin 10; interleukina 10 

IL-12p70 ang. interleukin 12p70; interleukina 12p70 

IL-13  ang. interleukin 13; interleukina 13 

IL-17 ang. interleukin 17; interleukina 17 

IL-35 ang. interleukin 35; interleukina 35 

iNOS ang. inducible nitric oxide synthase; indukowana syntaza tlenku azotu 

ITAM ang. immunoreceptor tyrosine-based activatory motifs; immunoreceptorowy 

motyw aktywujący oparty o tyrozynę 

ITIM ang. immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif; immunoreceptorowy 

motyw hamujący oparty o tyrozynę 

JAK ang. janus-activated kinase; kinazy janusowe 

kinaz MAP ang. mitogen-activated protein kinases; kinazy aktywowane mitogenami 

KIR  ang. killer cell immunoglobulin-like receptors; receptory należące do 

nadrodziny cząsteczek immunoglobulinopodobnych 

LAG-3,  ang. lymphocyte activation gene-3; gen-3 aktywujący limfocyty 

LMP ang. low molecular weight protein; białko o niskiej masie cząsteczkowej 

LPS ang. lipopolysaccharide; lipopolisacharyd 

MAPK  
ang. ras/mitogen-activated protein kinase; kinaza białkowa aktywowana 

mitogenami 

MDSC 
ang. myeloid-derived suppressor cells; mieloidalne komórki supresorowe 

MHC-1 ang. major histocompatibility complex- class I molecules; cząsteczki układu 

zgodności tkankowej klasy I 

MHC-2 ang. major histocompatibility complex- class II molecules; cząsteczki układu 

zgodności tkankowej klasy II 
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MMP ang. matrix metalloproteinases; metaloproteinazy macierzy 

MRI ang. magnetic resonance imaging; rezonans magnetyczny 

NKG2D ang. natural killer group 2, D protein; białko D komórek NK grupy 2 

NF-KB ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; 

kompleks białkowy działający jako czynnik transkrypcyjny kappa B 

NK ang. natural killers; urodzeni zabójcy 

NO  ang. nitric oxide; tlenek azonu 

Nrf2  ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2; czynnik jądrowy 

erytroidalny 2 związany z czynnikiem 2 

PBS  ang. phosphate buffered saline; sól fizjologiczna buforowana fosforanami 

PD-1 ang. programmed death-1; receptor programowanej śmierci 1 

PD-L1 ang. programmed death ligand 1; ligand programowanej śmierci 1 

PenStrep  ang. penicillin-streptomycin; penicylina-streptomycyna 

PGE-2 prostalgandyna E2, 

PgR receptor progesteronowy 

PI3K  ang. phosphoinositide 3-kinase; kinaza 3-fosfoinozytydu 

PKC  ang. protein kinase C; kinaza białkowa C 

PMA ang. phorbol-12-myristate-13-acetate; mirystynian-13-octan forbolu 

PPARγ  ang. peroxisome proliferator-activated receptor γ; receptory aktywowane 

przez proliferatory peroksysomów γ 

PTPN6  ang. protein tyrosine phosphatase non-receptor type 6; niereceptorowa 

białkowa fosfataza tyrozynowa typu 6 

PTPN11 ang. protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11; niereceptorowa 

białkowa fosfataza tyrozynowa typu 11 

RTK ang. receptor tyrosine kinase, receptor kinazy tyrozynowej 

SAMP  ang. self-associated molecular pattern, wzorce molekularne antygenów 

Siglec ang. selective estrogen receptor modulator; selektywny modulator receptora 

estrogenowego 

SHP-1 
ang. tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6; niereceptorowa 

fosfataza tyrozynowo-białkowa typu 6 

SHP-2 ang. tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11; niereceptorowa 

fosfataza tyrozynowo-białkowa typu 11 
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Siglec  ang. sialic acid binding immunoglobulin like lectin; 

immunoglobulinopodobna lektyna wiążąca kwas sjalowy 

SLN ang. sentinel lymph node; biopsja węzła wartowniczego 

STAT1 ang. signal transducer and activator of transcription 1; przekaźnik sygnału i 

aktywator transkrypcji 1 

ST3Gal1  ang. beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1; beta-galaktozyd alfa-

2,3-sjalotransferazy 1 

ST3Gal4 ang. beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 4; beta-galaktozyd alfa-

2,3-sjalotransferazy 4 

ST6Gal1 ang. beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1; beta-galaktozyd alfa-

2,6-sjalotransferazy 1 

ST8Sia2  ang. alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 2; alfa-N-

acetylo-neuraminid alfa-2,8-sjalotransferazy 2  

TGCA ang. the genome cancer atlas; atlas genomu raka   

TGF-β ang. transforming growth factor -β; transformujący czynnik wzrostu beta 

TIDC ang. tumor infiltrating dendritic cells; komórki dendytyczne naciekające 

nowotwór 

TILs ang. tumor-infiltrating lumphocytes; limfocyty naciekające guz 

TLR ang. toll-like receptor; receptory toll-podobne 

TMEM ang. tumor microenvironment of metastasis; mikrośrodowiski przerzutu 

nowotworu 

TNF ang. tumor necrosis factor; czynnik martwicy nowotworu 

TNM ang. tumor node metastasis; klasyfikacja nowotworów: guz (pierwotny), 

węzeł (chłonny), przerzut (odległy)  

Treg ang. regulatory T cells, regulatorowa komórka T 

TYROBP  ang. protein tyrosine kinase binding protein; białko wiążące kinazę 

tyrozynową 

VEGF ang. vascular endothelial growth factor; naczyniowo-śródbłonkowy czynnik 

wzrostu 
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I. WSTĘP 

Rak piersi jest nowotworem złośliwym powstającym z komórek gruczołu piersiowego. 

Najczęściej rozwija się miejscowo i objawia się macalnym, niebolesnym guzem w piersi. Rak 

ten może powodować zmianę kształtu piersi, zaciągnięcie skóry nad guzem, wciągnięcie 

brodawki, patologiczny wyciek z brodawki oraz zaczerwienienie i pomarszczenie skóry piersi 

[ 1 ]. Jako nowotwór złośliwy wywodzący się z tkanki nabłonkowej daje przerzuty do 

regionalnych węzłów chłonnych i odległych narządów wewnętrznych (kości, wątroba, płuca i 

mózg) [2]. Ponadto, przy rozsianej postaci tej choroby głównymi dolegliwościami są utrata 

wagi, bóle kostne, obrzęk węzłów chłonnych, duszność, żółtaczka i objawy neurologiczne [3,4]. 

 

1.1. Epidemiologia 

Rak piersi stanowi 25.2% wszystkich nowotworów inwazyjnych u kobiet na świecie i jest 

najczęściej występującym nowotworem złośliwym u kobiet. Zachorowalność jest ściśle 

związana z wiekiem, o czym świadczy niska rozpoznawalność u 5% kobiet poniżej 40 roku 

życia. W ciągu ostatnich trzydziestu lat tendencje zachorowalności i umieralności na raka piersi 

u kobiet ulegały ciągłym zmianom. Początkowo, w latach 90 ubiegłego wieku umieralność z 

powodu tego nowotworu została zahamowana, zaś w latach 1996-2005 odnotowano jej spadek. 

Obecnie, w okresie 2006-2020 nastąpiła niekorzystna tendencja, co oznacza, że umieralność z 

powodu guza piersi w Polsce systematycznie rośnie. Statystykę zachorowalności u kobiet w 

latach 2005-2019 przedstawia Rycina 1.  

 

 

Rycina 1. Zachorowalność na nowotwór złośliwy piersi u kobiet w Polsce w latach 2005-2020 

[7].  
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W rezultacie, w 2020 roku zanotowano 6956 zgonów. W skali globalnej, zarówno 

zachorowalność jak i umieralność na raka piersi na świecie systematycznie wzrasta, czego 

przyczyną jest wydłużenie średniej długości życia, zmiana stylu życia oraz lepsza 

wykrywalność [5,6,7]. 

 

1.2. Czynniki ryzyka 

W etiopatogenezie raka piersi kluczową rolę wiele czynników, które można podzielić na 

dwie główne grupy: czynniki modyfikowalne, np. styl życia i układ hormonalny, oraz 

niemodyfikowalne, np. płeć i czynniki genetyczne.  

 

1.2.1. Czynniki niemodyfikowalne 

Wiek 

Jak wspomniano, ryzyko rozwoju raka piersi rośnie wraz z wiekiem. Około 80%  

zachorowań dotyczy pacjentek po ukończeniu 50 roku życia. Największy wzrost ryzyka 

dotyczy kobiet w wieku 50-69 lat, co stanowi około 50% wszystkich zachorowań. Szacuje się, 

że 1 na 8 kobiet w wieku 95 lat zachoruje na raka piersi [8]. 

Poniżej przedstawione zostały dane zachorowalności na raka piersi w Polce w latach 2011-

2013 w zależności od wieku (Rycina 2) oraz porównawczo zachorowalność na tę chorobę w 

Wielkiej Brytanii w latach 2006-2008 (Rycina 3) [9]. 

 

 

 

 

Rycina 2. Zachorowalność na raka piersi w Polsce w latach 2011-13 w zależności od wieku [9]. 
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Rycina 3. Zachorowalność na raka piersi w Wielkiej Brytanii w latach 2006-2008 w zależności 

od wieku [9]. 

 

Płeć 

Badania wskazują, że rak piersi jest ściśle związany z płcią. Około 99% rozpoznań tej 

choroby dotyczy kobiet. W grupie mężczyzn zapadalność na raka piersi jest 100 razy rzadsza i 

stanowi około 1% zachorowań. Przykładem, który dobrze obrazuje tę dysproporcję jest rok 

2018, w którym w Polsce zanotowano łącznie 18869 przypadków zachorowań na raka piersi u 

kobiet oraz 154 przypadki wystąpienia tej choroby u mężczyzn. Dane statystyczne sugerują, że 

mężczyźni zapadają na raka piersi rzadziej i zazwyczaj w późniejszym wieku względem kobiet, 

przy czym zaznaczyć należy, że takie rozpoznanie cechuje się gorszym rokowaniem [10]. 

 

Czynniki genetyczne 

Zespoły genetyczne odpowiadają za około 5-10% wszystkich przypadków wystąpienia 

raka piersi. Wśród nich mutacje autosomalne dominujące genów BRCA1 oraz BRCA2 

stanowią do 90% (odpowiednio 50% i 33%) [11]. Ryzyko rozwoju guza przed 70 r.ż. u 

pacjentek z mutacją BRCA1 sięga 50-65%, natomiast z BRCA2 40-57%. Oba geny wiążą się 

również ze zwiększoną zachorowalnością na raka jajnika (odpowiednio 35-46% oraz 13-23%) 

[12,13]. Szacuje się, że około 45% wszystkich dziedziczonych raków piersi jest związana z 

mutacjami dotychczas niepoznanymi lub ich geneza jest wielogenowa [12]. 

Zespoły genetyczne zwiększające ryzyko zachorowania na raka piersi przedstawiono w Tabeli 

1.  
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Tabela 1. Zespoły genetyczne zwiększające ryzyko zachorowania na raka piersi. 

Zespół genetyczny  Mutacja w genie  

rodzinny rak piersi typu 1 BRCA1 

rodzinny rak piersi typu 2 BRCA2 

zespół Li-Fraumeni TP53 

choroba Cowden PTEN 

zespół Lyncha II MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 

zespół Peutza-Jeghersa STK11 

zespół Bannayana-Rileya-Ruvalcaby PTEN 

zespół ataksja-teleangiektazja ATM 

inne mutacja  PALB2, CHEK2 

 

1.2.2. Czynniki modyfikowalne 

Styl życia 

W tej grupie czynników jako czołowe wymienić przede wszystkim należy spożywanie 

alkoholu oraz otyłość pacjentek. Rocznie na świecie rozpoznaje się około 144000 nowych 

raków piersi indukowanych przez nadmierne spożywanie alkoholu. Przyjmuje się, że 

spożywanie nawet niewielkiej jego ilości (1-3 jednostki alkoholu tygodniowo) przyczynia się 

do zwiększenia zachorowalności na tę chorobę. Ilość spożytego alkoholu wpływa liniowo na 

wzrost ryzyka rozwoju nowotworu [14]. 

Ponadto, obserwuje się obecnie, że pacjentki z otyłością oraz ograniczoną aktywnością fizyczną 

mają większe rozmiary guzów w trakcie rozpoznania, przerzutowe węzły chłonne oraz gorsze 

rokowanie, co średnio zwiększa ich śmiertelność o 30% [15]. Tkanka tłuszczowa bowiem jako 

tkanka aktywna metabolicznie nie tylko konwertuje androgeny w estrogeny, ale również 

produkuje szereg czynników prozapalnych (TNFα, IL-6) wpływając na patogenezę 

nowotworów [16,17]. 

Wśród pozostałych czynników modyfikowalnych sygnalizacyjnie należy wymienić: palenie 

papierosów, bierne palenie, narażenie na kancerogeny (ksenoestrogeny, bisfenol A, dioksyny) 

i promieniowanie jonizujące [18]. 

 

Układ hormonalny  

Ciągły stan podwyższenia poziomu estrogenów we krwi zwiększa ryzyko rozwoju raka 

piersi. Pacjentki, które nie rodziły dzieci mają 3-krotnie większe ryzyko zachorowania na 

nowotwór piersi od kobiet po przebytych porodach. Przyjmuje się, że każde urodzenie dziecka 
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zmniejsza szanse rozwoju nowotworu gruczołu piersiowego średnio o 7%, zaś rok karmienia 

piersią zmniejsza te szanse o dodatkowe 4,3% [19,20]. Z kolei czynniki takie jak późny 

pierwszy poród, niekarmienie piersią, wczesna pierwsza miesiączka czy późna menopauza są 

sytuacjami, które w ciągu życia mogą zwiększać ryzyko rozwoju tej choroby [21]. 

 

1.3. Diagnostyka  

Jedną z głównych metod diagnostycznych guza jest badanie palpacyjne piersi. Można je 

podzielić na dwa rodzaje: samobadanie piersi przez pacjentkę oraz badanie przedmiotowe 

wykonywane przez wykwalifikowany personel medyczny. Ponad 80% przypadków raka jest 

wykrywanych podczas samobadania, gdy pacjentka przy pomocy palców samodzielnie 

wyczuwa w piersi guza [22]. Mimo prostoty badania, badanie palpacyjne nie jest zalecane jako 

podstawowe badanie skryningowe. Wynika to z tego, że wykryty palpacyjnie guz jest 

zazwyczaj na tyle duży, że najprawdopodobniej istnieje już od kilku lat [23,24]. 

Głównym i podstawowym badaniem przesiewowym pozwalającym na wczesne wykrycie raka 

gruczołu piersiowego jest mammografia piersi. Jest to badanie obrazowe wykorzystujące 

niskodawkowe promienie rentgenowskie, które bezpiecznie i efektywnie pozwala na wykrycie 

patologicznych przejaśnień lub cieni, mikrozwapnień, patologicznych naczyń w piersi, 

wciągnięcia brodawki sutkowej oraz powiększonych węzłów chłonnych [25,26]. Aby uzyskać 

zdjęcie mammograficzne prawidłowej jakości piersi muszą charakteryzować się zmniejszoną 

ilością tkanki gruczołowo-włóknistej. Stąd też badanie te jest rzadko wykonywane u kobiet 

poniżej 40 r.ż. [27,28,29]. 

Istotnym badaniem wspomagającym mammografię jest badanie ultrasonograficzne piersi. 

Pozwala ono na różnicowanie zmian płynowych od guzów litych oraz znacznie zwiększa 

czułość badań diagnostycznych, zwłaszcza u pacjentek młodych z gruczołową budową piersi 

oraz u osób z podwyższonych grup ryzyka [30,31]. 

Ponadto, alternatywną metodą radiologiczną wykorzystywaną w diagnostyce chorób piersi jest 

obrazowanie za pomocą rezonansu magnetycznego (MRI). Badanie wzmocnione podaniem 

kontrastu dożylnego (środka gadolinowego) charakteryzuje się wysoką czułością na poziomie 

94% [32]. Wśród wskazań do wykonania MRI piersi pacjentek wyróżniamy: rodzinny wywiad 

nowotworowy raka piersi, mutacje genetyczne (m.in. BRCA1 i BRCA2), przebyte 

rekonstrukcje piersi implantami, przerzutowe węzły chłonne o nieznanym punkcie wyjścia, 

silnie gruczołowe utkanie piersi, pacjentki po lub przed planowanymi rozległymi operacjami 

piersi [33]. Poza ryzykiem związanym z podaniem kontrastu, parametrem ograniczającym 

stosowanie MRI jest dość szeroki zakres swoistości (37-97%) (średnia swoistość mniejsza od 
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swoistości mammografii). W rezultacie otrzymujemy około 30% więcej wyników fałszywie 

dodatnich, co ma ogromny wpływ na psychikę pacjenta i ewentualne koszty leczenia [34]. 

W ostatnich latach szczególnego znaczenia nabrały badania genetyczne. Nie służą one do 

rozpoznawania choroby nowotworowej, lecz jako testy dziedzicznej predyspozycji mogą 

wskazać grupę konkretnych pacjentów ze zwiększonym ryzykiem rozwoju raka w trakcie życia. 

Geny, które w Polsce są badane najczęściej to: BRCA1, BRCA2, CHEK2, NOD2. Jest to 

związane z tzw. efektem założyciela, który dotyczy populacji jednorodnych etnicznie [35]. 

Występowanie dziedzicznego raka piersi wymaga ścisłej kontroli, a w przypadku mutacji 

BRCA1 zaleca się profilaktyczne usunięcie jajników i piersi [36]. 

Ostateczne rozpoznanie raka piersi opiera się na wyniku histopatologicznym pobranej tkanki. 

Materiał pobierany jest na drodze biopsji piersi. Dostępne są różne techniki uzyskania bioptatu 

piersi, wśród których wymieniamy biopsje przezskórne wykonywane w znieczuleniu 

miejscowym: biopsja aspiracyjna cienkoigłowa (BAC), biopsja grubo igłowa (BAG) (czasem 

z wykorzystaniem aparatury VAB, tzw. biopsja mammotomiczna próżniowa) oraz otwarta 

biopsja chirurgiczna. Ilość pobranego materiału do badania, ocena inwazyjności zmiany 

nowotworowej oraz określenie statusu receptorowego raka, wpływają na trafność diagnozy [37]. 

Postęp w zakresie sposobu poboru materiału a także wsparcie technik radiologicznych podnosi 

znamiennie czułość metody biopsyjnej [38]. 

Wraz z rozwojem wielodyscyplinarnego sposobu leczenia raka piersi w ostatnich latach biopsja 

chirurgiczna otwarta utraciła na znaczeniu na rzecz biopsji mniej inwazyjnych. Biopsja ta 

wykonywana jest w znieczuleniu w warunkach sali operacyjnej i wykorzystywana jest głównie 

w sytuacjach niejednoznacznych, w których pozostałe narzędzia diagnostyczne nie pozwalają 

na ustalenia pełnego rozpoznania. Cechuje się bardzo wysoką czułością na poziomie 98-99%. 

Większość usuniętych guzów na drodze biopsji otwartej w raportach patomorfologicznych 

okazuje się jednak być zmianami łagodnymi, co mocno ogranicza słuszność i zasadność tej 

metody (około 75%) [39]. 

 

1.4. Klasyfikacja 

Pełna klasyfikacja raka piersi opiera się na wielu kryteriach, wśród których najważniejsze 

to: typ histologiczny (z rozróżnieniem na raki inwazyjne i przedinwazyjne), zaawansowanie 

kliniczne nowotworu (staging) oceniane w skali TNM, złośliwość histologiczna (grading), 

status receptorowy komórki nowotworowej (podtypy molekularne) oraz klasyfikacja DNA. 

Dokładna ocena wszystkich parametrów guza pozwala ocenić rokowanie, agresywność oraz 
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przeżywalność, a następnie wybrać oraz wdrożyć optymalne wielodyscyplinarne postępowanie 

lecznicze.  

 

1.4.1. Typy histologiczne 

Rak piersi histologicznie jest bardzo zróżnicowaną grupą nowotworów [40]. Podział 

obejmuje:  

a) nowotwory złośliwe sutka przedinwazyjne: 

 rak przewodowy in situ (carcinoma intraductale in situ, DCIS) 

 rak zrazikowy in situ (carcinoma lobulare in situ, LCIS) 

b) nowotwory złośliwe sutka inwazyjne (naciekające): 

 rak przewodowy inwazyjny (NOS, NST, IDC) 

 rak zrazikowy inwazyjny (ILC) 

 rak rdzeniasty 

 rak śluzowy 

 rak cewkowy (rak cewkowaty) 

 rak z metaplazją 

 rak apokrynalny 

 rak brodawkowaty (rak brodawkowy) 

 

1.4.2.  Zaawansowanie kliniczne nowotworu 

Staging jest określany w jednolitej międzynarodowej skali TNM. Nazwa pochodzi od 

pierwszych liter słów angielskich: T-tumour (guz pierwotny), N-node (węzeł chłonny), M-

metastasis (przerzut odległy). Klasyfikację TNM raka piersi przedstawiono poniżej, w Tabeli 

2a oraz Tabeli 2b. Stopnie zaawansowania klinicznego przedstawiono na Rycinie 4. 

 

 

 
Rycina 4. Stopnie zaawansowania klinicznego raka piersi [41]. 
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Tabela 2a. Klasyfikacja TNM raka piersi określająca cechą T (guz pierwotny) [41]. 
 

Tis rak przedinwazyjny (in situ) 

Tis (DCIS) rak przewodowy in situ 

Tis (LCIS) rak zrazikowy in situ 

Tis  

(rak Pageta) 

rak Pageta brodawki sutkowej bez obecności komponentu raka naciekającego i/lub raka in situ 

(DCIS i/lub LCIS) w obrębie miąższu piersi; raki w obrębie miąższu piersi z towarzyszącym 

rakiem Pageta są klasyfikowane zgodnie z wielkością i charakterystyką guza znajdującego się 

w gruczole, niemniej obecność raka Pageta powinna być także odnotowana. 

T1mi największy wymiar guza =<1 mm 

T1a największy wymiar guza >1 mm i =<5 mm 

T1b największy wymiar guza >5 mm i =<10 mm 

T1c największy wymiar guza >10 mm i =<20 mm 

T2 największy wymiar guza >20 mm i =<50 mm 

T3 największy wymiar guza >50 mm 

T4 guz dowolnej wielkości naciekający przez ciągłość ścianę klatki piersiowej i/lub skórę 

(owrzodzenie lub guzki satelitarne skóry) 

Uwaga! Naciekanie skóry (bez owrzodzenia lub guzków satelitarnych) nie stanowi podstawy do 

zakwalifikowania zmiany jako T4. 

T4a naciekanie ściany klatki piersiowej (wyłączne przyleganie/naciekanie m. piersiowych nie jest 

wystarczające, aby guz zakwalifikować jako T4a) 

T4b owrzodzenie i/lub guzki satelitarne skóry po tej samej stronie i/lub obrzęk skóry (w tym objaw 

skórki pomarańczy) niespełniający kryteriów raka zapalnego 

T4c T4a i T4b jednocześnie 

T4d rak zapalny 

 

 

 

Tabela 2b. Klasyfikacja TNM raka piersi określająca cechę N (przerzuty do regionalnych 

węzłów chłonnych) oraz cechą M (przerzuty odległe) [41]. 
 

N1 przerzuty w ruchomych węzłach (węźle) chłonnych I–II piętra pachy po stronie guza 

N2 przerzuty w klinicznie nieruchomych lub tworzących pakiet węzłach chłonnych I–II piętra pachy po 

stronie guza lub stwierdzone klinicznie przerzuty w węzłach piersiowych wewnętrznych po tej samej 

stronie, przy braku klinicznie podejrzanych węzłów pachowych 

N2a przerzuty w klinicznie nieruchomych lub tworzących pakiety węzłach chłonnych I–II piętra pachy po 

stronie guza 

N2b stwierdzone klinicznie przerzuty w węzłach piersiowych wewnętrznych po stronie guza przy braku 

klinicznie podejrzanych węzłów pachowych 

N3 przerzuty w węzłach (węźle) podobojczykowych po stronie guza (III piętro pachy) z zajęciem lub bez 

zajęcia węzłów pięter I i II; stwierdzone klinicznie przerzuty w węzłach (węźle) piersiowych 

wewnętrznych po stronie guza przy jednoznacznie klinicznie zmienionych węzłach piętra I i II pachy; 

przerzuty w węzłach (węźle) nadobojczykowych po stronie guza z zajęciem lub bez zajęcia węzłów 

chłonnych pachy lub piersiowych wewnętrznych 

N3a przerzuty w węzłach (węźle) podobojczykowych po stronie guza (III piętro pachy) 

N3b przerzuty w węzłach (węźle) piersiowych wewnętrznych po stronie guza oraz w węzłach (węźle) piętra I i 

II pachy 
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N3c przerzuty w węzłach (węźle) nadobojczykowych po stronie guza 

M1 przerzuty odległe  

 

1.4.3. Złośliwość histologiczna 

Stopniowanie złośliwości histologicznej („grading”) ocenia architektonikę tkanki 

nowotworowej oraz cechy cytologiczne komórek nowotworowych (stopień anaplazji, wielkość 

i kształt jąder komórkowych, objętość cytoplazmy oraz względny odsetek dzielących się 

komórek -indeks mitotyczny). Oceniany jest w trzy stopniowej skali: G1 – rak wysoko 

zróżnicowany (niski stopień złośliwości), G2 – rak średnio zróżnicowany (pośredni stopień 

złośliwości), G3 – rak nisko zróżnicowany (wysoki stopień złośliwości). Jest to parametr, który 

wpływa na przebieg choroby, zdolność naciekania, inwazji tkanek oraz tworzenie przerzutów 

odległych [42]. 

 

1.4.4. Podtypy molekularne raka piersi 

Jednym z przełomowych kryteriów w nowoczesnej onkologii, wpływającym na rodzaj 

wybranego i wdrożonego leczenia wielodyscyplinarnego jest ustalenie statusu receptorowego 

komórki nowotworowej raka piersi. Określany jest on za pomocą badań 

immunohistochemicznych (IHC), w których przy zastosowaniu przeciwciał wykrywane są 

substancje antygenowe w skrawkach mikroskopowych komórek. W raku piersi najczęściej 

oznacza się: receptor estrogenowy (ER), receptor progesteronowy (PgR), receptor HER2 oraz 

białko Ki-67 jako komórkowy wskaźnik proliferacji. Odpowiednia kombinacja wymienionych 

receptorów pozwala podzielić raka gruczołu piersiowego na 4 główne podtypy molekularne 

przedstawione w Tabeli 3 [43]. Dokładna analiza ekspresji receptorów na błonie komórki 

nowotworowej wyznacza strategię leczenia neoadiuwantowego i adiuwantowego w oparciu o 

leki antyestrogenowe (selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM), inhibitory 

aromatazy) oraz rekombinowane humanizowane przeciwciała monoklonalne anty-HER2, które 

wpływają znacząco na efektywność kompleksowego leczenia raka piersi. 

 

Tabela 3. Podtypy molekularne raka piersi.  

 Luminalny A Luminalny B HER2 dodatni Potrójnie ujemny 

(triple negative) 

IHC  dodatnie receptory 

estrogenowe (ER+) 

 dodatnie receptory 

progresteronowe 

(PgR+ powyżej 

20%) 

 dodatnie receptory 

estrogenowe 

(ER+) 

 ujemne receptory 

progesteronowe 

 HER2 dodatni 

 ujemne receptory 

estrogenowe oraz 

progesteronowe 

 ujemne receptory 

estrogenowe, 

progesteronowe 

oraz HER2 
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 HER2 ujemny 

 niskie Ki67 

(PgR+ poniżej 

20%) 

 HER2 ujemny lub 

dodatni 

 wysokie Ki67 

 

1.4.5. Klasyfikacja DNA 

Współczesne metody diagnostyczne pozwalają wykryć w materiale genetycznym 

określoną sekwencję DNA. Jedną z metod wykorzystywanych w raku piersi jest 

fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH, od ang. fluorescent in situ hybridization) 

pozwalająca ocenić status receptora HER2 [44]. Metoda FISH pozwala na dokładniejszą ocenę 

statusu receptorowego w sytuacjach, w których wynik immunohistochemiczny jest 

niejednoznaczny. Najnowsze badania komercyjne pozwalają również na ocenę ekspresji genów 

za pomocą mikromacierzy DNA (Oncotype DX, MammaPrint) [45]. Otrzymane wyniki mogą 

wpływać na klasyfikację choroby, rokowanie oraz rodzaj wdrożonego leczenia [46].  

 

1.5. Leczenie  

1.5.1.  Leczenie chirurgiczne 

Chirurgiczne leczenie zmian nowotworowych piersi wciąż pozostaje głównym 

narzędziem w walce z rakiem. W zakresie technik operacyjnych gruczołu piersiowego możemy 

wyróżnić leczenie oszczędzające pierś (BCT z ang. breast-conserving therapy) oraz 

mastektomię z częściowym lub całkowitym usunięciem piersi [47].  

W obu metodach najważniejszym parametrem wpływających na sukces terapeutyczny jest 

radykalne wycięcie zmian z ujemnymi marginesami chirurgicznymi w pooperacyjnym 

materiale histopatologicznym (margines R0 - nowotwór usunięty w zakresie zdrowych tkanek 

makroskopowo i mikroskopowo). Niezbędnym elementem leczenia jest również jednoczasowa 

operacja w zakresie dołu pachowego. W sytuacji potwierdzonego w toku przedoperacyjnej 

diagnostyki występowania przerzutów do regionalnych węzłów chłonnych (pN+) 

postępowaniem z wyboru w pierwotnym leczeniu jest limfadenektomia tj. całkowite wycięcie 

węzłów chłonnych I i II piętra pachy (ALND, z ang. axillary lymph node dissection). W sytuacji 

klinicznie niezmienionych węzłów chłonnych (cN0) wykorzystuje się procedurę biopsji węzła 

wartowniczego (SLN, z ang sentinel lymph node) [48]. Wybarwiony i/lub zlokalizowany za 

pomocą techniki izotopowej SLN, a następnie usunięty i poddany rutynowemu badaniu 

histopatologicznemu umożliwia ocenę stanu zaawansowania nowotworu. 
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1.5.2.  Radioterapia  

Przeprowadzana po zabiegu operacyjnym radioterapia jest jedną z podstawowych metod 

uzupełniającego leczenia raka. Obszar napromieniania obejmuje miejsce po usuniętym guzie 

(tzw. łoże nowotworowe) oraz ewentualnie dół pachowy i/lub nadobojczykowy. Może być 

wykonywana za pomocą teleterapii (zewnętrzna wiązka promieniowania) lub brachyterapii 

(źródło promieniowania wprowadzane w miejsce guza).  Wśród najważniejszych wskazań do 

uzupełniającej radioterapii wymienić trzeba: leczenie oszczędzające pierś, cecha T3 (pierwotna 

wielkość guza >5cm) oraz znaczne zajęcie regionalnych węzłów chłonnych. Zadaniem 

promieniowania jest zniszczenie pozostawionych po operacji pojedynczych komórek 

nowotworowych. Zastosowanie pełnej dawki radioterapii zmniejsza ryzyko wznowy 

miejscowej o 50-66% [49]. 

 

1.5.3.  Leczenie systemowe 

1.5.3.1. Chemioterapia 

Leki cytotoksyczne znajdują wiele zastosowań w leczeniu raka piersi. Po pierwsze, mogą 

być stosowane w terapii neoadiuwantowej (leczenie przedoperacyjne) celem zmniejszenia 

pierwotnego stopnia zaawansowania choroby nowotworowej. Terapia adiuwantowa (leczenie 

pooperacyjne) stosowana jest u pacjentów z gorszym rokowaniem, celem zmniejszenia ryzyka 

wznowy raka. Chemioterapia paliatywna spowalnia rozwój przerzutowego raka piersi oraz 

powinna poprawiać jakość życia pacjentów. Ze względu na silną toksyczność i liczne objawy 

niepożądane, chemioterapia stosowana jest u pacjentów w stosunkowo młodym wieku 

biologicznym, z wyższym stopniem zaawansowania choroby (stadium II-IV) oraz z ujemną 

ekspresją receptorów estrogenowych. Leki stosowane najczęściej w raku piersi to: antracykliny 

(doksorubicyna, epirubicyna), taksany (docetaksel, paklitaksel), cycklofosfamid, 5-

fluorouracyl czy kapecytabina. Podawane są one cyklicznie w różnych zestawieniach tworząc 

programy wielolekowe np. CMF (cyklofosfamid + metotreksat + 5-fluorouracyl) lub 4AC/4T 

(doksorubicyna + cyclofosfamid + paklitaksel) [50].  

 

1.5.3.2. Immunoterapia 

Niekorzystne skutki chemioterapii, radioterapii oraz chirurgii zmuszają badaczy do 

opracowania alternatywnych strategii walki z rakiem. Odpowiedzią na te poszukiwania wydaje 

się być immunoterapia, która opiera się w szczególności na odporności komórkowej, 

oddziaływaniu antygen-przeciwciało oraz produkcji chemokin. Nadrzędnym celem 

immunoterapii nowotworów jest indukcja odpowiedzi immunologicznej pacjenta, w celu 
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zwiększenia populacji aktywowanych komórek odpornościowych posiadających zdolność 

rozpoznawania i niszczenia komórek nowotworowych [ 51 ].  Szerokie zrozumienie 

mechanizmów działania wrodzonych i nabytych komórek odpornościowych oraz ich 

cząsteczek czyni obecnie immunoterapię skutecznym i najbardziej obiecującym narzędziem w 

leczeniu raka.  

Przykładem immunoterapii są szczepionki przeciwnowotworowe, których efektem działania 

jest indukowanie specyficznych dla nowotworu komórek efektorowych T, które mogą 

zmniejszać masę guza oraz indukować pamięć immunologiczną w celu kontrolowania 

nawrotów. Wiele cytokin, m.in. IFN-γ i IL-9, IL-2, hamuje wzrost guza poprzez spowalnianie 

proliferacji komórek, neoangiogenezy i aktywację wczesnych limfocytów T. Rozpoznawanie 

neoantygenów lub neoepitopów specyficznych zmian DNA lub odkrycie danej mutacji również 

przyczynia się do leczenia. Co więcej, molekularna identyfikacja antygenów specyficznych dla 

raka doprowadziła do opracowania immunoterapii specyficznej dla antygenu oraz znalezienie 

inhibitorowych punktów kontrolnych układu odpornościowego.  

 

1.5.3.3. Hormonoterapia 

W luminalnych nowotworach złośliwych gruczołu piersiowego wykazujących ekspresję 

receptorów estrogenowych (ER+) i/lub progesteronowych (PgR+) ekspozycja na poziom 

estrogenów we krwi jest istotnym czynnikiem wpływającym na ryzyko rozwoju raka. W ich 

leczeniu istotną rolę odgrywają leki blokujące wydzielanie estrogenów lub blokujące receptor 

estrogenowy. Zazwyczaj stosowane są one w leczeniu uzupełniającym, ale również znajdują 

zastosowanie w leczeniu neoadiuwantowym i paliatywnym.  

 

1.5.3.3.1. Inhibitory aromatazy (IA) 

Obserwacje kliniczne wskazują, że jednym z najskuteczniejszych sposobów terapii 

nowotworów piersi estrogenozależnych jest drastyczne zmniejszenie poziomu estrogenów 

przez zahamowanie ich syntezy. W syntezie hormonu zasadniczą funkcję pełni aromataza, 

która przekształca androgeny w estrogeny w procesie zwanym aromatyzacją. Inhibitory 

aromatazy (IA) hamują aktywność enzymu, dzięki czemu zatrzymują syntezę estrogenów w 

jajnikach, tkance tłuszczowej i ogniskach endometriozy prowadząc do hipoestrogenizmu [52]. 

Leki te dzielą się na pochodne niesteroidowe, które odwracalnie hamują aktywność enzymu (tj. 

anastrozol i letrozol), oraz pochodne steroidowe (np. eksemestan), które nieodwracalnie hamują 

aktywność enzymu. Stosowane są w leczeniu hormonozależnych raków piersi i jajnika u 
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pacjentek pomenopauzalnych, u których większość estrogenów w organizmie jest wytwarzana 

w tkankach obwodowych [ 53 ]. Stosowanie IA u pacjentek przedmenopauzalnych w 

przypadkach nietolerancji tamoksyfenu (objawy niepożądane, zwiększone ryzyko zakrzepowo-

zatorowe, depresja, alergia) wymaga wywołania farmakologicznej menopauzy za pomocą 

analogów gonadoliberyny, np. gosereliny. Głównym działaniem niepożądanym IA są 

zaburzenia kostno-stawowe tj. osteoporoza, bóle i zapalenia stawów. 

 

1.5.3.3.2. Selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM) 

Selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM) stanowią grupę związków, 

które działają agonistycznie lub antagonistycznie do estrogenów w zależności od rodzaju tkanki 

i typu receptora estrogenowego. Dzięki podobieństwom struktury rdzenia do cząsteczki 17β-

estradiolu, związki z rodziny SERM działają na wewnątrzkomórkowe receptory estrogenowe, 

a tym samym wywierają typowe dla określonego typu receptora efekty transkrypcyjne, m.in. 

wpływają na syntezę białek regulujących procesy proliferacji, różnicowania, migracji oraz 

potencjału przerzutowego komórek nowotworowych [54]. Wyróżniamy dwa podtypy receptora 

estrogenowego: ERα i ERβ. Ekspresja obu receptorów może zmieniać się w tkankach podczas 

rozwoju, postępującego wieku i w następstwie różnych procesów patologicznych. Analiza 

dystrybucji receptorów estrogenowych w tkankach oraz szlaków sygnałowych z efektami 

transkrypcyjnymi wykazały, że ekspresja receptorów ERα i związane z nimi wzmocnienie 

czynnika transkrypcji AP-1 występuje w piersiach oraz żeńskich narządach rozrodczych. 

Ekspresję receptora ERβ zanotowano głównie w komórkach śródbłonka naczyń, kości oraz 

komórkach gruczołu krokowego [55]. Zróżnicowane modulacyjne działanie SERM znalazło 

zastosowanie w terapii chorób związanych z regulacją estrogenową, w tym leczeniu 

niepłodności (zaburzeń owulacji), antykoncepcji, hormonoterapii zastępczej, profilaktyce i 

leczeniu osteoporozy pomenopauzalnej, leczeniu dyspareunii oraz przede wszystkim w 

leczeniu i zmniejszaniu ryzyka zachorowania na raka piersi. Spośród związków należących do 

rodziny SERM zastosowanie w praktyce klinicznej znalazły: afimoksyfen, arzoksyfen, 

bazedoksyfen, klomifen, lazoksyfen, ormeloksyfen, raloksyfen, tamoksyfen i toremifen [56].  

Poszczególne leki z grupy SERM różnią się działaniem estrogenowym oraz antyestrogenowym 

w zależności od ich aktywności wewnętrznej i ekspresji ER w tkankach. Klomifen i tamoksyfen 

charakteryzują się zrównoważoną aktywnością estrogenową i antyestrogenową, natomiast 

raloksyfen wykazuje większy efekt antyestrogenowy niż tamoksyfen. W leczeniu i prewencji 

raka piersi największą skutecznością cechuje się tamoksyfen. W badaniu porównującym 
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tamoksyfen i raloksyfen (STAR; Study of Tamoxifen and Raloxifene) w zapobieganiu 

rozwojowi nieinwazyjnemu rakowi piersi, raloksyfen w dobowej dawce 60 mg był w 78% tak 

samo skuteczny jak tamoksyfen w dawce 20 mg [57]. 

Tamoksyfen ((Z)-2-(4-(1,2-difenylobut-1-en-1-ylo)fenoksy)-N,N-dimetyloetylo-1-amina) jest 

selektywnym modulatorem receptora estrogenowego stosowanym w leczeniu wczesnego oraz 

zaawansowanego raka piersi z dodatnią ekspresją receptorów estrogenowych u kobiet przed i 

postmenopauzalnych oraz u mężczyzn. Dodatkowo wykorzystywany jest w leczeniu 

przerzutowego raka piersi, raka przewodowego przedinwazyjnego, w leczeniu adjuwantowym 

oraz zmniejsza ryzyko zachorowania na raka piersi u kobiet z grupy wysokiego ryzyka [58]. 

Badania nad mechanizmami działanie tamoksyfenu wykazały, że wyzwala on efekty 

estrogenne i antyestrogenne, a profil tego działania różni się w zależności od tkanki docelowej. 

Główne działanie antyestrogenowe tamoksyfenu opisano w tkankach gruczołu piersiowego, 

natomiast w macicy, wątrobie i kościach wykazuje on działanie estrogenowe. Efekty 

estrogenowe tamoksyfenu sugerują więc jego potencjał terapeutyczny w leczeniu zaburzeń 

gęstości kości i lipidów we krwi u kobiet po menopauzie. Ze względu na profil działania może 

on zwiększać ryzyko krwawienia pomenopauzalnego, polipów endometrium, przerostu i raka 

endometrium, udaru mózgu, problemów ze wzrokiem czy zatorowości płucnej. Dodatkowymi 

działaniami niepożądanymi są też nieregularne miesiączki, utrata wagi czy uderzenia gorąca 

[59]. 

Na szczególną uwagę zasługują właściwości antyestrogenowe tamoksyfenu. Badania nad 

właściwościami farmakologicznymi leku wykazały, że tamoksyfen jest niesteroidowym 

antagonistą kompetycyjnym i rywalizuje o miejsca wiązania w komórkach docelowych z 

endogennymi estrogenami. Wiążąc się z receptorami estrogenowymi w komórkach 

nowotworowych (ER+/ER dodatnich) i innych tkankach, tamoksyfen wytwarza kompleks 

jądrowy, który zmniejsza syntezę DNA i hamuje działanie estrogenów endogennych. Lek 

posiada stosunkowo niewielkie powinowactwo do samych receptorów estrogenowych, w 

przeciwieństwie do jego aktywnych metabolitów, takich jak endoksyfen (4-hydroksy-N-

desmetylotamoksyfen) i afimoksyfen (4-hydroksytamoksyfen; 4-OHT), które charakteryzują 

się 30-100 razy większym powinowactwem [60,61]. W konsekwencji, tamoksyfen hamuje 

ekspresję genów regulowanych przez estrogen, w tym czynniki wzrostu i czynniki angiogenne 

wydzielane przez guza. Rolą tamoksyfenu jest zahamowanie faz cyklu komórkowego przez co 

komórki pozostają w fazie G0 i G1 w wyniku czego zmienia się równowaga między proliferacją 

komórek a ich trwająca utratą. Tamoksyfen wykazuje więc funkcję cystostatyczną zapobiegając 

dalszemu podziałowi komórek. Ponadto, wykazano również, że tamoksyfen może indukować 
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syntezę TGF-β w komórkach bez receptora estrogenowego poprzez indukcję syntezy TGF-β w 

strukturze mezenchymalnej raka piersi. Lek wykazuje więc parakrynny i autokrynny 

mechanizm działania niezależny od interakcji z receptorem estrogenowym. Dodatkowo może 

on obniżać stężenie we krwi insulinopodobnego czynnika wzrostu I (IGF-I) u pacjentów z 

rakiem piersi. IGF-I jest silnym mitogenem dla komórek raka piersi i może działać na drodze 

endokrynnej, parakrynnej i autokrynnej celem stymulowania wzrostu komórek 

nowotworowych [62]. Poza tym kompleks ER/tamoksyfen rekrutuje również inne białka - 

korepresory, hamując wydzielanie koakywatorów takich jak p160, SRC-1, TIF2 lub GRIP-1 

oraz AIB1 (określany również jako ACTR, RAC3, pCIP lub NCoA-3), acetylazy histonowe 

CBP, p300 oraz związany czynnik p300/CBP, pCAF. Tamoksyfen konkurując z estradiolem 

(E2) o wiązanie z receptorem estrogenowym, indukuje zmianę konformacyjną, w której 

rekrutacja koaktywatorów p160 jest zablokowana. Wiążąc się z DNA komórek moduluje 

ekspresję genów prowadząc do zaprogramowanej śmierci komórek. Aktywacja jądrowych 

korepresorów tj. N-Cor, SMRT dodatkowo wzmacnia ten proces zmniejszając ekspresję genów 

docelowych (down regulation). Kluczowym białkiem dla przeciwnowotworowego działania 

tamoksyfenu jest PAX2 (Paired box gene 2). Pax2 konkuruje z koaktywatorem ER AIB-1/SRC-

3 o wiązanie i regulację transkrypcji ErbB2. Zmniejszona ekspresja/brak ekspresji PAX2 może 

tłumaczyć oporność komórek raka piersi na działanie tamoksyfenu [63]. Mimo tego, że od 

czasu jego wynalezienia tamoksyfenu minęło przeszło sześćdziesiąt lat, pełni on ważną rolę w 

leczeniu hormonozależnego raka piersi. Obserwacje kliniczne wskazują, że wydłużenie czasu 

przyjmowania leku w terapii adiuwantowej z 5 do 10 lat zmniejsza ryzyko wznowy choroby 

nowotworowej z 25,1% do 21,4%, natomiast ryzyko śmiertelności z powodu raka piersi spada 

analogicznie z 15% do 12.2% [64]. 

Poza bezpośrednim cytotoksycznym działaniem przeciwnowotworowym, tamoksyfen wpływa 

modulacyjnie na mikrośrodowisko guza. Składa się ono głównie z komórek T, komórek B, 

komórek dendrytycznych, makrofagów i neutrofili. Tamoksyfen nie tylko odwraca 

przeciwzapalne działanie estrogenów, ale odgrywa znaczącą rolę w aktywacji komórek 

odpornościowych oraz wpływa na profil wydzielanych przez nie cytokin prozapalnych i 

przeciwzapalnych.  

W mikrośrodowisku guza tamoksyfen działa aktywująco na prozapalne szlaki sygnalizacyjne 

neutrofili m.in. przez oddziaływanie z wewnątrzkomórkowymi ceramidami. W wyniku 

wpływu na kompleksy ceramid/PKCζ następuje indukcja mechanizmów chemotaksji, 

fagocytozy oraz tworzenia pozakomórkowych pułapek neutrofili (NET) [65].  
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W komórkach NK (Natural Killers) tamoksyfen zwiększa ekspresję c-erbB-2 w 

hormonozależnych rakach piersi wzmacniając ich działanie i prowadząc do lizy komórek 

nowotworowych przez cytotoksyczność zależną od przeciwciał (ADCC). Dodatkowo zwiększa 

on ekspresję międzykomórkowej cząsteczki adhezyjnej-1 (ICAM-1), która jest kluczowym 

czynnikiem łączącym i tworzącym synapsy immunologiczne między NK a komórkami 

docelowymi [ 66 ]. Antyestrogenowe działanie tamoksyfenu prowadzi do zwiększonej 

proliferacji efektorowych komórek T CD8+ oraz CD4+, przy jednoczesnym zmniejszeniu 

liczby komórek T regulatorowych oraz makrofagów fenotypu M2 w otoczeniu guza [67]. 

Stosowanie tamoksyfenu zwiększa ekspresję genów związanych z IFN w komórkach 

nabłonkowych gruczołu piersiowego, co sugeruje jego pozytywny wpływ na nadzór 

immunologiczny. Ponadto, tamoksyfen hamując aktywację JNK wzmacnia ekspresję TNF-R2 

na aktywowanych limfocytach T i promuje ich proliferację [68].  

 

1.5.4. Terapia celowana 

Leki stosowane w ramach terapii celowanej hamują swoiste ścieżki przekazywania 

sygnałów wewnątrzkomórkowych warunkujących rozwój nowotworu i związane z nim procesy 

naciekania, proliferacji, angiogenezy i powstawania przerzutów. Celem dla tej grupy leków są 

białka powierzchniowe lub cytoplazmatyczne, których ekspresja została określona w ramach 

profilowania molekularnego pacjenta i stanowi różnicę między komórką nowotworową a 

prawidłową. W nowotworach piersi terapie celowane wpływają dwa szlaki sygnałowe 

związane z receptorami dla naskórkowego i naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu. 

Należy wskazać, iż w ok. 20-30% przypadkach pacjentów z rakiem piersi występuje 

nadekspresja receptora HER2 na błonie komórek nowotworowych, która wiążę się z większym 

ryzykiem wznowy i gorszym rokowaniem [69]. Wysoka ekspresja HER2 często koreluje z 

opornością na chemioterapię i hormonoterapię [70]. Ten negatywny czynnik prognostyczny 

został zneutralizowany wraz z wprowadzeniem rekombinowanych humanizowanych 

przeciwciał monoklonalnych IgG1 (trastuzumab, pertuzumab). Przeciwciała te łącząc się 

specyficznie z epitopami receptora HER (trastuzumab w subdomenie IV domeny 

zewnątrzkomórkowej, pertuzumab w subdomenie II domeny zewnątrzkomórkowej) hamują 

nadmierną proliferacje komórek, osłabiają proces angiogenezy, a także aktywują 

cytotoksyczność komórkową zależną od przeciwciał (ADCC, z ang. Antibody-Dependent Cell 

Cytotoxicity) [71]. Wprowadzenie trastuzumabu zwiększyło 5-letni czas przeżycia wolny od 

choroby u pacjentów HER2+ w 1-3 stopniu zaawansowania do 87%, zaś wprowadzenie 

pertuzumabu zwiększyło wskaźnik całkowitej regresji guza (z 29 do 45,8%) [72,73]. 
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1.6. Rola układu odpornościowego w kancerogenezie 

Prawidłowo działający układ odpornościowy eliminuje uszkodzone lub zainfekowane 

komórki przez stymulację aktywności enzymów i ekspresję genów cytokin w otaczających 

komórkach. Cytokiny, wiążąc się ze specyficznymi receptorami zmieniają aktywność 

wewnątrzkomórkową szlaków sygnalizacyjnych i prowadzą do powstania miejscowego stanu 

zapalnego. Dzięki temu mechanizmowi dochodzi do eliminacji niepożądanych komórek, 

przywrócenia funkcji tkanki i odzyskania niezbędnej integralności strukturalnej [74]. 

Komórki nowotworowe mają trwałe (genetyczne) lub odwracalne (epigenetyczne) zmiany w 

swoim genomie, które częściowo hamują ich komunikację z otaczającymi komórkami oraz 

układem immunologicznym. Przekształcają one liczne ścieżki sygnałowe na takie, które w 

normalnych warunkach chronią prawidłową tkankę, stając się niewidocznymi dla komórek 

odpornościowych. Nowotwory złośliwe powstają więc w procesie ewolucyjnym, który nie jest 

jednorazową konsekwencją, ale wynikiem serii mechanizmów auto-nieregulowanych 

wewnątrzkomórkowych oraz międzykomórkowych (odpornościowych). Poza tym, nowotwory 

mają zdolność do angiogenezy, powstawania przerzutów, unikania apoptozy, stanów zapalnych, 

mechanizmów starzenia i ucieczki immunologicznej [75]. 

Rolą prawidłowo działającego układu odpornościowego powinna być likwidacja nowotworu i 

utrzymanie homeostazy. Sytuacja w środowisku nowotworowym wydaje się paradoksalna. Guz 

nie tylko tworzy swoistą tarczę dla siebie, ale także eksploatuje komórki układu 

odpornościowego prowadząc do powstania wokół siebie korzystnych warunków 

środowiskowych (np. przewlekły stan zapalny) umożliwiając angiogenezę, inwazję 

podścieliska, naczyń krwionośnych, chłonnych oraz prowokując wiele innych procesów 

wspierających ich wzrost. Tak więc oprócz immunosupresji ucieczka immunologiczna guza 

obejmuje również rekrutację komórek gospodarza, produkcję chemokin, tworząc 

mikrośrodowisko guza umożliwiające dalszą progresję [76]. 

NF-ĸB to kompleks białkowy kontrolujący transkrypcję DNA, produkcję cytokin i przeżycie 

komórek. Znajduje się on w prawie wszystkich typach komórek zwierzęcych i bierze udział w 

odpowiedzi komórkowej na bodźce stresowe pełniąc istotną rolę w reakcji zapalnej [77]. NF-

ĸB aktywuje ekspresję wielu genów biorących udział w przejściu między stanem zapalnym a 

regeneracją. Zmieniona aktywność czynnika transkrypcyjnego NF-ĸB w komórkach 

nowotworowych powoduje zaburzenia regulacji wymiany sygnałów międzykomórkowych 

przez co nabywają one nowe uzupełniające się funkcje i określone pozycje. Brak tej wzajemnej 

regulacji między przeprogramowaniem genetycznym a interakcjami komórkowymi umożliwia 

komórkom rakowym powstawanie przerzutów. Komórki rakowe reagują wówczas 
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nieprawidłowo na cytokiny i aktywują kaskady sygnałów, które mogą chronić je przed układem 

odpornościowym. W konsekwencji, supresja NF-ĸB ogranicza proliferację komórek rakowych 

[78,79]. 

 

1.6.1. Antygeny nowotworowe 

Antygeny na powierzchni komórek nowotworowych powstają w wyniku mutacji lub 

translokacji prawidłowych genów (np. B-katenina, CDK4, Ras), nadekspresji niektórych białek 

(p53, HER2) lub na drodze infekcji wirusowej (HPV –human papilloma virus, białka E6 and 

E7) [80]. Poprzez nieefektywną stymulację, wrodzonych/adaptacyjnych zaburzeń odpowiedzi 

immunologicznych lub tolerancji antygenu dochodzi do zjawiska „ucieczki” przed komórkami 

odpornościowymi gospodarza. Nierozpoznawanie antygenów przez układ HLA (human 

leukocyte antigens) jest jednym z głównych mechanizmów promujących wzrost guza oraz 

umożliwiających wytwarzanie przerzutów [81]. Ponadto, mutacje antygenów nowotworowych 

przyczyniają się do ucieczki przed początkową reakcją immunologiczną oraz zwiększają 

niejednorodność nowotworów. Heterogenność nowotworowa utrudnia z kolei ustanowienie 

skutecznej swoistej odpowiedzi immunologicznej. Nowotwory na ogół wykazują „regulację w 

dół” układu MHC-1, co znacznie utrudnia odpowiedź immunologiczną za pośrednictwem 

limfocytów T, podczas gdy pozytywna ekspresja mniej polimorficznych HLA-E zapewnia z 

kolei ochronę przed komórkami NK. Mutacja podjednostki β-2 mikroglobuliny lub transportera 

związanego z przetwarzaniem antygenu białka TAP może zmniejszać ekspresję MHC-1, co w 

konsekwencji może zapobiegać dalszemu rozpoznaniu guza przez komórki NK [82]. 

 

1.6.2. Odpowiedź immunologiczna podczas kancerogenezy 

Wrodzone i adaptacyjne szlaki immunologiczne organizmu przenikają się i wykazują 

nadzór immunologiczny nad komórkami rakowymi. W samym zrębie guza oraz w jego 

otoczeniu również występuje kilka rodzajów komórek odpornościowych. Makrofagi, neutrofile, 

komórki dendrytyczne i inne komórki odporności wrodzonej są głównymi składnikami 

leukocytarnego nacieku nowotworowego. Pobudzenie głównej wrodzonej odporności do 

wykrywania antygenów w rosnących nowotworach i limfocytach T odbywa się poprzez 

produkcję IFN typu 1. Powoduje ona bezpośrednie zabijanie komórek nowotworowych, 

niszczenie naczyń nowotworowych, macierzy nowotworowej oraz hamuje angiogenezę [83]. 

Głównym składnikiem odpowiedzi adaptacyjnej (nabytej) są limfocyty B i T. Ostra aktywacja 

limfocytów B bierze udział w eliminacji wczesnych komórek nowotworowych poprzez 

klasyczne i dobrze zbadane mechanizmy przy udziale przeciwciał. Przewlekła aktywacja 
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limfocytów B może sprzyjać rozwojowi raka w sposób złożony. Zbyt słabo wygenerowana 

odpowiedź może okazać się niewystarczająca albo prowadzić do tolerancji. Nabyte odpowiedzi 

immunologiczne mogą również powodować: ciągłą i nadmierną aktywację układu wrodzonego, 

odkładanie się przeciwciał w tkankach powodując rekrutację wrodzonych komórek 

odpornościowych oraz dysfunkcję limfocytów T zamiast ich aktywacji. Populację komórek 

gospodarza, które uczestniczą w mechanizmie ucieczki immunologicznej nowotworu tworzą 

m.in. regulatorowe komórki dendrytyczne, limfocyty T regulatorowe (Treg) i podtypy komórek 

supresorowych pochodzenia szpikowego (MDSC), które wydzielają czynniki prozapalne 

wspierające angiogenezę, inwazję nowotworową i tworzenie przerzutów [84]. 

 

1.6.2.1. Komórki NK 

Komórki Natural Killer (urodzeni zabójcy) są limfocytami cytotoksycznymi i stanowią 

istotną część odporności wrodzonej. Ich wyjątkowość polega na tym, że w odróżnieniu od 

typowej komórki odpornościowej, potrafią wykryć zakażone komórki bez konieczności 

stosowania przeciwciał lub MHC. Aktywowane przez interleukinę 2 (IL-2), komórki NK 

zapewniają szybką odpowiedź w przypadku infekcji wirusowej komórki lub procesu 

nowotworowego.  

Należy podkreślić, że komórki NK są elementem odpowiedzi komórkowej organizmu 

skierowanej przeciw rozprzestrzenianiu się przerzutów krwiopochodnych i powstawaniu 

tkanek litych [ 85 ]. Proapoptotyczne działanie komórek NK opiera się na mechanizmach 

zależnych od białek TRAIL i ich ligandów w komórkach docelowych a także receptorach 

NKG2D i ich białkowych ligandów z układu MHC-1 eksprymowanych na komórkach 

nowotworowych. Komórki rakowe zabijane są wówczas przez uwalnianie perforyny, 

granzymów, chemokin (IFNγ, TNFα i GMCSF) lub przez aktywację adaptacyjnej odpowiedzi 

immunologicznej w wyniku ekspresji KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors). Na 

przykład IFN-γ (interferon-γ) przyczynia się do kontroli przeciwnowotworowej bezpośrednio 

poprzez hamowanie proliferacji i powstawania przerzutów oraz pośrednio poprzez 

indukowanie czynników antyangiogennych, np. IL-12, wzmacniając tym samym ich 

cytotoksyczność. Dodatkowo komórki NK mają zdolność rekrutacji komórek dendrytycznych 

i uruchamiania odpowiedzi limfocytów T efektorowych [86]. 

Pomimo wszystkich tych mechanizmów prowadzących do zabicia komórki nowotworowej, 

mutacje w komórkach rakowych pomagają im unikać nadzoru komórek NK. Dzieje się tak 

przez regulację w dół podjednostek β-2m, LMP-2 i LMP-7 (polipeptydy o niskiej masie 

cząsteczkowej), co modyfikuje widmo peptydowe cząsteczki MHC-1. Białko zaangażowane w 
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wiązanie peptydu antygenowego na MHC-1 jest wówczas transporterem związanym z 

przetwarzaniem antygenu TAP. Często białko związane z TAP - Tapasin jest również 

zmutowane lub jego ilość jest zmniejszona w guzach. Niedobór TAP skutkuje utratą ekspresji 

MHC-1 i wzrostem karcynogenzezy. W rezultacie, zmiana ekspresji MHC-1 umożliwia 

skuteczną ucieczkę przed lizą guza za pośrednictwem komórek NK [ 87]. Jest to proces 

interesujący szczególnie w kontekście przyjętej teorii „nieciągłości odporności” zgodnie z którą, 

komórki NK mają zdolność odróżniania swoich komórek od obcych. Mimo to mechanizm 

ciągłej ekspozycji zmienionych antygenów własnych oraz guza sprawia, że odpowiedź 

immunologiczna jest anergiczna.  

Podczas rozwoju komórki nowotworowej, komórki NK zwykle napędzają makrofagi/komórki 

T w celu uzyskania aktywności przeciwnowotworowej. Po wykonaniu tej czynności nie 

wykazują już interakcji z innymi komórkami NK i paradoksalnie część z nich może działać 

promująco na nowotwór. Co więcej, w przypadku niektórych nowotworów komórki tracą MHC 

na swojej powierzchni oraz uwalniają chemokiny (np. TGF-β), które dodatkowo mogą 

hamować aktywność komórek NK.  

Aktywność komórek NK w sąsiedztwie guza jest zmniejszana przez supresory wytwarzane 

przez komórki nowotworowe. Uwalniają one bowiem czynniki, które odpowiadają za anergię 

komórek NK, a mianowicie: kortykosteroidy, 2,3-dioksygenazę indoloaminy (IDO) i 

prostaglandynę E2 (PGE-2). Wpływają one na system receptorów NKG2, czego konsekwencją 

może być zmniejszenie cytotoksyczności komórek i hamowanie ich migracji.   

Kolejną charakterystyczną cechą mikrośrodowiska guza jest niedotlenienie. Przyczynia się ono 

m.in do unikania cytotoksyczności zależnej od komórek NK głównie poprzez obniżenie 

poziomu niektórych cytokin, w tym IL-2 IL-15, IL-12 i IL-21, które indukują aktywację 

receptorów komórek NK (NKp46, NKp30, NKp44 i NKG2D) oraz wewnątrzkomórkowy 

poziom perforyny i granzymu B. Niedotlenienie nie wpływa jednak na ligandy komórek NK 

(HLA-ABC i -E, MICA/B i ULBP1-2) oraz receptory KIR, NKG2A/C, cząsteczki pomocnicze 

DNAX-1 (DNAM-1), naturalne receptory cytotoksyczności (NCR), i 2B4 [76]. W warunkach 

niedotlenienia rekrutowane komórki Treg wytwarzają TGF-β odpowiedzialny za anergię 

komórki NK. Ponadto, stres związany z niedotlenieniem może wywoływać tworzenie się 

dimerów nieklasycznych cząsteczek MHC klasy I HLA-G na powierzchni komórek, co 

zwiększa ochronę komórek nowotworowych przed zabijaniem za pośrednictwem NK. Proces 

ten inicjuje pośrednio wydzielanie IFN-β i IFN-γ oraz bezpośrednie oddziaływanie HLA-G z 

komórkami NK [88]. 
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1.6.2.2. Makrofagi 

Makrofagi związane z nowotworem (TAM) reprezentują jeden z głównych typów 

komórek odpornościowych naciekających nowotwór i są podzielone na dwa funkcjonalnie 

kontrastujące podtypy: makrofagi M1 i M2. Makrofagi charakteryzują się dużą plastycznością 

genomu i zmiennością zgodnie z panującymi warunkami mikrośrodowiska. Makrofagi 

wywodzą się z linii pochodzącej z monocytów i wykazują cytotoksyczność komórkową zależną 

od przeciwciał (ADCC). Podczas reakcji immunologicznej makrofagi wydzielają szereg 

czynników cytotoksycznych, takich jak reaktywne formy tlenu (ROS) i reaktywne formy azotu 

(RNS) i czynniki martwicy nowotworu (TNF) [89]. W procesie nowotworowym, makrofagi 

M1 są efektorami prozapalnymi odpowiedzi immunologicznej i stymulują odpowiedź typu Th1. 

Makrofagi fenotypu M2 określa się jako makrofagi związane z procesem nowotworowym, a 

badania nad ich aktywnością immunologiczną wykazały, że mają charakter przeciwzapalny. 

Mogą one jednak hamować proliferację guza poprzez uwalnianie cytotoksyn (ROS), enzymów 

(proteazy serynowe), czynników lizy komórek, a także angażowanie komórek T przez 

przetwarzanie i prezentację antygenów guza [90]. Wykazano, że hamowanie IKK-β (inhibitor 

Nuclear Factor Kappa-B Kinase podjednostka beta) w TAM kieruje polaryzacją makrofagów 

M2 do fenotypów M1, które aktywnie zabijają komórki nowotworowe [ 91 , 92 , 93 ]. W 

przeciwieństwie do makrofagów M1, makrofagi M2 nie mają działania cytotoksycznego i 

promują kancerogenezę poprzez wytwarzanie IL-10 i TGF-β. Dodatkowo zwiększają działanie 

czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF), metaloproteinazy macierzy (MMP) oraz 

osteopontyny. Ponadto, komórki z fenotypem M2 hamują aktywację i proliferację komórek T 

przez uwalnianie prostaglandyn, IL-10, TGF-β i IDO. W ten sposób, nie mogąc wywołać 

odpowiedzi typu Th1, Treg są stymulowane przez produkcję CCL22 do dalszego hamowania 

komórek efektorowych T [94]. Również aktywność proteazy katepsyny wywołana przez IL-4 

w makrofagach promuje wzrost i inwazję raka. Ich produkcję wspierają niektóre interleukiny, 

np: IL-4, IL-13 i IL-10. Interleukina 4 wytwarzana jest przez naciekające nowotwór komórki 

CD25+ Th2 i powoduje przejście TAM w populację sprzyjającą przerzutom, wytwarzając tym 

samym wysoki poziom naskórkowego czynnika wzrostu (EGF) [95]. Makrofagi M2 sprzyjają 

przerzutom przez białko chemotaktyczne monocytów MCP-1, które bierze udział w 

patogenezie wielu chorób autoimmunologiczncyh, metabolicznych i sercowo-naczyniowych 

[96]. Ponadto, białko MCP-1 jest wydzielane przez szereg typów komórek w mikrośrodowisku 

guza, takich jak fibroblasty, monocyty naciekające nowotwór, komórki śródbłonka i adipocyty 

związane z nowotworem. Ekspresja tego białka w mikrośrodowisku guza promuje rozwój 

nowotworu, sprzyjając angiogenezie, przerzutowości oraz zwiększa napływ komórek 
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odpornościowych. Działa poprzez indukcję transdukcji sygnału i rekrutację monocytów w 

ognisku zapalnym. Monocyty, ulegając transformacji do makrofagów wydzielają aktywator 

plazminogenu typu urokinazy (uPAR) i MMP-9, które mają zdolność do remodelowania 

mikrośrodowiska guza [97]. Wydzielanie MCP-1 przez komórki nowotworowe oraz dalsza 

aktywacja makrofagów zapowiada gorsze rokowanie, jak i zwiększa przerzutowość w guzach 

litych (np. niedrobnokomórkowym raku płuc (NSCLC), raku prostaty, raku piersi, raku jajnika 

i raku wątrobowokomórkowy [98,99,100]. W mysim modelu raka wątrobowokomórkowego 

wykazano, że MCP-1 zmienia stężenia IL-6 i TNF-α, wpływając na dalsze onkogenne szlaki 

sygnałowe [101]. TAM znajdują się w zrębie wielu nowotworów i mogą wpływać na biologię 

tkanki nowotworowej. Działają one głównie jako mediatory stanu zapalnego, zaś przewlekły 

stan zapalny jest jedną z dominujących cech raka. Łożyskowy czynnik wzrostu (PIGF) 

uwalniany podczas przewlekłego zapalenia w guzie wspiera przeżywalność TAM. W 

konsekwencji, wyższy profil TAM i ich czynników stymulujących (tj. chemokiny i cytokiny: 

CSF-1, CCL2, IL-10, TGF-β) wiąże się z gorszym rokowaniem i zwiększoną częstością 

występowania raka, w szczególności nowotworu pęcherza moczowego, piersi i szyjki macicy 

[102]. Obecność TAM w pobliżu naczyń krwionośnych jest znacząca dla postępu choroby 

nowotworowej, a wynaczynienie komórek nowotworowych następuje w sąsiedztwie 

makrofagów. Większa liczba makrofagów wewnątrz guza odpowiada wyższej gęstości naczyń 

krwionośnych i progresji guza. W rezultacie, TAM są nie tylko rakotwórcze, ale umożliwiają 

wręcz modulację reakcji guza na leki przeciwnowotworowe, zaś o oporności na leki 

rozstrzygają synergistyczne efekty MFG-8 i IL-6 wydzielane właśnie przez TAM [ 103]. 

Podsumowując, zmienność fenotypów makrofagów jest jedną z głównych przyczyn adaptacji 

komórek nowotworowych przez układ odpornościowy.  

 

1.6.2.3. Neutrofile 

Podobnie jak makrofagi, neutrofile wykazują dużą plastyczność w warunkach 

patofizjologicznych i mogą mieć różne profile fenotypowe i funkcjonalne. Neutrofile regulują 

funkcje wrodzonego i nabytego układu odpornościowego poprzez uwalnianie różnych cytokin 

i cząsteczek efektorowych.  

Środowisko stanu zapalnego jest odpowiedzialne za generowanie nowych receptorów 

chemokin na infiltrujących neutrofilach, co upośledza funkcjonalną odpowiedź otoczenia na 

chemokiny (takie jak CCR7,CXCR3 i CXCR4) czy zwiększa poziom CCR 5. Neutrofile można 

podzielić na 2 rodzaje. Neutrofile TEN - tumor entrained neutrophils (neutrofile wprowadzone 

do guza) wykazujące właściwości przeciwnowotworowe, oraz neutrofile TAN - tumor-
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associated neutrophils (neutrofile związane z guzem) wywierające w tym samym 

mikrośrodowisku działanie pronowotworowe poprzez tłumienie odpowiedzi 

immunologicznych i promowanie angiogenezy [104,105]. 

We wczesnych guzach fenotyp N1 populacji TEN jest bardziej cytotoksyczny w stosunku do 

nowotworów, które wydzielają znacznie wyższe poziomy TNF-α, NO i H2O2. Neutrofile 

aktywują komórki T i wykazują właściwości przeciwnowotworowe poprzez wydzielanie CCL2. 

Komórki populacji TAN uczestniczą w przebudowie macierzy pozakomórkowej (ECM), 

inwazji komórek nowotworowych, przerzutach, proliferacji i angiogenezy limfy oraz hamują 

przeciwnowotworowy nadzór immunologiczny. Naciekające TAN są modulowane przez TGF-

β w celu uzyskania fenotypu pronowotworowego N2, a hamowanie TGF-β indukuje 

przeciwnowotworowy fenotyp N1 [106]. TAN powodują również rozwój guza poprzez MMP-

9, CXCL1, TNFα, czynniki wzrostu FGF, HGF, EGF, a także angiogenezę za pośrednictwem 

VEGF.  Dodatkowo wydzielane chemokiny IL-8/CXCL8, MIP-1/CCL3, HGCP-2 (hu GCP-

2/CXCL6), IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, IL-10 i IL-12 również sprzyjają zwiększonej przeżywalności 

i rekrutacji neutrofili N2. Dzieje się tak, ponieważ przerzutowe limfocyty Th17 naciekające 

pierwotny nowotwór rekrutują komórki N2 przez podnoszenie poziomu cytokin IL-17 w 

mikrośrodowisku raka, pogłębiając tym samym negatywną rolę w ucieczce immunologicznej 

nowotworu [107]. 

 

1.6.2.4. Komórki dendrytyczne 

Komórki dendrytyczne są głównymi źródłami cytokin, zwłaszcza interleukina 12 (IL-12) 

i interleukina 3 (IL-3), które odpowiadają zarówno za odporność wrodzoną i nabytą oraz 

faworyzują odpowiedź immunologiczną typu Th1 w odrzucaniu komórek nowotworu. 

Odpowiadają za prezentację antygenów limfocytom T, a ich działanie ogranicza się do MHC-

1 i MHC-2 [108]. 

Wydzielana przez komórki dendrytyczne gospodarza IL-12 zwiększa aktywność limfocytów 

CD8(+), które z kolei wytwarzają interleukinę 17 (IL-17). Proces ten przekłada się na 

aktywność przeciwnowotworową [109]. W obecności IFN-α dojrzałe komórki dendrytyczne 

mają zdolność rozpoznawczą co oznacza, że działają jak limfocyty T. Komórki dendrytyczne 

naciekające nowotwór (TIDC) wyzwalają produkcję TGF-β, która bierze udział w usuwaniu 

guzów poprzez sygnalizację za pośrednictwem limfocytów T. W niektórych przypadkach TIDC 

nie prezentują we właściwy sposób antygenu nowotworowego limfocytom T a nawet mogą 

hamować odpowiedź prozapalną poprzez stymulację zapalnych komórek TH2.  
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Z kolei, prostaglandyna 2 (PGE-2) stymuluje leukocyty oraz komórki guza do produkcji IL-10, 

co hamuje rekrutację i nagromadzenie komórek dendrytycznych. Zarówno PGE-2, jak i IL-10 

dodatkowo zmniejszają wydzielanie IL-12 przez komórki dendrytyczne, co w konsekwencji 

prowadzi do obniżenia odpowiedzi immunologicznej [110]. W rezultacie, poprzez limfocyty 

Treg nowotwór zmniejsza aktywację komórek dendrytycznych, co przyczynia się do dalszej 

immunosupresji a także wpływa na interakcję z komórkami efektorowymi T.  Dodatkowo, 

regulatorowe komórki dendrytyczne mogą również wywołać tolerancję antygenową i supresję 

immunologiczną limfocytów T CD25+ poprzez szlak sygnalizacyjny receptora B7.  

 

1.6.2.5. Limfocyty T 

Limfocyty T, podobnie jak inne komórki odpornościowe, wykazują zmienioną rolę w 

mikrośrodowisku guza. Posiadają zarówno funkcje koordynujące jak i efektorowe w zakresie 

odporności immunologicznej. W zależności od kontekstu immunologicznego, limfocyty T 

nabywając fenotypy funkcjonalne i efektorowe, mają bezpośrednie działanie na aktywację 

procesów zapalnych lub przeciwzapalnych. Z tej też przyczyny występują jako druga, zaraz po 

makrofagach, najliczniejsza grupa komórek w mikrośrodowisku guza [111]. Ich obecność 

wykazano zarówno w niedotlenionej części rdzeniowej guza, jak też i wykraczających poza 

inwazyjną komponentę guza tkankach prawidłowych. Poza otoczeniem guza ich główna 

działalność przeciwnowotworowa odbywa się w węzłach chłonnych. Udowodniono, że wysoki 

poziom naciekania limfocytów T w nowotworach wiąże się z korzystniejszym rokowaniem w 

leczeniu czerniaka, raka piersi, płuca, jajników, jelita grubego, nerek, prostaty i żołądka 

[112,113,114,115]. Należy zaznaczyć jednak, że z uwagi na brak antygenów MHC-II w 

komórkach nowotworowych, za kluczowy składnik przeciwnowotworowy uważane są 

limfocyty Tc. Komórki Tc powstają po pobudzeniu i aktywacji limfocytów T CD8+ przez APC 

i wywierają skuteczny atak cytotoksyczny powodując bezpośrednie zniszczenie komórek 

docelowych. Odpowiedź przeciwnowotworowa, polega na wydzielaniu dużych ilości cytokin 

prozapalnych, takich jak IL-2, TNF-α i IFN-γ, białka chemotaktycznego monocytów (MCP-1), 

CCL-2 i białka zapalnego makrofagów (MIP- 1α) [116].  

Oprócz migracji do mikrośrodowiska guza komórki T powodują aktywację i wzrost 

cytotoksyczności komórek NK, ale także wpływają na wzrost prezentacji antygenów 

nowotworowych. Wobec powyższego stwierdzić należy, że obecność limfocytów T CD8+ i 

cytokin Th1 w guzach koreluje z korzystnym rokowaniem w zakresie przeżycia całkowitego i 

przeżycia wolnego od choroby w wielu nowotworach. Tym niemniej, guz nowotworowy ma 

zdolność indukcyjną rekrutacji limfocytów Treg, które przeciwdziałają 
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przeciwnowotworowym komórkom odpornościowym. W ten sposób limfocyty Treg poprzez 

wydzielanie hamujących cytokin TGF-β, IL-10 i IL-35, działanie supresyjne na receptory 

błonowe CTLA-4 i LAG-3, szlaki sygnalizacyjne zależne od NF-ĸB i kinaz MAP oraz 

bezpośrednią lizę komórek efektorowych promują rozwój i utrzymanie tolerancji 

immunologicznej [117,118]. W konsekwencji obecność limfocytów Treg będzie więc wiązać 

się z gorszym rokowaniem. 

 

1.7. Receptory Siglec 

Badania ostatnich lat wskazują, że procesy rozpoznania biologicznego na poziomie 

komórkowym i molekularnym są podstawą interakcji między nowotworem a układem 

odpornościowym. Zmieniona ekspresja genów i pokrewnych białek w procesie 

nowotworowym upośledza mechanizmy homeostazy immunologicznej i osłabia funkcję 

immunologiczną mikrośrodowiska guza. Nieprawidłowa glikozylacja powierzchni komórki 

jest kluczowym regulatorem immunogenności nowotworu i powoduje unikanie skutecznego 

nadzoru immunologicznego, a zmiany sjalilacji błonowego glikokaliksu komórek 

nowotworowych jest jednym z głównych mechanizmów regulujących procesy proliferacji, 

migracji i przerzutowania komórek nowotworowych [119]. 

Homeostaza immunologiczna jest kontrolowana przez receptory i związane z nimi szlaki 

sygnałowe prowadzące do supresji lub aktywacji komórek układu odpornościowego [120]. 

Równowaga między hamującymi i aktywującymi mechanizmami kontroli immunologicznej 

ma szczególne znaczenie w procesach autoimmunologicznych a także nadzoru nad patogenami 

i komórkami nowotworowymi [121]. Spośród opisanych systemów kontroli immunologicznej, 

tzw. immune checkpoint, na szczególną uwagę zasługują immunoreceptory Siglec, które 

regulują aktywność komórek układu odpornościowego przez system sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej wzbudzanej po przyłączeniu sjalowanych ligandów. W przebiegu 

nowotworów słaby nadzór immunologiczny koreluje ze zwiększonym poziomem sjalilacji 

błonowych glikoprotein i glikolipidów w komórkach nowotworowych. 

 

1.7.1. Definicja i nazewnictwo 

Struktury cukrowe glikoprotein i glikolipidów są swoiście rozpoznawane i wiązane przez 

receptory z grupy lektyn. Na podstawie analizy struktury i składu łańcuchów cukrowych 

wyszczególniono typy lektyn rozpoznające glikany zakończone mannozą, fukozą, galaktozą 

lub N-acetyloglukozaminą. Na szczególną uwagę zasługują glikoproteiny i glikolipidy, w 

których modyfikacje potranslacyjne skutkują przyłączeniem łańcuchów cukrowych 
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zakończonych kwasem sjalowym [ 122 ]. Główną podgrupą lektyn z domeną typu I 

zawierających w swojej budowie N-końcową domenę immunoglobinową V i wiążącą kwas 

sjalowy są receptory Siglec (z ang. Sialic acid-binding immuglobulin-type lectins). Receptory 

Siglec, jako białka transbłonowe, charakteryzują się istotnym podobieństwem w 

zewnątrzkomórkowych aminowych sekwencjach N-końcowych oraz wewnątrzkomórkowych 

karboksylowych sekwencjach C-końcowych oraz zdolnością do rozpoznawania sjalowanych 

glikanów za pośrednictwem N-końcowej domeny immunoglobulinowej V (domena IgV) [123]. 

Podstawą interakcji receptora Siglec z kwasem sjalowym jest reakcja między resztą argininową 

(Arg) receptora a grupą karboksylową kwasu sjalowego [124,125]. Analiza struktury i funkcji 

receptorów Siglec wykazała, że poszczególne białka Siglec charakteryzują się swoistością 

rozpoznawania i wiązania kwasów sjalowych w zależności od ich umiejscowienia w łańcuchu 

cukrowym oraz sposobem łączenia wiązaniem α2-3-; α2-6- i α2-8-glikozydowym w łańcuchu 

cukrowym [126]. 

Dotychczas opisano 17 receptorów Siglec, spośród których 15 występuje u człowieka. W 

przypadku trzech receptorów z rodziny Siglec, w genomie człowieka opisano tzw. allele 

zerowe, których obecność wyklucza powstanie produktu wiążącego kwasy sjalowe.  Ponadto, 

analiza strukturalna wykazała, że 9 receptorów występujących u człowieka wykazuje 

homologię z receptorami mysismi [127 ]. Nazewnictwo poszczególnych receptorów Siglec 

wynika z kolejności ich odkrycia. Pierwszą odkrytą lektyną wiążącą kwas sjalowy była 

sjaloadhezyna (Sn), której nadano oznaczenie Siglec-1. Białka immunoglobulinonopodobne 

CD22 i CD33 nazwano odpowiednio Siglec-2 oraz Siglec-3. Glikoproteiny wiążące mielinę u 

ssaków i ptaków (MAG – Mammalian myelin-associated glycoprotein oraz SMP - Schwann 

cell myelin protein) ze względu na podobieństwa funkcjonalne i strukturalne zgrupowano 

razem jako Siglec 4a oraz Siglec 4b [128]. Ludzkie receptory Siglec oznaczane są numerycznie, 

a receptory pozostałych ssaków oznaczono alfabetycznie bądź systemem rzymskim. 

  

1.7.2. Podział receptorów z rodziny Siglec 

Spośród opisanych receptorów Siglec, tylko cztery występują powszechnie w komórkach 

wszystkich ssaków w niezmienionej formie, m.in.: sjaloadhezyna (Siglec-1), CD22 (Siglec-2), 

glikoproteina związana z mieliną (MAG; Siglec-4) i Siglec-15. Pomimo dużej różnorodności 

(jedynie 25-30% identycznych sekwencji) cechują się one taką samą ewolucyjnie zachowaną 

podgrupą występującą u wszystkich ssaków. Drugą grupą są receptory Siglec spokrewnione z 

CD33, które charakteryzują się dużym podobieństwem (50-99%), ale na skutek ewolucji, 



 36 

duplikacji i/lub konwersji genów, utrata egzonów w „konserwatywnych” receptorach Siglec 

doprowadziła do powstania istotnych różnic u różnych gatunków ssaków [129]. 

Ludzkie receptory Siglec są obecne na komórkach odpornościowych i mają domenę 

zewnątrzkomórkową podobną do Ig (Rycina 5). W strukturze ludzkich receptorów wyróżnić 

można jedną zewnątrzkomórkową domenę V, która wiąże się z ligandami kwasu sjalowego. 

Pod domeną V-set receptory te niosą różną liczbę domen C2. Siglec-3 i Siglec-15 mają tylko 

jedną domenę zestawu C2, podczas gdy Siglec-1 ma 16 domen zestawu C2. Jako wyjątek, 

Siglec-XII ma dwie domeny V, ale obie nie mają reszty argininowej i nie wiążą się z ligandem 

kwasu sjalowego. Większość receptorów Siglec ma domenę wewnątrzkomórkową ITIM i 

ITIM-podobną, która pośredniczy w transmisji sygnału hamującego do komórek. Receptory 

Siglec-14, -15 i -16 mają dodatnio naładowaną resztę w domenie transbłonowej, która rekrutuje 

białko adaptorowe DAP12 i ułatwia aktywację sygnału do komórek. 

Tabela 4. Podział, dystrybucja i rola receptorów z rodziny Siglec [130]. 

Rodzina Typ Dystrybucja Udział 

 

„konserwatywne” 

receptory Siglec 

Siglec-1 

(Sjaloadhezyna)  

makrofagi, monocyty, 

komórki dendrytyczne 

choroby nowotworowe, 

infekcje 

Siglec-2 (CD 22) limfocyty B cukrzyca t.1, sepsa, SLE 

Siglec-4 (MAG) komórki produkujące 

mielinę 

neuropatia, schizofrenia, 

Siglec-15 

(CD33L3) 

osteoklasty, makrofagi, 

komórki dendrytyczne 

(DC) 

choroby nowotworowe, 

osteoporoza 

receptory Siglec 

spokrewnione z CD33 

 

Siglec-3 komórki mieloidalne 

(monocyty, makrofagi, 

mikroglej) 

schorzenia 

mielodysplastyczne  

Siglec- 5 (CD170) monocyty, neutrofile choroby nowotworowe  

Siglec-6 (CD327) komórki trofoblastu, 

mastocyty, DC 

alergie, zaburzenia 

trofoblastu 

Siglec-7 (CD328) komórki NK, monocyty, 

mastocyty basofile 

choroba Alzheimera, 

choroby nowotworowe  

Siglec-8 eozynofile, mastocyty, 

basofile 

alergie  

Siglec-9 (CD329) komórki NK, monocyty, 

makrofagi, DC 

choroby nowotworowe, 

astma, POChP 

Siglec-10 (SG2) limfocyty B, NK, 

monocyty, DC    

choroby nowotworowe, 

sepsa HCC 

Siglec-11 makrofagi, mikroglej, 

limfocyty B 

choroba Alzheimera, ostry 

uraz tkanek  

Siglec-XII makrofagi, komórki 

nabłonka 

choroby nowotworowe 

Siglec-14 monocyty, neutrofile SLE, POChP, infekcja GBS 
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Siglec-16 makrofagi, mikroglej schizofrenia 

 

 

Rycina 5. Rodzina receptorów Siglec występujących u człowieka, wg. Siddiqui i wsp., w 

modyfikacji własnej [131].  

 

1.7.3. Ekspresja receptorowa 

Ekspresja receptorów Siglec jest wyrażana w sposób specyficzny dla typu komórek, co 

może sugerować ich zaangażowanie w funkcje poszczególnych populacji. Badania nad 

dystrybucją receptorów wykazały, że ich ekspresja zlokalizowana jest głównie w komórkach 

układu krwiotwórczego i odpornościowego (Rycina 6). Ekspresja niektórych receptorów Siglec 

jest powiązana z konkretnym typem komórek. Wykazano, że rola i ekspresja 

„konserwatywnych” receptorów Siglec-1, Siglec-2 i Siglec-4 w makrofagach, limfocytach B i 

komórkach glejowych jest podobna u wszystkich ssaków. Specyficzność komórkowa ludzkich 

i mysich receptorów Siglec spokrewnionych z CD33 często nie jest zgodna z ich relacjami 

ortologicznymi. Przykładem jest ludzki Siglec-3, którego ekspresję zanotowano w dojrzałych 

monocytach, podczas gdy jego mysi ortolog jest silnie eksprymowany tylko w granulocytach 

[132]. 
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Rycina 6. Ekspresja receptorów Siglec w układzie krwiotwórczym człowieka; według Crocker 

i Varki 2001; w modyfikacji własnej. Objaśnienia: stem cell-komórka macierzysta; lymphoid 

progenitor-komórka progenitorowa limfatyczna; myeliod progenitor-komórka progenitorowa 

mieloidalna; CD8+ T-cell subset-podzbiór komórek T CD8-pozytywnych; B-cell-komórka B; 

NK cell – komórka NK; monocyte-monocyt; neutrophil-neutrofil; eosinophil-eozynofil; 

basophil-bazofil  
 

 

Ponadto, receptory Siglec spokrewnione z CD33 są różnorodnie eksprymowane w 

poszczególnych typach komórek w układzie odpornościowym, ze znacznym nakładaniem się 

ekspresji w poszczególnych populacjach. Szczególnie wysoki poziom ekspresji niektórych 

receptorów wykazano w poszczególnych typach leukocytów. Krążące monocyty wykazują 

wysoki poziom ekspresji receptorów Siglec-3, Siglec-5, Siglec-7 i Siglec-9, która pozostaje 

niezmieniona po różnicowaniu się tych komórek w makrofagi lub w czasie stymulacji 

lipopolisacharydem (LPS) [ 133 ]. Dla porównania, pochodzące z monocytów komórki 

dendrytyczne zmniejszają ekspresję Siglec-7 i -9 po ekspozycji na LPS, a plazmacytoidalne 

komórki dendrytyczne w ludzkiej krwi wykazują ekspresję Siglec-5 [134]. Niektóre receptory 

Siglec spokrewnione z CD33 wykazują ekspresję ograniczoną głównie do jednego typu 

komórek. Mimo że niski poziom ekspresji ludzkiego receptora Siglec-7 opisano w 

granulocytach i monocytach, komórki NK uważane są za główny donor tego receptora. Poza 
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tym, receptor Siglec-8 został opisany wyłącznie na błonie komórkowej eozynofilów, a Siglec-

6 ulega ekspresji w komórkach trofoblastu [135 ]. Wyjątkiem są limfocyty T, w których 

stwierdzono bardzo niską ekspresję receptorów Siglec, poza mierzalną ekspresją receptorów 

Siglec-7 i Siglec-9 w podgrupie ludzkich komórek CD8+ [136].  

  

1.7.4. Przekaźnictwo wewnątrzkomórkowe 

Wspólną cechą wszystkich znanych do tej pory receptorów Siglec jest ich struktura jako 

integralnych białek błonowych, w których strukturze wyróżnić można zewnątrzkomórkową N-

końcową domenę V, po której występują w zmiennej ilości domeny C2. Uważa się, że domena 

V jest odpowiedzialna za zdolność receptora do rozpoznawania kwasów sjalowych, podczas 

gdy domeny C2 działają jako odstępniki. Komórki odpornościowe wykazujące ekspresję 

receptora Siglec przekazują swoje sygnały wewnątrzkomórkowe za pośrednictwem kaskad 

sygnalizacyjnych związanych tzw. motywu aktywacji opartego na tyrozynie immunoreceptora 

(ITAM) lub motywu hamowania opartego na tyrozynie immunoreceptora (ITIM). Większość 

receptorów Siglec spokrewnionych z CD33 oraz CD22 działa poprzez kaskady sygnalizacyjne 

zależne od domeny sygnalizacyjnej ITIM, podczas receptory Siglec-14, -15 i -16 działają 

poprzez białko adaptorowe DAP12 zawierające domenę sygnalizacyjną ITAM [137]. Schemat 

szlaków sygnalizacyjnych zależnych od cytozolowych motywów sygnalizacyjnych ITAM i 

ITIM przedstawiono na Rycinie 7. Aktywujące receptory Siglec-14, -15 i -16, oddziałują z 

białkiem adaptorowym DAP12 zawierającym ITAM poprzez aminokwasy, które znajdują się 

w ich regionach transbłonowych. W konsekwencji cytozolowe receptory ITAM są 

fosforylowane na swoich resztach tyrozynowych przez kinazy Src, a następnie stają się 

miejscem wiązania dla kinaz białkowych Syk. Następnie kinazy te aktywują szereg dalszych 

czynników odpowiedzialnych za takie działania, jak fagocytoza, uwalnianie cytokin i migracja 

komórek. Kaskada sygnalizacyjna zależna od ITAM jest regulowana przez cytozolowe 

receptory sygnalizacyjne ITIM. Po związaniu ligandu motywy ITIM ulegają fosforylacji przez 

kinazy tyrozynowe z rodziny Src, co umożliwia rekrutację fosfataz SHP1 i SHP2 [138 ]. 

Aktywowane fosfatazy SHP-1 i SHP-2 defosforylują pośrednie sygnały wewnątrzkomórkowe, 

prowadząc do zakończenia sygnału aktywującego generowanego przez cytozolowy receptor 

ITAM. Wykazano, że mechanizm sygnalizacji wewnątrzkomórkowej oparty na receptorach 

Siglec połączonych z cytozolowym motywem sygnalizacyjnym ITIM, przeciwdziała sygnałom 

aktywacji z komórek związanych z ITAM i moduluje w ten sposób procesy związane z 

odpornością i homeostazą [139, 140,141,142]. 
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Rycina 7. Ścieżki sygnalizacyjne aktywujących i hamujących receptorów błonowych 

receptorów związanych z cytozolowymi receptorami ITIM i ITAM; według Linnartz i wsp. 

2010, w modyfikacji własnej [143]. 

 

1.7.5. Ligandy receptorów Siglec 

Rodzina kwasów sjalowych składa się z około pięćdziesieciu dziewięciowęglowych 

monocukrów, które są pochodną kwasu neuraminowego [137]. Najczęstszymi formami 

występującymi w glikoproteinach błon komórkowych i płynów ustrojowych u ssaków są: kwas 

N-acetylo-5-neuraminowy nazywany zwyczajowo sjalowym (kwas sjalowy, SA, Neu5Ac, 

NANA), kwas N-glikoliloneuraminowy (Neu5Gc) i 5-acetylo-9-O-acetyloneuraminowy 

(Neu5,9Ac2).  

 

 

Rycina 8. Najczęściej występujące formy kwasu sjalowego w organizmach ssaków. Źródło: 

Tools for Glycan Analysis QA-Bio; https://www.qa-bio.com/ 

 

https://www.qa-bio.com/
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Kwas sjalowy wchodzi w skład łańcuchów cukrowych przyłączanych do białek i lipidów w 

procesie glikozylacji. Analiza strukturalna glikoprotein wykazała, że kotranslacyjne 

i potranslacyjne modyfikacje poprzez przeniesienie poszczególnych jednostek cukrowych na 

rdzeń białkowy dotyczy około 80% białek komórki. Proces ten warunkuje dużą zmienność 

makrocząsteczek, co wiąże się z różnorodnością chemiczną monosacharydów tworzących 

łańcuch cukrowy, ich izomerii i tworzonych przez nie wiązań chemicznych. Badania 

strukturalne łańcuchów cukrowych wykazały, że większość glikokoniugatów wiąże kwas 

sjalowy wiązaniem α2,3-, α2,6- i α2,8-glikozydowym w końcowej części łańcucha cukrowego 

tworząc sjaloglikany. Ze względu na obecność kwasu sjalowego, glikoproteiny nadają błonom 

komórkowym ładunek ujemny, co ma szczególne znaczenie w regulacji adhezji podczas 

oddziaływań międzykomórkowych i komunikacji z macierzą zewnątrzkomórkową, a także 

wpływa na właściwości fizykochemiczne makrocząsteczek tj. konformację, rozpuszczalność i 

lepkość [ 144 ]. Procesy te leżą u podstaw mechanizmu odpowiedzi immunologicznej, 

zapłodnienia, tworzenia śladów pamięciowych w mózgu oraz sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej. Na szczególną uwagę zasługuje nieprawidłowa glikozylacja w 

przebiegu wielu stanów patologicznych, która stwarza dodatkowe możliwości diagnozowania 

i poszukiwania nowych kierunków terapeutycznych. Skład i strukturę łańcuchów cukrowych 

regulują sjalotransferazy i sjalidazy, których specyficzna komórkowa i tkankowa ekspresja oraz 

aktywność zależy od stanu fizjologicznego i czynników zewnętrznych. W warunkach 

fizjologicznych stopień sjalilacji błony komórkowej zależy od równowagi między ekspresją i 

aktywnością sjalotransferaz i sjalidaz katalizujących procesy syntezy i rozkładu łańcuchów 

cukrowych. Wykazano, że nadekspresja sjalotransferaz podczas transformacji i progresji 

nowotworu skutkuje nieprawidłową sjalilacją komórek nowotworowych, a zwiększona 

ekspresja silnie sjalowanych struktur, w tym sjaloglikoprotein i sjalogangliozydów, jest cechą 

charakterystyczną wielu komórek nowotworowych. Dotychczasowe badania wykazały, że 

rozwój nowotworów złośliwych koreluje ze wzrostem ekspresji kwasu sjalowego, a zmiany 

wzoru sjalilacji mogą służyć prognozowaniu wystąpienia patologii, jej rozpoznania 

i monitorowania leczenia. Jedną z najważniejszych funkcji biologicznych kwasu sjalowego jest 

jego bezpośredni udział w procesach rozpoznawania biologicznego. Wiązanie specyficznych 

sjaloglikoprotein błonowych został uznany za kluczowy etap adsorpcji czynników patogennych 

na błonach komórkowych gospodarza i inwazji tkanek i narządów. Proces ten jest znanym 

mechanizmem niektórych zakażeń bakteryjnych (Escherichia coli, Streptococcus suis), 

wirusowych (wirus grypy typu A, B, C; Cardiovirus; Paramyxovirus) i pierwotniakowych 

(Plasmodium falciparum) [133]. W przebiegu procesów nowotworowych, sjaloglikany, 
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zwłaszcza epitopy sjalo-Lewisa, b, x, y, regulują procesy interakcji z selektynami, które są 

molekularną podstawą procesów adhezyjnych towarzyszących migracji komórek 

odpornościowych do narządów docelowych przez śródbłonek naczyń i poza układem krążenia. 

Ten mechanizm został uznany za podstawę migracji wysoce sjalowanych komórek 

nowotworowych w procesie przerzutowania, a epitopy sjalo-Lewis uznane są za markery 

nowotworowe o wartości prognostycznej. Badania ostatnich lat w zakresie glikobiologii 

wskazują również na oddziaływania błonowych sjalowanych glikanów z immunoreceptorami 

z rodziny Siglec i ich rolę w regulacji funkcji układu immunologicznego [119, 

145,146,147,148]. 

Receptory Siglec rozpoznają różne formy i wiązania kwasów sjalowych, które powszechnie 

występują na powierzchni komórki. Większość zbadanych receptorów Siglec ma zachowaną 

resztę argininową w domenie V, która wpływa na funkcje receptora oraz umożliwia optymalne 

rozpoznawanie kwasów sjalowych. Cała grupa receptorów Siglec cechuje się stosunkowo 

niskim powinowactwem do najczęściej występujących na błonie komórek ssaków połączeń 

kwasu sjalowego i galaktozy Neu5Ac(α2-3)Gal oraz Neu5Ac(α2-6)Gal. Jednak poszczególne 

receptory cechują się specyficznością oraz zdolnością do rozpoznawania zróżnicowanego 

zestawu naturalnych struktur sjalozydowych. Dla przykładu, Siglec 2 ma silną preferencję dla 

Neu5Ac (α2-6) Gal, a Siglec-7 oraz Siglec-11 preferują sjalozydy o strukturze Neu5Ac (α2-8) 

[149,150]. W procesie regulacji aktywności komórkowej za pośrednictwem receptorów Siglec, 

duże znaczenie ma możliwość wiązania się ligandów na drodze interakcji cis i trans. Większość 

receptorów Siglec jest wyciszonych poprzez tworzenie połączeń cis z kwasami sjalowymi tej 

samej błonie komórkowej zmniejszając tym samym aktywność biologiczną z ligandami w 

połączeniu trans. Wyjątkiem jest receptor Siglec-1, który ze względu na swoją budowę złożoną 

z 16 domen V łatwiej wiąże ligandy w połączeniach trans [151]. Miejsca wiązania receptorów 

Siglec mogą być maskowane przez interakcje cis z kwasami sjalowymi na tej samej komórce, 

co następnie uniemożliwia im pośredniczenie w interakcjach trans komórka-komórka (Rycina 

9). 
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 Rycina 9. Interakcje cis (A) i interakcje trans (B) receptorów Siglec; według Crocker i wsp. 

2007, w modyfikacji własnej [152]. 

Badania wskazują, że większość receptorów Siglec na komórkach w stanie spoczynku znajduje 

się w zamaskowanej formie. Badania Crockera i Gordona wykazały, że zdemaskowanie 

receptorów następuje podczas aktywacji komórki, dlatego też uważa się, że interakcje cis mogą 

potencjalnie regulować funkcje receptorów Siglec [153 ,154 ]. Wykazano, że po ekspozycji 

komórek na sjalidazę, która rozszczepia ligandy Siglec przez interakcje cis (Rycina 9A), 

receptory Siglec zostają zdemaskowane, co pozwala im na interakcje z ligandami w trans 

(Rycina 9B). W przypadku, gdy receptor zostanie zdemaskowany, może związać się ze swoim 

celem w przez interakcje trans na innej powierzchni komórki. W rezultacie kaskada 

sygnalizacyjna poprzez cytozolowy receptor ITIM zostaje aktywowana i następuje efekt 

hamujący, który antagonizuje receptor ITAM [152]. 

1.7.6. Rola receptorów Siglec w układzie immunologicznym 

Jedną z podstawowych funkcji receptorów Siglec jest tłumienie funkcji układu 

immunologicznego poprzez rozpoznawanie i łączenie elementów sjalomu komórkowego w 

ramach interakcji cis i trans i aktywację szlaków sygnałowych związanych z cytozolowym 

motywem ITIM. Liczne badania wskazują na ważną rolę receptorów Siglec spokrewnionych z 

CD33 w modulowaniu zachowania leukocytów, w tym hamowaniu proliferacji komórkowej, 

indukcji apoptozy, hamowaniu aktywacji komórkowej, indukcji wydzielania cytokin 

prozapalnych oraz supresji produkcji interferonu-α [155]. Receptory Siglec spokrewnione z 
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CD33 mogą również pełnić funkcję receptorów endocytarnych, których zadaniem jest 

usuwanie sjalowanych antygenów oraz promowanie lub hamowanie prezentacji antygenów 

[ 156 ]. Oprócz receptorów spokrewnionych z CD33, ważną funkcję w regulacji układu 

immunologicznego przypisuje się receptorom sjaloadhezynie jako regulatorowi prozapalnych 

funkcji makrofagów [157].  Ponadto, Siglec-2 jest regulatorem sygnalizacji w komórkach B, 

która leży u podstaw homeostazy i przeżywalności tych komórek poprzez ustalenie progu 

aktywacji komórek przez antygen. Ważną funkcją receptorów z rodziny Siglec jest również ich 

zdolność do interakcji w ze sjaloglikanami bakteryjnymi, m.in. Neisseria meningitidis, 

Campylobacter jejuni, Streptococcus grupy B i Trypanosoma cruzi [158, 159,160,161]. Zależny 

od receptorów Siglec wychwyt tych patogenów może być korzystny dla gospodarza, gdyż 

promuje niszczenie patogenów i prezentację antygenu.    

 

1.7.7. Rola receptorów Siglec w rozwoju chorób nowotworowych 

Badania w zakresie glikobiologii wykazały, że sjalilacja błon komórkowych jest 

powszechną cechą komórek nowotworowych, dlatego ich wzajemne oddziaływanie z 

komórkami układu immunologicznego eksprymującymi receptory Siglec w mikrośrodowisku 

guza są uważane za mechanizm, który kształtuje odpowiedź immunologiczną w nowotworach 

złośliwych. Wzorzec sjalilacji w nowotworach jest wysoce niejednorodny w określonych 

typach nowotworów i określa profile zaangażowanych subpopulacji komórek 

odpornościowych wykazujących ekspresję Siglec. Zgodnie z przedstawionym w podrozdziale 

1.7.4. opisem ścieżek przekazywania sygnału, po związaniu kwasu sjalowego z receptorem 

Siglec włącza się kaskada szlaków sygnałowych modulująca odpowiedź immunologiczną.   

Wykazano, że w progresji nowotworu największe znaczenie mają receptory Siglec ze 

zdolnością do transdukcji sygnału hamującego. Komórki nowotworowe wykorzystują więc 

wysoką ekspresję kwasu sjalowego na swoją korzyść. Modyfikują one układ odpornościowy 

co prowadzi do immunosupresji. Wyciszanie efektorowych komórek odpornościowych hamuje 

aktywację odpowiedzi immunologicznych, a to w konsekwencji skutkuje tolerancją 

immunologiczną i wzrostem komórek guza nowotworowego. Przykładem zwiększonej 

sjalilacji na powierzchni komórek rakowych jest „self-associated molecular pattern” (SAMP), 

który powoduje, że receptory Siglec znajdujące się na leukocytach znacznie zmniejszają 

odpowiedź immunologiczną [162]. Dotychczasowe badania wykazały, że wysoce sjalowane 

ligandy eksprymowane na powierzchni komórek nowotworowych osłabiają nadzór 

immunologiczny i aktywność przeciwnowotworową w makrofagach mikrośrodowiska guza 

nowotworowego przez wiązanie z supresyjnymi receptorami Siglec-7 i Siglec-9. Zjawisko to 
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potwierdzono w przebiegu nowotworów płuc i skóry [163 ,164 ]. W przebiegu nowotworów 

piersi szczególne znaczenie w procesie tłumienia odporności przeciwnowotworowej przypisuje 

się receptorom Siglec-8 i Siglec10 [165 ,166 ]. Szerokie spektrum wiązania sjaloglikanów 

zwiększa więc znaczenie osi kwas sjalowy-receptor Siglec w przeciwnowotworowym procesie 

regulacyjnym. Wyniki badań na modelach komórkowych glejaka oraz badanie na modelach 

zwierzęcych potwierdziły, że interakcja komórkowa między mysim złośliwym glejem a 

komórkami odpornościowymi za pośrednictwem osi kwas sjalowy - Siglec-F lub Siglec-E 

wspiera funkcje promujące nowotwór, w tym przebudowę macierzy pozakomórkowej i 

rekrutację immunosupresyjnych komórek mieloidalnych [108,110]. Według Engbloma i wsp, 

obecność neutrofilii eksprymujących receptor Siglec-F sprzyja wzrostowi raka i koreluje ze 

złym rokowaniem [111]. Udział osi Siglec-sjaloglikany w utrzymaniu homeostazy 

immunologicznej sugeruje, że ukierunkowana manipulacja tymi procesami może otworzyć 

nową drogę terapeutyczną w wielu zaburzeniach o podłożu immunologicznym. Badania 

kliniczne nad nowotworami i chorobami autoimmunologicznymi wykazały korzystne działanie 

przeciwciał monoklonalnych anty-CD22 i CD33, w szczególności skoniugowanych z 

immunotoksynami. Ostatnio doniesiono, że Siglec-9 i Siglec-15 są kluczowymi inhibitorami 

odporności przeciwnowotworowej, które mogą być blokowane przez przeciwciała 

monoklonalne w nowym leczeniu przeciwnowotworowym [167,168]. Możliwość interrakcji na 

osi Siglec-kwas sjalowy, kontrola syntezy i zmiana ekspresji sjalilacji guza może wpłynąć 

potencjalnie na modulację odpowiedzi przeciwnowotworowej. Optymalnym wydaje się być 

opracowanie mechanizmów działania leków zwiększających udział receptorów Siglec 

aktywujących, przy jednoczesnym blokowaniu immunosupresyjnego działania receptorów 

Siglec hamujących. Większość prowadzonych badań dotyczy regulacji receptorów Siglec-2 

oraz Siglec-3. Dostępne w praktyce klinicznej Inotuzumab ozogamicin oraz Moxetumomab 

pasudotox są lekami skierowanymi przeciwko CD22 zarejestrowanymi do leczenia ostrej 

białaczki limfoblastycznej i białaczki włochatokomórkowej, a Gemtuzumab ozogamicin może 

być stosowany jako przeciwciało anty-CD33 skoniugowane z cytostatykiem do leczenia ostrej 

białaczki szpikowej [169 ,170 ,171 ]. Trwają również intensywne badania obejmujące grupę 

Siglec-7, Siglec-9, Siglec-10, Siglec-15.  Wiedza na temat roli sparowanych 

immunoreceptorów Siglec5/14 i ewentualnych leków modulujących ich działanie jest stale 

niewystarczająca i wymaga dalszego pogłębienia. Niemniej jednak na podstawie powyższych 

rozważań widać, że opisywane receptory wymagają dalszych badań. 

 

 



 46 

 1.7.8. Sparowane immunoreceptory Siglec5 i Siglec-14 

Receptory Siglec-5 i Siglec-14 należą do podgrupy ludzkich receptorów Siglec 

spokrewnionych z CD33. Analiza ich dystrybucji potwierdziła ich ekspresję receptora Siglec-5 

na powierzchni komórek szpiku układu krwiotwórczego, neutrofilach, monocytach, komórkach 

dendrytycznych, w makrofagach tkankowych, limfocytach B, komórkach tucznych i 

aktywowanych limfocytach T [134]. Podobnie do większości receptorów spokrewnionych z 

CD33, Siglec-5 zawiera w swojej budowie 4 zewnątrzkomórkowe domeny Ig-podobne oraz 

cytozolowe motywy sygnalizacyjne ITIM których podstawową funkcją jest fosforylacja 

tyrozyny i rekrutacja fosfataz tyrozynowych SHP-1 i SHP-2 [172]. Efektem aktywacji ścieżek 

sygnalizacyjnych zależnych of ITIM oraz fosfataz SHP-1 i SHP-2 udział receptora w 

hamowaniu wrodzonych odpowiedzi immunologicznych. Receptor ten ma szeroki zakres 

rozpoznawania struktur kwasu sjalowego związanego z łańcuchem cukrowym wiązaniami α2-

3, α2-6 i α2-8. Ludzki receptor Siglec-14 jest białkiem transbłonowym zawierającym 396 reszt 

aminokwasowych, złożonym z trzech domen Ig-podobnych, domeny transbłonowej i 

fragmentu cytoplazmatycznego. W przeciwieństwie do większości receptorów Siglec 

spokrewnionych z CD33, część cytoplazmatyczna receptora Siglec-14 nie zawiera ITIM. 

Cechą, która nadaje mu charakter receptora aktywującego jest reszta Arg362 w domenie 

transbłonowej, przez którą receptor łączy się z cząsteczką adaptorową DAP12 [173].  Cechą 

charakterystyczną obu receptorów jest znaczna podobieństwo sekwencji genomowych, co 

oznacza, że Siglec-14 wykazuje podobne powinowactwo i zdolność wiązania tych samych 

ligandów jak Siglec-5 (Rycina 10). 

W obrębie ektodomeny oba receptory charakteryzują się 74% homologią w zakresie sekwencji 

białek. Siglec-5 zawiera domenę inhibitorową ITIM, aby zrównoważyć aktywację Siglec 14, 

który to rekrutuje białko aktywujące DAP12, zawierające domenę ITAM [173, 174 ]. 

Podobieństwo sekwencji aminokwasowej zewnątrzkomórkowej części receptora i identyczna 

dystrybucja w tkankach i komórkach (makrofagi i neutrofile) wynika z częściowej konwersji 

leżących blisko siebie genów SIGLEC5 i SIGLEC14 w procesie ewolucji na chromosomie 

19q13.41. W organizmie ludzkim, klaster genu SIGLEC typu dzikiego (wild-type) zawiera oba 

geny SIGLEC-5 i SIGLEC-14 w tandemie, podczas gdy pochodny allel zawiera pojedynczy 

gen fuzyjny SIGLEC-5/14 [175 ]. Produkt genu fuzyjnego SIGLEC-5/14 jest identyczny na 

poziomie aminokwasowym z produktem genu SIGLEC-5 typu dzikiego, a allel określany jest 

jako SIGLEC-14-Null. Konsekwencją tego zjawiska jest zależna od genotypu osobnika 

ekspresja receptorów Siglec-5 i Siglec-14 (Rycina 11) [176]. Wykazano, że ludzkie monocyty 
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mogą eksprymować na błonie komórkowej białko Siglec-14 (homozygota typu dzikiego), 

Siglec-5 (homozygota, Siglec-14-Null) a także oba receptory (heterozygota). 

 

Rycina 10. Sekwencja genowa Siglec-14. Nukleotydowa i aminokwasowa sekwencja ludzkiego 

receptora Siglec-14 (A). Porównanie sekwencji receptorów Siglec 14 i Siglec 5 (B); według 

Angata i wsp. 2006, w modyfikacji własnej [177]. 

Badania nad dystrybucją receptorów w populacji ludzkiej wykazały, że w populacji azjatyckiej 

dominuje allel fuzyjny SIGLEC5/14, co wiaże się z ekspresją supresyjnego receptora Siglec-5. 

W przeciwieństwie, w populacji europejskiej i afrykańskiej zanotowano dominującą ekspresję 

receptora Siglec-14 jak również wspólne występowanie obu receptorów na błonie komórkowej 

monocytów i makrofagów [175]. Uważa się, że zjawisko to ma zasadnicze znaczenie w kontroli 

immunologicznej w przebiegu zakażeń patogenami. Wykazano również, że receptor Siglec5 i 

jego rozpuszczalna forma (sSiglec-5) wiążą się z selektyną PSGL1 zapobiegając tym samym 

rekrutacji leukocytów do miejsc zapalnych oraz utrzymując korzystne środowisko dla komórek 

nowotworowych [178 ]. Z drugiej strony, receptor Siglec-14 jako wysoce homologiczny do 

hamującego receptora Siglec-5, znajduje się na granulocytach i monocytach (z wyjątkiem 

limfocytów B) i jako receptor aktywujący nasila reakcję zapalną oraz uwalnianie IL-1β, czemu 

z kolei przeciwdziała Siglec-5 [174]. 
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Rycina 11. Regulacja odpowiedzi immunologicznej przez sparowane receptory Siglec-5/14 

(opracowanie własne). 
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II. CELE PRACY 

 

Badania ostatnich lat wykazały, że mechanizmy rozwoju nowotworów wykraczają poza 

zmiany wewnątrzkomórkowe i dotyczą interakcji pomiędzy komórkami nowotworowymi i 

otaczającym środowiskiem. Mikrośrodowisko guza jest ściśle związane z progresją 

nowotworów, a interakcja komórek nowotworowych z ich otoczeniem odgrywa kluczową rolę 

w angiogenezie, wzroście guza, rozprzestrzenianiu się komórek nowotworowych, 

lekooporności i odpowiedzi immunologicznej. 

Celem pracy jest ocena wpływu tamoksyfenu na aktywność komórek układu 

immunologicznego na przykładzie monocytów oraz udziału sparowanych receptorów Siglec-

5/14 w procesie nadzoru immunologicznego w komórkowym modelu nowotworu piersi. 

Podjęto następujące cele: 

1) Zbadanie cytotoksycznego wpływu tamoksyfenu na komórki raka piersi linii MCF-7 i 

MDA-MB-231 oraz monocytów linii THP-1 hodowanych w warunkach monokultury i 

kokultury. 

2) Zbadanie wpływu tamoksyfenu na aktywność immunologiczną monocytów linii THP-

1 hodowanych w warunkach monokultury lub w kokulturze z komórkami raka piersi 

MCF-7 i MDA-MB-231.  

3) Zbadanie wpływu tamoksyfenu na ekspresję receptorów Siglec-5 i Siglec-14 oraz 

związanych z nimi elementów wewnątrzkomórkowych szlaków sygnalizacyjnych na 

poziomie genów i białka w monocytach linii THP-1 hodowanych w warunkach 

monokultury lub w kokulturze z komórkami raka piersi MCF-7 i MDA-MB-231. 

4) Zbadanie wpływu tamoksyfenu na interakcję sparowanych receptorów Siglec-5 i 

Siglec-14 z błonami komórek raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231 hodowanych w 

warunkach monokultury lub w kokulturze z monocytami linii THP-1.     
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III. MATERIAŁY I METODY 

 

3.1. Materiały 

 

3.1.1. Podłoża hodowlane i dodatki: 

 Podłoże hodowlane RPMI-1640; ATCC, USA 

 Surowica płodowa bydlęca; Eurx, Polska 

 Roztwór antybiotyków PenStrep (penicylina + streptomycyna; 10000U/ml); Gibco, USA 

 0,25% roztwór trypsyny z dodatkiem 0,913 mM EDTA; Gibco, USA  

 2-merkaptoetanol, roztwór 55 mM; Gibco, USA  

 

3.1.2. Odczynniki 

 Woda demineralizowana 

 Alkohol etylowy 70%; Chempur, Polska 

 Tamoksyfen; Dr. Ehrenstofer GmBH; Niemcy 

 mirystynian-13-octan forbolu (PMA); Merck, USA 

 Triton X-100; Merck, USA 

 Dimetylosulfotlenek (DMSO); Merck, USA 

 bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy; Merck, USA 

 Glicyna; POCh, Polska 

 Chlorek sodu (NaCl); POCh, Polska 

 Buforowany roztwór soli fizjologicznej (PBS; bez jonów wapnia i magnezu); PAN-

BioTech, Niemcy 

 Zestawy RNeasy Mini Kit; QIAGEN, Niemcy 

 Chloroform; Merck, USA 

 Odczynniki do reakcji odwrotnej transkrypcji SuperScriptTM First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR (Invitrogen, USA) 

 QuantiTectTM SYBRGreen PCR Master Mix (QIAGEN, Niemcy) 

 Startery dla genów SIGLEC5; SIGLEC14, SHP1 (PTPN6), SHP2 (PTPN11), DAP12 

(TYROBP) i genu referencyjnego GAPDH - QuantiTect Primer Assay (QIAGEN, Niemcy) 

 

3.1.3. Przeciwciała, białka fuzyjne i gotowe zestawy komercyjne: 

 CD68-FITC, przeciwciało monoklonalne, klon eBioY1/B2A (Y1/82A); Invitrogen, USA 

 Arginaza-1, przeciwciało poliklonalne; Invitrogen, USA 

 Siglec-5/14-FITC, przeciwciało monoklonalne; R&D Systems, USA 
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 Immunoglobuliny izotypowe klasy IgG skoniugowane z FITC; Invitrogen USA  

 Przeciwciała drugorzędowe klasy IgG skoniugowane z FITC; Invitrogen, USA 

 Przeciwciało drugorzędowe klasy IgG z fragmentem Fc skoniugowane z FITC; Jackson 

ImmunoResearch, USA  

 Komercyjny zestaw do oznaczania cytokin IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNFα - 

BD CBA Human Inflammatory Cytokine Kit; Becton Dickinson, USA 

 Białko fuzyjne Siglec-5/Fc Chimera; R&D Systems, USA 

 Białko fuzyjne Siglec-14/Fc Chimera; R&D Systems, USA 

 

3.1.4. Materiały niezbędne do prowadzenia hodowli komórkowej: 

 Butelki do hodowli komórkowej T25 (25 cm2); Sarstedt, Niemcy 

 Butelki do hodowli komórkowej T75 (75 cm2); Sarstedt, Niemcy 

 Probówki sterylne 15 ml; Sarstedt, Niemcy 

 Probówki sterylne 50 ml; Sarstedt, Niemcy 

 Płytki do hodowli 6-dołkowe; Sarstedt, Niemcy 

 Pipety serologiczne 10 ml; Sarstedt, Niemcy 

 Pipety Pasteura szklane; Hirschman, Niemcy  

 Końcówki sterylne z filtrem do pipet automatycznych; Sarstedt, Niemcy 

 Zestaw płytek 6-dołkowych z insertami 0,4 μm; Greiner Bio-One, Austria 

 Inserty silikonowe dwukomorowe; Ibidi, Niemcy 

 Probówki cytometryczne; Falcon, USA  

 

3.1.5. Sprzęt: 

 Cytometr przepływowy FACS CantoII; Becton Dickinson, USA 

 Cytometr przepływowy FACS Lyric; Becton Dickinson, USA 

 Termocykler PTC 200 (MJ Research, USA) 

 System detekcji fluorescencji Real Time PCR CFX 96 Connect; Bio-Rad, USA 

 Spektrofotometr dwuwiązkowy VWR UV-6300PC; VWR, Belgia 

 Spektrofotometr UV-ViS NanoDrop 2000; Thermo Scientific, USA 

 Wirówka laboratoryjna Capp CRC-416X; CAPP, Dania  

 Wytrząsarka Ika Vortex 3; IKA, Niemcy 

 Łaźnia wodna Ika, IKA, Niemcy 

 Inkubator CO2 Memmert ICO150; Memmert, Niemcy 

 Komora laminarna NuAire Biohazard NU-440; NuAire, USA 
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 Mikroskop kontrastowo-fazowy Leica DMIL LED; Leica, Niemcy 

 Pipeta automatyczna akumulatorowa Pipetus; Hirschman Laborgeräte, Niemcy 

 Pipety automatyczne Eppendorf 1-10 μl, 10-100 μl, 20-200 μl, 100-1000 μl, 1000-5000 

μl; Eppendorf, Niemcy  

 

3.1.6. Oprogramowanie: 

 Flowing Software, wersja 2.5.1; Finlandia 

 FlowJo, wersja 10.8.1; USA 

 ImageJ, wersja 1.46; USA  

 Instat, wersja 3.05; USA 

 

 

3.2. Linie komórkowe 

Zadania badawcze zrealizowano w oparciu o komercyjne linie komórkowe raka sutka 

MCF-7 i MDA-MB-231 oraz linię komórkową ludzkiej białaczki monocytarnej THP-1. Linie 

komórkowe pozyskano z American Type Culture Collection (ATCC). Podstawą klasyfikacji linii 

komórkowych do badań były właściwości biologiczne komórek oraz możliwości ich aplikacji 

w zaplanowanym modelu eksperymentalnym. 

 

3.2.1. Linia komórkowa ludzkiego raka sutka MCF-7 

Linia komórkowa MCF-7 powstała z wysięku opłucnowego 69-letniej kobiety z 

rozpoznanym gruczolakorakiem sutka. Komórki MCF-7 zachowują szereg morfologicznych 

cech podobnych do nabłonka sutka. W profilu receptorowym wykazano ekspresję receptora 

estrogenowego alfa (ER-α), a także receptory androgenowe, progesteronowe i 

glukokortykoidowe. Badania eksperymentalne wykazały, ze stymulacja komórek MCF-7 

estrogenami wywiera efekt przeciwapoptotyczny, podczas gdy narażenie na leki 

antyestrogenowe (np. tamoksyfen) zmniejsza wzrost hodowli przez hamowanie proliferacji i 

indukowanie apoptozy [179]. 
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Rycina 12. Komórki MCF-7 w hodowli 48 godzin po wysianiu; pasaż 12. Zdjęcie wykonano w 

Zakładzie Farmakologii Klinicznej UM w Białymstoku; fot. Karol Rogowski. Powiększenie 

100x. 

 

3.2.2. Linia komórkowa ludzkiego raka sutka MDA-MB-231 

Linia komórkowa MDA-MB-231 jest nabłonkową linią komórkową ludzkiego raka piersi, 

która powstała z wysięku opłucnowego 51-letniej kobiety rasy kaukaskiej z przerzutowym 

gruczolakorakiem sutka. Linia MDA-MB-231 charakteryzuje się wysokim potencjałem 

inwazyjnym, u którego podstaw leży słabe zróżnicowanie komórek i ich wysoka aktywność 

proteolityczna względem macierzy pozakomórkowej. Badania profilu receptorowego opisują 

linię MDA-MB-231 jako potrójnie ujemny rak piersi (TNBC; triple negative breast cancer), 

ponieważ nie wykazano ekspresji receptora estrogenowego (ER), receptora progesteronu (PgR) 

i receptora ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu 2 (HER2) [180].  

 

 

Rycina 13. Komórki MDA-MB-231 w hodowli 24 godziny po wysianiu; pasaż 13. Zdjęcie 

wykonano w Zakładzie Farmakologii Klinicznej UM w Białymstoku; fot. Karol Rogowski. 

Powiększenie 100x. 
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3.2.3. Linia komórkowa ludzkiej białaczki monocytarnej THP-1 

Linia komórkowa THP-1 powstała z krwi obwodowej rocznego chłopca z ostrą białaczką 

monocytową. Analiza cytologiczna komórek THP-1 wykazała, że przypominają one pierwotne 

monocyty i makrofagi pod względem właściwości morfologicznych, zdolności różnicowania i 

ekspresji specyficznych markerów. W warunkach eksperymentalnych, ekspozycja zawiesiny 

monocytowych komórek THP-1 na 12-mirystynian-13-octan forbolu (PMA) zwiększa ich 

adhezję do płytek hodowlanych i zmienia morfologię, co jest cechą różnicowania monocytów 

w makrofagi. Monocyty traktowane PMA charakteryzują się płaskim i ameboidalnym 

kształtem z dobrze rozwiniętym aparatem Golgiego i szorstką siateczką śródplazmatyczną, 

dużą liczbą rybosomów w cytoplazmie, niższym tempem proliferacji, wyższym tempem 

fagocytozy i wyższą ekspresją CD11b i CD14 na powierzchni błony komórkowej [181]. 

 

Rycina14. Komórki THP-1 w hodowli 24 godziny po wysianiu (A) i po 48 godzinnej inkubacji 

z 12-mirystynian-13-octanem forbolu (B). Zdjęcie wykonano w Zakładzie Farmakologii 

Klinicznej UM w Białymstoku; fot. Karol Rogowski. Powiększenie 100x. 
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3.3. Metody 

3.3.1. Hodowle komórkowe 

W badaniach wykorzystano standardowe techniki hodowli komórkowej, których celem 

było uzyskanie jednorodnych populacji komórek. Hodowlę komórek linii MCF-7, MDA-MB-

231 i THP-1 prowadzono w inkubatorze Memmert ICO150 (Memmert; Niemcy) w atmosferze 

5% CO2 i temperaturze 37oC. Podłoże dla adherentnych komórek MCF-7 i MDA-MB-231 

stanowiło medium hodowlane RPMI-1640 z dodatkiem 10% bydlęcej surowicy płodowej (FBS) 

i 1% mieszaniny antybiotyków zawierającej penicylinę (50 U/ml) i streptomycynę (50 mg/ml). 

Hodowle komórek adherentnych o konfluentności około 80% pasażowano przy użyciu 0,25% 

roztworu trypsyny co 3 dni i utrzymywano w hodowli nie dłużej niż 2 miesiące od rozmrożenia. 

Nieadherentne komórki THP-1 hodowano w podłożu RPMI-1640 zawierającym 10% bydlęcej 

surowicy płodowej (FBS), 1% mieszaniny antybiotyków oraz 0,05 mM merkaptoetanolu. 

Zawiesinę komórek pasażowano co 3-4 dni, a do badań wykorzystano komórki między 8 a 12 

pasażem. 

Zgodnie z przyjętym modelem eksperymentalnym, badanie przeprowadzono w warunkach 

monokultury i kokultury. Monokultury komórek nowotworowych i monocytów wykonano na 

sterylnych polistyrenowych płytkach 6-dołkowych. Komórki wysiano w ilości 1x105 

komórek/dołek. Liczbę komórek określono za pomocą automatycznego licznika komórek 

Scepter 3.0 (Merck, USA). Do badań zastosowano monokultury o gęstości komórek około 80%. 

Hodowla w systemie insertów została wykorzystana jako model kokultury pośredniej. 

Wstępnie, komórki nowotworowe wysiano na sterylnej płytce 6 dołkowej, a w każdym dołku 

umieszczono insert (ThinCert, Greiner, Niemcy) z komórkami THP-1. Stosunek ilościowy 

monocytów do komórek nowotworowych wynosił 10:1. Populacje komórek oddzielała 

porowata membrana z tetraftalanu polietylenu o rozmiarze porów 0,4 μm, która uniemożliwiała 

fizyczne kontakty między populacjami, ale pozwalała na chemiczną komunikację między nimi. 

 

3.3.2. Badanie wpływu tamoksyfenu na żywotność komórek MCF-7, MDA-MB-231 i THP-1 

W niniejszej pracy analizie poddano modulujący wpływ tamoksyfenu na komórki raka 

sutka i monocyty w warunkach monokultury i kokultury. Zastosowana dawka została określona 

w badaniach wstępnych opartych na modelu oceny cytotoksyczności tamoksyfenu i jego 

wpływie na potencjał inwazyjny komórek nowotworowych. 

Tamoksyfen został rozpuszczony w dimetylosulfotlenku (DMSO) i dodany do hodowli 

komórek do osiągnięcia stężeń: 0,1; 1; 10 i 50 μM. Stężenie DMSO w badanych próbach nie 

przekraczało stężenia 0,1%. Czas inkubacji komórek z tamoksyfenem wynosił 24 godziny w 
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standardowych warunkach przyjętych dla hodowli komórkowych (37oC; 5% CO2). Spośród 

testowanych stężeń do dalszych badań wybrano dawkę 10 μM ze względu na największe 

powtarzalne działanie cytotoksyczne tamoksyfenu mierzone testem MTT.  

 

 

Rycina 15. Hodowle komórek MCF-7, MDA-MB-231 i THP-1 w warunkach monokultury (A) 

i kokultury (B) poddanych 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen.  

 

3.3.2.1. Test MTT 

Test MTT został wykorzystany w celu określenia żywotności komórek po ekspozycji na 

wybrane stężenia tamoksyfenu. Test opiera się na reakcji barwnej, która wynika ze  

 zdolności mitochondrialnej dehydrogenazy do przekształcania pomarańczowego, 

rozpuszczalnego w wodzie bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowego do 

nierozpuszczalnego w wodzie błękitnego formazanu. 

Adherentne komórki MCF-7 i MDA-MB-231 wysiewano na 6-dołkowej płytce w ilości 

1x105/dołek i utrzymywano w hodowli do osiągnięcia konfluencji około 80%. W celu zbadania 

wpływu tamoksyfenu na żywotność komórek nowotworowych w warunkach kokultury w 

każdym dołku umieszczono insert z komórkami THP-1. Komórki traktowano przez 24 godziny 

tamoksyfenem o stężeniu 0,1; 1; 10 i 50 μM. Po 24 godzinnej inkubacji medium odessano za 

pomocą pompki próżniowej, a komórki przepłukano 500 μl roztworu PBS o temperaturze 37oC. 

Dołki opróżniono poprzez odessanie PBS, dodano 1 ml PBS i 50 μl roztworu MTT o stężeniu 
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1mg/ml i inkubowano 30 minut w 37oC. Następnie do każdego dołka dodano 1 ml DMSO, a 

po 10 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej dodano 10 μl buforu Sorensena o pH 

10,5 zawierającego 0,1 M glicyny i 0,1 M NaCl. Zawartość dołków lekko zmieszano i 

odczytano absorbancję przy długości fali 570 nm za pomocą spektrofotometru VWR UV-

6300PC.  

W celu zbadania wpływu tamoksyfenu na monocyty hodowane w warunkach monokultury i 

kokultury, komórki THP-1 poddano 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen o stężeniu 0,1; 1; 

10 i 50 μM. Komórki przeniesiono do probówek laboratoryjnych z dnem stożkowym i 

wirowano na wirówce laboratoryjnej (CAPP CRC-416X, 1220 obr./min; 5 minut). Komórki 

zawieszono w 1 ml PBS z dodatkiem 50 μl roztworu MTT o stężeniu 1mg/ml i inkubowano 90 

minut w 37oC. Komórki ponownie odwirowano, zawieszono w 1 ml DMSO i inkubowano 10 

minut w temperaturze pokojowej, a następnie dodano 10 μl buforu Sorensena o pH 10,5 

zawierającego 0,1 M glicyny i 0,1 M NaCl. Zawartość probówek delikatnie zmieszano i 

odczytano absorbancję przy długości fali 570 nm.   

 

3.3.2.2. Test migracji (test „gojenia rany”) 

Test „gojenia rany” pozwala na ocenę potencjału inwazyjnego komórek nowotworowych 

w oparciu o ich aktywność migracyjną i proliferacyjną. Metoda polega na wykonaniu rysy w 

hodowli jednowarstwowej a następnie pomiarze jej zarastania. W celu wykluczenia 

mechanicznego uszkodzenia komórek, rysę wykonano przy użyciu dedykowanych do 

eksperymentu samoprzylepnych dwukomorowych insertów wykonanych z biokompatybilnego 

silikonu (Ibidi GmbH; Niemcy). 

Dwukomorowe inserty o wymiarach 8.4 x 8.4 x 5 mm i powierzchni całkowitej 0,82 cm2 

umieszczono w sterylnej płytce 6 dołkowej (1 insert/dołek). Do każdej komory insertu 

wprowadzono 70 μl zawiesiny komórek o gęstości 2 x 105. Po osiągnięciu pełnej konfluentności 

hodowli, inserty usunięto i uzupełniono pożywką hodowlaną do objętości całkowitej 2 ml. 

Według danych producenta, między komorami uzyskano szczelinę o szerokości 500 μm. W 

celu uzyskania warunków kokultury, w każdym dołku umieszczono insert membranowy z 

komórkami THP-1. Komórki poddano 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen o stężeniu 10 

μM.       
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Rycina 16. Przygotowanie próbki dla testu „gojenia rany” z użyciem dwukomorowego insertu 

silikonowego Ibidi (A; wg. materiałów instruktażowych producenta Ibidi GmbH; rysunek 

zmodyfikowany). Płytka 6-dołkowa z wysianymi komórkami nowotworowymi sutka w 

insertach Ibidi (zdjęcie własne; fot. Karol Rogowski). 

 

Po upływie 24 godzin, próby poddano analizie mikroskopowej z wykorzystaniem odwróconego 

mikroskopu kontrastowo-fazowego Leica DM IL Led. Sporządzono dokumentację 

fotograficzną szczeliny dla 3 losowo wybranych sektorów próby. Rozmiar szczeliny 

analizowano za pomocą programu ImageJ.  

 

3.3.3. Badanie wpływu tamoksyfenu na aktywność immunologiczą komórek THP-1 

Status immunologiczny badano w oparciu o profil wybranych pro- i przeciwzapalnych 

cytokin uwalnianych z monocytów linii THP-1 w monokulturze i kokulturach oraz markery 

różnicowania monocytów w makrofagi o fenotypie prozapalnym M1 i przeciwzapalnym M2. 

Zdolność komórek THP-1 do różnicowania w makrofagi zbadano poprzez inkubację tych 

komórek z mirystynianem-13-octanem forbolu (PMA) w dawce 100ng/ml przez 24, 48 i 72 

godziny. 
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3.3.3.1. Oznaczenie stężenia cytokin  

Stężenie cytokin IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNFα oznaczono przy pomocy 

zestawu Cytometric Bead Array Human Inflammatory Cytokines Kit (Becton Dickinson, USA). 

Zestaw wykorzystuje kulki pokryte specyficznymi przeciwciałami, które służą jako 

powierzchnia wychwytująca cytokiny. Materiał do badań stanowiły supernatanty z hodowli 

komórkowej, które otrzymano przez wirowanie poszczególnych prób. Oznaczenie wykonano 

zgodnie z instrukcją producenta zestawu. W pierwszym etapie oznaczenia przygotowano 

seryjne rozcieńczenia wzorca rozpuszczonego w buforze do rozcieńczeń (Assay Diluent). 

Następnie sporządzono mieszaninę kulek sprzęgniętych z przeciwciałami anty-IL-β; IL-6, IL-

8, IL-10, IL-12p70 i TNF-α. Na każdą badaną próbkę przeznaczono 10 μl roztworu 

podstawowego każdego rodzaju kulek. Do cytometrycznych probówek pomiarowych dodano 

odpowiednio 50 μl mieszaniny kulek, 50 μl roztworu wzorca lub próby badanej oraz 50 μl 

odczynnika detekcyjnego Human Inflammatory Cytokine PE Detection Reagent. Próby 

poddano 3 godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej bez dostępu światła. Następnie do 

probówek pomiarowych dodano 1 ml buforu płuczącego i poddano wirowaniu na wirówce 

laboratoryjnej z prędkością 200 rcf przez 5 minut. Kulki zawieszono w 300 µl buforu 

płuczącego i poddano pomiarowi na cytometrze przepływowym FACS CantoII (Becton 

Dickinson, USA). Uzyskane wyniki analizowano za pomocą oprogramowania FCAP Array 

V2.0.2 (Becton Dickinson, USA). 

 

3.3.3.2. Analiza markerów różnicowania monocytów THP-1 i fenotypu immunologicznego  

Do oznaczenia ekspresji markerów charakterystycznych dla makrofagów i ich fenotypu 

immunologicznego zastosowano metodę cytometrii przepływowej w oparciu o swoiste 

przeciwciała. Dla wykorzystanych w badaniu przeciwciał wykonano właściwe kontrole 

izotypowe poprzez inkubację komórek kontrolnych THP-1 z immunoglobulinami klasy IgG 

skoniugowanymi z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Po 24 godzinnej ekspozycji na 

tamoksyfen, komórki THP-1 odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut), a uzyskany osad 

zawieszono w 4% roztworze paraformaldehydu (200 µl/105 komórek) i inkubowano w 

temperaturze pokojowej przez 10 minut. Komórki przepłukano 1 ml PBS w temperaturze 

pokojowej i odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut). Uzyskany osad zawieszono w 100 µl 

0,1% roztworu Triton-X100 i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po tym 

czasie komórki przepłukano 1 ml PBS i ponownie odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut). 

Uzyskany osad zawieszono w 250 μl PBS i poddano znakowaniu przeciwciałami 
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monoklonalnymi w stężeniach zalecanych przez producenta. W celu oznaczenia 

wewnątrzkomórkowej ekspresji CD68, komórki THP-1 inkubowano bez dostępu światła w 

temperaturze pokojowej przez 30 minut z przeciwciałem monoklonalnym skierowanym 

przeciwko CD68 i sprzęgniętym z FITC. Stężenie przeciwciała w każdej próbie badanej 

wynosiło 0,125 µg/105 komórek. Komórki przepłukano 1 ml PBS, odwirowano (1500 obr/min; 

4oC; 5 minut) i zawieszono w 500 µl PBS. W celu identyfikacji arginazy-1 w badanych próbach, 

komórki inkubowano z pierwszorzędowym przeciwciałem monoklonalnym skierowanym 

przeciwko arginazie-1 o stężeniu 2,6 µg/ml przez 30 minut w temperaturze pokojowej. 

Komórki odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut) i zawieszono w 250 µl PBS a następnie 

inkubowano w zaciemnieniu w temperaturze pokojowej przez 30 minut z przeciwciałem 

drugorzędowym zawierającym FITC jako fluorofor. Następnie komórki ponownie odwirowano 

(1500 obr/min; 4oC; 5 minut) i zawieszono w 500 µl PBS. Analizę przeprowadzono przy użyciu 

cytometrów przepływowych FACS Lyric i FACS CantoII. 

 

3.3.4. Badanie wpływu tamoksyfenu na ekspresję sparowanych receptorów Siglec-5/14 i 

elementów wewnątrzkomórkowych szlaków sygnalizacyjnych 

Wpływ tamoksyfenu na proces nadzoru immunologicznego badano w oparciu o 

cytometryczny pomiar ekspresji sparowanych receptorów Siglec-5/14 na powierzchni komórek 

THP-1 w warunkach monokultury i kokultury. Do oceny zmian w poziomie ekspresji genów 

SIGLEC5, SIGLEC14, SHP1 (PTPN6), SHP2 (PTPN11), DAP12 (TYROBP) zastosowano 

reakcję łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (Real Time PCR) z użyciem 

specyficznych par starterów. 

 

3.3.4.1. Oznaczenie ekspresji sparowanych receptorów Siglec-5/14 metodą cytometrii 

przepływowej 

W badaniu wykorzystano komercyjnie dostępne przeciwciało monoklonalne wiążące 

zewnątrzkomórkową domenę sparowanych receptorów Siglec-5/14. Po 24 godzinnej 

ekspozycji na tamoksyfen, komórki THP-1 odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut), a 

uzyskany osad zawieszono w 4% roztworze paraformaldehydu (200 µl/105 komórek) i 

inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Komórki przepłukano 1 ml PBS w 

temperaturze pokojowej i odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut), a uzyskany osad 

zawieszono w 250 μl PBS i poddano znakowaniu przeciwciałem skoniugowanym z FITC. 

Stężenie przeciwciała w każdej próbie badanej wynosiło 5 µg/ml. Próby wraz z właściwymi 

kontrolami izotypowymi inkubowano bez dostępu światła w temperaturze pokojowej przez 30 
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minut. Następnie komórki przepłukano 1 ml PBS, odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut) i 

zawieszono w 500 μl PBS. Analizę przeprowadzono przy użyciu cytometru przepływowego 

FACS CantoII. 

 

3.3.4.2. Badanie poziomu ekspresji genów metodą Real-time PCR  

Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen, komórki THP-1 odwirowano (1500 obr/min; 

4oC; 5 minut), przepłukano zimnym PBS i przeprowadzono izolację całkowitego RNA przy 

użyciu gotowego zestawu RNasy Mini Kit według instrukcji producenta. Stężenie 

wyizolowanych próbek RNA mierzono na mikrospektrofotometrze UV-ViS NanoDrop 2000, 

a także oceniano ich czystość od białka w oparciu o stosunek absorpcji przy długości fal 

260/280 nm.  

W kolejnym etapie badania przeprowadzono reakcję odwrotnej transkrypcji, której celem było 

otrzymanie stabilnego kwasu nukleinowego cDNA. Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano 

gotowy zestaw SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR zgodnie z instrukcją 

producenta. Przed przystąpieniem do procedury próbki RNA rozcieńczono wodą uzyskując 

ostatecznie stężenie 1 μg/μl RNA w roztworze. Reakcję odwróconej transkrypcji 

przeprowadzono przy użyciu termocyklera PTC 200. Do sporządzenia mieszaniny reakcyjnej 

użyto: 1 μl roztworu RNA wyizolowanego z komórek THP-1, 1 μl roztworu dNTP, 1 μl 

starterów Oligo_dT i wodę wolną od RNA-az (RNA-se free). Całkowita objętość mieszaniny 

reakcyjnej wynosiła 10 μl. Zawartość probówek reakcyjnych inkubowano w temperaturze 65°C 

przez 5 minut, a następnie próbki umieszczano w lodzie na 1 minutę. Do każdej próbki RNA 

dodano mieszaninę RT Mix, która zawierała 2 μl buforu 10X RT, 4 μl 25 mM roztworu MgCl2, 

2 μl 0,1M roztworu DTT i 1 μl roztworu RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor. 

Próby inkubowano w 25°C przez 2 minuty, a następnie do każdej do każdej próbki RNA dodano 

1l (50 jednostek) roztworu SuperScriptTM II RT. Mieszaninę ponownie inkubowano w 

temperaturze 25oC przez 5 minut. Po tym czasie próby poddano kolejno inkubacji w 

temperaturze 42oC przez 50 minut i 72oC przez 15 minut. Probówki reakcyjne mieszaniną 

reakcyjną schłodzono w lodzie, a następnie dodano 1 l roztworu Rnase H i poddano końcowej 

inkubacji w temperaturze 37oC przez 20 minut. Probówki reakcyjne z otrzymanym cDNA 

uzupełniono 150 l wodą wolną od RNa-az i przechowywano w temperaturze -200C. 

Do ilościowej oceny poziomu ekspresji genów SIGLEC5, SIGLEC14, SHP1 (PTPN6), SHP2 

(PTPN11) i DAP12 (TYROBP) użyto systemu detekcji fluorescencji Real Time PCR CFX 96 

Connect. W reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym wykorzystano gotowe 
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startery firmy Qiagen o tej samej temperaturze przyłączania. Sekwencje użytych starterów są 

objęte tajemnicą handlową firmy Qiagen, ale były zgodne bazą danych Gene Bank.  

W badaniu użyto następujących starterów: 

 Dla genu SIGLEC5: HS_SIGLEC5_1_SG QuantiTect Primer Assay 

 Dla genu SIGLEC14: HS_SIGLEC14_1_SG QuantiTect Primer Assay 

 Dla genu DAP12: HS_TYROBP_1_SG QuantiTect Primer Assay 

 Dla genu SHP1: HS_PTPN6_1_SG QuantiTect Primer Assay 

 Dla genu SHP2: HS_PTPN11_1_SG QuantiTect Primer Assay 

Do normalizacji badań wykorzystano gen referencyjny GAPDH z rodziny „housekeeping gene” 

o stałym poziomie ekspresji w warunkach eksperymentu opierając się na komercyjnym 

starterze firmy Qiagen: HS_GAPDH_1_SG QuantiTect Primer Assay. 

Reakcję PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono z wykorzystaniem cDNA pozyskanego 

w reakcji odwrotnej transkrypcji oraz zestawu QuantiTectTM SYBR Green PCR Master Mix. 

Według danych producenta mieszanina QuantiTectTM SYBR Green PCR Master Mix zawierała 

polimerazę DNA HotStart-Taq, mieszaninę dNTP, barwnik fluorescencyjny SYBR Green I 

oraz bufor reakcyjny. 

 Każda probówka reakcyjna zawierała: 5 l cDNA uzyskanego w wyniku reakcji odwróconej 

transkrypcji, 10 l roztworu QuantiTectTM SYBR Green PCR Master Mix oraz 2 l startera 

badanego genu. Dla każdego genu oznaczanego w poszczególnej próbie badanej reakcję Real-

Time PCR wykonano w dwóch powtórzeniach.  

W badaniu zastosowano następujące warunki reakcji amplifikacji: 

1. wstępna aktywacja polimerazy HotStart-Taq                        950C- 15 min 

2. denaturacja nici cDNA                                                          950C - 30 s 

3. wiązanie starterów                                                                 550C - 15s 

4. synteza nici DNA                                                                   720C - 30s 

5. czytanie płytki 

6. powtórzenie cyklu denaturacja - synteza nici DNA            39x 

7. krzywa topnienia – odczytywanie temperatury  

denaturacji produktów                                                         co 20C i 2s 

8. zakończenie reakcji          

Produkty reakcji amplifikacji badanych genów oceniano na podstawie krzywej dysocjacji i 

temperatur mięknięcia poszczególnych produktów wyznaczonych przez aparat pomiarowy. 

Poziom ekspresji genów określono na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej dla serii 

rozcieńczeń cDNA pochodzącego z komórek kontrolnych THP-1. Wyniki względnej ekspresji 
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otrzymano w postaci wartości CT- threshold cycle - cyklu reakcji PCR, w którym nastąpił 

maksymalny wzrost fluorescencji, wyznaczonym w punkcie przecięcia z linią threshold, której 

poziom wyznaczany jest za pomocą krzywej wzorcowej.  

 

3.3.5. Ocena wiązania białek fuzyjnych Siglec-5 Fc i Siglec-14 Fc do komórek nowotworowych 

MCF-7 i MDA-MB-231. 

W badaniu wykorzystano białka fuzyjne Fc, których struktura składa się z domeny Fc 

IgG genetycznie połączonej białkiem będącym przedmiotem zainteresowania o zachowanej 

natywnej aktywności biologicznej. 

Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen w warunkach monokultury i kokultury, komórki 

MCF-7 i MDA-MB-231 zebrano z płytek hodowlanych za pomocą sterylnego skrobaka i 

odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut), a uzyskany osad zawieszono w 250 μl PBS.  Do 

każdej próby badanej dodano białka fuzyjne Siglec-5/Fc lub Siglec-14/Fc w stężeniu 5 μg/ml i 

inkubowano w temperaturze 37oC przez 60 minut. Następnie, komórki przepłukano 1 ml PBS, 

odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 5 minut) i znakowano przeciwciałem drugorzędowym o 

właściwościach fluorescencyjnych. Próby inkubowano bez dostępu światła w temperaturze 

pokojowej przez 30 minut, a następnie przepłukano 1 ml PBS, odwirowano (1500 obr/min; 4oC; 

5 minut) i zawieszono w 500 μl PBS. Dla badanych prób przygotowano właściwe kontrole 

izotypowe. Analizę przeprowadzono przy użyciu cytometru przepływowego FACS CantoII.   

 

3.4. Analiza statystyczna    

Dane przedstawione w postaci wykresów są średnią ± SD z 3-5 eksperymentów. Analizę 

statystyczną przeprowadzono w oparciu o pakiet statystyczny Instat stosując jednoczynnikowy 

test ANOVA z testem post hoc Bonferoni. Za różnice istotne statystycznie uznano wyniki, 

gdzie wartość p była mniejsza od 0,05.  
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IV. WYNIKI 

 

4.1. Wpływ tamoksyfenu na żywotność komórek raka sutka linii MCF-7 i MDA-MB-231 oraz 

monocytów linii THP-1 hodowanych w warunkach monokultury i kokultury.  

 Ocena wpływu 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen na przeżywalność komórek raka 

piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231 oraz monocytów THP-1 została wykonana w oparciu o test 

MTT. Na podstawie uzyskanych wyników wykazano, że wraz ze wzrostem stężenia 

tamoksyfenu w zakresie 0,1-50 μM spada przeżywalność badanych komórek. Analiza 

żywotności komórek raka sutka linii MCF-7 i MDA-MB-231 hodowanych w warunkach 

monokultury lub w obecności monocytów THP-1 wykazała, że narażenie na tamoksyfen w 

zakresie stężeń 0,1 - 1 μM powoduje nieistotną statystycznie redukcję przeżywalności w 

granicach od 1% do 6%. Narażenie na tamoksyfen w stężeniach 10 i 50 μM powodowało istotny 

statystycznie spadek żywotności komórek nowotworowych linii MCF-7, zarówno w 

warunkach monokultury i kokultury (Rycina 17). 

 

Rycina 17. Analiza przeżywalności komórek raka piersi linii MCF-7 po 24 godzinnej 

ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. Wyniki przedstawiono jako % 

kontroli i stanowią średnią ± SD z trzech niezależnych oznaczeń. *p < 0,05 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do nietraktowanych komórek linii MCF-7.  
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  W warunkach monokultury, żywotność komórek linii MCF-7 uległa redukcji o 22% dla 

stężenia 10 μM i 58% dla stężenia 50 μM. W warunkach kokultury żywotność komórek 

traktowanych tamoksyfenem w stężeniu 10 μM i 50 μM spadła odpowiednio o 16% i 41%.  

W populacji MDA-MB-231 zanotowano zahamowanie wzrostu komórek nowotworowych po 

24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen w stężeniu 10 μM i 50 μM o odpowiednio 7% i 13% w 

monokulturze oraz 4% i 11% w kokulturze (Rycina 18). Obserwowane zmiany były nieistotne 

statystycznie w porównaniu do komórek nietraktowanych tamoksyfenem. 

 

Rycina 18. Analiza przeżywalności komórek raka piersi linii MDA-MB-231 po 24 godzinnej 

ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. Wyniki przedstawiono jako % 

kontroli i stanowią średnią ± SD z trzech niezależnych oznaczeń.  

 

Wyniki przedstawione na Rycinie 19 obrazują wpływ tamoksyfenu na przeżywalność komórek 

linii THP-1 utrzymywanych w warunkach monokultury oraz hodowanych w obecności 

komórek nowotworowych sutka MCF-7 lub MDA-MB-231. Analiza statystyczna uzyskanych 

wyników wykazała, że narażenie komórek THP-1 na tamoksyfen w zakresie stężeń 0,1 - 10 μM 

powoduje nieistotną statystycznie redukcję ich przeżywalności w granicach od 2% do 6%. 

Znamienny spadek żywotności komórek THP-1 w stosunku do komórek nietraktowanych 

zanotowano w monokulturach i kokulturach narażonych na 50 μM tamoksyfenu.         
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Rycina 19. Analiza przeżywalności monocytów linii THP-1 po 24 godzinnej ekspozycji na 

tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. Wyniki przedstawiono jako % kontroli i stanowią 

średnią ± SD z trzech niezależnych oznaczeń. *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w 

stosunku do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

 

Do dalszych badań nad immunomodulacyjnym działaniem tamoksyfenu na komórki THP-1 

wybrano stężenie 10 μM.  

  

4.2. Ocena wpływu tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek raka piersi linii MCF-7 i 

MDA-MB-231 w warunkach monokultury lub w kokulturze z monocytami linii THP-1. 

W celu potwierdzenia danych uzyskanych w teście redukcji MTT, oceniono wpływ 

tamoksyfenu na aktywność biologiczną komórek raka sutka poprzez analizę zdolności migracji 

i proliferacji komórek w teście „gojenia rany”. Potencjał migracyjny mierzono w oparciu o 

pomiar pola powierzchni między dwiema krawędziami konfluentnej hodowli komórek 

nowotworowych sutka w warunkach monokultury i kokultury po ekspozycji na 10 μM 

tamoksyfenu. 

Wyniki eksperymentu przedstawiono za pomocą zdjęć wykonanych w momencie wykonania 

„rany” oraz po 24 godzinach od rozpoczęcia badania i ekspozycji na tamoksyfen (Ryciny 20 i 

22) oraz wykresach sporządzonych w oparciu o wyniki pomiaru powierzchni (Ryciny 21 i 23). 

W monokulturach komórek linii MCF-7 i ich kokulturach z monocytami linii THP-1 pole 
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powierzchni szczeliny zmniejszyło się znamiennie odpowiednio o 43% i 21% w ciągu 24 

godzin od wykonania „rany”. Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen zanotowano 

zmniejszenie pola powierzchni wolnej od komórek o 21% w monokulturze i 12 w kokulturze 

(Ryciny 20, 21).    

 

 

 

Rycina 20. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MCF-7. Reprezentatywne 

zdjęcia przedstawiające proces „gojenia rany” w monokulturze komórek MCF-7 lub w 

kokulturze z monocytami linii THP-1. 
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Rycina 21. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MCF-7. Analiza pola 

powierzchni „rany” w trakcie 24 godzinnego doświadczenia. Wyniki przedstawiono jako % 

kontroli i stanowią średnią  ± SD  z trzech niezależnych oznaczeń. *p < 0,05 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do nietraktowanych komórek linii MCF-7 w czasie 0h.   

  

Ryciny 22 i 23 przedstawiają aktywność migracyjną i proliferacyjną komórek raka sutka linii 

MDA-MB-231. Pomiar powierzchni wolnej od komórek wykazał, że w monokulturach 

komórek linii MCF-7 i ich kokulturach z monocytami linii THP-1 pole powierzchni szczeliny 

zmniejszyło się znamiennie odpowiednio o 68% i 52% w ciągu 24 godzin od wykonania „rany”. 

W populacji MDA-MB-231 narażonej na 24 godzinną ekspozycję na 10 μM tamoksyfenu 

zanotowano istotne statystycznie zmniejszenie pola powierzchni „rany” odpowiednio o 39% w 

monokulturze oraz 30% w kokulturze. 
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Rycina 22. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MDA-MB-231. 

Reprezentatywne zdjęcia przedstawiające proces „gojenie rany” w monokulturze komórek 

MCF-7 lub w kokulturze z monocytami linii THP-1. 
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Rycina 23. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MDA-MB-231. Analiza 

pola powierzchni „rany” w trakcie 24 godzinnego doświadczenia. Wyniki przedstawiono jako 

% kontroli i stanowią średnią  ± SD  z trzech niezależnych oznaczeń. *p < 0,05 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do nietraktowanych komórek linii MCF-7 w czasie 0h. 

 

4.3. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję cytokin w monokulturach monocytów linii THP-1  

i kokulturach z komórkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. 

Immunomodulacyjny wpływ tamoksyfenu oszacowano na podstawie cytometrycznej 

analizy stężeń wybranych cytokin w monokulturach monocytów linii THP-1 i kokulturach z 

komórkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. Porównanie analizowanych poziomów 

TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-12p70, określanych jako ilość białka cytokinowego na 

mililitr supernatantu komórkowego, wykazało różnice między komórkami nietraktowanymi i 

traktowanymi tamoksyfenem. Średnie stężenia cytokin TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-

12p70 w nadsączach monocytów THP-1 w badanych układach hodowli komórkowych 

przedstawia (Rycina 23;A-F).  
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Rycina 24.  Stężenie TNFα (A), IL-1β (B), IL-6 (C), IL-8 (D), IL-10 (E) i IL-12p70 (F) w 

monokulturach i kokulturach monocytów linii THP-1. Każda kolumna przedstawia średnią 

wartość stężenia z 3 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w 

stosunku do nietraktowanych monocytów kontrolnych w odpowiednim układzie komórkowym; 

# - stężenie <0,01 pg/ml (poniżej progu oznaczalności).  
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W próbkach monocytów THP-1 hodowanych w monokulturze stwierdzono niższe poziomy 

TNF-α, IL-6 i IL-8 w porównaniu z ich stężeniami w próbkach uzyskanych z kokultur 

monocytów z komórkami MCF-7 lub MDA-MB-231. Jednocześnie, nie stwierdzono 

wydzielania IL-1β, IL-10 i IL-12p70 w próbkach pochodzących z monokultury monocytów 

THP-1. W kokulturach komórkowych zaobserwowano wysokie poziomy wszystkich 

testowanych testowanych cytokin w grupach doświadczalnych z wyjątkiem IL-10 w kokulturze 

monocytów THP-1 z komórkami raka sutka linii  MCF-7 i IL-12p70 w kokulturze monocytów 

THP-1 z komórkami raka sutka linii MDA-MB-231. Średnie stężenie TNFα (pg/ml) w 

nadsączach komórkowych uzyskanych z monokultury komórek THP-1 oraz kokultur z 

komórkami MCF-7 i MDA-MB-231 wynosiło odpowiednio: 0,62 ± 0,32; 26,7 ± 7,5 i  41,04 ± 

5,9, a po 24 godzinnej ekspozycji na 10 μM tamoksyfenu wzrosło odpowiednio do wartości:  

4,06 ± 0,68;  95,21 ± 14,8 i  92,02 ± 7,3. Powyższe zmiany były istotne statystycznie (p<0,05); 

Rycina 24A. Statystycznie wyższe stężenia IL-1β (pg/ml) zanotowano w nadsączach 

komórkowych uzyskanych z kokultur monocytów THP-1 z komórkami MCF-7 oraz MDA-

MB-231 po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen i wynosiły odpowiednio: 89,53 ± 11,5 vs. 

46,06  ± 7,06 w grupie kontrolnej oraz 1669 ± 68,9 vs. 1399 ± 74,10 w grupie kontrolnej 

(Rycina 24B). Analiza statystyczna wykazała, że 24 godzinna ekspozycja komórek THP-1 na 

tamoksyfen w monokulturze i kokulturze z komórkami MCF-7 nie zmienia istotnie stężenia IL-

6 i IL-8 w porównaniu do poziomu oznaczonego w próbach kontrolnych.  

Średnie stężenie IL-6 (pg/ml) w nadsączu komórkowym uzyskanym z kokultury monocytów 

THP-1 z komórkami MDA-MB-231 wynosiło 345 ± 14,8 pg/ml i zmniejszyło się istotnie 

statystycznie po 24 godzinnej ekspozycji na 10 μM tamoksyfenu do poziomu 278 ± 15,85 pg/ml  

(Rycina 24C). Przeciwny efekt zanotowano w przypadku oznaczenia stężenia IL-8. 

Statystycznie wyższe stężenie IL-8 (pg/ml) zanotowano w nadsączach komórkowych 

uzyskanych z kokultur monocytów THP-1 z komórkami MDA-MB-231 po 24 godzinnej 

ekspozycji na tamoksyfen (18768 ± 394 vs. 14667 ± 459 w grupie kontrolnej; Rycina 24D). 

Wyniki przedstawione na Rycinie 24E obrazują wpływ tamoksyfenu na produkcję i 

wydzielanie IL-10 w poszczególnych układach komórkowych.  Średnie stężenie IL-10 (pg/ml) 

w nadsączu komórkowym uzyskanym z kokultury monocytów linii THP-1 z komórkami MDA-

MB-231 po ekspozycji na10 μM tamoksyfenu wynosiło 5,07 ± 0,59 pg/ml i było statystycznie 

wyższe od poziomu w grupie kontrolnej (2,71 ± 0,23 pg/ml). W zastosowanym modelu 

badawczym stężenie IL-12p70 zostało zmierzone tylko w nadsączu komórkowym uzyskanym 

z kokultury monocytów THP-1 z komórkami MCF-7 traktowanej 10 μM tamoksyfenu przez 

24 godziny i wynosiło 0,43 ± 0,1 pg/ml (Rycina 24F). 
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 4.4. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję CD68 w monokulturach monocytów linii THP-1  

i kokulturach z komórkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. 

W celu określenia zdolności monocytów linii THP-1 do różnicowania się w makrofagi, 

komórki poddano stymulacji mirystynianem-13-octanem forbolu w dawce 100 ng/ml przez 24, 

48 i 72 godziny. W komórkach oznaczono ekspresję CD68 metodą cytometrii przepływowej.   

 

 

 

Rycina 25. Wpływ mirystynianu-13-octanu forbolu (PMA) na ekspresję CD68 w monocytach 

linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają 

kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), PMA 24h (linia 

niebieska), PMA 48h (linia różowa) i PMA 72h (linia zielona). Wykresy słupkowe 

przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 

– różnica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

  

 

Wyniki analizy cytometrycznej wykazały, że komórki z ekspresją CD68 stanowiły 8,07 ± 3,55% 

całkowitej populacji analizowanej jako grupa kontrolna. Po stymulacji za pomocą PMA przez 

24, 48 i 72 godziny, komórki z ekspresją CD68 stanowiły odpowiednio 22,11 ± 6,63%; 35,84  

± 6,35% i 39,6 ± 7,25% badanej populacji (Rycina 25).   

Na Rycinach 26, 27 i 28 przedstawiono zmiany ekspresji CD68 w odpowiedzi na 10 μM 

tamoksyfenu w poszczególnych układach komórkowych. W przypadku monokultury 
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monocytów linii THP-1 zastosowanie tamoksyfenu znamiennie statystycznie zwiększyło 

ekspresję CD68 w 13,6 ± 2,45% populacji analizowanych komórek w porównaniu do populacji 

nietraktowanej (8,07 ± 3,55%).   

 

 

 

Rycina 26. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję CD68 w monocytach linii THP-1. Histogramy 

uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę izotypową 

(histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy 

słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów; 

*p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

 

W kokulturze monocytów linii THP-1 z komórkami raka sutka linii MCF-7 tamoksyfen 

indukował ponad dwukrotny wzrost ekspresji CD68. W porównaniu do grupy kontrolnej ilość 

komórek z ekspresją CD68 wzrosła z 11.79 ± 4,85% w grupie kontrolnej do 24,59 ± 6,27% w 

populacji traktowanej tamoksyfenem.   
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Rycina 27. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję CD68 w monocytach linii THP-1 w hodowli z 

komórkami raka piersi MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek 

i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), 

tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są 

średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku 

do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

 

Najwyższy poziom ekspresji CD68 zanotowano w monocytach linii THP-1 w hodowli z 

komórkami raka sutka linii MDA-MB-231. Wyniki analizy cytometrycznej wykazały, że w tym 

układzie komórkowym monocyty z ekspresją CD68 stanowiły 18,52 ± 4,55% populacji 

komórek kontrolnych, podczas gdy 24 godzinna ekspozycja na tamoksyfen zwiększała 

ekspresję CD68 do 31.56 ± 6,25% analizowanej populacji.   
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Rycina 28. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję CD68 w monocytach linii THP-1 w hodowli z 

komórkami raka piersi MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 

komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), 

tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są 

średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku 

do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

 

4.5. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję arginazy-1 w monokulturach monocytów linii THP-1  

i kokulturach z komórkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. 

Biorąc pod uwagę zdolność monocytów do różnicowania się w makrofagi i ich 

zaangażowanie w formowanie mikrośrodowiska guza piersi, oceniliśmy ekspresję arginazy-1 

jako markera fenotypu immunosupresyjnego M2. Na Rycinach 29, 30 i 31 przedstawiono 

zmiany wewnątrzkomórkowej ekspresji arginazy-1 w odpowiedzi na 10 μM tamoksyfenu w 

poszczególnych układach komórkowych. Uzyskane wyniki wskazują, że zastosowane w 

badaniu przeciwciało monoklonalne skierowane przeciwko arginazie-1 potwierdziło wysoką 

ekspresję tego enzymu we wszystkich analizowanych próbach. Spośród testowanych układów 

komórkowych wysoki poziom ekspresji arginazy-1 zanotowano w niestymulowanych 

monocytach linii THP-1 hodowanych w warunkach monokultury lub w kokulturze z 

komórkami raka sutka linii MDA-MB-231. Ilość komórek wykazujących ekspresję arginazy-1 

w tych grupach wynosiła odpowiednio 53 ± 7,2% i 72,4 ± 12,2%. Najniższy poziom ekspresji 

arginazy-1 w grupie komórek kontrolnych obserwowano w monocytach linii THP-1 
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hodowanych w obecności komórek nowotworowych MCF-7, co stanowiło 25,1 ± 9.5% badanej 

populacji.  

 

Rycina 29. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję arginazy-1 w monocytach linii THP-1. 

Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę 

izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). 

Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych 

eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych 

komórek linii THP-1. 

 

Stymulacja tamoksyfenem w stężeniu 10 μM przez 24 godziny skutkowała spadkiem ekspresji 

arginazy-1 w badanych populacjach. W przypadku monokultury monocytów linii THP-1 

zastosowanie tamoksyfenu zmniejszało ekspresję arginazy-1 o 17%, a łączna ilość komórek 

wykazujących ekspresję enzymu stanowiła w 35,4 ± 5,7% populacji analizowanych komórek 

(Rycina 29). Podobną tendencję zaobserwowano w populacji monocytów THP-1 w warunkach 

kokultury z komórkami MCF-7. Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen ilość komórek z 

ekspresją arginazy-1 była dwukrotnie niższa w porównaniu do grupy kontrolnej i stanowiła 

12.1 ± 7,4% (Rycina 30). Opisane różnice były istotne statystycznie. Nie zaobserwowano 

istotnych statystycznie różnic w populacji monocytów THP-1 w hodowli z komórkani MDA-

MB-231 (Rycina 31).      
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Rycina 30. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w hodowli 

z komórkami raka piersi MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 

komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), 

tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są 

średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku 

do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

 
 

 

Rycina 31. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w hodowli 

z komórkami raka piersi MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 

komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), 
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tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są 

średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku 

do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

 

4.6. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję sparowanych receptorów Siglec-5/14 w monokulturach 

monocytów linii THP-1 i kokulturach z komórkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. 

Do oceny wpływu tamoksyfenu na ekspresję sparowanych receptorów Siglec-5 i Siglec-

14 metodą cytometrii przepływowej zastosowano przeciwciało monoklonalne wiążące domenę 

zewnątrzkomórkową receptora Siglec-5 i Siglec-14. Na Rycinach 32, 33 i 34 przedstawiono 

zmiany ekspresji badanych receptorów na błonach komórkowych w monocytach THP-1 w 

odpowiedzi na 10 μM tamoksyfenu w poszczególnych układach komórkowych. Ekspresja 

białek Siglec-5 i Siglec-14 w komórkach kontrolnych THP-1 była podobna do tej 

obserwowanej w komórkach rosnących w obecności komórek MCF-7 i MDA-MB-231, a 

łączna ilość komórek w badanych populacjach wynosiła odpowiednio 29.9 ± 3,3%; 29,4 ± 2,88 

i 27,8 ± 4,0%.  

 

 
 

Rycina 32. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję receptorów Siglec-5/14 w monocytach linii THP-

1. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę 

izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). 

Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych 

eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych 

komórek linii THP-1. 
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Stymulacja tamoksyfenem w stężeniu 10 μM przez 24 godziny skutkowała zmianą ekspresji 

sparowanych receptorów Siglec-5/14 w populacjach monocytów linii THP-1 w zastosowanych 

układach komórkowych. W monokulturze, ilość komórek z ekspresją Siglec-5/14 wzrosła o 2,7% 

i stanowiła 32,6 ± 2,17% badanej populacji (p>0,05; Rycina 32). Wzrost ekspresji receptorów 

Siglec-5/14 zaobserwowano również w populacji monocytów THP-1 w warunkach kokultury 

z komórkami MCF-7 i MDA-MB-231. Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen ilość 

komórek z ekspresją receptorów Siglec-5/14 w kokulturze z komórkami linii MCF-7 była 

znamiennie wyższa w porównaniu do grupy kontrolnej i stanowiła 46,5 ± 4,13% badanej 

populacji komórek (Rycina 33). Analiza ekspresji receptorów sparowanych Siglec-5/14 po 24 

godzinach ekspozycji monocytów linii THP-1 utrzymywanych w kokulturze z komórkami raka 

sutka MDA-MB-231 wykazała nieistotny statystycznie wzrost ekspresji receptora o 7,2% w   

stosunku do grupy kontrolnej (Rycina 34). 

   

 

 

 
 

Rycina 33. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję receptorów Siglec-5/14 w monocytach linii THP-

1 w hodowli z komórkami raka piersi MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 

10000 komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia 

czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± 

SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w 

stosunku do nietraktowanych komórek linii THP-1. 

 
 



 81 

 
Rycina 34. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję receptorów Siglec-5/14 w monocytach linii THP-

1 w hodowli z komórkami raka piersi MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy 

cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę 

kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają 

odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów. 

 

4.7. Ocena ekspresji genów SIGLEC5, SIGLEC14, PTPN6, PTPN11 i TYROBP  monokulturach 

monocytów linii THP-1 i  kokulturach z komórkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. 

Biorąc pod uwagę potencjał immunomodulacyjny selektywnych modulatorów 

receptorów estrogenowych i udział receptorów Siglec w procesach nowotworowych, ocenie 

ilościowej metodą Real Time PCR poddano wpływ tamoksyfenu na mechanizmy regulacji 

odpowiedzi immunologicznej zależnej od receptorów Siglec na poziomie genów. Zmiany 

poziomu transkryptów badanych genów przedstawiono na Rycinie 35 (A-E). Analiza  poziomu 

transkryptów genów wykazała porównywalną ekspresję genów SIGLEC5 i SIGLEC14 w 

komórkach THP-1 hodowanych w warunkach monokultury i kokulturach z komórkami raka 

sutka linii MCF-7 i MDA-MB-231. Średni poziom transkryptu genu SIGLEC5 w komórkach 

THP-1 pochodzących z monokultury oraz kokultur z komórkami MCF-7 i MDA-MB-231 

wynosił odpowiednio: 4,16 ± 0,44; 4,19 ± 0,58 i 2,52 ± 0,34, a po 24 godzinnej ekspozycji na 

10 μM tamoksyfenu zanotowano wzrost odpowiednio do wartości: 9,42 ± 1,2; 10,38 ± 0,25 i 

14,08 ± 1,25. Powyższe zmiany były istotne statystycznie (p<0,05); Rycina 35A.  
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Rycina 35. Poziom transkryptów genów SIGLEC5, SIGLEC14, PTPN6, PTPN11 i TYROBP 

w monokulturach i kokulturach monocytów linii THP-1. Wynik eksperymentu przedstawia 

relatywną ekspresję genu i jest średnią ± SD z trzech próbek; *p < 0,05 – różnica istotna 
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statystycznie w stosunku do nietraktowanych monocytów kontrolnych w odpowiednim 

układzie komórkowym. 

Mimo że zmiany ekspresji genu SIGLEC14 utrzymywały tendencję wzrostową, poziom 

transktyptów tego genu był znacznie wyższy niż genu SIGLEC5. Średni poziom transkryptu 

genu SIGLEC14 w komórkach THP-1 pochodzących z monokultury oraz kokultur z 

komórkami MCF-7 i MDA-MB-231 wynosił odpowiednio: 31,14 ± 6,17; 28,76 ± 4,89 i 19,37 

± 5,41, a po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfenu w stężeniu 10 μM zanotowano wzrost 

odpowiednio do wartości: 87,47 ± 5,92; 54,41 ± 9,2 i 68,38 ± 11,3. Powyższe zmiany były 

istotne statystycznie (p<0,05; Rycina 35B). Średni poziom transkryptów genów PTPN6 i 

PTPN11 w komórkach THP-1 pochodzących z monokultury wynosił odpowiednio: 10,13 ± 

1,89 i 139 ± 13,58, a po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfenu w stężeniu 10 μM zanotowano 

istotny statystycznie wzrost odpowiednio do wartości: 30,4 ± 8,44; 213,16 ± 24,2 (Ryciny 35C, 

D). Ekspresja transkryptów PTPN6 i PTPN11 w monocytach THP-1 rosnących w obecności 

komórek MCF-7 pozostawała niezmieniona po ekspozycji na tamoksyfen. Po 24 godzinnej 

ekspozycji na tamoksyfen, poziom transkryptu genu PTPN11 w monocytach linii THP-1 

pochodzących z kokultur z komórkami MDA-MB-231 był znamiennie wyższy w porównaniu 

z komórkami kontrolnymi (196,15 ± 17,4 vs. 113,8 ± 9,9), podczas gdy poziom transkryptu 

PTPN6 był znamiennie niższy w porównaniu z grupą kontrolną (18,39 ± 2,21 vs. 8,57 ± 1,13). 

Analiza poziomu transkryptu genu TYROBP wykazała istotny statystycznie wzrost w 

monokulturze komórek linii THP-1 i w kokulturze tych komórek z komórkami raka sutka linii 

MDA-MB-231 po 24 godzinnej ekspozycja na tamoksyfen. Zmiany poziomu transkryptu genu 

w monocytach THP-1 w kokulturze z komórkami MCF-7 nie były istotne statystycznie (Rycina 

35E). 

 

4.8. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białek fuzyjnych Siglec-5/Fc i Siglec-14/Fc z komórkami 

raka sutka linii MCF-7 i MDA-MB-231.  

Zgodnie z ogólną hipotezą sjaloglikany powierzchniowe komórek nowotworowych 

pełnią kluczową rolę w procesie rozpoznawania biologicznego i nadzorze immunologicznym. 

W badaniu oceniono wpływ tamoksyfenu na wiązanie rozpuszczalnych rekombinowanych 

białek fuzyjnych receptora Siglec-5 i Siglec-14 z liniami komórkowymi raka piersi. Wyniki 

analizy cytometrycznej komórek MCF-7 i MDA-MB-231 wykazały, że testowane białka 

fuzyjne ulegają interakcji z powierzchnią błony komórek nowotworowych w przyjętych w 

badaniu układach komórkowych. Analiza cytometryczna wykazała, że ekspozycja komórek 

MCF-7 na tamoksyfen zwiększała powinowactwo białka fuzyjnego Siglec-5/Fc o około 29% 
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w monokulturze i 18% w kokulturze z monocytami THP-1, co stanowiło odpowiednio 56,9 ± 

6,55% i 62,9 ± 9,25% analizowanej populacji. Powyższe zmiany były istotne statystycznie 

(p<0,05); Ryciny 36 i 37.      

  

 

Rycina 36. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami raka 

sutka MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają 

kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia 

czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 

niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej. 

 

 

W populacji komórek MDA-MB-231 poddanej 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen, 

interakcja z białkiem fuzyjnym Siglec-5/Fc wzrosła o 12% w monokulturze (p>0,05) i 32% w 

kokulturze komórek nowotworowych z monocytami THP-1 (p<0,05), co stanowiło 

odpowiednio 50,2 ± 10,8% i 57,9 ± 11,4% analizowanej populacji (Ryciny 38 i 39).  
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Rycina 37. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami raka 

sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy 

cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę 

kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają 

odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej. 

 

 

Rycina 38. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami raka 

sutka MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i 

przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), tamoksyfen 
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(linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 

niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej. 

 

 

 

Rycina 39. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami raka 

sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy 

cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę 

kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają 

odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej. 

 

 

Poziom wiązania białka fuzyjnego Siglec-14/Fc w populacji komórek raka sutka linii MCF-7 

wskazywał tendencję wzrostową w odpowiedzi na 24 godzinną stymulację tamoksyfenem w 

warunkach monokultury jak również w obecności monocytów linii THP-1 (Ryciny 40 i 41). W 

monokulturze i kokulturze, komórki MCF-7 wiążące na powierzchni błony komórkowej białko 

fuzyjne Siglec-14/Fc stanowiły odpowiednio 30,7 ± 4,2% i 47,4 ± 14,2% badanej populacji. W 

odpowiedzi na tamoksyfen ilość badanych komórek w powyższych grupach była odpowiednio 

wyższa o 4,7% i 18,6%. Dla powyższych zmian nie zanotowano znamienności statystycznej.        
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Rycina 40. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami raka 

sutka MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają 

kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia 

czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 

niezależnych eksperymentów. 

 

 

 

Rycina 41. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami raka 

sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy 

cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę 

kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają 

odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów. 
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Wyniki analizy cytometrycznej komórek MDA-MB-231 sugerują, że białko fuzyjne Siglec-

14/Fc wiąże się z powierzchnią błony komórek nowotworowych w zastosowanych układach 

komórkowych (Ryciny 42 i 43). Analiza cytometryczna wykazała, że ekspozycja komórek 

MDA-MB-231 na tamoksyfen zwiększała powinowactwo białka fuzyjnego Siglec-14/Fc o 

około 11% w monokulturze i 13% w kokulturze z monocytami THP-1, a komórki MDA-MB-

231 wiążące na powierzchni błony komórkowej białko fuzyjne Siglec-14/Fc stanowiły 

odpowiednio 35,1 ± 4,45% i 50,8,4 ± 8,3% badanej populacji. Dla powyższych zmian 

zanotowano znamienność statystyczną. 

 

 

 
Rycina 42. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami raka 

sutka MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komórek i 

przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę kontrolną (linia czarna), tamoksyfen 

(linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 

niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej. 
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Rycina 43. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami raka 

sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy 

cytometrycznej 10000 komórek i przedstawiają kontrolę izotypową (histogram szary), grupę 

kontrolną (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy słupkowe przedstawiają 

odsetek populacji ± SD i są średnią z 5 niezależnych eksperymentów; *p < 0,05 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej. 
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V. DYSKUSJA 

Rak piersi stanowi grupę nowotworów charakteryzującą się się dużym zróżnicowaniem i 

heterogennością na płaszczyźnie molekularnej i morfologicznej [182]. Badania genomu i 

proteomu komórek nowotworowych piersi zdefiniowały grupy genów i białek, których zmiana 

ekspresji i struktury wiąże się ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia procesu nowotworowego 

i jest czynnikiem diagnostycznym i prognostycznym w anatomicznym systemie oceny stopnia 

zaawansowania i strategii terapeutycznej [183,184,185]. Badania ostatnich lat wykazały, że 

mechanizmy progresji nowotworowej wykraczają poza zmiany wewnątrzkomórkowe i są 

związane z mikrośrodowiskiem guza, a interakcja komórek nowotworowych z ich otoczeniem 

pełni ważną funkcję w biologii nowotworu [ 186 ]. Wyniki wieloletnich badań w ramach 

międzynarodowych projektów biomedycznych, mi.in. The Cancer Genome Atlas (TGCA), 

sugerują, że profilowanie i katalogowanie mikrośrodowiska nowotworu piersi na poziomie 

pojedynczych komórek zrębu i komórek odpornościowych jest kluczowe dla poznania 

mechanizmów leżących u podstaw nadzoru immunologicznego, przerzutowania, oporności na 

chemioterapię i niskiej wrażliwości na immunoterapię [187]. Według bazy danych TGCA 

krajobraz immunologiczny raka piersi jest wysoce heterogenny, a nacieki komórek 

odpornościowych o fenotypie supresyjnym zostały opisane jako wskaźnik aktywności 

inwazyjnej i są czynnikiem prognostycznym dla skuteczności terapeutycznej i całkowitego 

przeżycia [188].  

Pomimo coraz szerszej wiedzy na temat molekularnych mechanizmów nadzoru 

immunologicznego i postępu w opracowaniu nowych kierunków leczenia celowanego, 

konwencjonalna chemioterapia nadal stanowi główną strategię w leczeniu chorób 

nowotworowych [189,190]. Oprócz dobrze określonych i pożądanych efektów klinicznych, 

standardowe terapie obejmują również liczne dodatkowe działania, począwszy od 

oczekiwanych i/lub nieoczekiwanych działań niepożądanych, a skończywszy na nie w pełni 

poznanych nowych kierunkach i mechanizmach działania leczniczego.  

W niniejszej rozprawie doktorskiej dokonano oceny immunomodulacyjnego działania 

tamoksyfenu w komórkowym modelu raka piersi. Głównym celem badawczym było 

sprawdzenie, czy modyfikacjom statusu immunologicznego monocytów w badanych układach 

komórkowych towarzyszą zmiany ekspresji i funkcji sparowanych receptorów Siglec-5/14. 

Badanie wykonano na hodowlach ludzkich monocytów linii THP-1 i komórek nowotworowych 

piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. Kryterium wyboru komórek nowotworowych były ich 

cechy biologiczne, w tym ekspresja receptorów estrogenowych i wrażliwość na tamoksyfen. 

Pierwszym etapem badań była ocena cytotoksycznego działania tamoksyfenu na komórki 
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nowotworowe i monocyty w oparciu o biochemiczny test aktywności metabolicznej MTT. 

Wykazano, że tamoksyfen w stężeniu 10 i 50 μM znamiennie zmniejszał przeżywalność 

komórek MCF-7 po 24 godzinach ekspozycji o odpowiednio 22% i 58% (Rycina 17). Wynik 

tej obserwacji jest zbieżny z danymi literaturowymi. Darakhshan i wsp. wykazali, że 

tamoksyfen w stężeniach (1-20 μM) hamował żywotność komórek linii MCF-7 w sposób 

zależny od stężenia, a przeżywalność tych komórek po ekspozycji na stężenie 10 μM spada o 

około 30% po 24 godzinach ekspozycji [191]. W podobnym badaniu, Rohlenova i wsp. określili 

wartość IC50 dla tamoksyfenu w hodowli komórek linii MCF-7 na poziomie 15,6 μM [192]. W 

populacji komórek MDA-MB-231 nie zanotowano znacznego spadku przeżywalności, a 

populacja monocytów linii THP-1 zmniejszyła się znamiennie po narażeniu na najwyższe 

testowane stężenie leku (Ryciny 18 i 19). Do dalszych badań nad immunomodulującymi 

właściwościami tamoksyfenu wybrano stężenie 10 μM. Decyzję podjęto w oparciu o dane 

literaturowe na temat stężeń tamoksyfenu w surowicy krwi i narządach oznaczanych w praktyce 

klinicznej. Badania White-Gilbertsona i wsp. wykazały, że stężenie tamoksyfenu w surowicy 

wynosi 96-200 ng/ml (0,25-0,5 μM) po zażyciu powszechnie stosowanych dawek klinicznych 

w zakresie 20-40 mg/dobę [193]. Autorzy badania sugerują również, że stężenie tamoksyfenu 

w narządach jest około 10 razy wyższe z powodu kumulacji leku w tkankach. Z badania wynika, 

że stężenie tamoksyfenu w tkankach prawidłowych i nowotworowych wynosi około 5 μM. 

Wyższe stężenia tamoksyfenu w tkankach sugerują badania Lien i wsp. [194]. Autorzy sugerują, 

że stężenie leku i jego metabolitów w ludzkich narządach jest około 8-60 razy większe niż w 

surowicy, a najwyższy poziom zanotowano w płucach i wątrobie. Analiza stężeń tamoksyfenu 

w tkankach nowotworowych wykazała wysokie wartości w guzach pierwotnych piersi i trzustki 

oraz nowotworach przerzutowych do mózgu [194].  

Uzupełnieniem testu cytotoksyczności było badanie potencjału migracyjnego komórek 

nowotworowych po 24 godzinnej ekspozycji na 10 μM tamoksyfenu. Wykazano, że 24 

godzinna ekspozycja na tamoksyfen zmniejsza aktywność migracyjną komórek MCF-7 i 

MDA-MB-231, jednak efekt ten był znacznie silniejszy w przypadku estrogenozależych 

komórek MCF-7 (Ryciny 20-23). Na uwagę zasługuje również obserwacja, że potencjał 

migracyjny testowanych linii nowotworowych był wyższy w obecności monocytów linii THP-

1.       

U podstaw obserwowanych efektów wpływu tamoksyfenu na badane komórki nowotworowe 

piersi w przyjętym modelu doświadczalnym leży podstawowy mechanizm działania leku, w 

wyniku którego blokowanie receptorów estrogenowych redukuje ekspresję genów 
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regulowanych przez estrogeny, w tym czynniki wzrostu, a także zatrzymuje cykl komórkowy 

w fazie G0 i G1, co zmienia równowagę między proliferacją komórek a ich trwającą utratą 

[195]. Powyższe efekty mają duże znaczenie w praktyce klinicznej. Pomimo dynamicznego 

rozwoju nowoczesnych kierunków terapii, SERM, w tym tamoksyfen, są nadal jedną z 

głównych metod uzupełniającego leczenia nowotworów piersi wykazujących obecność 

receptora estrogenowego zarówno u chorych przed menopauzą, jak i w okresie 

postmenopauzalnym, a także w neoadjuwantowym leczeniu raka piersi [196]. 

Oprócz efektów terapeutycznych ściśle związanych z mechanizmem działania leku, 

tamoksyfen wykazuje również działanie immunomodulujące [196]. Ma to szczególne 

znaczenie w wykorzystaniu leków z grupy SERM w postępowaniu terapeutycznym w 

przypadku nowotworów piersi bez ekspresji receptora estrogenowego. Badania ostatnich lat 

wykazały, że terapia antyestrogenowa z wykorzystaniem tamoksyfenu odwraca supresyjne 

działanie estrogenów na procesy formowania odporności, co skutkuje obniżonym poziomem 

regulatorowych komórek T (Treg) i makrofagów fenotypu M2 oraz zwiększonym poziomem 

efektorowych komórek T CD4+ i CD8+ [193]. Kliniczne znaczenie tamoksyfenu w odporności 

przeciwnowotworowej zostało potwierdzone zarówno w przypadku nowotworów 

estrogenozależnych ER(+), jak i estrogenoniezależnych ER(-), jednak molekularne 

mechanizmy tego działania nie są w pełni poznane [197]. 

Monocyty i różnicujące się z nich makrofagi stanowią dużą część populacji leukocytów 

naciekających tkanki nowotworowe [198]. Rola tych komórek w procesie nowotworowym jest 

złożona i zależy od zdolności zmiany fenotypu, który przystosowuje je do otaczającego 

środowiska. Na podstawie wyników badań na populacji makrofagów wyróżniono dwa 

podstawowe fenotypy tych komórek. Immunofenotyp M1 opisuje prozapalne cechy 

makrofagów i związany jest z wydzielaniem IL-6, IL-12, TNF-α i INF-γ, nasileniem 

aktywności fagocytarnej i zwiększonej ekspresji białek powierzchniowych, np. CD11b, CD68, 

CD80, CD86, CD204 i HLA-DR. Produkcja cytokin prozapalnych przez makrofagi M1 

warunkuje ich spontaniczną cytotoksyczność, dlatego komórkom o fenotypie M1 przypisano 

udział w promowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej [199,200]. Plastyczność fenotypu 

makrofagów jest czynnikiem promującym proces nowotworowy. Obecność komórek 

nowotworowych i bodźce z mikrośrodowiska nowotworu, promują polaryzację makrofagów w 

kierunku fenotypu M2.  Badania wykazały, że komórki z fenotypem M2 stanowią populację 

dominującą wśród makrofagów naciekających tkanki nowotworowe i powstają w odpowiedzi 

na stymulację IL-4, IL-10 i IL-13 oraz glikokortykosteroidami. Cechą wspólną tych komórek 

jest wydzielanie IL-10 oraz arginazy-1, które hamują produkcję cytokin prozapalnych przez 
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komórki układu immunologicznego, dlatego też fenotyp M2 określany jest jako 

pronowotworowy [201, 202].    

W drugim etapie badań określono wpływ tamoksyfenu na aktywność monocytów linii THP-1 

w testowanych układach komórkowych. W badaniu z wykorzystaniem cytometrii 

przepływowej skupiono się na ekspresji białka CD68 i arginazy-1 jako wskaźników fenotypu 

M1 i M2.   

Białko CD68 jest glikoproteiną błonową, której ekspresję opisano głównie w 

wewnątrzkomórkowych lizosomach monocytów i makrofagów jak również w komórkach 

dendrytycznych i granulocytach krwi obwodowej [203]. Dystrybucja CD68 w tych komórkach 

łączy się głównie z regulacją aktywności fagocytarnej, zarówno na poziomie 

wewnątrzkomórkowego metabolizmu w lizosomach, jak również w interakcjach komórka-

komórka i komórka-patogen [203]. Mimo że białko CD68 jest uznanym markerem fenotypu 

M1, jego rola w procesie nowotworowym nie jest w pełni poznana. Dane kliniczne sugerują, 

że wysoka ekspresja CD68 w naciekowych makrofagach w przebiegu wybranych nowotworów 

koreluje z niekorzystnym rokowaniem, mimo że fenotyp M1 tych komórek uznawany jest jako 

przeciwnowotworowy [204]. Badania Mahmouda i wsp. wykazały, że nowotwory piersi o 

wysokim stopniu infiltracji makrofagami M1 z ekspresją CD68 cechowały się wyższym 

stopniem agresywności i wysokim potencjałem proliferacyjnym [205]. W niniejszej pracy 

wykazano, że 24 godzinna ekspozycja monocytów linii THP-1 na tamoksyfen w warunkach 

monokultury zwiększa znamiennie ekspresję CD68 w tych komórkach (Rycina 26). Na 

podstawie tych wyników można wnioskować, że tamoksyfen zwiększając ekspresję CD68 

promuje fenotyp M1 i prozapalne właściwości komórek. Ponadto, podobne wyniki uzyskano 

podczas inkubacji monocytów THP-1 z PMA jako induktorem procesu różnicowania 

monocytów w makrofagi (Rycina 25). Na szczególną uwagę zasługuje jednak poziom ekspresji 

CD68 w monocytach THP-1 hodowanych w warunkach kokultury z komórkami 

nowotworowymi MCF-7 lub MDA-MB-231. Poziom CD68 w badanych próbach po 24 

godzinnej ekspozycji na tamoksyfen był znacznie wyższy niż w monokulturze THP-1 (Ryciny 

27 i 28). Powyższe wyniki mogą sugerować, że wyższa ekspresja CD68 w kokulturze wynika 

z rosnącej wrażliwości monocytów na tamoksyfen. Aby potwierdzić rolę tamoksyfenu w 

regulacji immunofenotypu monocytów linii THP-1 oceniono ekspresję arginazy-1. Według 

danych literaturowych, izoenzymy arginazy pełnią kluczową funkcję w regulacji 

immunofenotypu komórek odpornościowych [206]. Badania wykazały, że arginaza-1 ulega 

dominującej ekspresji w komórkach M2 i ogranicza biodostępność wewnątrzkomórkowej L-

argininy [207,208]. Skutkiem tego procesu jest zmniejszenie syntezy tlenku azotu (NO) oraz 
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tłumienie reakcji prozapalnych [209]. Doniesienia o roli arginazy-2 w regulacji fenotypu 

makrofagów są sprzeczne, ale równoległa komórkowa ekspresja indukowanej syntetazy tlenku 

azotu (iNOS) i arginazy-2 w przebiegu procesu zapalnego sugeruje, że enzym jest związany z 

odpowiedzią prozapalną [210]. W niniejszej pracy potwierdzono wysoki poziom ekspresji 

arginazy-1 w monocytach linii THP-1 utrzymywanych w hodowli w warunkach monokultury 

(Rycina 29). Może to sugerować, że niestymulowane komórki kontrolne wykazują cechy 

fenotypu przeciwzapalnego M2. Podobne obserwacje zanotowano, gdy monocyty linii THP-1 

hodowano w obecności komórek MDA-MB-231 (Rycina 31). Niestymulowane komórki 

kontrolne hodowane w warunkach kokultury z komórkami MCF-7 prezentowały niższy poziom 

badanego enzymu, co może wskazywać na oddziaływanie badanych komórek w hodowli i 

promocję prozapalnego fenotypu M1 (Rycina 30). Ekspozycja monocytów THP-1 na 

tamoksyfen we wszystkich układach komórkowych powodowała spadek ekspresji arginazy-1, 

ale znamienność statystyczną zanotowano w monokulturze i kokulturze z komórkami MCF-7. 

Powyższe wyniki mogą sugerować, że wyższa wrażliwość komórek MCF-7 na tamoksyfen 

promuje degradację populacji tych komórek, a monocyty i makrofagi z przewagą fenotypu M1 

mogą usuwać komórki o cechach apoptozy. Uzupełnieniem powyższych badań jest analiza 

stężenia cytokin w nadsączach komórkowych izolowanych z poszczególnych układów 

komórkowych. Wyniki badania przedstawione na Rycinie 24 sugerują prozapalny wpływ 

tamoksyfenu w hodowli komórkowej. Wskazują na to zmiany stężenia cytokin prozapalnych, 

których poziom, oprócz IL-6, wykazywał tendencję wzrostową. Wyniki uzyskane w przypadku 

IL-10 i IL-12p70 są trudne w interpretacji, ponieważ ich stężenia nie mieściły się w zakresie 

czułości metody. Na szczególną uwagę zasługuje znamienny wzrost stężenia TNFα we 

wszystkich analizowanych układach komórkowych. Ta obserwacja potwierdza badania innych 

autorów. Teodorczyk-Injeyan i wsp. wykazali, że tamoksyfen stymuluje produkcję TNFα w 

hodowlach ludzkich jednojądrzastych krwinek obwodowych [211]. Biorąc pod uwagę rolę 

TNFα w odpowiedzi zapalnej, wzrost stężenia tej cytokiny w nadsączu komórkowym może 

sugerować stymulowanie fagocytozy i działanie cytotoksyczne względem komórek 

nowotworowych. Badania wykazały, że tamoksyfen promuje również dojrzewanie i sekrecję 

IL-1β przez makrofagi [212, 213]. Ponadto, Evavold i wsp. wykazali, że sekrecja IL-1β przez 

makrofagi w wyniku ekspozycji na tamoksyfen nie jest związana z lizą tych komórek [214]. W 

niniejszej pracy również zanotowano wysokie stężenia IL-1β po ekspozycji na tamoksyfen, ale 

efekt ten był obserwowany w kokulturach komórek nowotworowych z monocytami linii THP-

1. Poziom stężenia IL-1β w monokulturach był poniżej czułości zastosowanej metody. Wysoki 

poziom IL-1β w kokulturach może wynikać z komunikacji między poszczególnymi typami 
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komórek oraz zwiększonej produkcji i sekrecji tej cytokiny przez komórki THP-1 jak również 

komórki nowotworowe po ekspozycji na tamoksyfen. Habanjar i wsp. zauważają jednak, że 

niektóre cytokiny, m.in. IL-1β, IL-6 i IL-8, w rakach piersi mogą stymulować proliferację i 

inwazję komórek nowotworowych oraz modulować obronę przeciwnowotworową organizmu 

[215]. Analizując uzyskane wyniki należy również zauważyć, że źródło cytokin w kokulturach 

raka piersi i komórek odpornościowych nie jest dobrze określone, co można uznać za 

ograniczenie prezentowanego badania. Jednak biorąc pod uwagę większą podatność komórek 

odpornościowych na produkcję cytokin i aktywność wydzielniczą w porównaniu z komórkami 

złośliwymi, można przyjąć, że monocyty THP-1 są głównymi donorami oznaczonych cytokin. 

Ten wniosek można poprzeć wynikami przeprowadzonego fenotypowania immunologicznego 

komórek THP-1 opartymi na arginazie-1. Ponadto, Liu i wsp. w analizie porównawczej proces 

syntezy i wydzielania cytokin przez monocyty THP-1 i komórki nowotworowe płuca H292 

wykazała istotnie wyższą ekspresję TNFα w komórkach THP-1 (ok. 1100 pg/ml) niż w H292 

komórek (ok. 40 pg/ml) po 24 godzinnej stymulacji lipopolisacharydem (LPS) [216]. 

Badania nad mechanizmami działania tamoksyfenu wskazują, że efekty terapeutyczne leku 

dzielą się na zależne i niezależne od receptorów estrogenowych. Mechanizmy określane jako 

„off-target” są przedmiotem intensywnych badań nad potencjalnym wykorzystaniem 

tamoksyfenu w terapii procesów chorobowych niezależnych od receptorów estrogenowych, w 

tym nowotworów piersi ER(-) [217]. Dane literaturowe sugerują potencjalne mechanizmy 

prozapalnego działania tamoksyfenu w makrofagach. Spójne dane wskazują, że obejmują one 

mediatory lipidowe i szlaki sygnałowe, takie jak czynnik jądrowy erytroidalny 2 związany z 

czynnikiem 2 (Nrf2) i kaspaza-1, które pozwalają tym makrofagom poddać się adaptacji 

fenotypowej, a zależna od kaspazy-1 produkcja i sekrecja cytokin nie wpływa na żywotność 

tych komórek [212,213,218]. Sfogliarini i wsp. sugerują jednak, że mechanizm prozapalny 

indukowany przez tamoksyfen w makrofagach jest inny niż ten obserwowany w hepatocytach 

[217]. Dane literaturowe sugerują również, że ekspozycja na tamoksyfen zwiększa wydzielanie 

TNFα w komórkach spoza układu immunologicznego. Ore i wsp. wykazali, że zwiększone 

stężenie TNFα w surowicy krwi zwierząt doświadczalnych koreluje z markerami uszkodzenia 

wątroby, co może obrazować jedno z wielu działań niepożądanych leku [219]. Poszczególne 

badania wykazały, że molekularny mechanizm działania tamoksyfenu w makrofagach jest 

przede wszystkim związany z aktywacją fosfokinazy C (PKC) i transkrypcją czynników, takie 

jak receptor glikokortykosteroidowy (GR), receptory aktywowane przez proliferatory 

peroksysomów γ (PPARγ) oraz przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji 1 (STAT1) [220, 

221, 222]. Ponadto, Feng i Pepe wykazali również, że tamoksyfen oddziaływuje również na 
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szlak sygnalizacyjny zależny od PI3K/AKT i związana z nim aktywacja Nrf2 prowadzi do 

hamowania arginazy-1 jako markera polaryzacji [212, 218]. Prozapalne działanie tamoksyfenu 

jest więc związane ze zmianami markerów aktywacji fenotypu M1 makrofagów, co potwierdza 

podwyższony poziom TNF-α i IL-1β oraz obniżenie ekspresji arginazy-1. Proces ten ma 

szczególne znaczenie w nowotworze piersi, ponieważ zmiany w aktywności enzymatycznej 

arginaz zostały uznane jako markery progresji nowotworu piersi. Perez i wsp. wykazali, że 

wysoka aktywność arginazy w osoczu pacjentek z nowotworem piersi koreluje z stopniem 

zaawansowania choroby [222].  

Biorąc pod uwagę znaczenie odporności gospodarza w progresji raka, przekształcenie 

immunosupresyjnego środowiska guza w efektor immunogenny może być jednym z kierunków 

terapii nowotworów. Liczne badania nad biologią raka piersi koncentrują się na zmianach 

składu komórkowego mikrośrodowiska i znaczeniu jego sygnatur molekularnych w praktyce 

klinicznej. Soysal i wsp. wykazali, że zarówno hamowanie rekrutacji makrofagów związanych 

z guzem, jak i przeprogramowywanie tych komórek z fenotypu M2 na M1 zapobiega progresji 

guza i poprawia skuteczność standardowej chemioterapii [223]. Istnieje coraz więcej dowodów 

na to, że podawanie tamoksyfenu bezpośrednio wpływa na promującą nowotwór funkcję 

MDSC i komórek dendrytycznych (DC) oraz zwiększa liczbę efektorowych i cytotoksycznych 

limfocytów T infiltrujących niszę nowotworową [224]. Zjawisko to zaobserwowano w wielu 

komórkach złośliwych niewrażliwych na tamoksyfen, w tym w czerniaku, raku płuc i sutka, i 

skorelowano z przedłużonym całkowitym przeżyciem [224, 225 ]. Niemniej jednak 

podstawowe mechanizmy leżące u podstaw zmian w puli komórek odpornościowych przez 

tamoksyfen nie są w pełni poznane. Ostatnie postępy w immunobiologii raka piersi ujawniły 

rekrutację białek systemu punktów kontrolnych układu immunologicznego (immune 

checkpoints) w mechanizmie regulacyjnym Treg naciekającym nowotwór. Jak wykazano, 

zwiększenie puli limfocytów T specyficznych dla PD-L1 jest niezbędna do utrzymania 

odpowiedzi zapalnej poprzez supresję regulatorowych komórek T [226]. Istnieją doniesienia, 

że niektóre chemioterapeutyki mogą zmieniać ekspresję białek systemu „immune chockpoints”, 

jednak niewiele wiadomo na temat znaczenia tego zjawiska w praktyce klinicznej i jego 

zastosowania podczas terapii systemowej raka piersi [ 227 , 228 , 229 ]. Kilka danych 

potwierdziło wywołane przez tamoksyfen zmiany ekspresji i funkcji punktów kontroli 

immunologicznej PD-1 i CTLA-4. Obserwacje Huhna i wsp. wykazały, że deprywacja 

estrogenów zwiększa ekspresję PD-L1, czemu towarzyszą zmiany w transkrypcji cytokin 

zapalnych w raku piersi ER+ [230].  
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Różnorodność dystrybucji receptorów Siglec w komórkach układu immunologicznego oraz ich 

powinowactwo do sjalowanych ligandów specyficznych dla tkanek wskazuje na rolę w procesie 

utrzymania homeostazy immunologicznej opartej na procesie rozpoznawania biologicznego i 

kontroli immunologicznej. Dostępne dane sugerują, że interakcja między komórkami 

wykazującymi ekspresję receptora Siglec a nieprawidłowo sjalowanymi komórkami 

nowotworowymi rekrutuje wewnątrzkomórkowe systemy przekazywania sygnałów, które 

tworzą mechanizm nadzoru immunologicznego w nowotworach. Udział receptorów Siglec z 

wewnątrzkomórkową domeną ITIM w procesie nowotworowym negatywnie moduluje 

odpowiedź immunologiczną poprzez promowanie mikrośrodowiska immunosupresyjnego i 

osłabienia nadzoru immunologicznego, które leżą u podstaw tzw.   ucieczki immunologicznej 

guza. Zaangażowanie receptorów Siglec z domeną ITAM w proces nowotworowy może więc 

być istotne w zmianie supresyjnego fenotypu M2 w przeciwnowotworowy fenotyp M1 [231, 

232, 233].    

Biorąc pod uwagę powszechne zastosowanie leków przeciwestrogenowych w terapii 

nowotworów piersi, w kolejnym etapie badań analizowano udział receptorów Siglec w procesie 

nadzoru immunologicznego w monocytach linii THP-1 eksponowanych na tamoksyfen. W 

badaniu ocenie poddano ekspresję białek sparowanych receptorów Siglec-5 i Siglec-14 w 

testowanych układach komórkowych po ekspozycji na tamoksyfen. Dodatkowym aspektem 

analizy było zbadanie ekspresji transkryptów genów SIGLEC-5 i SIGLEC-14, genów 

niereceptorowych fosfataz tyrozynowo-białkowych typu 6 i 11 (PTPN6 i PTPN11) a także genu 

białka wiążącego kinazę tyrozynową (TYROBP). Mimo że wcześniejsze badania potwierdziły 

modulujący wpływ chemioterapeutyków na ekspresję i funkcję receptorów Siglec, w tym 

sparowanych receptorów Siglec-5/14 i Siglec-11/16, nie były one szeroko badane w dziedzinie 

immunostymulujących funkcji tamoksyfenu [227].  

Ekspresja białek Siglec-5 i Siglec-14 została oceniona za pomocą cytometrii przepływowej po 

wyznakowaniu komórek specyficznym przeciwciałem monoklonalnym rozpoznającym 

domeny zewnątrzkomórkowe obu receptorów błonowych. Wzrost ekspresji sparowanych 

receptorów Siglec-5/14 w błonie stwierdzono w komórkach THP-1 rosnących w warunkach 

kokultury z komórkami nowotworowymi, ale zmiany te były znamienne statystycznie w 

obecności komórek MCF-7 (Ryciny 32, 33, 34). Na tym etapie badania nie można wskazać, 

który receptor wykazywał zmienioną ekspresję w analizowanych populacjach monocytów 

THP-1. Zjawisko to można tłumaczyć właściwościami przeciwciała użytego w badaniu 

cytometrycznym. Homologia struktury części zewnątrzkomórkowej sparowanych receptorów 

Siglec-5/14 powoduje, że komercyjne przeciwciała charakteryzują się wysokim 
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powinowactwem do Siglec-5 oraz reaktywnością krzyżową z receptorem Siglec-14. 

Zanotowane zmiany mogą potwierdzić ostatnie odkrycia w dziedzinie immunobiologii raka 

piersi, które sugerują, że zmiany ekspresji receptorów Siglec i  sjaloglikanów są związane z 

transformacją nowotworową i stanowią część mechanizmu unikania odpowiedzi 

immunologicznej [ 234 , 235 , 236 ]. Badania funkcji receptorów Siglec w procesie 

nowotworowym wskazują na dominującą rolę immunosupresyjnych receptorów Siglec i ich 

ligandów. Wykazano, że zwiększona ekspresja sjalowanych mucyn jest markerem aktywności 

wydzielniczej komórek nowotworowych a ich interakcja z Siglec-9 jest głównym regulatorem 

tolerancji immunologicznej u chorych na raka piersi [237]. Według Beatsona i wsp.  infiltracja 

komórek wykazujących ekspresję Siglec-9 do guzów piersi z ekspresją mucyny-1 wywołuje 

efekt immunosupresyjny poprzez rekrutację cząsteczek sygnałowych SHP-1 i SHP-2 [237].  

Barkal i wsp. wykazali, populacje komórkowe naciekające guzy piersi, w tym guzy potrójnie 

ujemne, charakteryzują się obecnością komórek Siglec-7 i Siglec-10 dodatnich w zrębie guza 

[238]. Było to skorelowane z wysoką zawartością sjaloglikoprotein w obszarach włóknistych 

tkanki guza. Badanie przeprowadzone przez Shaffi i wsp. wykazało, że w zrębie guza piersi 

około 70% komórek wykazuje ekspresję receptora Siglec-15, co wyklucza się wzajemnie z 

ekspresją PD-L1 [236]. Może to sugerować znaczenie kliniczne receptora Siglec-15 w terapii 

celowanej u pacjentów z negatywną odpowiedzią na blokadę PD-1/PD-L1.  

Uzupełnieniem cytometrycznej analizy ekspresji białek receptorowych Siglec-5 i Siglec-14 

była analiza poziomu transkryptów genu SIGLEC-5 i SIGLEC-14 (Rycina 35 A, B). Badanie 

z wykorzystaniem RealTime-PCR potwierdziło ekspresję transkryptów dla SIGLEC5 i 

SIGLEC14 w monocytach THP-1. W badaniu wykazano modulujący wpływ tamoksyfenu na 

transkrypty analizowanych genów SIGLEC w populacjach komórek. Mimo że wpływ 

tamoksyfenu stwierdzono zarówno w monocytach hodowanych zarówno w warunkach 

monokultury i kokultury, transkrypt genu SIGLEC14 wykazywał najwyższą względną 

ekspresję we wszystkich analizowanych grupach. Na podstawie tych wyników można 

stwierdzić, że ekspresja receptora Siglec-14 była dominująca w badanych układach 

komórkowych. Wniosek ten potwierdza również polaryzacja komórek THP-1 w kierunku 

fenotypu M1 na co wskazuje obniżenie ekspresji arginzy-1 w komórkach poddanych ekspozycji 

na tamoksyfen. Ponadto, wysokiej względnej ekspresji transkryptu genu Siglec-14 

towarzyszyła wysoka względna ekspresja transkryptu genu TYROBP (Rycina 35 E). Ocena 

ekspresji transkryptów genów PTPN6 i PTPN11 nie jest jednoznaczna (rycina 35 C,D). Badanie 

wykazało rozbieżności w kierunku zmian ekspresji poszczególnych genów w zależności od 

układu komórkowego poddanego ekspozycji na tamoksyfen. W monokuturze monocyty linii 



 99 

THP-1 wykazały znamienny wzrost ekspresji genu PTPN6 i PNTPN11 w odpowiedzi na 

tamoksyfen. Nieznaczny spadek poziomu obu genów zanotowano w hodowli monocytów THP-

1 z zależnymi od estrogenów komórkami raka piersi linii MCF-7. W kokulturze komórek THP-

1 z niezależnymi od estrogenów komórkami MDA-MB-231, tamoksyfen zmniejszał poziom 

transkryptu genu PTPN6, podczas gdy transkypt genu PTPN11 wykazywał tendencję 

wzrostową. W ocenie różnic w ekspresji poszczególnych transkryptów analizowanych genów 

należy uwzględnić relatywnie krótki czas narażenia komórek na tamoksyfen, co może wpływać 

na działanie regulujące ekspresję genów przez receptory estrogenowe w cytoplazmie.     

Ekspresja sparowanych receptorów Siglec w populacji ludzkiej odzwierciedla mechanizm 

genetycznie uwarunkowanej odpowiedzi immunologicznej. Ma to szczególne znaczenie ze 

względu na zależne od genów ludzkie imunofenotypy charakteryzujące się zmienną ekspresją 

sparowanych receptorów Siglec. Wykazano, że pacjenci z dominującą ekspresją genu 

SIGLEC14 (SIGLEC-14+/+) rozwijają ostrą odpowiedź immunologiczną w zaburzeniach 

inwazyjnych i zapalnych, podczas gdy utrata receptora Siglec-14 związana z polimorfizmem 

fuzyjnym SIGLEC-5/14 i nadekspresja receptora Siglec-5 promuje immunosupresję i koreluje 

z niską sekrecją cytokin zapalnych [239]. Zgodnie z tym, funkcja receptora Siglec-14 u osób z 

genotypem SIGLEC-5/14+/+ związana jest z przeciwdziałaniem sygnalizacji supresyjnej 

aktywowanej przez receptor Siglec-5 [239]. Ta zależność została opisana w przebiegu chorób 

inwazyjnych i zapalnych, ale dane dotyczące funkcji sparowanych receptorów Siglec w 

przebiegu nowotworów są ograniczone [ 240 , 241 , 242 ]. Dane literaturowe sugerują, że 

regulacja nadzoru immunologicznego z udziałem receptorów Siglec zależy również od 

ekspresji specyficznych ligandów dla tych receptorów. Wzór sjalilacji glikoprotein w 

komórkach nowotworowych jest wysoce niejednorodny i charakterystyczny dla określonego 

typu tkanki nowotworowej, a także określa typy zaangażowanych subpopulacji komórek 

odpornościowych wykazujących ekspresję receptorów Siglec. Wykazano, że nowotwory płuc 

i czerniaki wykazują ekspresję sjaloglikanów rozpoznawanych i wiązanych przez receptory 

Siglec-7 i Siglec-9 [237, 243, 244]. Wśród ludzkich ligandów, sjalowana mucyna-1, która 

wiąże Siglec-9, osłabia odporność przeciwnowotworową w makrofagach związanych z 

nowotworami piersi, podczas gdy podanie przeciwciała ukierunkowanego Siglec-9 w 

neutrofilach przywraca funkcje efektorowe tych komórek w obecności komórek 

nowotworowych [245]. Oprócz receptora Siglec-9, makrofagi wykazują ekspresję receptorów 

Siglec-5/14, Siglec-7 i Siglec-10, które posiadają szerokie spektrum wiązania sjaloglikanów, a 

tym samym zwiększają rolę osi kwas sjalowy-Siglec w przeciwnowotworowym mechanizmie 

regulacyjnym nadzoru immunologicznego [246, 247, 248]. 
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Mimo że w niniejszej rozprawie nie analizowano wzoru sjalilacji powierzchniowych 

glikoprotein i glikolipidów w badanych komórkach nowotworowych a prezentowane badania 

nie dotyczyły funkcji receptorów Siglec w systemach bezpośredniej kokultury, zanotowane 

zmiany w ekspresji sparowanych receptorów Siglec-5/14 wydają się potwierdzać to zjawisko. 

W celu zbadania wpływu tamoksyfenu na wzór sjalilacji błony komórkowej oceniono stopień 

wiązania receptorowych białek fuzyjnych Siglec-5/Fc i Siglec-14/Fc do komórek MCF-7 i 

MDA-MB-231 w badanych układach komórkowych (Ryciny 36-43). Ilościowa analiza metodą 

cytometrii przepływowej wykryła różnice w wiązaniu białek fuzyjnych Siglec/Fc w 

monokulturach i kokulturach komórek nowotworowych piersi. Ekspozycja na tamoksyfen 

zwiększała powinowactwo białek Siglec-5/Fc i Siglec-14/Fc w komórkach MCF-7 i MDA-

MB-231, co może odzwierciedlać związane z kwasem sjalowym zmiany w błonach 

komórkowych. Liczne badania wykazały, że struktura glikokoniugatów błonowych jest 

zmienna i zależy od fazy podziału komórki a także wpływu ksenobiotyków [249, 250, 251, 252, 

253 , 254 ]. Właściwa sjalilacja glikokoniugatów wynika ze zrównoważonej ekspresji i 

aktywności sjalotransferaz i sjalidaz katalizujących reakcje przyłączania lub odłączania 

kwasów sjalowych od łańcuchów cukrowych glikolipidów i glikoprotein [255]. Nieprawidłowa 

sjalilacja jest ściśle związana z podwyższoną aktywnością sjalotransferaz, w tym ST3Gal1, 

STGal4, ST6-Gal1 i ST8Sia2, a zwiększona ekspresja ich produktów koreluje z niepomyślnym 

rokowaniem [248, 256]. Ponadto, Zhang i wsp. sugerują, że nieprawidłowa sjalilacja związana 

z ekspresją i aktywnością sjalotransferazy ST8Sia2 w nowotworach negatywnie reguluje 

wytwarzanie mediatorów prozapalnych [257]. W większości nowotworów, w tym rakach piersi, 

hipersjalilacja białek komórkowych zależna od wybranych sjalotransferaz jest mechanizmem 

promującym proces nowotworowy na drodze podtrzymania proliferacji i unikania apoptozy, 

indukcji angiogenezy i przerzutowania oraz nabywania lekooporności [ 258]. Jak opisano 

powyżej, zmiany wzoru sjalilacji oraz aktywacja osi kwas sjalowy-receptor Siglec leży u 

podstaw immunotolerancji w procesie nowotworowym. Dane literaturowe zwracają uwagę na 

rolę receptora Siglec-5 w unikaniu odpowiedzi immunologicznej w przebiegu złośliwych 

nowotworów gleju, jednak rola aktywującego receptora Siglec-14 jest niejasna [ 259 ]. 

Dotychczasowe badania w dziedzinie biologii nowotworów nie potwierdziły udziału tego 

receptora w progresji nowotworowej, jednak powinowactwo do tych samych ligandów może 

sugerować, że sparowane receptory mogą przeciwdziałać sobie nawzajem i dostrajać 

równowagę między aktywacją a zahamowaniem procesu immunologicznego [260]. Otwartym 

pozostaje więc pytanie o rolę receptora Siglec-14 w procesie nowotworowym w pacjentów z 

zachowanym w profilu genetycznym wild type allelem SIGLEC14+. Wyniki uzyskane w 
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niniejszej rozprawie sugerują, że zmierzony przy użyciu komercyjnego startera wzrost ekspresji 

genu SIGLEC14 a także powinowactwo białka Siglec-14 do błon komórek nowotworowych 

piersi może mieć znaczenie w formowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej.  

Badania przeprowadzone w ramach powyższej pracy wpisują się w nurt poszukiwań nowych 

właściwości leków, które dotychczas stanowiły „złoty standard” leczenia chorób 

nowotworowych. Podsumowując uzyskane wyniki można stwierdzić, że w komórkowym 

modelu raka piersi tamoksyfen wywierał efekt immunomodulacyjny, który wyrażał się zmianą 

profilu cytokin z jednoczesną polaryzacją fenotypu komórek linii THP-1. Przedstawionym 

efektom działania tamoksyfenu towarzyszyły zmiany ekspresji sparowanych receptorów 

Siglec-5/14 w monocytach na poziomie białek receptorowych i ich powinowactwa do komórek 

nowotworowych. Modulacyjne działanie tamoksyfenu potwierdziły również zmiany ekspresji 

transkryptów genów receptorów Siglec-5 i Siglec-14 oraz związanych z nimi elementów 

systemu sygnalizacji wewnątrzkomórkowej. Zmiany ekspresji sparowanych receptorów 

Siglec-5/14 mogą być istotnym czynnikiem różnicującym w oddziaływaniach 

międzykomórkowych. Modyfikacje struktury błony komórek raka piersi narażonych na 

tamoksyfen w kontekście zróżnicowania wzoru sjalilacji oraz interakcji z aktywującymi lub 

hamującymi receptorami kwasu sialowego z rodziny Siglec może być ważnym elementem 

mechanizmu nadzoru immunologicznego w procesie nowotworowym oraz przyczyniać się do 

weryfikacji terapii przeciwestrogenowej. 
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VI. WNIOSKI 

 

1. Tamoksyfen hamował wzrost i potencjał migracyjny estrogenozależnych komórek raka 

piersi linii MCF-7 w warunkach monokultury i kokultury z monocytami linii THP-1. 

 

2. W komórkowym modelu raka piersi tamoksyfen wywierał efekt immunomodulacyjny 

poprzez zmianę profilu cytokin i jednoczesną polaryzację fenotypu monocytów linii THP-1 w 

obecności komórek MCF-7 i MDA-MB-231. 

 

3. Monocyty linii THP-1 hodowane w obecności estrogenozależnych komórek MCF-7 lub 

niezależnych od estrogenów komórek MDA-MB-231 wykazywały wzrost ekspresji 

sparowanych receptorów Siglec-5/14. 

 

4. Ekspozycja na tamoksyfen modulowała aktywność transkrypcyjną genów SIGLEC5, 

SIGLEC14, PTPN6, PTPN11 i DAP12 w monocytach linii THP-1 we wszystkich badanych 

układach komórkowych. 

 

5. Tamoksyfen wpływa na zmiany ekspresji sparowanych receptorów Siglec-5/14 w 

monocytach i różnicuje ich powinowactwo do komórek nowotworowych MCF-7 oraz MDA-

MB-231,  co może  mieć znaczenie w  w immunomodulacji mikrośrodowiska guza. 
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VII. STRESZCZENIE 

Rak piersi należy do najczęściej występujących nowotworów złośliwych u kobiet. 

Wysoka heterogenność molekularna i morfologiczna warunkuje jego inwazyjność i pozwala 

ocenić rokowanie, a analiza genomu i proteomu komórek nowotworowych piersi jest podstawą 

wyboru optymalnego postępowania leczniczego. Ponadto, badania ostatnich lat wykazały, że 

mikrośrodowisko guza piersi jest ściśle związane z progresją nowotworu, a interakcja komórek 

nowotworowych z otoczeniem pełni kluczową rolę w angiogenezie, wzroście guza, 

przerzutowaniu, lekooporności i odpowiedzi immunologicznej. W procesie rozpoznawania 

biologicznego szczególną rolę przypisuje się sjalowanym glikanom błony komórkowej, a ich 

oddziaływanie ze swoistymi immunoreceptorami z rodziny Siglec jest jednym z mechanizmów 

regulacyjnych nadzoru immunologicznego. Wykazano, że interakcja między receptorami 

Siglec a elementami sjalomu komórek nowotworowych skutkuje tłumieniem lub aktywacją 

układu immunologicznego i może mieć kluczowe znaczenie w procesie progresji nowotworu. 

Sparowane receptory Siglec-5/14 charakteryzują się homologią struktury domeny 

zewnątrzkomórkowej i powinowactwem do tych samych ligandów, ale wewnątrzkomórkowe 

ścieżki przekazywania sygnału wskazują na przeciwstawną regulację odpowiedzi 

immunologicznej.  

 Selektywne modulatory receptorów estrogenowych, w tym tamoksyfen, są podstawą 

hormonoterapii estrogenozależnych raków piersi. Badania in vitro i obserwacje kliniczne 

wykazały, że oprócz efektów przeciwnowotworowych ściśle związanych z mechanizmem 

działania leku, tamoksyfen wpływa również na aktywność układu immunologicznego. Ma to 

szczególne znaczenie ze względu na potencjał immunogenny komórek nowotworowych i ich 

interakcję ze składnikami mikrośrodowiska.  

Celem pracy była ocena wpływu tamoksyfenu na aktywność komórek układu 

immunologicznego na przykładzie monocytów oraz udział sparowanych receptorów Siglec-

5/14 w procesie nadzoru immunologicznego w komórkowym modelu raka piersi.  

W celu odwzorowania mikrośrodowiska guza, badania przeprowadzono w oparciu o kokultury 

monocytów linii THP-1 z estrogenozależnymi komórkami raka piersi MCF-7 lub niezależnymi 

od estrogenów komórkami MDA-MB-231. W wyniku ekspozycji na tamoksyfen w dawce 10 

μM zaobserwowano zmniejszenie wzrostu i potencjału migracyjnego komórek MCF-7. 

Działania cytotoksycznego nie obserwowano w hodowli komórek MDA-MB-231. Ponadto, 

tamoksyfen wywierał efekt immunomodulacyjny, który wyrażał się wzrostem produkcji 

cytokin prozapalnych z jednoczesną polaryzacją fenotypu monocytów THP-1 hodowanych w 

obecności komórek MCF-7 lub MDA-MB-231. Przedstawionym zmianom w analizowanych 
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komórkach towarzyszył wzrost ekspresji sparowanych receptorów Siglec-5/14. Ekspozycja na 

tamoksyfen modulowała również aktywność transkrypcyjną genów receptorów Siglec-5 i 

Siglec-14 oraz związanych z nimi molekuł sygnalizacyjnych PTPN6, PTPN11 i DAP12 w 

monocytach THP-1 we wszystkich badanych układach komórkowych. Poza tym, tamoksyfen 

zwiększał wiązanie białek fuzyjnych Siglec-5 i Siglec-14 do badanych komórek 

nowotworowych piersi, co sugeruje zmiany wzoru sjalilacji błony komórkowej. 

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki sugerują, że tamoksyfen reguluje nadzór 

immunologiczny poprzez promowanie immunofenotypu prozapalnego monocytów w 

nowotworach piersi niezależnie od ich zależności od estrogenów. Zmiany ekspresji 

sparowanych receptorów Siglec mogą stanowić mechanizm regulacyjny genetycznie 

uwarunkowanej odpowiedzi immunologicznej oraz uczestniczyć w zależnej od tamoksyfenu 

immunomodulacji mikrośrodowiska guza. Analiza profilu receptorów Siglec, zwłaszcza 

ekspresji sparowanych receptorów Siglec-5/14, może być ważnym narzędziem do 

prognozowania progresji nowotworu oraz weryfikacji strategii terapeutycznej i jej wpływu na 

mikrośrodowisko raka piersi.  
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VIII. ABSTRACT 

Breast cancer is the most common cancer among women. A high degree of molecular and 

morphological heterogeneity is associated with malignancy and prognosis of the tumor, where 

genome and proteome analysis of cancer cells are the basis of treatment. In addition, in recent 

years studies have shown that tumor microenvironment in breast cancer is closely related to 

tumor progression and the interactions between tumor cells and microenvironment affects 

angiogenesis, tumor growth, metastasis, drug resistance and immune response. Sialylated 

glycans on cell membranes play a significant role in the process of biological recognition, and 

their interactions with specific immunoreceptors of the Siglec family are one of the regulatory 

mechanisms of immunosurveillance. The interaction between Siglec receptors and the sialome 

of cancer cells result in suppression or activation of the immune system and may be crucial in 

tumor progression. The paired Siglec-5/14 receptors share structural homology of the 

extracellular domain and affinity for the same ligands, but  demonstrate different intracellular 

signal transduction pathways which induce opposite immune response. Selective modulators of 

estrogen receptors, including tamoxifen, are the basis of treatment for estrogen-dependent 

breast cancers. Furthermore, in vitro studies and clinical observations have shown that 

tamoxifen affects the activity of the immune system. This is important due to the immunogenic 

potential of cancer cells and their interactions with the components of the microenvironment. 

The aim of the study was to evaluate the effect of tamoxifen on the activity of the immune 

system cells on the example of monocytes and the involvement of paired Siglec-5/14 receptors 

in the process of immune surveillance in a cellular in-vitro  breast cancer model. 

In order to imitate tumor microenvironment, the study was based on co-cultures of THP-1 

monocytes with estrogen-dependent MCF-7 breast cancer cells and estrogen-independent 

MDA-MB-231 breast cancer cells. As a result of tamoxifen exposure at a dose of 10 μM, a 

decrease in growth and migration potential of MCF-7 cells were observed. No cytotoxic effect 

was observed in MDA-MB-231 cell culture. In addition, tamoxifen induced the 

immunomodulatory effect, which was expressed by an increase in production of pro-

inflammatory cytokines and a simultaneous change of THP-1 monocytes phenotype cultured in 

the presence of MCF-7 or MDA-MB-231 cells. The presented changes in the analyzed cells 

showed an increase in expression of paired Siglec-5/14 receptors. Exposure to tamoxifen also 

modulated the transcriptional activity of the Siglec-5 and Siglec-14 receptor genes and 

modulated associated signaling molecules PTPN6, PTPN11 and DAP12 in THP-1 monocytes 

in all studied cell models. Moreover, tamoxifen increased the binding of the Siglec-5 and 
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Siglec-14 fusion proteins in the studied breast cancer cells, which suggests changes in the 

sialylation pattern of the cells membrane. 

The results presented in this study suggest that tamoxifen regulates immune surveillance by 

promoting the pro-inflammatory immunophenotype of monocytes in breast cancers unrelated 

to their estrogen dependence. Changes in the expression of paired Siglec receptors may be a 

regulatory mechanism of genetically conditioned immune response and participate in a 

tamoxifen-dependent immunomodulation of the tumor microenvironment. The analysis of the 

Siglec receptors profile, especially the expression of paired Siglec-5/14 receptors, may be an 

important tool not only for predicting tumor progression, but also to verify therapeutic strategies 

and its impact on the breast cancer microenvironment. 
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IX. Wykaz tabel i rysunków  

 

Tabela 1. Zespoły genetyczne zwiększające ryzyko zachorowania na raka piersi. 

 

Tabela 2a. Klasyfikacja TNM raka piersi określająca cechą T (guz pierwotny) 

 

Tabela 2b.  Klasyfikacja TNM raka piersi określająca cechę N (przerzuty do regionalnych 

węzłów chłonnych) oraz cechą M (przerzuty odległe) 

 

Tabela 3.  Podtypy molekularne raka piersi. 

 

Tabela 4.  Podział, dystrybucja i rola receptorów z rodziny Siglec. 

 

Rycina 1. Zachorowalność na nowotwór złośliwy piersi u kobiet w Polsce w latach 

2005-2020.  

Rycina 2. Zachorowalność na raka piersi w Polsce w latach 2011-13 w zależności od 

wieku. 

Rycina 3. Zachorowalność na raka piersi w Wielkiej Brytanii w latach 2006-2008 w 

zależności od wieku. 

Rycina 4. Stopnie zaawansowania klinicznego raka piersi.  

 

Rycina 5.  Rodzina receptorów Siglec występujących u człowieka. 

 

Rycina 6.  Ekspresja receptorów Siglec w układzie krwiotwórczym człowieka 

 

Rycina 7. Ścieżki sygnalizacyjne aktywujących i hamujących receptorów błonowych 

receptorów związanych z cytozolowymi receptorami ITIM i ITAM. 

 

Rycina 8.  Najczęściej występujące formy kwasu sjalowego w organizmach ssaków. 

 

Rycina 9.   Interakcje cis (A) i interakcje trans (B) receptorów Siglec. 

  

Rycina 10.   

 

Sekwencja genowa Siglec-14. Nukleotydowa i aminokwasowa sekwencja 

ludzkiego receptora Siglec-14 (A). Porównanie sekwencji receptorów Siglec 

14 i Siglec 5  (B) 

  

Rycina 11. Regulacja odpowiedzi immunologicznej przez sparowane receptory Siglec-

5/14  

  

Rycina 12.  Komórki MCF-7 w hodowli 48 godzin po wysianiu; pasaż 12. 

  

Rycina 13. Komórki MDA-MB-231 w hodowli 24 godziny po wysianiu; pasaż 13. 

 

Rycina 14. Komórki THP-1 w hodowli 24 godziny po wysianiu (A) i po 48 godzinnej 

inkubacji z 12-mirystynian-13-octanem forbolu (B). 
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Rycina 15. 

 

Hodowle komórek MCF-7, MDA-MB-231 i THP-1 w warunkach 

monokultury (A) i kokultury (B) poddanych 24 godzinnej ekspozycji na 

tamoksyfen.  

  

Rycina 16.  Przygotowanie próbki dla testu „gojenia rany” z użyciem dwukomorowego 

insertu silikonowego Ibidi (A). Płytka 6-dołkowa z wysianymi komórkami 

nowotworowymi sutka w insertach Ibidi (B). 

  

Rycina 17.  Analiza przeżywalności komórek raka piersi linii MCF-7 po 24 godzinnej 

ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. 

  

Rycina 18. Analiza przeżywalności komórek raka piersi linii MDA-MB-231 po 24 

godzinnej ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. 

  

Rycina 19. Analiza przeżywalności monocytów linii THP-1 po 24 godzinnej ekspozycji 

na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. 

  

Rycina 20. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MCF-7. 

Reprezentatywne zdjęcia przedstawiające proces „zarastania rany” w 

monokulturze komórek MCF-7 lub w kokulturze z monocytami linii THP-1. 

  

Rycina 21. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MCF-7. Analiza pola 

powierzchni „rany” w trakcie 24 godzinnego doświadczenia. 

  

Rycina 22. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MDA-MB-231. 

  

Rycina 23. Wpływ tamoksyfenu na potencjał migracyjny komórek MDA-MB-231. 

Analiza pola powierzchni „rany” w trakcie 24 godzinnego doświadczenia. 

  

Rycina 24. Stężenie TNFα (A), IL-1β (B), IL-6 (C), IL-8 (D), IL-10 (E) i IL-12p70 (F) w 

monokulturach i kokulturach monocytów linii THP-1. 

  

Rycina 25.  Wpływ mirystynianu-13-octanu forbolu (PMA) na ekspresję CD68 w 

monocytach linii THP-1. 

  

Rycina 26.  Wpływ tamoksyfenu na ekspresję CD68 w monocytach linii THP-1.  

  

Rycina 27. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję CD68 w monocytach linii THP-1 w 

hodowli z komórkami raka piersi MCF-7. 

  

Rycina 28. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję CD68 w monocytach linii THP-1 w 

hodowli z komórkami raka piersi MDA-MB-231.  

  

Rycina 29. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję arginazy-1 w monocytach linii THP-1.  

 

Rycina 30. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w 

hodowli z komórkami raka piersi MCF-7.  

  

Rycina 31. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w 

hodowli z komórkami raka piersi MDA-MB-231. 
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Rycina 32. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję receptorów Siglec-5/14 w monocytach linii 

THP-1.  

  

Rycina 33. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję receptorów Siglec-5/14 w monocytach linii 

THP-1 w hodowli z komórkami raka piersi MCF-7. 

  

Rycina 34. Wpływ tamoksyfenu na ekspresję receptorów Siglec-5/14 w monocytach linii 

THP-1 w hodowli z komórkami raka piersi MDA-MB-231.  

  

Rycina 35. Poziom transkryptów genów SIGLEC5, SIGLEC14, PTPN6, PTPN11 i 

TYROBP w monokulturach i kokulturach monocytów linii THP-1.  

  

Rycina 36. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami 

raka sutka MCF-7. 

  

Rycina 37. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami 

raka sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1. 

  

Rycina 38. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami 

raka sutka MDA-MB-231. 

  

Rycina 39. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komórkami 

raka sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1. 

  

Rycina 40. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami 

raka sutka MCF-7.  

  

Rycina 41. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami 

raka sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1. 

  

Rycina 42.  Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami 

raka sutka MDA-MB-231.  

  

Rycina 43. Wpływ tamoksyfenu na wiązanie białka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komórkami 

raka sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1.  
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