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ALFABETYCZNY WYKAZ SKROTOW UZYWANYCH W TEKSCIE

aCGH — array comparative genomic hybridization — poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do
mikromacierzy

BC — breast cancer — rak piersi

BCI — breast cancer index — wskaznik raka piersi

BRCA1/2 — breast cancer gene 1/2 - gen raka piersi 1/2

CAR-T - chimeric antigen receptor T-cell — komorki T z chimerycznym receptorem
antygenowym

cDNA — complementary DNA — komplementarny DNA

CEA — carcinoembryonic antigen - antygen rakowo-ptodowy

CISH — chromogenic in situ hybridization — chromogeniczna hybrydyzacja in situ
ChIP-Seq — chromatin immunoprecipitation sequencing — sekwencjonowanie
immunoprecypitacji chromatyny

CNB - core needle biopsy — biopsja gruboiglowa

CNV-Seq — copy number variation sequencing — sekwencjonowanie zmiennosci liczby kopii
CRC — colorectal cancer — rak jelita grubego

CSC — cancer stam cells — nowotworowe komorki macierzyste

CT — computed tomography — tomografia komputerowa

DCIS — ductal carcinoma in situ — rak przewodowy in situ

dNTP — trojfosforan deoksynukleozydu

ddNTP — trojfosforan dideoksynuklezydu

EMT - epithelial — mesenchymal transition — przej$cie nablonkowo - mezenchymalne
ER — estrogen receptor - receptor estrogenowy

ESCC — esophageal squamous cell carcinoma - rak ptaskonabtonkowy przetyku

ESTs — expressed sequence tags — znaczniki ekspresji sekwencji

FDR - false discovery rate — oczekiwana proporcja btedéw wsréd wynikow istotnych
statystycznie

FF — fresh frozen — $wiezo zamrozone

FFPE — formalin-fixed, paraffin-embedded — utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie
FISH — fluorescent in situ hybridization — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

HBOC — hereditary breast and ovarian cancer — dziedziczny rak piersi 1 jajnika

HER-2 — human epidermal growth factor receptor 2 — receptor naskdrkowego czynnika

wzrostu 2



HGP — Human Genome Project — projekt poznania ludzkiego genomu

IBC — inflammatory breast cancer — rak zapalny piersi

IGFBP-4 — insulin-like growth factor binding protein 4

MAPK — mitogen activated protein kinases — kinazy aktywowane proteinami

MLPA — multiplex ligase-dependent probe amplification — amplifikacja sond zalzna od ligacji
Komorki NK — komorki ,,natural killer”

LASSO — least absolute shrinkage and selection operator

LCC — large-cell lung carcinoma - neuroendokrynny rak ptuca z duzych komoérek

LCIS — lobular carcinoma in situ — rak zrazikowy in situ

MLPA - multiplex ligation-dependent probe amplification - multipleksowa amplifikacja sond
zalezna od ligacji

MMR — mismatch repair genes — geny naprawy biednie sparowanych zasad

MRI — magnetic resonance imaging — rezonans magnetyczny

mRNA — messenger RNA — informacyjny RNA

ncRNA — non coding RNA — RNA niekodujacy

NGS — next-generation sequencing — sekwencjonowanie nastgpnej generacji

NSCLC — non-small cell lung carcinom — rak niedrobnokomorkowy ptuc

NTP — nearest template prediction

OS — overall survival — czas calkowitego przezycia

PCA — principal component analysis — analiza gtéwnych sktadowych

pCR — pathological complete response — catkowita odpowiedZ patomorfologiczna

PCR — polymerase chain reaction — tancuchowa reakcja polimerazy

PCR-RFLP — restriction fragment length polymorphism — polimorfizm dlugosci fragmentow
restrykcyjnych

pcRNA — protein-coding RNA — RNA kodujace biatka

PD — progressive disease - progresja choroby

PFS — progression-free survival — czas przezycia wolny od progresji

PgR — progesterone receptor — receptor progesteronowy

piRNA — PIWI-interacting RNA

PLSR — partial least squares regression - regresja czastkowych najmniejszych kwadrantow
PR — partial response — czg$ciowa odpowiedz (na leczenie)

PSA — prostate specific antigen — swoisty antygen sterczowy

qPCR — quantitative fluorescent polymerase chain reaction — fluorescencyjna ilo§ciowa reakcja

taficuchowa polimerazy



RR —reduced response — ograniczona odpowiedz (na leczenie)

rRNA — RNA rybosomalny

SCC-Ag — squamous cell carcinoma antigen — antygen raka ptaskonabtonkowego
siRNA — small interfering RNA — male RNA interferujace

snRNA — small nuclear RNA — mate jadrowe RNA

SVM — support vector machines — maszyna wektoréw nosnych

TME — tumor microenvironment — mikrosrodowisko guza

tRNA — RNA transferowy

TCGA — The Cancer Genome Atlas Program

TNM - skala ,,fumor”, ,nodes”, ,metastasis” do oceny stopnia zaawansowania choroby
nowotworowej

VAB — vacuum assisted biopsy — biopsja gruboigtowa wspomagana préznig
USG — ultrasonography — ultrasonografia

WES — whole exome sequencing — sekwencjonowanie catego eksomu

WGS — whole genome sequencing — sekwencjonowanie catego genomu
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1.  WSTEP

Nowotwory stanowig jedng z gtownych przyczyn zachorowalnosci i $miertelnosci na
catym swiecie. Wedtug danych GLOBOCAN (na podstawie statystyk ze 185 krajow) w 2020
roku zanotowano okoto 19,3 milionéw nowych zachorowan na nowotwory i prawie 10
milionow zgonow z ich powodu [1]. Wystgpowanie nowotworow stale wzrasta we wszystkich
regionach §wiata. Wedtug danych Krajowego Rejestru Nowotwordéw, w 2021 roku w Polsce
zyto 1,17 miln ludzi z rozpoznang chorobg nowotworowa, a rocznie notuje si¢ okoto 100 tysiecy
zgondw z powodu choroby nowotworowej. Stanowi to ponad 25% wszystkich zgonow w
Polsce [2]. Mimo postgpow w ich wykrywaniu i leczeniu, co przektada si¢ na poprawe
wskaznikow umieralnosci, konieczny jest rozwo6j nowych metod ich wczesnej diagnostyki i
skutecznej terapii, a takze poszukiwanie nowych czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych.
Aktualny postep w onkologii skupia si¢ przede wszystkim na personalizacji leczenia, mozliwe;j
dzieki rozwojowi wielogenowych technik molekularnych [3].

Medycyna personalizowana to inaczej podanie wiasciwego leku, wlasciwemu
pacjentowi, we wlasciwym czasie [4]. Koncepcja onkologii personalizowanej opiera si¢ na
doktadnym zdefiniowaniu podstaw molekularnych transformacji nowotworowej, co otwiera
droge do identyfikacji okreslonych zmian w ekspresji genowej komorek guza, a w efekcie
umozliwia postawienie precyzyjnego rozpoznania i zastosowanie terapii celowanej - ,,szytej na
miarg” pacjenta, ukierunkowanej na zablokowanie kluczowego mechanizmu w rozwoju
choroby. Obecnie w onkologii personalizowanej coraz czg¢sciej wykorzystywane jest
molekularne profilowanie wielogenowe nowotworu majgce warto$¢ diagnostyczng
(postawienie rozpoznania), prognostyczng (pozwalajag na prognozowanie rokowania) i/lub
predykcyjna (prognozowanie odpowiedzi na leczenie). Wykorzystanie paneli prognostycznych
1 predykcyjnych umozliwia indywidualizacj¢ terapii, wplywajac pozytywnie na wyniki

leczenia, ograniczajac jednoczesnie jego stopien toksycznosci [5].

2. NOWOTWORY JAKO HETEROGENNA GRUPA CHOROB

Postepy w diagnostyce molekularnej i1 technologiach sekwencjonowania
odegraty istotng role w charakteryzowaniu zmian w materiale genetycznym nowotworow, co
doprowadzilo do poznania wielu kluczowych mechanizméw karcynogenezy. Proces
transformacji od komorki prawidlowej do nowotworowej jest obecnie opisywany gtownie jako

wynik sekwencyjnego nabycia zmian prowadzacych do zwigkszonej proliferacji komorek,
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unikania sygnatow hamujacych wzrost 1 §mier¢ komorek, indukcji angiogenezy, a ostatecznie
aktywacji programéw prowadzacych do przerzutowania [6][7]. Losowy charakter mutacji
inicjatorowe] moze wzmagaé przekonanie, ze rozw0j nowotworu nie podlega stalemu
przebiegowi, ale moglby by¢ postrzegany jako zintegrowane destabilizowanie kluczowych
procesoOw komorkowych. Nawet po przej$ciu w stan ,,zlosliwy” (inwazyjny), rak pozostaje
dynamicznym tworem i nadal ewoluuje. Ta trwajaca ewolucja moze ostatecznie prowadzi¢ do
powstania molekularnie zrdéznicowanego guza skladajacego si¢ ze spektrum komorek
nowotworowych o roznych wzorcach molekularnych i réznym poziomie wrazliwos$ci na terapie
przeciwnowotworowe [8]. Obserwowana heterogenno$¢ moze wynika¢ z zmian genetycznych,
transkryptomicznych, epigenetycznych i/lub fenotypowych [9][10].

Na poziomie populacji heterogenno$¢ nowotworu mozna podzieli¢ na
heterogenno$¢ migdzy nowotworami (u dwéch réznych oséb z tym samym rozpoznaniem
klinicznym) 1 wewnatrz guza (u tego samego pacjenta onkologicznego) [8]. Heterogennos¢
migdzy nowotworami, ktora odnosi si¢ do roznorodnosci miedzy pacjentami chorujagcymi na
nowotwory o tym samym typie histologicznym, jest znana od dawna i uwaza si¢, ze wynika z
czynnikow specyficznych dla pacjenta, w tym odmian genetycznych linii zarodkowej, roznic
w profilu mutacji somatycznych i wptywu czynnikow $rodowiskowych [11]. Z kolei
heterogenno$¢ wewnatrz guza moze manifestowac si¢ jako heterogenno$¢ przestrzenna,
(nierownomierny rozktad genetycznie zr6znicowanych subpopulacji komorkowych w réznych
miejscach guza) lub jako heterogenno$¢ czasowa (jako wyraz dynamicznych zmian we
wzorcach genetycznych nowotworu u jednego pacjenta w czasie) [12].

Wglad we wlasciwosci molekularne niektérych nowotworow, takich jak rak np.
piersi, wplywa na zmiang paradygmatu leczenia promujgc stosowanie terapii
personalizowanych. Ta strategia jest najbardziej skuteczna w leczeniu nowotworow dla ktorych
ustalono kluczowe zmiany genomowe i transkryptomiczne, poniewaz taka podatno$¢ mozna
terapeutycznie wykorzysta¢, stosujac leki ukierunkowane molekularnie. Jednakze prawie
wszystkie nowotwory po pewnym czasie rozwijajg opornos¢ na terapie ukierunkowane
molekularnie. Obserwacja ta potwierdza obecne rozumienie raka jako choroby dynamicznej, a
nie molekularnie stabilnej. Wyniki wielu badan obejmujacych réznorodne rodzaje
nowotworow sugeruja, ze heterogennos$¢ wewnatrz guza napgdza ewolucje nowotworow i
sprzyja opornosci na leki. Dlatego kompleksowe zrozumienie podstaw molekularnych rozwoju
nowotworu jest niezb¢dne do opracowania skutecznych 1 trwatych strategii terapeutycznych

[13].
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Powyzsza teza dotyczaca heterogennos$ci nowotworow stanowi podstawe do
poszukiwania markerow prognostycznych m.in. u pacjentek z r6zng odpowiedzig na leczenie

raka piersi.

3. RAK PIERSI

Rak piersi (RP; ang. breast cancer - BC) jest najczesciej diagnozowanym nowotworem
zlosliwym wsrod kobiet na §wiecie. Ryzyko populacyjne zachorowania na RP u kobiet wynosi
12% [14]. W roku 2020 zdiagnozowanych zostato ok. 2,3 miliona nowych przypadkdéw, co
stanowi ok. 11,7% zachorowan na wszystkie nowotwory. Smiertelno$é¢ w przypadku raka piersi
oscyluje na poziomie ok. 6,9% rozpoznanych przypadkow [1]. Wystepowanie RP wzrasta we
wszystkich regionach $wiata, ale najwyzsza zachorowalno$¢ wystepuje w krajach
uprzemystowionych. Prawie potowa przypadkéw na skale globalng dotyczy krajow
rozwini¢tych [15]. Trend ten wynika przede wszystkim z zachowan charakterystycznych dla
stylu zycia zachodniego, zwigzanego z niezdrowa dieta, paleniem tytoniu, nadmiernym stresem
1 malg aktywno$cig fizyczna [16]. Wysoki wskaznik zachorowalno$ci sprawia, Zze ma on duze
znaczenie zdrowotne 1 spoteczne.

Rak piersi jest chorobg wysoce heterogenna, co oznacza, ze moze przybiera¢ wiele
roznych podtypow histologicznych 1 molekularnych. Prezentuje nie tylko szeroki zakres cech
patologicznych 1 objawdw klinicznych, ale takze duza réznorodno$¢ zmian na poziomie
genetycznym, epigenetycznym i transkryptomicznym. Fakt ten w zestawieniu z wysokim
poziomem zachorowalnosci, sprawia, ze RP jest interesujgcym obiektem badan naukowych,
ktoére majg na celu zrozumienie przyczyn, mechanizméw rozwoju oraz leczenia tej choroby

[17][18].

3.1. Czynniki ryzyka zachorowania na raka piersi

Do czynnikéw ryzyka zachorowania na raka piersi zalicza si¢ [19]:

o Wiek — okoto 80% zachorowan u kobiet przypada na wiek po 50 roku Zycia;

o Wywiad rodzinny — potencjalna predyspozycja genetyczna lub zachorowania
rodzinne;

o Czynniki reproduktywne — wczesny wiek pierwszej miesiaczki, pozny wiek

wystgpienia menopauzy oraz p6zny wiek urodzenia pierwszego dziecka. Szacuje sie, ze kazdy

rok op6znienia menopauzy wzmaga ryzyko zachorowania na raka piersi o okoto 3% [20].
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Urodzenie pierwszego dziecka po 35. roku zycia podwyzsza ryzyko zachorowania na RP o
okoto 50% [21];

o Czynniki hormonalne — zaburzenia gospodarki estrogenowej (estrogen
zaréwno endogenny, jak i egzogenny). Wyzsze ryzyko zachorowania na RP obserwuje si¢ u
kobiet stosujgcych doustng antykoncepcje i/lub hormonalng terapi¢ zastgpcza [22];

. Dieta i styl Zycia — nadwaga, nadmierna podaz tluszczoéw (zwlaszcza
nasyconych) w diecie, brak regularnej aktywnosci fizycznej;

. Nadmierne spozywanie alkoholu — konsumpcja alkoholu moze podnies¢
poziom estrogenéw 1 ich hormondéw pochodnych we krwi. Metaanaliza oparta na
kilkudziesigciu pracach badawczych wskazuje, ze dzienne spozycie alkoholu na poziomie 35g
wzmaga ryzyko rozwoju raka piersi o okoto 32% [23].

o Palenie papierosow — badania ostatnich lat wskazuja, ze regularne palenie
papieroséw zwlaszcza w mtodym wieku generuje wicksze ryzyko rozwoju [24];

. Gesta tkanka gruczolowa piersi - piersi moga przyjmowaé¢ budowe
tluszczowa, gruczolowa lub mieszang (w zalezno$ci od dominujacej tkanki). Rozwojowi
nowotworow zlosliwych sprzyja zwlaszcza geste utkanie gruczotowe [25].

o Wezesniejsze zachorowanie na nowotwor zlosliwy zwlaszcza dotyczy to raka

piersi, jajnika lub trzonu macicy.

3.2.  Podloze genetyczne nowotworow, a rak piersi

Karcynogeneza jest procesem wielostopniowym i wieloczynnikowym, stymulowanym
przez predyspozycje genetyczne oraz czynniki S$rodowiskowe. Gléwne mechanizmy
komorkowe umozliwiajgce jej postep to unikanie apoptozy, nieograniczona zdolnos¢ do
podziatow komorkowych, zwigkszona angiogeneza, opornos¢ na sygnaty antyproliferacyjne
oraz indukcja wlasnych sygnalow wzrostu, a takze nabywanie zdolno$ci do przerzutowania [6].
W ujeciu genetycznym karcynogeneza jest wynikiem mutacji w genach, ktéore w warunkach
fizjologicznych reguluja zdolno$¢ komorki do wzrostu 1 podziatow [26].

Obecnie stosowana i zalecana klasyfikacja germinalnych wariantow genetycznych
(dziedziczne, obecne we wszystkich komoérkach) opiera si¢ na wytycznych ACMG (American
College of Medical Genetics and Genomics) oraz AMP (Association for Molecular Pathology)
z 2015 roku, gdzie zaproponowano 5 klas: warianty patogenne (klasa 5), warianty potencjalnie

patogenne (klasa 4), warianty o niepewnym znaczeniu (variants of ucertain significance - VUS)
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(klasa 3), warianty potencjalnie tagodne (klasa 2) oraz warianty tagodne (klasa 1). Istnieja
szczegbtowe wytyczne klasyfikacji wariantow do poszczegdlnych klas, a proponowana
terminologia jest stosowana w genetyce i w tym takze w czotowych bazach danych np. Clinvar,
GnomAD, Varsome, Franklin i innych [27]. W badaniach diagnostycznych raportowane sg
obligatoryjnie warianty klasy 4 1 5, natomiast raportowanie wariantow typu VUS,
pozostawiono do decyzji laboratorium (przy czym zaleca si¢, by byly one wymienione w
osobnej sekcji), z zasady nie raportuje si¢ wariantéw klasy 112 [27].

Ponadto dla wariantéw somatycznych (nabytych, obecnych w komédrkach danego
narzadu/tkanki) zalecana jest osobna klasyfikacja oparta na wytycznych Association for
Molecular Pathology, American Society of Clinical Oncology, oraz College of American
Pathologists z 2017 roku odnoszaca si¢ do ich znaczenia diagnostycznego, terapeutycznego i
prognostycznego. Wedlug tej klasyfikacji wyroznia si¢ 4 klasy: Tier I: warianty o silnym
znaczeniu klinicznym (Variants of Strong Clinical Significance), Tier II: warianty o
potencjalnym znaczeniu klinicznym (Variants of Potential Clinical Significance), Tier 111
warianty o nieznanym znaczeniu klinicznym (Variants of Unknown Clinical Significance) oraz
Tier IV: warianty tagodne 1 prawdopodobnie tagodne (Benign or Likely Benign Variants).
Podobnie jak dla klasyfikacji ACMG zaleca si¢ raportowanie wariantow typu Tier 11 Tier II,
pozostawiajac do decyzji laboratorium raportowanie klasy Tier II1. Opisane przez Li MM i wsp.
wytyczne sg respektowane w onkogenetyce 1 stosowane takze przez w/w bazy danych [28].

Mozna przyjac, ze starszy termin ,,mutacja” jest obecnie rbwnowazny z wariantami
potencjalnie patogennymi i patogennymi oraz wariantami o silnym i potencjalnym znaczeniu
klinicznym. Na potrzeby niniejszej dysertacji, w celu uproszczenia, przyjeto stosowanie
starszego terminu ,,mutacja’.

Dla rozwoju nowotworu szczegodlne znaczenie maja mutacje w trzech grupach gendw:

protoonkogeny, geny supresorowe i geny mutatorowe.

3.2.1. Protoonkogeny

Protoonkogeny to prawidlowe geny, ktére w normalnych warunkach petnia funkcje
regulacyjne w organizmie, kodujac biatka kontrolujace procesy zwiazane z wzrostem,
podziatem i r6znicowaniem komoérek. Wwyniku mutacji aktywujacych lub zmian w ekspresji
tych genow, moga one ulec przeksztalceniu w onkogeny. Onkogeny sa aktywng postacig
protoonkogenéw, zdolng do wywolywania niekontrolowanego wzrostu komorek i stymulujaca

rozw0j nowotwordw [29]. U cztowieka zidentyfikowano kilka mechanizmow przeksztatcenia

15



protoonkogenu w onkogen, takich jak mutacje punktowe, amplifikacje genow, translokacje

chromosomowe, lub zmiany w ekspresji (Tabela 1).

Mechanizm Protoonkogen Przyklad
nowotworu
Translokacja c-myc Chtoniak B-
chromosomowa c-abl komoérkowy [30]

Przewlekla biataczka

mielocytowa [31]

Mutacja punktowa c-ras-Ha Ostra biataczka
BRAF szpikowa [32]
N-ras Rak jelita grubego,

czerniak, chtoniaki
nieziarnicze, rak trzustki

[33][34]

Amplifikacja N-myc Guzy

neuroendokrynne [35]

Tabela 1. Mechanizmy aktywacji protoonkogenéw na przykladzie roéznych

NOWOtWOrow.

Do onkogenow uczestniczacych w rozwoju raka piersi zalicza si¢ miedzy innymi HER2,
Ras oraz C-myc.

HER?2 (human epidermal growth factor receptor 2), znany réwniez jako c-erbB-2
(ERBB2) jest kluczowym onkogenem w patogenezie raka piersi 1 zlokalizowany jest na
ramieniu dlugim chromosome 17 (17q12). Ulega on nadekspresji w okoto 20-30% przypadkow
raka piersi [36]. Genem homologicznym u myszy jest gen Neu, ktory zostal po raz pierwszy
zidentyfikowany w komorkach nerwiaka ptodowego [37], stad czesto spotykang nazwa genu
HER? jest takze HER2/Neu. Nadekspresja genu HER2 powodowana jest gtownie przez jego
amplifikacje lub rearanzacje. Biatko HER2 (nalezace do rodziny biatek EGFR) jest receptorem
dla naskorkowego czynnika wzrostu (EGF), zaangazowanym w przekazywaniem komoérkom
sygnatow zwigzanych z kontrolg ich wzrostu. Nadekspresja HER?2, ktdra obserwowana w okoto

20% przypadkoéw raka piersi, podwyzsza odsetek komorek rakowych poprzez deregulacje
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sciezki sygnatowej EGFR/PI3K/PTEN/Akt/mTORCI1 (odpowiedzialnej za kontrolg cyklu
komoérkowego) 1 w ten sposéb odpowiada za gorsze rokowania choroby [38][39].

Biatka kodowane przez geny Ras naleza do nadrodziny bialek G (okreslanych takze
jako ,biatka N”, czyli bialek wigzacych GTP) [40]. Wyroznia si¢ trzech cztonkow rodziny
genowe] Ras: H-ras (11pl5), K-ras (12p12), N-ras (1p22). Mutacje punktowe zwykle
powoduja nadekspresje Ras, ktora prowadzi do deregulacji komorkowych $ciezek sygnatowych
zaleznych od kinaz aktywowanych mitogenami (ang. mitogen activated protein kinases -
MAPK). MAPK odgrywaja rolg w regulacji odpowiedzi na sygnaty zewnetrzne dochodzace do
komorki (mitogeny). Maja one zatem wpltyw na podziaty komérkowe oraz na réznicowanie i
apoptoz¢ komorek. Aktywowane biatko Ras aktywuje kinazg proteinowa RAF, ktéra z kolei
fosforyluje i aktywuje kinaze MAPK/ERK (MEK1 lub MEK?2). Fosforylowana MEK aktywuje
kolejno kinaz¢ ERK. Nadmierna aktywacja S$ciezki Ras/Raf/MEK/ERK prowadzi do
niekontrolowanego wzrostu komorek 1 przyczynia si¢ do rozwoju nowotworoéw. Z tego powodu
poszukiwane sg substancje o potencjalnym znaczeniu chemioterapeutycznym, zdolne do
zahamowania $ciezki MAPK/ERK, takze w konteks$cie raka piersi [41][42][43]. Zaburzenia
sciezki Ras/Raf/MEK/ERK obserwowane sg zarowno w tagodnych, jak i ztosliwych procesach
rozrostowych piersi. Niemniej jednak, w raku piersi mutacje Ras obserwowane sg stosunkowo
rzadko — w <5% przypadkow [44]. Nadekspresja H-Ras uwazana jest za zly czynnik
prognostyczny raka piersi [45][46].

Gen c-Myc zlokalizowany jest na ramieniu dtugim chromosomu 8 (9q24) i koduje
biatko Myc — czynnik transkrypcyjny zawierajacy domeny bHLH (ang. basic helix-liip-helix,
podstawowa helisa-petla-helisa) oraz LZ (ang. leucin zipper, zamek leucynowy),
umozliwiajace wigzanie z DNA 1 regulacje aktywnosci licznych genéw odpowiedzialnych na
zdolnos¢ komorki do proliferacji [47]. Czg$¢ z gendw regulowanych przez Mye, np. MTAI,
hTERT, PEG10 odgrywa wazna rol¢ w progresji raka piersi [48][49][50]. Nadekspresja c-Myc
jest obserwowana w rakach piersi o wysokim stopniu zlosliwosci, z kolei w tkankach

prawidtowych zwykle nie obserwuje si¢ amplifikacji c-Myc [51][52].

3.2.2. Geny supresorowe

Geny supresorowe petnig kluczowa role w utrzymaniu homeostazy komorkowe;j
zapobiegajac nadmiernemu wzrostowi komorek. Ich produkty biatkowe zaangazowane sg takze
w naprawe¢ uszkodzen DNA zapobiegajac mutacjom i bledom w procesie replikacji DNA. W

przypadku uszkodzen DNA geny supresorowe moga aktywowaé¢ mechanizmy naprawy lub
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inicjowa¢ apoptoze, aby unikng¢ dalszego rozprzestrzeniania si¢ i rozwoju komoérek z
uszkodzonym DNA [29]. W wyniku mutacji deaktywujacej gen supresorowy traci swoja
funkcje, co promuje w komorce nieprawidtowy wzrost i niekontrolowane podziaty komaérkowe.
W przeciwienstwie do onkogendw, geny supresorowe podlegaja tzw. hipotezie dwoch uderzen
Knudsona, ktora zaktada, ze oba allele kodujace okreslone biatko musza zosta¢ uszkodzone,
aby doprowadzi¢ do efektu fenotypowego. Jesli tylko jeden allel genu zostanie uszkodzony,
drugi moze nadal produkowac wystarczajaca ilos¢ wilasciwego biatka, aby zachowaé
odpowiednig funkcje [53]. Mutacje alleli genow supresorowych majg charakter recesywny,
podczas gdy mutacje w allelach onkogenéw maja charakter dominujacy. Przyktadami genéw

supresorowych sa TP53, RB1, BRCAI oraz BRCAZ2 [54][55][56].

3.2.3. Geny mutatorowe

Geny mutatorowe zwane takze genami naprawy DNA (MMR - mismatch repair genes,
geny naprawy zle sparowanych zasad), kodujg biatka uczestniczace w procesie usuwania zle
sparowanych zasad 1 odpowiadajg za zdolno$¢ komorki do naprawy i utrzymania stabilnos$ci
swojego materialu genetycznego. Mutacje w genach mutatorowych wplywaja na utrate funkcji
naprawczych i promujg niestabilno$§¢ mikrosatelitarng zwigzang z krotkimi powtdrzeniami
nukleotydow w DNA. Inaktywacja genow mutatorowych, podobnie jak gendw supresorowych
ma charakter zmiany recesywnej (opartej na teorii dwoch uderzen Knudsona). Przyktadami

gendéw mutatorowych sa: MLHI, MSH2, MSH3, PMS1, PMS2, MSH6, MED1 [57].

3.3.  Predyspozycja do nowotworow piersi

Istnieja czynniki, ktore zwigkszaja ryzyko wystapienia nowotworu u danej osoby.

Czynniki te moga by¢ genetyczne, srodowiskowe lub wynika¢ z kombinacji ich obu.

Nowotwory moga wystepowac jako:

o nowotwory dziedziczne
. zachorowania rodzinne
o nowotwory sporadyczne

3.3.1. Nowotwory dziedziczne piersi
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Dziedziczna predyspozycja do raka piersi zwigzana jest z okoto 10% nowo
rozpoznanych przypadkéw zachorowan. Zachorowania te uwarunkowane sa dziedziczonymi
mutacjami gendéw predysponujagcymi ich nosicieli do wigkszego niz populacyjne ryzyko
zachorowania podczas zycia na nowotwor ztosliwy [58]. Spelniajg kryteria rodowodowo-
kliniczne rozpoznania (liczba chorych, stopien pokrewienstwa migdzy chorymi, wiek
zachorowania). W odniesieniu do raka piersi, mutacje, ktore wigza si¢ z najwyzsza
predyspozycja genetyczng do zachorowania to mutacje w supresorowych genach o wysokiej
penetracji: BRCAI 1 BRCA2 (mutacje w tych genach odpowiadaja za okoto 25% przypadkow
dziedzicznego raka piersi i/lub jajnika). Nosicielstwo tych mutacji w odniesieniu do ogdlnej
populacji chorych na raka piersi stwierdza si¢ w od 3 do 5% przypadkéw badanych kobiet i
wigze si¢ ono z ponad 10-krotnie wyzszym ryzykiem zachorowania na ten nowotwor. Szacuje
si¢ rowniez, ze okoto 20-30% rakow piersi u mezczyzn oraz do 17% rakoéw jajnika
uwarunkowanych jest mutacja germinalng w jednym z genoéw dziedzicznej predyspozycji
zachorowania na nowotwor [59].

Do rozwoju nowotworu uwarunkowanego dziedziczng predyspozycja do konieczne sg
dwie mutacje: pierwsza mutacja w genie ,,wysokiej penetracji” — mutacja germinalna oraz
druga mutacja — somatyczna. Do inaktywacji genu supresorowego (np. BRCA1/BRCA?2) lub
genéw mutatorowych konieczne jest wystgpienie mutacji w obu allelach: germinalnej i
somatycznej — jak w przypadku dziedzicznej predyspozycji, lub dwoch somatycznych, jak w
przypadku nowotwordow sporadycznych [60].

Do genow wysokiej predyspozycji dla raka piersi zalicza si¢ m.in.:

o BRCAI i BRCA2

o PALB2

o CDHI1

. TP-53 (zespot Li-Fraumeni)

. PTEN (zesp6t Cowdena)

Ponadto wyrdznia si¢ geny sredniej predyspozycji do RP, ktérych nosicielstwo mutacji
zwieksza ryzyko zachorowania okoto 3-krotnie: CHEK?2, STK11 (zespdt Peutza-Jaghersa),
ATM (zespot ataksja-teleangiektazja), NBN (zespot Nijmegen), BRIPI.

Za kryterium rodowodowo-kliniczne rozpoznania dziedzicznego raka piersi i jajnika
(ang. hereditary breast and ovarian cancer - HBOC) uwaza si¢ stwierdzenie wsrod krewnych
I/IVIT stopnia 3 zachorowan na raka piersi i/lub jajnika w dowolnym wieku. Z kolei do cech

rodowodowo-klinicznych zwigzanych z wyzszym ryzykiem wystapienia HBOC zalicza si¢:
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. wystgpienie 2 przypadkow raka piersi lub raka jajnika u krewnych pierwszego

stopnia lub drugiego stopnia u mezczyzny;

o wczesne zachorowanie na raka piersi przed 40 rokiem zycia;

. wystapienie raka piersi u me¢zczyzny w rodzinie;

. rak piersi obustronny

. synchroniczne lub metachroniczne zachorowanie na raka piersi 1 jajnika

o typy histologiczne raka piersi: rak rdzeniasty lub atypowy rdzeniasty oraz

potrojnie ujemny rak piersi — zwilaszcza u kobiet w okresie przedmenopauzalnym,;

o potwierdzona w testach molekularnych obecno$¢ mutacji gendw wysokiej
predyspozycji rozwoju raka piersi w rodzinie.

Gen BRCAI zlokalizowany jest na chromosomie 17 (17q21) i zawiera 24 eksony.
Nosicielstwo mutacji w genie BRCAI zwigksza prawdopodobienstwo zachorowania nie tylko
na raka piersi, statystycznie czgéciej rozpoznaje si¢ wsrod jej nosicieli takze raka jajnika, jak
réwniez (rzadziej) raka jajowodu, otrzewnej, okreznicy i raka prostaty u mezczyzn. W Polsce
wystepuja trzy mutacje zatozycielskie genu BRCA I, ktore stanowia (zaleznie od zrodia) okoto
30-70% wszystkich mutacji: ¢.5266dup (p.Gln1756fs), c.4034delA (p.Glul346fs) oraz
c.181T>G (p.Cys61Gly). Niewykrycie wyzej wymienionych mutacji w genie BRCA I stanowi
wskazanie do poszerzenia diagnostyki o inne mutacje zarowno w genie BRCAI, jak 1 BRCA2
oraz innych genach powigzanych z dziedziczng predyspozycja do HBOC. Zastosowanie
techniki sekwencjonowania nastgpnej generacji (ang. next-generation sequencing — NGS) 1
coraz wigcej dostgpnych danych z sekwencjonowania wszystkich eksonow BRCAI/2 u
pacjentek w Polsce sugeruja, ze lepszym rozwigzaniem diagnostycznym, pozwalajacym
oszczedzi¢ czas 1 $rodki finansowe, jest objecie wszystkich pacjentek badaniem
wysokoprzepustowym, z pominigciem wstepnego etapu dla najczestszych mutacji [61].

Gen BRCA?2 zlokalizowany jest na chromosomie 13 (13q12) i sktada si¢ z 27 eksondw.
Mutacje w tym genie zwigkszaja ryzyko zachorowania na raka piersi w ciggu zycia o okoto 40-
45% oraz na raka jajnika o okoto 15-30% [62][63]. Ponadto nosicielstwo mutacji BRCA2
zwigksza ryzyko zachorowania na: raka trzustki, raka pecherzyka zotciowego, nowotwory
ztosliwe drog zoétciowych, raka jajowodu, czerniaka oraz raka prostaty [64].

W kwalifikacji do wykonania badan genetycznych w kierunku nosicielstwa mutacji
BRCAI 1 BRCA2 nadal najistotniejszym czynnikiem jest dobrze zebrany wywiad rodzinny
uzupeliony o informacje dotyczace krewnych zaré6wno w linii Zenskiej, jak 1 meskiej

probantki/probanta. W praktyce klinicznej lekarza genetyka pomocnym narz¢dziem do oceny
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ryzyka wystgpienia mutacji w rodzinie sg programy komputerowe z algorytmami liczagcymi
prawdopodobienstwo nosicielstwa mutacji BRCAI / BRCA2 (Gail, Claus, Cuzick-Tyrer,
BRCAPRO, BOADICEA, Myriad 1 i 2, Manchester) [65][66][67].

Kobiety, ktore powinny pozostawac pod $cistg kontrola onkologiczng to te, ktore na
podstawie kryteriow kliniczno-rodowodowych oraz wynikéw badan molekularnych
zakwalifikowane zostaty do grupy wysokiego ryzyka zachorowania na raka piersi - stanowig
one okoto 0,5 — 1% ogodlnej populacji kobiet w Polsce i okoto 15% ws$rdd chorych na raka piersi

[68].

3.3.2. Zachorowania rodzinne

U okoto 15% chorych na nowotwory, w tym na raka piersi, obserwuje si¢ kumulacje
zachorowan w rodzinie, jednak bez ustalonej mutacji. Rodziny te nie spelniajg kryteriow
rozpoznania dziedzicznych predyspozycji na nowotwory (np. cechuja si¢ pé6znym wiekiem
pojawienia si¢ choroby). Uwaza sie, ze zachorowania rodzinne na nowotwory uwarunkowane
sa wielogenowo lub wieloczynnikowo. Ryzyko zachorowan na nowotwory u kolejnych
cztonkoéw takiej rodziny szacowane jest na poziomie ryzyka S$redniego lub malego.
W przypadku zachorowan rodzinnych dziedziczona jest sktonno$¢ do wystapienia choroby
nowotworowej wsrod krewnych (dziedziczenie wielogenowe, w genach ,Sredniej” oraz
,»hiskiej penetracji”’). Pojawienie si¢ nowotworu w rodzinie uwarunkowane jest takze

dziataniem $rodowiskowych czynnikow ryzyka [69].

3.3.3. Zachorowania sporadyczne

Zdecydowana wigkszos¢ nowo diagnozowanych przypadkow raka piersi (75-80%) to
nowotwory sporadyczne, ktore rozwijajg si¢ bez ewidentnej predyspozycji dziedziczne;j.
Przyczyny rozwoju takich nowotworow sg ztozone, ale nie sg one, zgodnie z obecnym stanem
wiedzy, zwigzane z dziedziczeniem mutacji genetycznych. U podloza rozwoju nowotworow
sporadycznych lezy nagromadzenie si¢ w ciagu zycia uszkodzen DNA prowadzacych do
niekontrolowanej proliferacji komorek. Etiologia ich rozwoju jest ztoZona, §ci§le zwiazana ze
srodowiskowymi (rakotworczymi) czynnikami ryzyka. Istotna jest osobnicza zmienno$¢
genetyczna, warunkujaca indywidualng wrazliwos¢ na dziatanie tych czynnikow. Do powstania
nowotworu sporadycznego konieczne sa dwie mutacje somatyczne (nabyte), obecne w

komorkach danego narzadu [70].

21



3.4. Diagnostyka raka piersi

Kluczowe znaczenie w procesie diagnostyczno-terapeutycznym ma wczesne
wykrywanie raka piersi, co moze znaczgco poprawi¢ rokowanie i szanse na skuteczne leczenie.
Diagnostyka RP obejmuje ré6zne metody i techniki, ktére pozwalaja na mozliwie wczesne
wykrycie nowotworu, ustalenie stadium jego rozwoju i podtypu oraz planowanie odpowiednie;j
terapii. W badaniu fizykalnym piersi lekarz ocenia rozmiar dostg¢pnego palpacyjnie guza, jego
umiejscowienie, ksztatt 1 konsystencje. Lekarz sprawdza réwniez wezty chlonne pachowe
stanowigce pierwotng droge rozsiewu chionnego. Badanie kliniczne stanowi wazny punkt
wyjscia dla dalszej diagnostyki. Ostateczna diagnoza opiera si¢ na wynikach badan
histopatologicznych probek tkanki nowotworowej pobranych podczas biopsji lub badania

srédoperacyjnego oraz na dalszych badaniach molekularnych.

3.4.1. Objawy podmiotowe i przedmiotowe

Wywiad u chorej z podejrzeniem raka piersi powinien obejmowac informacje dotyczace
czas i1 nasilenia objawow klinicznych oraz wystepowania potencjalnych czynnikow ryzyka
(omowiono w podrozdziale 3.1). W kazdym przypadku niezwykle istotny jest wywiad rodzinny
ze szczegldlnym uwzglednieniem przypadkow zachorowan na raka piersi oraz raka jajnika.

Badanie przedmiotowe obejmuje ogladanie i palpacj¢ piersi. U kobiet w okresie
przedmenopauzalnym badanie najlepiej kilka dni po miesigczce, kiedy gruczoty sa mniej
napiete 1 niebolesne. W pierwszym etapie ocenia si¢ symetri¢ 1 zarys piersi oraz brodawek
sutkowych, a takze ocenia si¢ napiecie skory (nalezy zwrdci¢ uwage na ewentualne
zaciagnigcia skory). Nastepnie w badaniu palpacyjnym, uciskajac powolnymi ruchami dtoni,
ocenia si¢ poszczegolne czgsci narzadu. Badanie najlepiej przeprowadzi¢ w pozycji stojacej
z r¢kami opartymi na biodrach oraz uniesionymi. W przypadku wykrycia podejrzanej zmiany,
nalezy ocenic jej potozenie na piersi, wielko$¢, ksztalt oraz spoistos¢. Zawsze nalezy zwrécicé
uwage na wezty chtonne pachowe, szyjne, nadobojczykowe oraz podobojczykowe. Objawami

wskazujacymi na ryzyko zmiany ztosliwej sa:

o zmniejszona ruchomos$¢ zmiany w piersi,
o weciagniecie skory / brodawki sutkowej;
° owrzodzenie,

. saczace zmiany skorne
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. pogrubienie skory,
. obecnos$¢ guzkow satelitarnych,

. ,,skorka pomaranczy” (efekt nagromadzenia chtonki) [71]

3.4.2. Metody diagnostyki obrazowej

Do metod diagnostyki obrazowej raka piersi zalicza si¢ przede wszystkim mammografi¢
1 badanie ultrasonograficzne (USG). Mammografia to obrazowanie rentgenowskie piersi, ktore
jest podstawowa metodg przesiewowej diagnostyki RP. Pozwala ona na wczesne wykrycie
zmian w tkankach piersi, zwlaszcza o utkaniu thuszczowym, nawet przed pojawieniem si¢
objawow. Mammografia w Polsce jest zwykle wykonywana rutynowo u kobiet regularnie co 2
lata od 50. roku zycia w ramach Populacyjnego Programu Wczesnego Wykrywania Raka
Piersi. Ultrasonografia, czyli USG, moze by¢ stosowana w celu potwierdzenia zmian
wykrytych w mammografii lub do pierwotnej oceny guzéw zwlaszcza u mtodszych kobiet, u
ktérych dominuje utkanie gruczotowe piersi. Je§li zostanie wykryta podejrzana zmiana w
piersiach, konieczne jest przeprowadzenie biopsji celem dalszej oceny histopatologiczne;j
tkanki. Istniejg r6zne techniki biopsji, takie jak biopsja cienkoiglowa, biopsja gruboigtowa lub
biopsja chirurgiczna. Podstawowe znaczenie w diagnostyce raka piersi ma biopsja
gruboigtowa. W niektorych przypadkach moze by¢ potrzebne dodatkowe obrazowanie, takie
jak rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging - MRI) piersi lub tomografia
komputerowa (ang. computed tomography - CT), aby uzyska¢ bardziej szczegotowy obraz
zmiany przed podj¢ciem si¢ biopsji guza. Po potwierdzeniu obecno$ci raka piersi, lekarze
oceniaj stadium, jego zaawansowania w skali TNM (tumor, nodules, metastasis), co obejmuje
ocen¢ rozmiaru guza, obecnos$¢ przerzutow do weztow chtonnych i1 ewentualne przerzuty

odlegte. Stanowi to kluczowy etap dla zaplanowania leczenia pacjenta [72].

3.4.3. Histologia raka piersi
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Wedtug klasyfikacji nowotworéw Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organisation — WHO), wérdd potencjalnie zto§liwych zmian rozrostowych piersi, wyrdznia si¢
zmiany prekursorowe (przedinwazyjne) i raki inwazyjne [73][74].

Raki piersi przedinwazyjne:

- Rak przewodowy in situ (ang. ductal carcinoma in situ - DCIS) — nowotworzenie
komorek nabtonkowych przewodéw mlekowych, bez cech naciekania poza btong podstawng.
Stanowig okoto 15-30% rozpoznawanych rakow.

- Rak zrazikowy in situ (ang. lobular carcinoma in situ - LCIS) — zaburzenie struktury
zrazikoOw obejmujace koncowe odcinki uktadu przewodowo-zrazikowego o trzech podtypach:
klasycznym, florid oraz polimorficznym.

LCIS i DCIS zwigkszaja ryzyko rozwoju raka naciekajacego (inwazyjnego) piersi [75].

Raki piersi inwazyjne:

- Inwazyjny rak przewodowy - najczestszy rodzaj raka piersi. W tym przypadku
komorki nowotworowe przenikajg nabtonek kanalikow mlecznych piersi.

- Naciekajacy rak zrazikowy (okolo 10% przypadkoéw) - rozwija si¢ w komodrkach
zrazikéw mlecznych. Charakteryzuje si¢ utrata integralno$ci komorek zrazikowych.

Do rzadszych postaci rakow inwazyjnych naleza: rak rdzeniasty, rak cewkowy, rak
sluzowotworczy, rak onkocytarny, rak bogatottuszczowy, rak bogatoglikogenowy, rak tojowy,
gruczolakorak apokrynowy, rak mikrobrodawkowy naciekajacy piersi 1 inne [74].

Szczegodlna postacia raka piersi jest rak zapalny (ang. inflammatory breast cancer - IBC)
- jest to agresywny rodzaj raka piersi, ktory charakteryzuje si¢ szybko narastajagcym obrzekiem,
rumieniem skory, bolesnos$cig i tkliwoscig piersi [76].

Oprécz wymienionych powyzej istnieje wiele innych postaci raka piersi co sprawia, ze
jego diagnoza i leczenie sa wyjatkowo skomplikowane 1 wymagaja Scistej personalizacji

terapii.

3.4.4. Badanie immunohistochemiczne

Podczas  badania  patomorfologicznego  wykonuje  si¢  takze  badanie
immunohistochemiczne (immunohistochemistry - ITHC) oceniajace ekspresje receptorow na
powierzchni komoérek nowotworowych oraz wskaznik proliferacji Ki-67.

W badaniu immunohistochemicznym raka piersi ocenia si¢ stopien ekspresji trzech

rodzajow receptorow w materiale biopsyjnym:
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1. Receptor estrogenowy (ER): nowotwor piersi moze by¢ sklasyfikowany jako
ER-ujemny (ER-) lub ER-pozytywny (ER+), w zalezno$ci od obecnosci lub braku receptora
estrogenowego na powierzchni komodrek nowotworowych. Rak ER+ reaguje na terapie
hormonalne, takie jak tamoksifen, czy inhibitory aromatazy.

2. Receptor progesteronowy (PgR): podobnie jak w przypadku ER, rak piersi
moze by¢ sklasyfikowany jako PgR-ujemny (PgR-) lub PgR-pozytywny (PgR+), w zalezno$ci
od obecnosci lub braku receptora progesteronowego. Przeciwnie do ER, PgR nie jest gtownym
celem hormonoterapii, ale jego obecno$¢ moze mie¢ znaczenie w leczeniu;

3. Receptor HER2: nowotwor piersi jest klasyfikowany jako HER2-ujemny
(HER2-) lub HER2-pozytywny (HER2+), w zaleznosci od nadmiernej ekspresji HER2. W
ocenie HER2 wyniki — i +1 okresla si¢ jako wyniki ujemne, a +3 jako dodatni. Wynik +2 w
badaniu IHC wymaga poszerzenia diagnostyki o ocen¢ liczby kopii genu HER2 metoda
hybrydyzacji in situ (FISH). Terapie celowane, takie jak trastuzumab (Herceptin), s skuteczne
w leczeniu raka HER2-pozytywnego.

Ponadto w badaniu immunohistochemicznym raka piersi ocenie podlega takze indeks
proliferacji Ki-67. Uwazany jest on za wskaznik potencjatu mitotycznego komorek i koreluje
czesto z przebiegiem choroby nowotworowej, petnigc funkcje biomarkera prognostycznego
choroby. W przypadku raka piersi, kryterium wysokiego wskaznika Ki-67 jest prog min. 20%,
co zwigzane jest ze ztym rokowaniem choroby [77][78]. Immunohistochemiczna ocena Ki67
ma jednak pewne ograniczenia niejednakowy wybdr przeciwcial do testow oraz potencjalne

problemy wynikajace z heterogennosci guza [79].

3.4.5. Klasyfikacja molekularna raka piersi na podstawie analizy ekspresji genow

Na poczatku XXI wieku, w badaniach Perou oraz Serlie i wsp. na podstawie analizy z
wykorzystaniem mikromacierzy DNA, wyr6zniono kilka podtypdéw molekularnych raka piersi
o roznych cechach klinicznych i rokowaniu [80][81]:

. Luminalny A - zwigzany z wyrazng ekspresja receptorow estrogenowych
(ER+). Nowotwory te sa zwykle niskiego stopnia zto§liwosci i charakteryzuja si¢ lepszym
rokowaniem. Sg one rowniez czg¢sto wrazliwe na terapie hormonalne, takie jak tamoksyfen czy
inhibitory aromatazy.

. Luminalny B — wykazuje ekspresj¢ ER oraz szybszg dynamike rozwoju niz typ

luminalny A.
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. HER2-dodatni — charakteryzuje si¢ brakiem ekspresji ER 1 PgR, nadekspresja
HER?2 oraz wrazliwoscig na leczenie anty-HER2, np. trastuzumab.

. Bazalnopodobny (basal-like) — w wickszos$ci nie wykazuje ekspresji ER, PgR
oraz HER2 — tzw. ,,rak piersi potrojnie ujemny” (ER-, PgR-, HER2-). Raki te cechujg si¢
szybkim rozwojem i sktonno$cig do przerzutow, niewrazliwoscig na hormonoterapi¢ oraz
wrazliwo$cig na chemioterapie.

Podsumowanie podtypéw molekularnych i wynikow badan immunohistochemicznych
raka piersi zapewnia klasyfikacja St. Gallen (Tabela 2). Klasyfikacja molekularna St. Gallen
to miedzynarodowy konsensus ekspercki, ktory jest aktualizowany co kilka lat i zawiera
wytyczne dotyczace diagnostyki i leczenia raka piersi. Ma na celu dostarczenie wytycznych
lekarzom klinicystom w celu podejmowania decyzji dotyczacych leczenia raka piersi i
uwzglednia wiele czynnikoéw, takich jak podtypy molekularne, stopien zaawansowania,
obecno$¢ receptorow hormonalnych i HER2 oraz inne cechy molekularne. Klasyfikacja ta
opiera si¢ na poziomach ekspresji gendw i receptoréw hormonalnych oraz ocenia ryzyko
nawrotu raka piersi. Wedlug St. Gallen wyrdznia kilka podtypéw, w tym: luminalny A,

luminalny B, bazalnopodobny oraz HER-dodatni [82].

Podtyp raka piersi Definicja
Luminalny A ER+
PgR+ (>20%)
HER2-

Niski indeks Ki-67 <20%

Luminalny B Luminalny B HER2-ujemny:
ER+

PgR- lub <20%

HER2-

Wysoki indeks Ki-67 >20%
Luminalny B HER2-dodatni:
ER+

HER2+

Kazdy wynik Ki67 oraz PgR
HER2-dodatni HER2+

ER-
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PgR-

Bazalnopodobny (potrdjnie- ER-
ujemny) PgR-
HER2-

* ok. 80% rakéw ,potrdjnie-
ujemnych” to raki bazalnopodobne, ale
mieszczg  si¢  tutaj takze  podtypy
histologiczne o wysokiej zto§liwosci, np. rak

rdzeniasty.

Inne typy histologiczne ER+ (sitowaty, cewkowy, $luzowy)
ER-  (apokrynowy,  rdzeniasty,

gruczotowo-torbielowaty, metaplastyczny)

Tabela 2. Klasyfikacja raka piersi na podstawie konsensusu eksperckiego St. Gallen

[82].

3.4.6. Rak piersi potrojnie ujemny (TNBC)

Podtypem raka piersi, ktory zasluguje na szczegdlng uwagg, jest potrdjnie ujemny rak
piersi (triple-negative breast cancer - TNBC), charakteryzujacy si¢ brakiem ekspresji trzech
gléwnych celow terapeutycznych (ER, PR, HER-2). Stanowi on 15-20% wszystkich
przypadkow raka piersi, jest bardziej agresywny, charakteryzuje si¢ szybszym tempem
wzrostu, wyzszym ryzykiem przerzutdéw 1 ryzykiem nawrotu, a w rezultacie gorszym
rokowaniem, niz raki piersi wykazujace ekspresje receptoréw hormonalnych [83]. Ze wzgledu
na swoj specyficzny profil molekularny (utrate ekspresji receptorow) TNBC nie jest wrazliwy
na terapi¢ hormonalng. W takich przypadkach chemioterapia stanowi gtowne leczenie
systemowe, ale skuteczno$¢ konwencjonalnej adiuwantowej chemioradioterapii pooperacyjne;j
dla TNBC jest niska [84][85][86].

Badania ostatnich lat wykazaty, ze stosowanie chemioterapii neoadiuwantowej w
leczeniu TNBC prowadzi do istotnie wyzszej peilnej odpowiedzi patomorfologicznej (ang.
pathological complete response - pCR) niz w przypadku RP z obecnoscig receptorow
hormonalnych [87]. Osiagnigcie pCR jest takze wskaznikiem lepszych wynikow leczenia
dhugoterminowego, a zatem pozytywnym czynnikiem rokowniczym [88]. Obecne wytyczne

zalecajg stosowanie kombinacji schematow chemioterapeutycznych opartych na taksanach,
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antracyklinie, cyklofosfamidzie, cisplatynie 1 fluorouracylu. Standardowa strategia
neoadiuwantowa obejmuje schematy z antracykling (epirubicyna/doksorubicyng) -+
cyklofosfamidem (AC), po ktorych nastgpuja cykle z taksonami (doksetaksel/paklitaksel). Ten
schemat prowadzi do uzyskiwania istotnie lepszych wskaznikow pCR u pacjentek z TNBC w
porownaniu z pacjentkami nie-TNBC (51,2% vs. 12%) [89][90]. Niemniej jednak kontrowersje
wynikaja z faktu, ze TNBC to choroba o wysokiej heterogennosci i obserwuje si¢ rézng
wrazliwo$¢ na powszechnie stosowane leki pomimo tego samego rozpoznania choroby [91].
Zwraca si¢ uwagge na rozbieznosci w skutecznosci stosowanych schematow terapeutycznych.
W zwiagzku z tym istnieje konieczno$¢ poszukiwania nowych metod umozliwiajacych
prognozowanie przebiegu choroby u pacjentek poddawanych chemioterapii neoadjuwantowe;j.

W kontekscie heterogennosci nowotworow, w tym takze TNBC, kazda diagnoza
nowotworu jest wyjatkowa 1 r6zni si¢ na podtozu molekularnym u poszczeg6lnych pacjentek.
Tradycyjna klasyfikacja raka piersi oparta na histologicznych i immunohistochemicznych
cechach guzéw ma ograniczenia w zakresie spersonalizowanych strategii leczenia — tylko
czgsciowo uwzglednia skomplikowane zmiany genetyczne lezace u podstaw procesow
wzrostowych nowotworu [92].

Analiza ekspresji gendw moze poméc w identyfikacji réznych podtypow
molekularnych TNBC, umozliwiajacych stworzenie paneli prognostycznych pomocnych w
ocenie rokowania choroby, doborze selektywnej terapii, a nawet wczesniejszym wykrywaniu
TNBC. Jednym z pierwszych badan dotyczacych molekularnej heterogennosci TNBC bylo
zaobserwowanie 6 r6znych molekularnych wzorcow ekspresji genow w TNBC przez Lehmann
1 wsp., ktorzy wyroznili 2 podtypy bazalnopodobnych TNBC (BL1 1 BL2),
immunomodulacyjny (IM), mezenchymalny (M), mezenchymalny przypominajacy komorki
macierzyste (MSL) oraz luminalny z receptorami androgenowymi (LAR) [93]. Kolejne,
bardziej zaawansowane klasyfikacje uwzgledniajace implikacje kliniczne podtypow
zaproponowanych przez Lehmanna i1 wsp. potwierdzity istnienie 4 podtypow TNBC: LAR oraz
nie-LAR (a ws$rdd nich: basal-like immunoactivated, basal-like immunosuppressed oraz
mezenchymalny) [94][95][96]. Co wazne, wiele badan jednoznacznie wykazato, ze pacjenci z
podtypem LAR wykazuja istotnie gorszy odsetek odpowiedzi na chemioterapi¢
neoadiuwantowag [96]. Dlatego tez sukces gltownych wyzwan diagnostycznych i1
terapeutycznych zalezy od zdefiniowania konkretnych podtypow TNBC oraz istotnych
biomarkeréw mogacych wplyna¢ na zindywidualizowane podej$cie do pacjentow z TNBC

[97].
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3.5. Leczenie personalizowane raka piersi

Obecnie leczenie personalizowane raka piersi oparte jest na ocenie dobrze znanych
markerow immunohistochemicznych: receptorow estrogenowych, progesteronowych oraz
amplifikacji HER2 oraz na blokowaniu szlakéw molekularnych wptywajacych na agresywny

wzrost nowotworu [5].

3.5.1. Rak piersi luminalny

Terapia hormonalna stanowi podstawe leczenia podtypdéw raka piersi wykazujacych
ekspresje receptoréw ER/PgR na powierzchni komorek. Kluczowe znaczenie w tej terapii ma
blokowanie dziatania estrogenu przez kompetycyjnych antagonistow receptora ER —
tamoksifen lub fulwestrant oraz hamowanie jego produkcji przez inhibitory aromatazy
(steroidowe lub niesteroidowe) [98]. Gtéwng bariera w dtugotrwatym leczeniu raka piersi przy
pomocy tamoksifenu sg mechanizmy nabytej opornosci, dlatego podejmowane sg proby
niwelowania tego efektu poprzez identyfikacje 1 modulacje szlakéw molekularnych
uczestniczacych w jej wytworzeniu, takich jak $ciezki sygnalowe receptora estrogenowego,
zmiany ekspresji receptorow czynnikow wzrostu, deregulacja szlakow sygnalizacyjnych PI3K-
PTEN/AKT/mTOR, czy NFkB [99].

W badaniu MONARCH3 analiza dziatania inhibitora kinaz zaleznych od cyklin
CDK4/6 -abemacyklibu - w skojarzeniu z niesteroidowym inhibitorem aromatazy (anastrozol
lub letrozol) wykazaly pozytywne wyniki leczenia ze znacznie dluzsza mediang czasu
przezycia wolnego od progresji (ang. progression-free survival - PFS) w porownaniu do grupy
placebo (28.18 vs. 14.76 miesiecy) [100]. Dobre wyniki osiggano takze w skojarzeniu
hormonoterapii z innym inhibitorem CDK4/6 — rybocyklibem [101]. W badaniu BOLERO-2
wykazano, ze zastosowany inhibitor szlaku mTOR (ewerolimus) w skojarzeniu z inhibitorem
aromatazy eksemestanem przynosi popraw¢ PFS w luminalnym raku piersi [102]. Ponadto,
inhibitory deacetylazy histonowej, takie jak etinostat, przyniosty pozytywne efekty w leczeniu
luminalnego raka piersi ograniczajac oporno$¢ na hormonoterapi¢ [103].

Udowodniono takze, ze selektywne inhibitory kinazy fosfatydyloinozytolu-3 (PI3K) —
taselisib oraz alpelisib w skojarzeniu z fulwestrantem wydluzaja czas przezycia wolny od
progresji [104][105][106]. U chorych z mutacjg aktywujaca w genie PIK3CA dochodzi do
nadmiernej aktywacji $ciezki sygnatowej PI3K-AKT w komorkach nowotworowych, promujac

ich wzrost, proliferacje i zdolno$¢ naciekania [107]. Wyniki badania klinicznego III fazy
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SOLAR-1 wykazaty, ze dodanie alpelisibu (ktéry blokuje szlak PI3K) do terapii hormonalne;j
wigze si¢ z istotng klinicznie korzy$cia w zakresie czasu przezycia catkowitego w pordwnaniu
do samej hormonoterapii u chorych na zaawansowanego hormonozaleznego, HER2-ujemnego
raka piersi [108].

Istotnym problemem jest nawrotowy rak piersi oraz przerzuty odlegte nowotworu
zachowujace si¢ bardziej agresywnie i wykazujace wicksza opornos$¢ na leczenie niz guz
pierwotny [109]. W tym konteks$cie uzycie inhibitora AKT — kapiwasertibu wraz z antagonistg
ER przynosi obiecujace rezultaty zmniejszajac potencjat proliferacyjny komorek raka piersi

[110].

3.5.2. Rak piersi HER2-pozytywny

Terapie ukierunkowane na biatko HER2 stanowig podstawg strategi¢ postgpowania w
raku piersi HER2-pozytywnym. Proba kliniczna CLEOPATRA wykazata skuteczno$é
dziatania  schematéw  leczniczych, opartych na  blokowaniu = HER2  przez
trastuzumab/pertuzumab w skojarzeniu z chemioterapig (paklitaksel, docetaksel, lub
kapecytabina), co stanowi obecnie ztoty standard w leczeniu raka piersi HER2-dodatniego
[111]. W kontekscie nowotworéw HER2-dodatnich wykazano, ze wiaczenie inhibitoréw
kinazy tyrozynowej receptora EGFR takich jak: neratynib, tukatynib i lapatynib przy terapii
trastuzumabem lub kapecytabing wydtuza czas wolny od progresji oraz spowalnia wzrost guza

[112][113].

3.5.3. Rak piersi potrdjnie-ujemny

Z uwagi na znaczng heterogenno$¢ wewnetrzng oraz brak klasycznych punktow
uchwytu dla terapii celowanych (receptorow), standardem w leczeniu TNBC pozostaje
neoadjuwantowa chemioterapia majgca na celu redukcje wielkos$ci guza i naciekania przez
niego okolicznych struktur (przygotowanie pacjenta przed leczeniem chirurgicznym) oraz
eliminacj¢ mikroprzerzutdw i przerzutoéw weztowych [114]. Oparta jest na antracyklinach,
taksanach oraz zwiazkach bazujacych na platynie, np. cisplatyna. Obecnie stosowanych jest 6
schematéw chemioterapii neoadjuwantowej u pacjentek z TNBC:

. TAC: docetaksel (Taxotere) + doksorubicyna (Adriamycin) + cyklofosfoamid
(Cytoxan)

. TC: docetaksel (Taxotere) + cyklofosfamid (Cytoxan)
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. AC: doksorubicyna (Adriamycin) + cyklofosfamid (Xytoxan)

. ACdd (dose-dense): AC w skojarzeniu z czynnikami pobudzajacymi wzrost
kolonii granulocytarnych

. CMF: cyklofosfamid + metotreksat + fluorouracyl

. CAF: cyklofosfamid + doksorubicyna + fluorouracyl

. CEF-T: cyklofosfamid + doksorubicyna + fluorouracyl + paklitaksel/docetaksel
[115]

Pomimo tego, ze wiele przypadkéw TNBC prezentuje poczatkowo dobre efekty
chemioterapii neodjuwantowej, duza wada powyzszych schematéw jest zjawisko
lekooporno$ci nabytej implikujace dtugotrwalg efektywnos¢ leczenia [116][117].

U pacjentek chorujacych na TNBC i1 wykazujacych mutacje¢ BRCAI/2 wykazano
skuteczno$¢ talazoparibu i olaparybu — inhibitoréw polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP),
czyli enzymu uczestniczacego w naprawie DNA [118][119], przyczyniajac si¢ do wydtuzenia
czasu przezycia wolnego od progresji. Inhibitory PARP wykazuja skuteczno$¢ takze w rakach
piersi BRCA+ i HER2-ujemnych [120]. Ponadto leczenie z hamowaniem szlaku AKT (z
uzyciem ipatasertibu 1 kapiwasertybu) wykazato skuteczno$¢ u pacjentek z przerzutowym
TNBC poddawanych terapii paklitakselem [121]. W odniesieniu do podtypu molekularnego
LAR TNBC, zastosowanie enzalutamidu — inhibitora receptora androgenowego cechuje si¢
wydtuzeniem czasu przezycia u pacjentek z chorobg przerzutowa [122].

Pomimo dotychczasowych badan nad profilem molekularnym TNBC, chemioterapia
pozostaje ztotym standardem leczenia tego podtypu raka piersi. Konieczne sg dalsze badania
nad wyrdznieniem podtypow molekularnych TNBC co mogloby usprawnié¢ postgpowanie

kliniczne u pacjentek z tg choroba.

3.6.  Ocena zaawansowania choroby i systemy prognozowania

Podobnie jak w wigkszosci nowotwordw litych, klasycznie stopien zaawansowania raka
piersi okresla si¢ na podstawie skali TNM. Wstepnej klasyfikacji klinicznej pacjentki (CTNM)
dokonuje si¢ na podstawie zgromadzonych danych klinicznych, jednak decyzje terapeutyczne
oparte s3 w gtownej mierze o wyniki uzyskane po ocenie histopatologicznej tkanki biopsyjne;j
(pTNM). Stopien zaawansowania nowotworu w skali TNM jest takze najwazniejszym

czynnikiem prognostycznym w raku piersi. Dalsze rokowanie choroby uzaleznione jest m.in.
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od postaci histologicznej raka, zr6znicowania nowotworu, ekspresji receptorow, amplifikacji
genu HER?2 oraz indeksu Ki-67 [77].

VIII edycja klasyfikacji AJCC (The American Joint Committee on Cancer) zaleca
ponadto stosowanie rokowniczego stopnia zaawansowania klinicznego, zawierajacego
dodatkowo oceng stanu receptorow (ER, PgR, HER2), oceng¢ stopnia ztosliwosci (cecha G) oraz
profilu molekularnego Oncotype DX [123][124].

W ostatnich latach wykazano silne znaczenie prognostyczne poszczeg6élnych podtypow
molekularnych raka piersi, sposrod ktorych najlepsze rokowniczo sg raki luminalne A, a
najgorszej prognozuja raki bazalnopodobne. Poznanie mechanizméw molekularnych lezacych
u podstaw procesu karcynogenezy pozwala na ich molekularne scharakteryzowanie oraz
zastosowanie indywidualnego leczenia.

Zmiany molekularne obserwowane w nowotworach mozna wykorzysta¢ przy tworzeniu
swoistych paneli prognostycznych (czynniki pozwalajace przewidzie¢ przebieg choroby) i

predykcyjnych (czynniki pozwalajace na przewidywanie reakcji na zastosowane leczenie).

Wspolczesnie stosowane testy oparte sa na analizie réznych gendéw w tkance
nowotworu 1 roéznig si¢ miedzy sobg zakresem mozliwosci prognostycznych i/lub
predykcyjnych oraz liczba analizowanych gendéw. W przypadku raka piersi, do najczesciej
stosowanych paneli oceniajgcych ryzyko nawrotu choroby 1 wystgpienia przerzutow zalicza
sie:

. MammaPrint®: panel diagnostyczny zawierajacy 70 gendéw, ktory zostat
opracowany do oceny ryzyka nawrotu raka piersi oraz pojawienia si¢ przerzutow odlegtych.

. Oncotype DX®: panel 21 gendéw okreslajacy ryzyko nawrotu choroby u kobiet
chorych na raka piersi, ze szczegdlnym uwzglednieniem pacjentek z wczesnym stadium,
rakiem ER-pozytywnym (receptor estrogenowy), HER2-ujemnym i guzami piersi bez
przerzutéw do weztoéw chionnych. Oncotype DX® pomaga okresli¢ reakcje na chemioterapig
[125].

. Prosigna PAM-50 Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay®:
panel 50-genowy;

. EndoPredict®: panel 12-genowy.

. Breast Cancer Index®: panel stuzacy do analizy stosunku ekspresji genow
HOXBI3 : IL17BR (H/I) do predykcji reakcji na terapi¢ hormonalnag [126].

Stosowane dotychczas panele prognostyczne raka piersi podsumowano w Tabeli 3.
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Nazwa testu

Panel genowy

Producent

Referencje

Oncotype DX®

Ki67, STK15, BIRC5, CCNBI, MYBL2,
ESRI, PGR, BCL2, SCUBE2, MMPI11,
CTSL2, BAGI, CD68, GSTMI, HER?2,
GRB7, ACTB, GADPH, RPLPO, GUS,
TRFC

Genomic Health, Inc.

[127]

MammaPrint®

BBC3, EGLNI, TGFB3, ESM1, IGFBPS,
FGF18, SCUBE2, WISPI, FLTI,
HRASLS, STK32B, RASSF7, DCK,
MELK, EXTI, GANZ, EBF4, MTDH,
PITRMI1, OSCN6LI, CCNE2, ECT2,
CENPA, LIN9, KNTC2, MCMSG,
NUSAPI, ORC6L, TSPYLS, RUNDCI,
PRCI, RFC4, RECQOL5, CDCA7, DTL,
COL4A42, GPRI180, MMP9, GPRI26,
RTN4RLI, DIAPH3, CDC42BPA,
PALM2, ALHH4AI, AYTL2, OXCTI,
PECI, GMPS, GSTM3, SLC2A43, FGF18,
LGP2, NMU, UCHLS5, JHDMID,
AP2BI, MS4A47, RAB6B,
LOC100288906, C9orf30, ZNF533,
Cl6orf6l,  SERFIA,  C200rf46,
LOC730018, LOC100131053,
AA555029 RC

Agendia BV

[128]

Prosigna PAM-
S50®

ACTR3B, ANLN, BAGI, BCL2, BIRCS,
BLVRA, CCNBI, CCNEI, CDC20,
CDC6, CDCAI, CDH3, CENPF,
CEPS55, CXXCS5, EGFR, ERBB2, ESRI,
EXOI, FGFR4, FOXAlI, FOXCI,
GPR160, GRB7, KIF2C, KNTC2,
KRTI14, KRT17, KRT5, MAPT, MDM?2,
MELK, MIA, MKI67, MLPH, MMPI11,
MYBL2, MYC, NATI, ORC6L, PGR,

NanoString

Technologies, Inc.

[129]
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PHGDH, PTTGI, RRM2, SFRPI,
SLC3946, TMEM45B, TYMS, UBE2C,
UBE2T

EndoPredict® | BIRC5, UBE2C, DHCR7, RBBPS, |Sividon Diagnostics | [130]
IL6ST, AZGPI1, MGP, STC2, CALM?2, | GmbH
OAZI, RPL374

Tabela 3. Zestawienie przyktadowych paneli prognostycznych raka piersi.

W zwiazku z tym, ze kazda diagnoza raka piersi jest unikalna, a heterogennos$¢ kliniczna
1 genetyczna nowotworu sprawia, ze czesto nie ma jednoznacznej $ciezki oceny precyzyjnego
prognozowania przebiegu choroby u konkretnej pacjentki, istotnym problem medycznym,
ktéry wydaje si¢ cechowac si¢ pewna losowos$cia, pozostaje r6zna odpowiedz pacjentek na
zastosowane leczenie. W zwiazku z tym, konieczne sg badania majace na celu opracowanie
testow molekularnych umozliwiajacych prognozowanie przebiegu choroby, jak rowniez paneli
predykcyjnych utatwiajacych przewidywanie oraz monitorowanie indywidualnej reakcji na

leczenie raka piersi.

4. OMIKA: GENOM, TRANSKRYPTOM I PROTEOM

Na przestrzeni ostatnich lat rozumienie biologii nowotworu zmienito si¢ dzigki
postepowi molekularnych technik diagnostycznych. Dzigki rozwojowi sekwencjonowania
nastepnej generacji (ang. next-generation sequencing, NGS), znacznie poszerzyla si¢ wiedza
dotyczaca genomu 1 mechanizméw regulujacych ekspresje genow w komorkach
nowotworowych. Nowoczesne mechanizmy sekwencjonowania DNA 1 RNA pozwalaja na
prowadzenie badan w nowych obszarach onkogenetyki, takich jak zmiany ekspresji genow lub
oddziatywania czynnikow epigenetycznych na aktywnos$¢ poszczeg6lnych regiondw genomu.
Poznanie podtoza genetycznego karcynogenezy przyczynia si¢ do zrozumienia mechanizmow
molekularnych biorgcych udzial w rozwoju poszczegdlnych nowotwordéw 1 do odkrywania
nowych metod ich wykrywania, prognozowania dynamiki wzrostu oraz projektowania terapii
[18].

Zmiany genetyczne i globalne zmiany w ekspresji gendw mozna rozwazaé na trzech

réznych poziomach, tj. genomowym, transkryptomicznym 1 proteomicznym, gdzie kazdy
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poziom ma swoje unikalne zalety 1 ograniczenia. Analiza skomplikowanych interakcji miedzy
powyzszymi poziomami molekularnymi stanowi podstawe zrozumienia onkologii
personalizowanej [131].

Genom to zbior calego materialu genetycznego organizmu. Sktada si¢ z sekwencji
DNA, ktére zawieraja informacje genetyczne niezb¢dne do syntezy RNA oraz kodujace biatka.
Poziom genomowy moze by¢ uwazany za najdalszy od fenotypu komoérkowego. Od momentu
zsekwencjonowania ludzkiego genomu dokonano znaczacego postepu w badaniach mutacji
inicjujacych transformacj¢ nowotworowsq. Zidentyfikowano konkretne mutacje genowe
odpowiedzialne za dziedziczne zespoly nowotworowe. Pomimo licznych zalet ptynacych z
mozliwo$ci sekwencjonowania DNA, badanie zmian na tym poziomie ma pewne ograniczenia
w klinicznej medycynie spersonalizowanej. W zwiazku z tym, ze tylko maty procent ludzkiego
genomu ulega ekspresji do poziomu bialek a ekspresja genéw to bardzo skomplikowany i
wieloetapowy proces, kontrolowany przez liczne mechanizmy regulacyjne, takie jak metylacja
DNA, biatka wigzace DNA czy maty RNA interferujacy (siRNA) na produkt biatkowy moze
wplywaé wiele zaburzen niewynikajacych z kodujacej go sekwencji nukleotydowej. Ponadto
badania molekularne, a takze cytogenetyczne jak kariotypowanie i hybrydyzacja genomowa,
ujawnily znaczng heterogenno$¢ komorek nowotworowych. co wpltywa na odmienng sytuacje
kliniczng. Podsumowujac, analiza genomu nowotworowego moze dostarczy¢ cennych
informacji na temat sekwencji DNA 1 jego struktury, ale moze by¢ niewystarczajace do opisania
rzeczywistego fenotypu tkanki oraz cech klinicznych nowotworu. Dlatego tez konieczne jest
szersze podej$cie do prawidtowego zrozumienia biologii guza i znalezienia odpowiednich
molekularnych celow diagnostycznych oraz opracowania konkretnej terapii dla pacjenta
onkologicznego.

Proteom to kompletny zestaw biatek obecnych w organizmie — aparat wykonawczy
procesdw zachodzacych w komorce. Biatka sg produkowane na podstawie informacji
zawartych w transkryptach genéw. Kazde biatko z kolei ma swojg unikalng strukture 1 funkcje,
co wptywa na réznorodno$¢ procesow biologicznych zachodzacych w organizmach. Poziom
proteomiczny, ktory jest blizszy molekularnym mechanizmom decydujacym o fenotypie
komorki niz genomika, koncentruje si¢ na iloSciowych pomiarach biatek majacych na celu
charakteryzacje procesOw biologicznych i rozszyfrowania biatkowych mechanizmow regulacji
ekspresji gendow w zywej komorce [33,34]. Biatka pelnig kluczowe funkcje we wszystkich
procesach komorkowych, a mutacje zmieniajg ich ekspresje, whasnosci 1 aktywno$¢. Analiza
proteomu komorki nowotworowej pozwala na uzyskanie obrazu modyfikacji postranslacyjnych

oraz interakcji migdzy mechanizmami komoérkowym [132].
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Wsrod technik analizy biatek, najczgsciej wykorzystywane sg mikromacierze. Metoda
ta wykorzystuje przeciwciala monoklonalne lub inne ligandy do identyfikacji konkretnego
biatka. Mikromacierze biatkowe znalazty szerokie zastosowanie w diagnostyce molekularne;j,
zwlaszcza w odkrywaniu biomarkerow nowotworowych. Niemniej jednak trudnosci techniczne
zwigzane z t3 metoda, takie jak roznice we wilasciwosciach fizycznych i1 chemicznych biatek
oraz koniecznos$¢ uzycia wysoce specyficznych paneli przeciwcial, stanowig istotne przeszkody
dla badan proteomicznych w szerokim zakresie [132].

Kluczowym potaczeniem migdzy proteomem i genomem jest transkryptom. Jest to
zbior wszystkich transkryptow, czyli kopii komplementarnych genéw w postaci RNA. Zawiera
on informacje zakodowane pierwotnie w DNA. Transkryptom, w przeciwienstwie do genomu,
jest zbiorem dynamicznym - co oznacza, ze dostarcza informacji o tym, ktére geny sa aktywne
w danym czasie 1 w danej tkance, co zmienia si¢ w rdéznych warunkach $rodowiska.
Transkryptom reaguje aktywnie na warunki fizjologiczne lub patologiczne, dostosowujac
metabolizm komoérkowy do bodzcéw naplywajacych z zewnatrz. Zmiany w transkryptomie
odzwierciedlajg rozne stany komorek, etapy rozwojowe i mechanizmy regulacyjne. Obecnie,
transkryptomika znalazta si¢ w centrum uwagi naukowej dzigki szybkiemu rozwojowi metod
sekwencjonowania RNA (RNA-Seq) [133]. W bazie Pubmed w sierpniu 2023r. bylo
zgromadzonych ponad 92 tysigce publikacji z zakresu badania transkrypromu w komorkach

nowotworowych (Rysunek 1).

Pu bmed ® transcriptome AND cancer X m

Advanced Create alert Create RSS User Guide
Save Email Send to Sort by, | Best match s Display aptions %
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1982 2023

Rysunek 1. Wzrost liczby publikacji z zakresu badania transkryptomu w komorkach
nowotworowych ~w  latach 1982 - 2023 w  bazie PubMed (Zrddlo:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov z dnia 01.09.2023)
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4.1. Transkryptom

Obszarem o szczeg6lnym potencjale uzytecznosci w onkologii klinicznej jest badanie
transkryptomu. Badanie aktywnos$ci genowej w oparciu o RNA moze umozliwi¢ okreslenie
podtypdéw nowotworow 1 dobor odpowiedniego leczenia we wezesnym stadium rozwoju guza,
jak réwniez przewidywanie odpowiedzi pacjenta na terapi¢, ograniczajac w ten sposob
prawdopodobienstwo rozwoju dziatan niepozadanych chemioterapeutykéw [134].

Badania wykazuja, Zze okoto 93% ludzkiego DNA jest transkrybowane na RNA, jednak
tylko 2% na RNA kodujace biatka (pcRNA) [135]. Te czasteczki, w dojrzatej formie, okreslaja
sekwencj¢ aminokwasow w biatku i uczestnicza w translacji. Pozostata cze$¢ ludzkiego
transkryptomu sktada si¢ z RNA niekodujacego (ncRNA) i obejmuje dotychczas odkryte: RNA
rybosomalne (rRNA), RNA transferowe (tRNA), mikro RNA (miRNA), mate RNA
interferujace (siRNA), RNA oddziatujace z biatkiem PIWI (piRNA), mate RNA jadrowe
(snRNA), mate RNA jaderkowe (snoRNA), RNA pozakomorkowe (exRNA), RNA
przewodnikowe (gRNA), mate RNA specyficzne dla ciatek Cajala (scaRNA), RNA kolowe
(circRNA), dlugie RNA niekodujace (IncRNA), takie jak transkrypt specyficzny dla
inaktywacji chromosomu X (XIST) 1 RNA antysensowny transkryptu HOX (HOTAIR). Ich
funkcje komorkowe znaczgco réznig si¢ od siebie. Niektore ncRNA penig funkcje katalityczne,
np. biorg udziat w produkcji tRNA 1 rRNA, podczas gdy inne uczestniczag w kontrolowaniu
funkcji mRNA, np. miRNA, snRNA, snoRNA. Wszystkie wyzej wymienione rodzaje ncRNA
potencjalnie przyczyniaja si¢ do procesu onkogenezy. Co wiecej, ciggle odkrywane sg nowe
rodzaje RNA dzigki nowoczesnym technikom molekularnym. Skrupulatna analiza funkcji
RNA 1 rozwijanie nowych technik moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia

transkryptomu.

5. METODY DIAGNOSTYCZNE W ONKOGENETYCE

Wyrdznia si¢ 3 grupy laboratoryjnych metod diagnostycznych stosowanych w
onkogenetyce:

1. Metody cytogenetyki klasycznej (analiza prazkowa chromosomoéw,
pozwalajaca na analize aberracji liczbowych 1 strukturalnych oraz oceng ich ztaman i innych
uszkodzen), charakteryzuje si¢ stosunkowo niskg rozdzielczoscia, okoto 10 Mpz i wymaga
hodowli komorkowych [136].

2. Metody cytogenetyki molekularnej
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a) FISH (ang. fluorescent in situ hybridization, fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ) — polega na hybrydyzacji sekwencji DNA ze specyficznymi sondami znakowanymi
barwnikami fluorescencyjnymi, jest ograniczona poprzez mozliwos$¢ stosowania tylko kilku
roznych sond na raz (zwykle 2-3) i ma rozdzielczos¢ do 40-100 kpz [137].

b) aCGH (ang. array comparative genomic hybridization, porownawcza
hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy) — polega na oznakowaniu dwoch genoméw
(badanego 1 wzorcowego) réznymi fluorochromami i poréwnaniu natezenia ich fluorescencji
poprzez ich réwnoczesng hybrydyzacje do genomu wzorcowego. Mikromacierze CGH
umozliwiaja wykrycie delecji i/lub duplikacji a takze, do pewnego zakresu, amplifikacji
fragmentéw materiatu genetycznego. Ich rozdzielczos¢ zalezy od stosowanej macierzy [138].

c) MLPA (ang. multiplex ligase-dependent probe amplification, multipleksowa
amplifikacja sond zalezna od ligacji) - jest to ilo§ciowa ocena wybranych sekwencji DNA
poprzez ich hybrydyzacje z zestawem sond, pozwalajacych na ocen¢ delecji, duplikacji 1 do
pewnego zakresu, amplifikacji. Rozdzielczo$¢ tej metody osigga poziom nawet pojedynczych
nukleotydow, ale ogranicza ja zestaw stosowanych sond — badanie dotyczy tylko wybranych
fragmentéw. Odmiang MLPA jest MS-MLPA (methyl-specific MLPA) pozwalajaca na ocen¢
statusu metylacyjnego, np. analiz¢ metylacji promotoréw wybranych genow [139].

3. Metody biologii molekularnej — opisane w dalszej czgsci monografii, m.in.

a) PCR (ang. polymerase chain reaction) i jej odmiany

b) RT-PCR (qPCR) (Real-Time PCR, PCR ilo$ciowy)

) Sekwencjonowanie klasyczne metoda Sangera

d)  NGS[140]

5.1. Metody analizy transkryptomu

Rozw¢j technik molekularnych, a szczegdlnie technik wysokoprzepustowych, pozwolit
na identyfikacje markerow, umozliwiajacych zdefiniowanie potencjalnego ,.celu”
molekularnego, na ktory nalezy ukierunkowac¢ leczenie pacjenta zwigkszajac tym samym
selektywnos$¢ 1 skutecznos¢ terapii. Jednocze$nie rozwdj ten pozwolit na lepsza identyfikacje
mechanizméw modulujacych indywidualng odpowiedZ na leczenie oraz na opracowanie
molekularnych markeréw predykcyjnych dla niektorych lekow [141].

Dotychczas rozwinigto kilka metod diagnostyki molekularnej, ktére pomagaja okresli¢
role catkowitego RNA tworzacych transkryptom w genezie roznych chordb. Pierwsze proby

badania transkryptomu cztowieka oparte byty na ilosciowym oznaczaniu mRNA za pomoca
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metody Northern Blotting. Ta czasochtonna metoda wykorzystuje specyficzne dla genow
sondy DNA, ktére hybrydyzuja z RNA i umozliwiajg analiz¢ maksymalnie kilku transkryptow
gendw jednoczesnie [142]. Nastepnie wprowadzono do analizy transkryptomu nowsze metody
oparte na hybrydyzacji sond komplementarnych. Obecnie w metodach badan transkryptomu
mozna wyrdzni¢ trzy glowne kierunki: mikromacierze, ilosciowag reakcje tancuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym (qQRT-PCR) oraz sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

(NGS), reprezentowane w gldwnej mierze przez metod¢ RNA-Seq [143].

5.1.1. Mikromacierze

Technologia mikromacierzy zdobyta szerokie uznanie od momentu jej odkrycia w
polowie lat 90. i1 szybko stata si¢ najczesciej stosowang metoda do profilowania transkryptomu
[144]. Mikromacierz to zbior mikroczipow zawierajacych sondy DNA (oligomery
nukleotydow) odpowiadajace okreslonym sekwencjom. RNA jest izolowany z badanych
probek, poddawany jest odwrotnej transkrypcji i znakowaniu, a nastgpnie tak uzyskany cDNA
jest hybrydyzowany z mikromacierza. Intensywnos$¢ hybrydyzacji jest okreslana ilosciowo za
pomoca pomiaru fluorescencji poszczegdlnych czasteczek, a wyniki pozwalaja na oceng
poziomu ekspresji [144].

Mikromacierze znalazly szerokie zastosowanie takze w badaniach mRNA
nowotworow, umozliwiajac w szczegolnosci identyfikacje gendéw ulegajacych zmiennej
ekspresji, uczestniczacych w kluczowych $ciezkach molekularnych i odkrycie licznych
biomarkerow nowotwordéw [145]. Pomimo Ze pomiar obnizonej lub podwyzszonej ekspresji
mRNA za pomoca mikromacierzy jest dobrym narzedziem do analizy aktywnosci genow i
zachowania molekularnego transkryptomu, wyniki moga znaczaco rézni¢ si¢ w zaleznosci od
rodzajow platform mikromacierzy, rodzaju skaneréw laserowych, procedur laboratoryjnych i
metod analizy [146]. Dlatego analiza ekspresji mRNA za pomocg mikromacierzy powinna by¢
traktowana jako krok wstepny 1 zweryfikowana za pomocg RT-PCR Ilub metod

immunohistochemicznych [147].

5.1.2. IloSciowa lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

Kolejng technika, ktéra jest wykorzystywana do profilowania transkryptomu, jest

iloSciowa tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-qPCR). Metoda ta

zostala po raz pierwszy skutecznie zastosowana do weryfikacji analizy RNA na
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mikromacierzach a nastepnie rozszerzono ja jako samodzielng metodg, poniewaz jest szybka,
niezawodna i umozliwia doktadne i jednoczesne profilowanie ekspresji genéw. W tej metodzie
komplementarny DNA (cDNA) jest generowany na podstawie matrycy RNA w procesie
odwrotnej transkrypcji, a konkretne fragmenty DNA sg amplifikowane za pomoca reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR). RT-qPCR pozwala na ocen¢ wzrostu liczby kopii badanych
sekwencji w czasie rzeczywistym. Jest to mozliwe dzigki oznaczaniu starterow, sond lub
produktow amplifikacji fluoroforami, za$ reakcja jest wykrywana poprzez odczyt sygnatu
fluorescencyjnego [148].

Warto zaznaczy¢, ze metoda qPCR znalazta szerokie zastosowanie w diagnostyce i
monitorowaniu leczenia w onkologii. Wykorzystywana jest w badaniach prognostycznych i
predykcyjnych biomarkerow nowotwordéw, na przyktad w raku jelita grubego, piersi, czerniaku,
pluca czy raku watrobowokomoérkowym, a takze w innych celach, takich jak wykrywanie
mikroprzerzutow czy wykrywanie krazacych we krwi komorek nowotworowych (tzw. ptynna

biopsja) [149].

5.1.3. Sekwencjonowanie DNA / RNA

Wspomniane wczesniej metody oparte na hybrydyzacji cechujg si¢ istotnymi
ograniczeniami, gldwnie przez konieczno$¢ posiadania wczesniejszej wiedzy na temat
sekwencji badanego fragmentu kwasu nukleinowego. Dlatego transkryptomika ewoluowata w
kierunku technik opartych na sekwencjonowaniu od podstaw, w tym kolejno:
sekwencjonowania metodg Sangera, sekwencji ekspresyjnych ESTs 1 NGS.

Sekwencjonowanie metoda Sangera to metoda oparta na terminacji tancucha DNA.
Proces sekwencjonowania wymaga matrycy (fragmentu DNA powielonego wczes$niej w
reakcji PCR, ktory podlega sekwencjonowaniu), polimerazy DNA, jednego startera,
mieszaniny znakowanych fluorescencyjnie trojfosforanéow dideoksynukleozydéw (ddNTP)
oraz deoksynukleozydow (dNTP). Polimeraza DNA stuzy do syntezowania komplementarnej
do matrycy nici DNA. W przeprowadzanej reakcji oprocz obecno$ci dideoksynukleotydow
konieczna jest obecnos$¢ trojfosjoranow deoksynukleozydoéw , co pozwala na swobodng synteze
komplementarnej nici DNA 1 jej terminacj¢ w losowym miejscu, zaleznie od
komplementarnego dideoksynukleotydu. Rozdziat elektroforetyczny populacji uzyskanych
produktow reakcji zaleznie od ich dtugosci umozliwia odczytanie sygnaléw fluorescencyjnych,

a co za tym idzie, sekwencji nukleotydow. Ograniczeniem tej metody jest stosunkowo niska
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czulo$¢ (okoto 20% komorek z wariantem) oraz wielkos¢ badanego produktu — zwykle okoto

500-1000 nukleotydow [150].

5.1.4. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)

Nowa er¢ profilowania transkryptomu zapoczatkowato opracowanie metody NGS. Daje
ona mozliwo$¢ jednoczesnego badania aktywnos$ci tysiecy gendw, a w efekcie analiz
skomplikowanych  mechanizméw  molekularnych  uczestniczacych w  onkogenezie
przyczyniajac si¢ ten sposob do rozwoju medycyny precyzyjnej. Technologia NGS, po raz
pierwszy wprowadzona w 2004 roku, moze by¢ obecnie stosowana w réznych obszarach np.
celem sekwencjonowania catego genomu (ang. whole genome sequencing - WGS), eksomu
(ang. whole exome sequencing - WES) jak i transkryptomu (RNA-Seq). Badanie RNA-Seq jest
obecnie nazywane "ztotym standardem" analizy transkryptomu. Ponadto technologii NGS
uzywa si¢ takze do analizy interakcji migdzy DNA, a biatkami do badania wykorzystujac
immunoprecypitacj¢ chromatyny wraz z sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym (ChIP-
Seq) oraz do badania zmian liczby kopii (CNV-Seq) [151].

RNA-Seq umozliwia analize¢ ekspresji genéw na duza skalg¢ z niezwykla precyzja
dostarczajac danych na temat sekwencji RNA, poziomu ekspresji, wariantow splicingowych, i
modyfikacji  posttranskrypcyjnych  [152]. Umozliwia takze analiz¢ modyfikacji
epigenetycznych i ncRNA odgrywajacych role w mechanizmach regulacyjnych. Technologia
ta znaczaco zwickszyta efektywno$¢, czuto$¢, doktadnos¢ w analizie RNA w uzyskiwanych
wynikach w poréwnaniu do stosowanych wczesniej mikromacierzy. Do najczescie)
stosowanych platform sekwencjonowania zaliczajg si¢: 454 Sequencing (454 Life Sciences;
obecnie Roche Holding AG, Bazylea, Szwajcaria), system PyroMark ID (Qiagen, Hilden,
Niemcy), MiSeq (Illumina, USA), Ion Torrent (Thermo Fisher, USA).

RNA-seq zostato szeroko wykorzystane w badaniach ekspresji genow w réznych
nowotworach 1 okazato si¢ efektywnym narzedziem w badaniu procesu karcynogenezy,

identyfikacji biomarkeréw nowotworowych i rozwoju nowych strategii terapeutycznych.

Laboratoryjne metody diagnostyczne najczesciej stosowane w onkogenetyce

personalizowanej podsumowano w Tabeli 4.

Metoda Zalety Wady
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Immunohistochemia v rutynowo stosowana w | % metoda jakosciowa
(IHC) histopatologii x subiektywnos¢
v niska cena oceny
v mozliwo$¢  wizualnej
oceny komorek wykazujacych
nadekspresje danego biatka
Cytogenetyka klasyczna v mozliwa ocena | % zlozona analiza
kariotypu wymagajaca dhugiego
szkolenia
x niska rozdzielczo$¢
x dhugi czas
wykonania badania
x konieczno$¢
zakladania hodowli
komoérkowych
Fluorescencyjna 4 fatwos¢ oceny | % wysoka cena
hybrydyzacja in  situ | rearanzacji/delecji/amplifikacji | * ograniczenie do

(FISH) genow kilku regionéw w jednym
v prosta w wykonaniu badaniu
x niska rozdzielczo$¢
Sekwencjonowanie v skuteczna AR czasochtonna
Sangera wykrywaniu 1 identyfikacji | * niska czutos¢
mutacji x wrazliwa na
degradacje DNA
x wymaga
kosztownego sprzetu
Real-Time PCR v szybka i czuta metoda | % wykrywa tylko
v mniej wrazliwa na | znane mutacje
degradacje DNA
v stosunkowo prosta w
wykonaniu
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Sekwencjonowanie v metoda x wymaga

nastepnej generacji (NGS) | wysokoprzepustowa Zaawansowanego
v generuje wiele danych | 1 kosztownego sprzetu
v umozliwia badanie | % czasochtonna
catych gendéw/genomow x trudna w wykonaniu

w porownaniu do innych
metod molekularnych

x trudna w analizie

Tabela 4. Najczgsciej stosowane metody laboratoryjne w diagnostyce onkologicznej

[4].

6. ZASTOSOWANIE ANALIZY TRANSKRYPTOMU WE
WSPOLCZESNEJ ONKOLOGII

Badania transkryptomu, czyli analiza ekspresji gendw, otworzyta nowy rozdziat w
zrozumieniu podloza molekularnego nowotworéw. Pozwala ona na eksploracje podstaw
molekularnych nowotwordw na poziomie funkcjonowania komoérki. Rozwoj zaawansowanych
technik analitycznych moze pozwoli¢ na wyodrgbnienie nowych genow markerowych, ktorych
ekspresja ulega widocznym zmianom w zwigzku z transformacjg i progresja nowotworu.
Badania transkryptomu otwieraja potencjalng $ciezke do S$cistej personalizacji procesu
diagnostyczno-terapeutycznego pacjentow poprzez:

1. Odkrywanie nowych biomarkerow, ktore moga by¢ uzywane do wczesnego
wykrywania nowotworéw lub monitorowania ich postgpu. To z kolei moze prowadzi¢ do
rozwoju nowych paneli diagnostycznych.

2. Identyfikacje¢ molekularnych podtypoéw nowotworow co fundamentalne znacznie
we wspotczesnej onkologii, poniewaz rézne podtypy molekularne tego samego nowotworu w
klasycznym ujeciu histopatologicznych moga reagowac inaczej na zastosowang terapi¢. Dzigki
badaniom nad transkryptomem mozna dostosowaé leczenie do konkretnego podtypu
nowotworu, co zwigksza szanse na skuteczng terapie.

3. Profilowanie genéw o wartoSci prognostycznej pozwalajagce na identyfikacje
gendow, ktoérych zmiany w ekspresji podczas toczacego si¢ procesu nowotworowego
umozliwiaja prognozowanie przebiegu choroby, a to z kolei jest zwigzane z rokowaniem.

Dzigki temu mozna przewidzie¢ nawrdt nowotworu 1 dostosowac plan leczenia.
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4. Monitorowanie odpowiedzi na leczenie S$ledzenie poziomu ekspresji genow
zwigzanych z procesem nowotworowym pozwala na monitorowanie terapii i ewentualne
podjecie dziatan korekcyjnych.

5. Personalizacja terapii - na podstawie profilu ekspresji nowotworu mozna wybraé
leki lub terapie celowane, ktore sg bardziej skuteczne w indywidualnym przypadku danego
pacjenta, minimalizujac jednoczes$nie dziatania niepozadane.

7. Rola w immunoterapii - mozliwo$¢ zrozumienia interakcji miedzy uktadem
odpornosciowym a tkankg nowotworowa. Jest to istotne w kontek$cie immunoterapii, ktora

opiera si¢ na wzmacnianiu odpowiedzi immunologicznej pacjenta przeciwko nowotworowi.

6.1. Zastosowanie analizy transkryptomu w tworzeniu klasyfikacji klinicznej

nowotworow

Analiza transkryptomu przyczynita si¢ do znacznego usprawnienia klinicznej
klasyfikacji wielu nowotworéw. Dotychczas przeprowadzono liczne badania profilowania
ekspresji genow 1 tym samym stworzono molekularne klasyfikacje oraz identyfikacje celow
terapeutycznych 1 diagnostycznych w raku piersi [153]. Jednym z pierwszych udanych prob
opartej na ekspresji genow charakteryzacji raka byto badanie przeprowadzone przez Perou i
wsp. W 65 probkach raka piersi pobranych od 42 pacjentéw stwierdzono unikalne wzorce
ekspresji genow dla kazdego pacjenta [80]. Podgrupy BC wyodrebnione w tym badaniu
wykazywaly roznice w ekspresji markerow immunohistochemicznym: receptoréw
estrogenowych, Her-2 1 Ki-67, stad wyciagnigto wniosek, ze klinicznie powinny by¢
traktowane jako ,,odrebne” choroby. Ponadto podobne wnioski wyciagni¢to w badaniu Serlie 1
wsp. [81], gdzie typ luminalny raka piersi zostatl podzielony na dwa podtypy: luminalny A (z
wysokim wyrazeniem receptora estrogenowego i1 niskim wyrazeniem markeréw proliferacji,
np. Ki67) 1 luminalny B (charakteryzujacy si¢ nizszg ekspresja receptora estrogenowego i
wysokim poziomem ekspresji genow zwigzanych z proliferacjg). Wyzej wymienione badania
przeprowadzono przy uzyciu technologii mikromacierzy i przyczynity si¢ do opracowania
stosowanej obecnie molekularnej klasyfikacji raka piersi opisanej w rozdziale 3.4.5.

Analogiczne badania zostaly przeprowadzone celem sklasyfikowania raka jelita
grubego (CRC). W badaniach przeprowadzonych przez Guinney i wsp. wyodrgbniono cztery
molekularne podtypy CRC: CMSI1 (z niestabilno$cig mikrosatelitarng z silng aktywacja uktadu
immunologicznego), CMS2 (klasyczny - z aktywacja szlakoéw sygnalizacyjnych WNT i MYC),
CMS3 (metaboliczny - nabtonkowy z wyrazng dysregulacja metaboliczng) 1 CMS4
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(mezenchymalna - z aktywacjg czynnikow wzrostu, inwazjg stromalng i angiogeneza) [154].
Wiele badan klinicznych ostatnich lat potwierdzito uzytecznos¢ tej klasyfikacji, potwierdzajac
r6zng wrazliwos¢ subklas na leczenie, a takze rdzne tendencje do nawrotu i przerzutow
poszczegbdlnych podtypéw CMS [155][156][157][158][159].

Inne proby klasyfikowania nowotworow na podstawie poziomow ekspresji genow
zostaly podjete (miedzy innymi) w przypadku czerniaka naczyniowki [160], guzéw takich jak:
neuroblastoma, rabdomiosarcoma, chloniak nieziarniczy, guz Ewinga [161], czy raka ptuca

[162] oraz raka ptaskonablonkowego gtowy i szyi [163].

6.2. Tworzenie paneli prognostycznych i predykcyjnych

Dotychczas kilka testow prognostycznych i1 predykcyjnych, opartych na analizie
ekspresji genow znalazlo zastosowanie kliniczne w celu spersonalizowanego kierowania
Sciezka terapeutyczna pacjenta onkologicznego. Testy te sa narzedziami diagnostycznymi,
ktére pomagaja lekarzom ocenié¢ ryzyko nawrotu nowotworu oraz odpowiedz pacjenta na
terapie. Do paneli prognostycznych w onkologii nalezg m.in.:

1. MammaPrint®, Oncotype DX®, Prosigna®-Assay (PAMS0), Endopredict®:
opisane powyzej w rozdziale 3.6;

2. Oncotype DX® Colon Cancer Assay: test uzywany w diagnostyce raka jelita
grubego, oparty na badaniu ekspresji 12 genow, pomagajacy w identyfikacji guzéw z wysokim
ryzykiem nawrotu 1 ustalaniu koniecznosci terapii adiuwantowe;.

3. Afirma® Gene Expression Classifier: test mikromacierzy uzywany do
diagnozowania raka tarczycy, ktory pomaga w odroznieniu raka inwazyjnego od tagodnych
guzow tarczycy.

4. ThyroidPrint®: klasyfikator oparty na badaniu 10 gendéw, réwniez uzywany w
diagnozowaniu raka tarczycy.

5. ThyroSeq v3: test NGS analizujacy ekspresj¢ 112 gendéw, stosowany w diagnostyce
raka tarczycy.

6. RosettaGX Reveal: narzedzie stuzace do analizy ekspresji gendw w roznych
rodzajach nowotworow.

7. ThyraMIR/ThyGenX™: testy molekularne uzywane w diagnozowaniu raka
tarczycy, ktore pomagaja w identyfikacji raka zlo§liwego 1 ocenie ryzyka nawrotu [164].

Wymienione panele prognostyczne oparte na analizie ekspresji gendéw pomagaja

dostosowac plan leczenia do indywidualnych potrzeb pacjentéw oraz minimalizowac ryzyko
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nawrotu nowotworu. Dzi¢ki ich zastosowaniu mozliwa jest modyfikacja leczenia pacjenta tak,
aby uzyska¢ najlepszy wskaznik skuteczno$ci terapii do toksycznosci leczenia 1 minimalizacji
dziatan niepozadanych, np. pacjenci przypisani do grupy o niskim ryzyku w panelu Oncotype

DX® Colon Cancer Assay mogg otrzymywac nizsze dawki chemioterapii adiuwantowej [165].

6.3.  Identyfikacja biomarkerow nowotworowych

Glownym problemem warunkujacym obnizong skuteczno$¢ leczenia pacjentow
onkologicznych jest zbyt pdzna diagnostyka nowotworu. Istnieje potrzeba znalezienia nowych
biomarkeroéw umozliwiajacych wezesne diagnozowanie i monitorowanie skutecznos$ci leczenia
w onkologii. Na przyktad kliniczna uzytecznos¢ i wiarygodnos$¢ antygenu CA125, ktéry jest
najczesciej stosowanym markerem surowiczym raka jajnika, wcigz pozostaje kontrowersyjna.
Specyficznos¢ CA125 wynosi od 35% do 91% [166]. Poziom CA125 jest podwyzszony tylko
u okoto 50% pacjentek z wezesnym rakiem jajnika i az u okoto 90% w zaawansowanym
stadium [167]. Poszukiwane sa inne biomarkery raka jajnika, spos$rod ktorych potencjalng
uzyteczno$¢ kliniczng wykazuje, np. IGFBP-4. Badanie Mosig i wsp., przeprowadzone na
podstawie analizy transkryptomu opartej na RNA-Seq z 22 probek od pacjentek z rakiem
jajnika, wykazato istotng nadprodukcj¢ biatka IGFBP-4. Poziom IGFBP-4 byt podwyzszony
zaroOwno w poczatkowej fazie choroby, jak 1 w zaawansowanym stadium, bez wzgledu na
poziomy CA125 [168].

Kolejnym przyktadem wykorzystania profilowania ekspresji genow przy detekcji
biomarkeréw sg nowotwory przewodu pokarmowego. Pomimo rozwoju wielodyscyplinarnego
leczenia raka przelyku, wyniki kliniczne czgsto pozostaja niewystarczajace ze wzgledu na
pozne diagnozowanie choroby [169]. Dlatego odkrycie odpowiednich biomarkerow
umozliwiajacych wczesne badania przesiewowe ma ogromne znaczenie. Obecnie najczesciej
uzywane biomarkery w diagnozie raka ptaskonablonkowego przetyku (ang. esophageal
squamous cell carcinoma - ESCC) to: Cyfra21-1, CA19-9, CA72-4, antygen rakowo-ptodowy
CEA 1 antygen SCC-Ag [170]. Wymienione biatka charakteryzuja si¢ wysoka swoistoscig
wobec ESCC, ale niskg wrazliwo$cia, wahajaca si¢ od 10% do 40% [171]. Badania ostatnich
lat tacza sekwencjonowanie mRNA z analizg proteomu i technikami bioinformatycznymi, co
pozwala zidentyfikowa¢ geny o wysokim poziomie ekspresji lub nadprodukowane biatka, ktére
mogg stuzy¢ jako biomarkery wczesnego wykrywania raka przetyku.

Bioinformatyka umozliwia rownoczesng analize tysiecy zmiennych w skali genomowej

oraz ocen¢ ich istotnosci, co ulatwia wybdr przydatnych zmiennych i pozwala na istotne
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statystycznie interpretacje [172]. Statystyczne pordéwnania danych uzyskanych dla tkanek
zdrowych, tagodnych nowotworéw i tkanek nowotworéw ztos§liwych za pomoca metod
bioinformatycznych stanowig powszechny sposob poszukiwania i priorytetyzacji potencjalnej
uzyteczno$ci biomarkerow [173]. W odniesieniu do analiz statystycznych stosowanych w celu
poréwnywania ekspresji gendw w tych samych tkankach nowotworowych, lecz na r6znych
etapie zaawansowania choroby, istnieje ogromna ré6znorodnos¢ metod obrébki danych, w tym
stosunkowo proste algorytmy, np. test t, analiza gtownych sktadowych (PCA), klasyfikator
NTP, czy metoda LASSO, a takze bardziej matematycznie zaawansowane podejscia, np. oparte
na maszynie wektorow nosnych (SVM), czy oparte na sieciach neuronowych [174]. Nalezy
podkresli¢, ze roznice w wydajnosci (swoistos¢, wrazliwosé, doktadnosc) sa poréwnywalne
migdzy tymi dwiema klasami metod eksploracji (prostymi i zaawansowanymi). Dlatego w
obecnych badaniach nad biomarkerami popularne sg proste rozwigzanie takie jak klasyfikator
NTP [175].

Ponadto zestawy wybranych markeréw oferuja znacznie lepsza wydajnos$¢ niz
pojedynczy marker, dlatego obecnie w r6znych badaniach z powodu przewagi predykcyjnej
wykorzystuje si¢ podejScie wielomarkerowe [176]. Na przyktad w badaniu Xing 1 wsp., trzy
markery surowicy zostaty ocenione jako potencjalnie uzyteczne klinicznie: CHI3L1, MMP13 i
SPP1, sposrod ponad 4000 gendéw ulegajacych rozne ekspresji w bazie danych transkryptomu
ESCC. Panel diagnostyczny, wykorzystujacy kombinacj¢ CHI3L1, MMPI13 i SPPI,
zidentyfikowal okoto 90% przypadkow wczesnego ESCC, gdzie wykrywalnos¢ fatszywie
dodatnia panelu w tkankach nie nowotworowych wynosita od 10% do 15% [177]. Ponadto
rozne czasteczki RNA moga stluzy¢ jako niezalezne biomarkery nowotworow [178]. W
ostatnich latach wiele RNA okazato si¢ przydatnych w onkologii personalizowanej. Na
przyktad profil ekspresji snRNA [179] 1 4-miRNA [180] moga by¢ uzywane do wczesnej
diagnozy niedrobnokomorkowego raka ptuc (NSCLC). Ponadto na podstawie kilku badan,
miR-106b, miR-20a i miR-221 uznaje si¢ za biomarkery wczesnego wykrywania raka zotadka
[181][182]. PiIRNA, ktore biorg udzial w mechanizmach ciszenia wyciszania na poziomie
transkrypcyjnym i posttranskrypcyjnym, moga shuzy¢ jako biomarkery do wczesnej diagnozy,
skutecznos$ci leczenia 1 rokowania w przypadku raka nerek [183][184], raka watroby [185],
glejakow [186] i raka Zzotadka [187]. Ponadto IncRNA, takie jak XIST, to potencjalni kandydaci
do wykrywania wczesnego raka zotadka [188]. Coraz wigcej badan wskazuje na mozliwos¢

zastosowania ncRNA takze w przypadku diagnostyki raka jelita grubego (CRC) [189][190].
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7. CEL PRACY

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej mialy na celu okreslenie
zalezno$ci kliniczno-molekularnych u wybranych grup pacjentek z rakiem piersi 1 wytonienie
grup genowych (z wykorzystaniem metody NGS RNA-seq), ktérych zaburzona ekspresja moze

przyczynia¢ si¢ do zmiennych odpowiedzi na stosowanie leczenie.
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Dodatkowym celem pracy bylo wytypowanie gendw mogacych stanowi¢ potencjalny
panel prognostyczno-predykcyjny utatwiajacy podejmowanie decyzji klinicznych u pacjentek

chorujacych na raka piersi.

W pracy postawiono nast¢pujace pytania:

1. Czy w grupie pacjentek z takim samym rozpoznaniem histopatologicznym raka
piersi mogg istnie¢ rdzne profile ekspresji podobnych grup genowych?

2. Czy w grupie pacjentek z takim samym rozpoznaniem histopatologicznym 1i
podobnym profilem ekspresji istnieje podobna, czy inna odpowiedz na zastosowane leczenie?

3. Czy profile ekspresji genéw rdznig si¢ w grupach pacjentek o réznej odpowiedzi

na leczenie?

8. CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ
Do badania zakwalifikowano 46 kobiet zdiagnozowanych w latach 2018-2021 w

Centrum Chorob Piersi Dolnoslgskiego Centrum Onkologii, Hematologii 1 Pulmonologii

(DCOPiH) we Wroctawiu. Grupg badang stanowily kobiety z rozpoznanym rakiem piersi
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potrdjnie-ujemnym (TNBC) zakwalifikowane do otrzymania systemowej chemioterapii
neoadjuwantowe;.

Kliniczne kryteria wytaczajace z grupy badanej obejmowaty:

. obecnos¢ choroby z przerzutami odlegtymi (M1 1 wyzsze w skali TNM),

. dziedziczng predyspozycje¢ do raka piersi i/lub jajnika (potwierdzona obecno$¢
mutacji germinalnych BRCAI/BRCA2) lub obcigzony wywiad rodzinny (ocena lekarza
genetyka klinicznego)

. inny nowotwor leczony w przesztosci.

Ponadto z grupy badanej zostaty wylaczone przypadki pacjentek, u ktérych ilo§¢ tkanki

guza uzyskana podczas biopsji okazata si¢ niewystarczajaca do dalszej analizy RNA.

Wszystkie badania zostaly przeprowadzone w Katedrze Genetyki Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu, Pracowni Diagnostyki Molekularnej Nowotworéw w
Dolno$laskim Centrum Onkologii, Pulmonologii i Hematologii we Wroclawiu oraz
Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.

Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Projekt zostal pozytywnie zaopiniowany przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu — opinia nr KB-611/2019. Wszystkie
pacjentki biorace udziat w badaniu podpisaty swiadoma zgode na udziat w badaniu. Wszystkie
probki raka piersi uzyte w badaniu pobrano jedynie w toku planowych dziatan diagnostycznych
1 terapeutycznych chorych. Wszystkie procedury przeprowadzone w ramach rozprawy
doktorskiej byly zgodne z zasadami badan medycznych zawartych w Deklaracji Helsinskiej z

1964 roku 1 jej p6zniejszych poprawek lub rownowaznych standardow etycznych.

9. MATERIALY I METODY

9.1. Plan leczenia i projekt badania

Materiat tkankowy raka piersi zostat pobrany za pomocg biopsji gruboigtowej (CNB)

lub biopsji mammotomicznej (gruboigtowej wspomaganej préznia — VAB) od 46 pacjentek z
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diagnozg TNBC, zakwalifikowanych do otrzymania terapii neoadiuwantowej, przed
rozpoczeciem leczenia systemowego. Materiat tkankowy zostal utrwalony w bloczkach w
formalinie i zatopiony w parafinie (ang. formalin-fixed, paraffin-embedded - FFPE) w celu
wykonania badan immunohistochemicznych oraz genetycznych, w tym ekstrakcji i analizy
RNA.

Pacjentki zostaly zakwalifikowane do dwodch grup — z calkowita patologiczng

odpowiedzig na leczenie i z brakiem odpowiedzi na leczenie (progresja choroby) (Tabela 5).

Lp. Wiek w TNM przed TNM po Odpowiedz
chwili rozpoczeciem leczeniu na leczenie
diagnozy leczenia
T N|M|T|N|M

1 45 2 1 0O |3 2]0 PD
2 39 2 1 0|2 21]0 PD
3 39 3 0 0 110]0 PR
4 40 3 0 0|2 107]O0 PR
5 45 2 0 0 1 110 PR
6 52 3 0 0 110]0 PR
7 75 4 2 0 1 1[0 PR
8 70 3 2 O |2 (|17]0 PR
9 60 2 2 0O (2 111]0 PR
10 59 2 3 0|2 2]0 PR
11 73 4 2 0O |3 2]0 PR
12 75 3 1 0O [2107]0 PR
13 73 3 1 0|2 107]O0 PR
14 66 2 2 0 1 10]O0 PR
15 60 3 0 0|2 107]O0 PR
16 73 2 1 0 1 1[0 PR
17 75 2 1 0 1 110 PR
18 73 2 1 0 1 1 [0 PR
19 66 2 0 0 1 10]O0 PR
20 60 2 1 0 1 1[0 PR
21 42 1 2 0O |]O0|O0]O pCR
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22 41 3 2Tofofolo pCR
23 40 2 olofofo]o pCR
24 37 31 lolo]ol]o pCR
25 37 2l olofofo]o pCR
26 65 3 ololo]o]o pCR
27 76 3210000 pCR
28 57 21 [ofolo]o pCR
29 63 21 [ofofo]o pCR
30 52 41 ]ofolo]o pCR
31 72 2 2o fofo]o pCR
32 51 31 loflo]o]o pCR
33 49 21 [ofo]o]o pCR
34 56 I 1]o0ofolo]o pCR
35 75 21 [ofofo]o pCR
36 55 2 olofofo]o pCR
37 39 2 olofofo]o pCR
38 59 2 2o fofo]o pCR
39 71 31 lolo]ol]o pCR
40 65 2 2lofofo]o pCR
41 56 I 1]o0ofolo]o pCR
21 54 2 olofolo]o pCR
42 51 21 [ofo]o]o pCR
43 53 I 1]ofolo]o pCR
44 54 2 olofolo]o pCR
45 54 2 olofofo]o pCR
46 53 2 olofolo]o pCR

Tabela 5. Zestawienie danych pacjentek w grupie badanej z uwzglednieniem stopnia
zaawansowania nowotworu TNM przed i po terapii neoadjuwantowej. PD — progressive
disease — progresja choroby. PR — partial response — czg$ciowa odpowiedz. pCR — pathological

complete response — catkowita odpowiedz patologiczna.

Terapi¢ neoadiuwantowg rozpoczeto od podania doksorubicyny (w dawce 60 mg/m2)

w potaczeniu z cyklofosfamidem (600 mg/m2) (schemat AC), w cyklach co 14-21 dni
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powtarzanych 4-krotnie. Cze$¢ Pacjentek (wiek <50 roku zycia, z wysokim indeksem
proliferacji Ki67) zostata zakwalifikowana do schematu AC tzw. dose-dense (ACdd) przy
skroceniu przerw migdzy cyklami chemioterapii do 2 tygodni, w skojarzeniu z czynnikami
pobudzajacymi wzrost kolonii granulocytarnych (celem minimalizacji ryzyka goraczki
neutropenicznej). Nastepnie u wszystkich Pacjentek terapi¢ kontyunowano poprzez podawanie
paklitakselu (80 mg/m2) lub docetakselu (75 mg/m2) co tydzien przez okres do 12 tygodni
(cykli).

Po zakonczonej chemioterapii pacjentki byly poddawane biopsji srédoperacyjnej celem
oceny klinicznej odpowiedzi na zastosowane leczenie. Zgodnie z kryteriami oceny odpowiedzi
na leczenie wg. RECIST 1.1 pacjentki z kompletng patologiczna odpowiedzia (pathological
complete response - pCR) zostaly przypisane do grupy wrazliwej na leczenie. Przypadki
czgsciowej odpowiedzi patologicznej (partial response - PR) 1 progresji choroby (progressive
disease - PD) zostaly zaklasyfikowane do grupy o ograniczonej odpowiedzi na leczenie
(reduced response - RR). Kompletna patologiczna odpowiedz (pCR) zostata zdefiniowana jako
brak komorek nowotworowych w usunigtym fragmencie piersi, jak rowniez we wszystkich

pobranych weztach chlonnych regionalnych po zakonczeniu terapii neoadiuwantowe;.

9.2.  Pozyskiwanie danych zewne¢trznych

Dane dotyczace raka piersi zostaty uzyskane z bazy The Cancer Genome Atlas (TCGA),
i obejmowaty 1112 prébek pierwotnych guzéw piersi [191]. Dane dotyczace statystyk
przezycia pacjentow z rakiem piersi z TCGA uzyskano z badan Liu 1 wsp. [192]. Wybrano 123
przypadki potrojnie ujemnego raka piersi (TNBC) z TCGA na podstawie danych
opublikowanych przez Thompsona i wsp. [193]. Dane dotyczace ekspresji genéw 1 wrazliwos$ci
na leki dla 63 linii komorkowych raka piersi uzyskano z Dependency Map (DepMap)
Consortium [194]. Ponadto wykorzystano serwer TISCH2 do analizy poziomow ekspresji
wybranych gendw w pojedynczych komodrkach guzéw piersi uzyskanych przy pomocy
sekwencjowania RNA na pojedynczych komorkach (single-cell RNA-seq) [195]. Do badan
uzyto trzech zbioré6w danych, z ktorych kazdy zawieral dane dotyczace pierwotnych guzow

piersi u wiecej niz 10 pacjentow (GSE176078, EMTAB8107 1 GSE161529) [196][197][198].

9.3. Metody

9.3.1. Izolacja RNA
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Tkanki raka piersi zostaly poddane ocenie histopatologicznej przez lekarza
patomorfologa w celu wyselekcjonowania najbardziej reprezentatywnych wycinkow
tkankowych zawierajacych co najmniej 30% komorek nowotworowych.

Catkowity RNA zostal wyizolowany z utrwalonych w bloczkach FFPE wycinkach
tkankowych raka piersi przy uzyciu zestawu RNeasy® FFPE Kit (QIAGEN) zgodnie z
protokotem producenta.

. Usunigcie parafiny z materiatu tkankowego przy uzyciu roztworu do
deparafinizacji

o Inkubacja probek w buforze lizujacym zawierajacym proteinaz¢ K celem
uwolnienia RNA z wycinkow tkankowych

o Krétka inkubacja w wysokiej temperaturze celem czg$ciowego odwrocenia
usieciowania formaliny w uwolnionych kwasach nukleinowych (dla poprawy jakosci RNA i
jego wlasciwosci w probie enzymatycznej)

o Usunigcie genomowego DNA przy uzyciu DNazy (deoksyrybonukleazy)

o Mieszanie uzyskanego lizatu z buforem RBC

o Dodanie etanolu do roztworu dla optymalizacji warunkéw do wigzania dla RNA

o Probki przelano do kolumny RNAeasy MinElute, gdzie uzyskany catkowity
RNA wigze si¢ do btony filtracyjnej i wyptukiwane sg zanieczyszczenia.

o W ostatnim kroku uzyskany RNA zostat wyptukany z uzyciem 15 uL wody
pozbawionej RNazy.

Po dokonaniu ekstrakcji, oceny czystosci RNA dokonano przy uzyciu NanoPhotometer
NG60 (Implen).

9.3.2. RNA-Seq
Przebieg analizy RNA-Seq zilustrowano na Schemacie 1.
Stezenie probek RNA zmierzono fluorymetrycznie na aparacie Quantus z

wykorzystaniem zestawu QuantiFluor® RNA System. Ocen¢ jakosci RNA przeprowadzono

przy uzyciu systemu High Sensitivity RNA ScreenTape na TapeStation 4200 (Agilent).
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Zgodnie z oczekiwaniem RNA bylo stabej jakosci (pochodzit z bloczkéw parafinowych), RIN
wynosil w przedziale 1-2. Z tego powodu biblioteki przygotowano przy uzyciu zestawu KAPA
HyperPrep Kit with RiboErase (HMR) zgodnie ze zmodyfikowanym protokotem producenta
dla zdegradowanych probek (FFPE) wejsciowych.

Przygotowanie bibliotek obejmowato: deplecje ludzkiego rRNA, fragmentacjg, synteze
pierwszej nici cDNA przy uzyciu losowych starteréw, potaczona synteze drugiej nici CDNA i
A-tailing, ligacj¢ adapterow i amplifikacje biblioteki.

Powstate biblioteki poddano ocenie jakosciowej 1 ilos§ciowej, a nastepnie normalizacji
stezenia. Stezenie biblioteki zmierzono metodg fluorometryczng (QuantiFluor dsDNA System,
Promega), a kontrol¢ jakosci bibliotek przeprowadzono za pomoca elektroforezy kapilarnej
(High Sensitivity D1000 ScreenTape System na Tape Station (Agilent)).

Biblioteki rozcienczono do st¢zenia 4 nM zgodnie z przewodnikiem NextSeq System
Denature and Dilute Libraries (Illumina) i spulowano. Sekwencjonowanie typu "paired-end"

przeprowadzono przy uzyciu reagentow NextSeq HighOutput (Illumina).
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1 25ng — 1 ug RNA (10 yL)

5 Oligo hybrydyzacja
redukcja rRNA (krok 2)

3 2.2X oczyszczanie na kulkach

magnetycznych 9 (krok 3)

4 Trawienie Dnazg (krok 4)

5 2.2X oczyszczanie na kulkach
magnetycznych (krok 5)

p Wyptukiwanie RNA, fragmentacja

i priming (krok 6)
7 Synteza pierwszej nici (krok 7)

Synteza drugiej nici 1 A-tailing na

8 koficu 3 (krok 8)

9 Ligacja adapteréw (krok 9)

10 0.63X oczyszczanie kulkami
magnetycznymi (krok 10)

1 0.7X oczyszczanie kulkami

magnetycznymi (krok 11)
12 Amplifikacja biblioteki (krok 12)

1X oczyszczanie kulkami

13 magnetycznymi (krok 13)

14  Kontrola jakoSci biblioteki

Schemat 1. Przebieg RNA-Seq wg protokotu KAPA HyperPrep Kit (KAPA

Biosystems).

9.3.3. Wstepna analiza danych RNA-Seq

Uzyskane odczyty zostaly scalone, a nastgpnie przeprowadzono filtracje jakosci i

przycinanie za pomocg pakietu Bioconductor Rfastp. Nastepnie przefiltrowane dane w postaci
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plikow FASTQ zostaly przyréwnane za pomocg pakietu Rsubread w wersji 2.8.1 do
referencyjnego genomu GENECODE wersji 33 (GRCh38.p13) [199]. Nastepnie uzyto funkcji
featureCounts() z pakietu Rsubread do zsumowania warto$ci ekspresji genow. W zaleznosci od
zastosowania, dane na poziomie gendéw RNA-seq byly przeksztatcane roznymi sposobami. Do
obliczen réznicowej ekspresji uzywano surowych pozioméw ekspresji genéw (raw count). W
celu integracji z zbiorem danych raka piersi pochodzacym z TCGA zastosowano korekcje
ComBat-seq, a nastgpnie przeksztatcenie log2-counts per million (log-CPM) i normalizacjg¢
kwantylowg [200]. Do wszystkich innych analiz surowe poziomy ekspresji genow byly
przeksztatcane w log2-transcripts per million (log-TPM).

Po zakonczeniu cze$ci laboratoryjnej nastagpita analiza bioinformatyczna uzyskanych
danych w celu uzyskania informacji na temat réznic w ekspresji genéw probek TNBC

poddanych badaniu.

9.3.4. Metody statystyczne

Wszystkie analizy przeprowadzono w $rodowisku R/Bioconductor. Po uzyskaniu
poziomdéw ekspresji gendw, usunieto geny nieulegajace ekspresji lub stabo ulegajace ekspresji
za pomocg funkcji filterByExpr z pakietu edgeR [201]. Liczba gendéw zachowanych do testow
wynosita 24237. Wykorzystano paczke edgeR, do obliczenia r6znicowej ekspresji (DE) miedzy
badanymi podgrupami. Geny DE zostaty zdefiniowane jako te geny, ktorych skorygowana
warto§¢ p wyniosta ponizej 0,05 a absolutng zlogarytmowang zmiane krotnosci ekspresji
(absolute logFC) > 1,2.

Aby oceni¢, ktore geny DE uzyskane w poprzednim kroku mogg by¢ zwigzane z
wybrang opornoscig na leki (docetaksel, doksorubicyna, paklitaksel i cyklofosfamid), uzyto
regresji czastkowych najmniejszych kwadratoéw (PLSR), zaimplementowane; w pakiecie
mixOmics [202]. W skrocie, zebrano dane dotyczace ekspresji genow i wrazliwosci na leki
(obszar pod dopasowang krzywg dawki - AUC) dla 63 linii komorek raka piersi. Po
ograniczeniu danych dotyczacych ekspresji genow do genow o statystycznie znaczacej
roznicowej ekspresji (DE) zdefiniowano macierz ekspresji genow jako predyktora i macierz
AUC jako odpowiedz. Wyniki PLSR zostaty zobrazowane przez sie¢ w pakiecie mixOmics
[202]. Rozwazano tylko warto$ci korelacji bezwzglednej > 0,4.

Profile ekspresji naszych probek zostaly przypisane do dwoch podtypow TNBC,
zaproponowanych niedawno przez Thompsona i in. [193]: LAR oraz Non-LAR. Wykorzystano

dane TCGA, obejmujace 123 przypadki TNBC z przypisanymi podtypami TNBC
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zaproponowanymi przez Thompsona i in. [193], aby uzyska¢ liste genéw roznicujgcych
pomigdzy podtypami LAR i Non-LAR. Nast¢pnie wykorzystano klasyfikator nearest template
prediction (NTP) aby oznaczy¢ wtasne probki TNBC jako LAR i Non-LAR [203][204].
Specyficznos¢ predykcji oceniano na podstawie 1000 testow permutacyjnych i skorygowane;j
na wielokrotne testowanie wartosci p (FDR) <0.05 . Pakiet Survminer zostat uzyty do
obliczenia jednowymiarowego modelu proporcjonalnych zagrozen Coxa w celu analizy
zwigzku ekspresji wybranych genow z przezywalnoscig catkowita (overall survival — OS). w
probkach raka piersi pochodzacych z TCGA. Punkty odciecia dla wartosci ekspresji genow
definiujgce poziomy wysokiej/niskiej ekspresji zostaly obliczone za pomocg statystyki
rankingu maksymalnego wyboru

(Maximally Selected Rank Statistics). Krzywe

przezywalnosci zostaty narysowane w pakiecie Survminer.

10.  WYNIKI

10.1. Uzyskane dane

Podstawowe cechy pacjentow w korelacji z uzyskanymi wynikami podsumowano
w Tabeli 6. Korzystajac z klasyfikatora NTP uczonego na danych TCGA ograniczonych do
TNBC i opartego na sygnaturze sktadajacej si¢ z 390 genow, zidentyfikowano 13 przypadkow
podtypu LAR i 31 przypadkéw podtypu non-LAR w posiadanym zestawie danych. Dwie
sposrod 46 probek wykazaty niska pewno$¢ predykcji (FDR > 0,05) 1 zostaty ustawione jako
"NA" w kolejnej analizie statystycznej. Nie zaobserwowano istotnych roznic miedzy grupami
w odpowiedzi na leczenie systemowe. Mimo ze probki non-LAR przewazaly gldwnie
w podgrupie pCR (84% probek), a probki LAR byly obecne w wigkszej ilosci w podgrupie PR
(47% probek), to roznice w rozktadzie podtypéw TNBC migdzy podgrupami pCR a RR nie
byty statystycznie istotne (warto$¢ p - 0,054).

Cecha Wszyscy Calkowita Ograniczona warto$¢ p
pacjenci odpowiedz odpowiedz na
N=46 patologiczna leczenie (RR)
(PCR) N=20
N=26
Wiek 53.5[39.0;62.8] | 51.0[38.2;60.0] | 60.0 [42.0;65.8] 0.1908
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Status Ki67 (%) | 60.0 [40.0;70.0] | 60.0 [46.2;70.0] | 60.0 [37.5;70.0] 0.2444
Czystos¢ probki | 55.0 [50.0;68.8] | 50.0 [50.0;60.0] | 60.0 [47.5;76.2] 0.2752
(%)
Podtyp TNBC: 13 (29,5%) 4 (16.0%) 9 (47.4%) 0.0542
LAR
Podtyp TNBC 31 (70,5%) 21 (84.0%) 10 (52.6%)
Non-LAR

Tabela 6. Podsumowanie grupy badanej wedtug odpowiedzi na leczenie.

10.2.

W celu oceny jakosci ekstrahowanego RNA z bloczkéw FFPE , zdecydowaliSmy si¢
polaczy¢ profile ekspresji naszych probek z profilami ekspresji probek §wiezo zamrozonych
(ang. fresh-frozen, FF) o wysokiej jakosci, z badania z bazy TCGA. Wykorzystali$my analize¢
glownych sktadowych (PCA) aby oceni¢ réznice i podobienstwa migdzy probkami FFPE, a
probkami FF z bazy TCGA (Rysunek 2A i Rysunek 2B). Przed korekcja partii zaobserwowano
dwa rozne skupiska odpowiadajace probkom FF 1 FFPE, jednak po korekeji partii probki FF i

FFPE utworzyly jedno spdjne skupisko. Sugeruje to, ze profile ekspresji genow uzyskane z

Integracja z danymi kohorty raka piersi z TCGA

probek FFPE byty jakosciowo poréwnywalne do probek FF.
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Rysunek 2. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) przeprowadzona na profilach
ekspresji genow uzyciu danych z probek FF (TCGA) lub FFPE (badanie wtasne). (A) Przed
korekcja partii zidentyfikowano dwa rozne skupiska w analizie PCA. (B) Po korekcji partii

probki FF 1 FFPE utworzyly jedno skupisko.

10.3. Analiza ekspresji genow

Analiza r6znic w ekspresji genéw miedzy grupami RR, a pCR zostata przeprowadzona
za pomoca narzedzia edgeR dla catkowitej liczby 24 237 gendéw. Lacznie 105 gendw
wykazywato istotne statystycznie réznice w ekspresji miedzy pacjentami z grup RR, a pCR na
poziomie istotnosci FDR < 0,05 i zmiany sktadnika bezwzglednej = 1,2 (Rysunek 3), w tym 6
genéw o istotnie obnizonej ekspresji i 99 o istotnie podwyzszonej ekspresji. Ponizej
wymieniono wszystkie 105 wykazujacych roznice w ekspresji: ABCA3, ABCCI11, ABLIM3,
ABLIM3-AS, ACOT4, AGR2, AKRIB15, ALCAM, ALDH3B2, ALOX15B, APOD, AQP3, AR,
ARHGAP40, ARHGEF3S8, Cé6orf223, CADPS2-AS, CAPNI13, CBR3-ASI, CHRM3-AS2,
CLCA2, CRAT, CROT, CYB5A4, CYP4F12, DRAIC, ELOVLS5, ENSG00000237773,
ENSG00000260417, ENSG00000283236, F2RL1, FAM234B, FAM240C, FMO1-AS ,FMO4,
FMOG6P, FOXAl, FTOPI, GASK1B-AS1, GLYATL1P4, GPR173, GRINI1, GSTM3, GSTM5,
GUSB, HECW2-AS1, HPGD, HSPA2, IGSF22, KAZN-AS1, KCNE4, KRT10, LDHD, LIN7A,
LINC00862, LINC00993, LINC02487, LINC02701, LOC100507336, LOC646804, MAPK10),
MCCC2, MLPH, MOGAT2, MPV17L, MROH9, MSX2, MUCLI, NUDT4B, OLFML3, PIP,
PLA2G4F PLEKHG7, PRKY, PRRI5L, PTK6, PXMP4, RGMB-ASI, RNDI, RORA-AS,
RPL12P20, SCD, SCIRT, SCP2, SCUBEI, SERHL, SERHL2, SHROOM1, SLC49A43, SORD2P,
SPDEF, ST6GALNACI, STEAP4, STEAP4-AS, SYTL2, TDRDI12, TMEM45B, TMEMS86A,
TPHI, TSPANI5, UGDH, ZBTB16, ZNF350, ZNF350-AS1, ZNF613.
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Rysunek 3. Wykres ,,volcano plot” ilustrujacy roznice w ekspresji analizowanych
genoéw pomiedzy pacjentkami RR a pacjentkami pCR. Geny o znacznie zmienionej ekspresji
(abs. logFC = 1,2, FDR < 0,05) oznaczono niebieskimi kropkami (obnizona ekspresja) oraz
czerwonymi kropkami (podwyzszona ekspresja).

Jak wykazata analiza PLSR w komoérkach raka piersi, sposrod 105 gendow o
zderegulowanej ekspresji, 42 byly zwigzane z wrazliwoscig na docetaksel, doksorubicyne,
paklitaksel i/lub cyklofosfamid w liniach komoérkowych raka piersi. Wyniki analizy PLSR
przedstawiono na w postaci sieci korelacji. Wyniki analizy PLSR przedstawiajace geny DE o
wysokiej korelacji (> 0,4) z wrazliwos$cig linii komorek raka piersi na cyklofosfamid (rysunek
4A), docetaksel (rysunek 4B) i doksorubicyne (rysunek 4C) oraz paklitaksel (rysunek 4D).

Nastepnie zbadano 3 bazy danych single-cell RNA-seq pierwotnego raka piersi, aby
wybra¢ tylko te geny z powyzszych, ktore ulegaty ekspresji w komoérkach nowotworowych
guzéw. 24 z 42 gendw zwigzanych z wrazliwo$cia na chemioterapeutyki wykazywaty

umiarkowang lub silng ekspresje w komoérkach nowotworowych piersi (Rysunek 4A-D).
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Rysunek 4A. Geny zwigzane z wrazliwoscig na cyklofosfamid o zaburzonym wzorcu

ekspresji pomigdzy pacjentkami RR, a pacjentkami pCR.
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Rysunek 4B. Geny zwigzane z wrazliwosciag na docetaksel o zaburzonym wzorcu

ekspresji pomigdzy pacjentkami RR, a pacjentkami pCR.
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Rysunek 4C. Geny zwigzane z wrazliwos$cia na doksorubicyne o zaburzonym wzorcu

ekspresji pomigdzy pacjentkami RR, a pacjentkami pCR.
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Rysunek 4D. Geny zwigzane z wrazliwoscig na paklitaksel o zaburzonym wzorcu

ekspresji pomigdzy pacjentkami RR, a pacjentkami pCR.

Finalnie przeanalizowano, ktore z wybranych 24 genow byly istotnie zwigzane z
catkowitym czasem przezycia (overall survival - OS) w grupie pacjentek TNBC z bazy TCGA.
Stwierdzono, ze dychotomia w poziomie ekspresji (wysoka/niska) 9 nizej wymienionych
gendéw z puli 24 gendw byla istotnie zwigzana z OS: MUCLI, ABCCI11, SPDEF, APOD,
ARHGEF38, PRRISL, ABCA3, KCNE4 i CYB5A. Podwyzszona ekspresja 7 sposréd w/w 9
gendw byla zwigzana z krotszym OS w przypadku TNBC, z wyjatkiem 4APOD 1 ARHGEF3S8,
dla ktorych podwyzszona ekspresja byta zwigzana z dtuzszym OS w przypadku TNBC.
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11. DYSKUSJA

Opornos¢ na chemioterapig, czyli brak wrazliwosci komorek rakowych na zastosowane
leczenie, jest zjawiskiem powszechnym w leczeniu raka piersi, takze w przypadku TNBC [40].
Niektore pacjentki sg oporne na leczenie jeszcze przed jego wdrozeniem (opornosc pierwotna
— zwigzana z obecnos$cig mutacji w komoérkach nowotworowych powodujacych niewrazliwos¢
na zastosowany terapeutyk) lub tracag odpowiedz na leczenie w jego trakcie (opornosc¢ wtorna).
Czes$¢ mechanizméw komorkowych prowadzacych do nabywania opornosci na leki jest dobrze
scharakteryzowana i opisana, ale wcigz, ze wzgledu na heterogenno$¢ i ewolucje nowotworow,
istnieje konieczno$¢ prowadzenia nowych badan majacych na celu lepsze zrozumienie zjawiska
chemioopornos$ci. Do znanych przyczyn opornosci na leczenie w raku piersi zaliczane s3:

. Mutacje w genach TWISTI [205] i MDRI [206] warunkujace pierwotng
opornos¢ na chemioterapig,

o Nadekspresja genow kodujacych transportery ABC (ATP-binding cassette
transporters), warunkujacych wypompowywanie lekéw z komoérek nowotworowych. Do
kluczowych transporterow ABC w raku piersi zalicza si¢ biatka BCRP (ang. breast cancer
resitance protein; kodowane przez gen ABCG?2), P-gp (kodowane przez gen ACBI) oraz MRP1
(gen ABCC1) [207][208].

o Aktywacja szlakow sygnalizacyjnych istotnych dla przezycia i inwazji komorek
rakowych. W raku piersi szlaki sygnatowe takie jak szlak EGFR, szlak insulinopodobnego
czynnika wzrostu 1 (IGF-1R), czy PIK3K/AKT/mTOR oraz RAS/MAPK/ERK odpowiadaja
za oporno$¢ na hormonoterapie [209].

. Niekodujagce RNA (ncRNA), zwtaszcza mikro RNA (miRNA), np. miR-451
oraz miR-326 obnizaja ekspresje¢ genéw zwigzanych z produkcja nadrodziny biate ABC
prowadzac do zwigkszenia wrazliwo$ci na doksorubicyne [210]. Niektore mikroRNA, takie
jak miR-221/222, miR-342-3p [211], miR-873, Let-7b/Let-7i [212], obnizaja ekspresj¢ genow
odpowiedzialnych za produkcje receptora estrogenowego, prowadzac do opornosci na
tamoksifen.

. Nowotworowe komorki macierzyste (ang. cancer stem cells — CSC), ktore
cechujg si¢ szczegdlnie wzmozong nadekspresjg transporterow ABC, aktywacjg kaskad
sygnatowych odpowiedzialnych za wzrost guza oraz indukujg szlaki naprawy DNA po

chemioterapii umozliwiajace unikniecie toksycznosci lekow [213][214].
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Wyzej wymienione mechanizmy stanowig jedynie cze$¢ szlakow indukujacych
opornos¢ na chemioterapi¢ w raku piersi, co §wiadczy o tym, jak ztozone procesy na podtozu
molekularnym moga decydowa¢ o powodzeniu zastosowanego leczenia. Biorgc pod uwage
heterogennos$¢ guzéw potrdjnie ujemnych, uzasadniajgca trudnosci w leczeniu TNBC, w
przypadku tego typu RP sugeruje si¢ Scisla personalizacj¢ strategii diagnostycznych i
terapeutycznych.

Badania skupiajg si¢ obecnie na poszukiwaniu nowych biomarkeréw prognostycznych
dla TNBC opartych na zmianach w profilach ekspresji genéw 1 interakcjach migdzy nimi, w
celu zidentyfikowania bardziej szczegétowych podtypdéw molekularnych. Profilowanie
transkryptomu u pacjentek prezentujacych odmienng odpowiedz na leczenie (lekooporne i
lekowrazliwe) moze pomoc znalez¢é nowe podtypy molekularne TNBC réznigce sie
wrazliwos$cig na zastosowang chemioterapie.

Przeprowadzone w ostatnich latach badania nad analizg transkryptomu raka piersi
wykazaty wiele roznic w ekspresji szerokiego spektrum genéw u poszczegdlnych chorych. U
pacjentek z TNBC zidentyfikowano grupe gendéw zaangazowanych w rdznicowanie si¢
przewodoéw mlekowych (FSIP1, ADCYS, FSD1, HMSD, CMTMS5, AFF3, CYP2A7, ATPIA2 i
Cll1orf86), ktore wiaza si¢ rokowaniem choroby. Trzy z nich: ADCY5, CYP2A7, ATP1A2
uczestniczg w kaskadach sygnalowych zaleznych od receptoréw hormonalnych [215]. Inne
badanie TNBC poddawanego terapii neoadjuwantowej wykazalo, ze nizsza ekspresja genow:
CIQTNF3, CTF1, OLFML3, PLA2RI, PODN, KRTI5 i HLA-A oraz nadmierna ekspresja TUBB
1 TCPI byty charakterystyczne dla pacjentek z chemioopornos$cia 1 gorszym rokowaniem. Geny
te koduja biatka blony komoérkowej 1 macierzy miedzykomodrkowej, uczestniczace w
transdukcji sygnatéw [216]. Ponadto wykryte zostaly zmiany w ekspresji gendw u pacjentek z
BC ER+. Wyzsza ekspresje gendw ER, HER2, GATA3, AKT, RAS i p63, ktére promuja
proliferacje komorek, zaobserwowano w przypadku guzéw opornych, co jest zgodne z
mechanizmami opornos$ci na terapi¢ hormonalng [217].

W prezentowanych badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej z
zastosowaniem RNA-seq, wyselekcjonowano 9 rdéznych gendéw ulegajacych istotnej
statystycznie nadekspresji u pacjentek TNBC o ograniczonej odpowiedzi na chemioterapi¢:

MUCLI (Mucin-like 1)

—

2 ABCCI1 (ATP-binding cassette transporter subfamily C member 11)
3. SPDEF (SAM pointed domain-containing ETS transcription factor)
4 APOD (Apolipoptrotein D)
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ARHGEF38 (Rho guanine nucleotide exchange factor 38)

CYBS5A (Cytochrome b5 type A)

PRRI15 (Proline rich 15)

ABCA3 (ATP-binding cassette subfamily A member 3)

KCNE4 (Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily E Regulatory Subunit 4)

A S A

Wyselekcjonowane w badaniu geny uczestnicza w rdznych szlakach sygnalowych
komorki, zaangazowanych w procesie karcynogenezy oraz wytworzeniu opornos$ci na
chemioterapeutyki. Kodowane przez nie biatka nalezg m.in. do nadrodziny transporterow ABC
(ABCA3, ABCC11), cytochromow (CYB5A) oraz biatek kontrolujacych polaryzacje komorek
(KCNE4). Cze¢s¢ z opisywanych genow ulegajacych zmienionej ekspresji w grupie badanej nie
zostala dotychczas ujeta w powszechnie stosowanych panelach prognostycznych i
predykcyjnych 1 stanowig obiecujacy obszar do dalszych analiz i okreslenia nowych

biomarkeréw TNBC.

11.1. Gen KCNE4

W  prezentowanym badaniu, nadekspresja KCNE4 byta skorelowana z gorsza
odpowiedzig na leczenie u pacjentek z TNBC. KCNE4 kodujacy biatko odpowiedzialne za
regulacje aktywno$ci podrodziny E potasowych kanatow napigciowo-zaleznego, zostat
zidentyfikowany jako gen o wzmozonej ekspresji u pacjentek opornych, w stosunku do
pacjentek wrazliwych na leczenie. Nadekspresja KCNE4 zostala dotychczas uznana za czynnik
zlego rokowania w roéznych nowotworach ztosliwych [218][219][220]. Liczne badania
wskazuja na nadekspresj¢ kanatow potasowych takze w komorkach raka piersi — zarowno
kanatéw K+ jono-zaleznych (Kv10.1, Kv1.3, hERGI), jak i zaleznych od jonéw wapnia
(KCal.1l, KCa2.1, KCa2.2, KCa2.3, KCa3.1). Na przyktad potwierdzono, ze nadekspresja
KCal.l koreluje z wystepowaniem przerzutow raka piersi do mozgu [221] oraz wysoka atypig
jadrowa wigzacg si¢ z gorszym rokowaniem [222].

Kanaty jonowe zlokalizowane w btonie komorkowej moga stanowi¢ biomarkery
nowotworow, a ich wykrycie jest mozliwe z uzyciem konwencjonalnych technik
immunohistochemicznych i molekularnych. Z tego samego powodu, stanowig one potencjalny
cel dla terapii celowanych [223]. Geny odpowiedzialne za potasowe kanaly napigciowo-zalezne

réznych podgrup ulegaja zwiekszonej ekspresji takze w TNBC [224].
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Uzyskane wyniki sg zbiezne z wczes$niejszymi badaniami, ktore wykazaty korelacje
miedzy nadekspresja kanalow potasowych, a podwyzszonym ryzykiem rozwoju przerzutow i

gorszym rokowaniem w TNBC [221][225][226].

11.2. Geny ABCA3iABCCI1

W prezentowanym badaniu wykazano nadekspresje dwoch genéw kodujacych biatka z
rodziny transporterow ABC: ABCA3 1 ABCCII. Liczne transportery ABC uczestnicza w
rozwoju opornosci na chemioterapeutyki w réoznych nowotworach litych, w tym raku piersi
[227].

W  przeciwienstwie do ABCCII, gen ABCA3 dotychczas nie zostal dobrze
scharakteryzowany w kontekscie potencjalnej roli w raku piersi. W badaniu Schimanski 1 wsp.
wykazano, ze obnizona ekspresja w genie ABCA3 stanowi niezalezny czynnik ryzyka nawrotu
raka piersi [228]. W innych badaniach, nadekspresja ABCA3 korelowata pozytywnie z
lekooporno$cig [229] oraz krétszym PFS w roznych nowotworach [230].

W przypadku TNBC we wczes$niejszych badaniach byla juz obserwowana istotnie
statystycznie zwigkszona ekspresja ABCC11 w pordwnaniu do innych rakow piersi [231][232].
Wykazano takze, ze nadekspresja ABCC11 wigze si¢ z gorszym rokowaniem TNBC [233] 1z

opornos$cig wtdrng na antracykliny, taksany 1 metotreksat [234].

11.3. Gen APOD

W grupie badanej wykazano zwigkszong ekspresje APOD u pacjentek o ograniczonej
odpowiedzi na leczenie. Apolipoproteina D (ApoD) jest dobrze poznang, multifunkcyjng
glikoproteing, ktora ulega 1000-razy wigkszej ekspresji u kobiet z torbielami piersi niz u
pacjentek niewykazujacych zmian ogniskowych [235]. ApoD stanowi biomarker raka piersi o
obiecujacych wartosciach prognostycznych. Wiele badan wskazuje na uzyteczno$¢ oznaczania
ApoD w jako czynnika korelujacego z gorsza przezywalnos$cig [236][237]. W badaniu Seiland
1 in. wykazano, Ze pacjentki otrzymujace tamoksifen i niewykazujace nadekspresji APOD
prezentowaly lepsze wyniki przezywalnosci niz pacjentki z nadekspresja APOD [236].
Powyzsze badania wskazujg na potencjalng role apolipoproteiny D jako czynnika gorszego

rokowania raka piersi 1 korelujg z wynikami uzyskanymi w niniejszej analizie.
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11.4. Gen ARHGEF38

U pacjentek z progresja choroby zaobserwowano nadekspresje ARHGEF38. To gen
zaangazowany w zdrowe] komorce w aktywno$¢ katalityczng oraz polaryzacje blony
komorkowej. Dotychczas zostal opisany jako potencjalnie uzyteczny biomarker w diagnostyce
gruczolakoraka ptuca i raka ptaskonabtonkowego ptuca [238]. Niektore badania wskazujg na
jego role jako markera prognostycznego raka prostaty [239][240]. Liu i wsp. wykazali, ze
biatko ARHGEF38 wystepuje w wyzszym stezeniu w przerzutach weztowych raka prostaty,
anizeli u pacjentow z cechg NO, co sugeruje role nadekspresji ARHGEF38 w prognozowaniu
potencjaty przerzutowego nowotworu [239].

Przedstawione wyniki badania lacza si¢ z powyzszymi pracami, wskazujac

nadekspresj¢e ARHGEF38 jako czynnika gorszego rokowania TNBC.

11.5. Gen CYB5A

CYB5A jest genem kodujacym cytochrom b5 (Cyb5a) odpowiedzialny za detoksykacje
aromatyczng karcynogenow zawartych m.in. w dymie papierosowym [241]. W grupie
pacjentek o ograniczonej odpowiedzi na leczenie zanotowano wzrost ekspresji CYBSA.
Szczegdtowa funkcja i mechanizmy regulacyjne cytochromu b5 w komorkach raka piersi
pozostajg niejasne i sg obiektem intensywnych badan.

Badania potwierdzaja, ze Cyb5a redukuje poziom stresu oksydacyjnego, przyspiesza
szlak apoptozy, reguluj¢ szlaki ERK1/2 1 Akt, a zatem odgrywa istotng role¢ w regulacji
rownowagi oksydacyjnej] w komorce nowotworowej [242][243]. Niemniej jednak, efekty
nadekspresji CYTB5 moga rozni¢ si¢ w poszczegdlnych przypadkach raka piersi, co
prawdopodobnie zwigzane jest z polimorfizmami genowymi [241].

W celu ustalenia szczegotowej roli zmienionej ekspresji CYB5A w raku piersi 1 jej

wplywu na rokowanie choroby, konieczne sg dalsze analizy na wigkszej grupie badanych.

11.6. Gen SPDEF

W uzyskanych wynikach gen SPDEF ulega nadekspresji u pacjentek TNBC bez pelnej
odpowiedzi na leczenie. Gen SPDEF zostal po raz pierwszy zidentyfikowany jako aktywator
swoistego antygenu sterczowego (PSA) [244], ktory wykrywany jest w tkankach

nabtonkowych regulowanych hormonalnie, narzadéw takich jak gruczot krokowy, piers, czy
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jajnik [245]. Kilka badan wykazato, ze nadekspresja SPDEF promuje rozwo6j raka piersi
luminalnego 1 wplywa na gorszy wspdlczynnik przezywalnosci u pacjentek ER+
[245][246][247]. Powyzsze obserwacje plasuja SPDEF jako czynnik ztego rokowania BC.
Ponadto w badaniu Turner i wsp. wykazano, ze obnizenie ekspresji SPDEF w komorkach raka
piersi dziata spowalniajgco na rozw6j nowotworu [248].

Dotychczasowe badania tacza si¢ z uzyskanymi wynikami i wskazuja, ze
nadekspresja SPDEF jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym takze dla raka piersi,
jednak w kontekscie TNBC konieczne sg dalsze analizy potwierdzajace potencjalng

uzyteczno$¢ profilu ekspresji tego genu w praktyce kliniczne;.

11.7. Gen MUCLI1

W grupie badanej ekspresja MUCLI byla wyraznie wzmozona u pacjentek o
zredukowanej odpowiedzi na chemioterapie. Gen MUCLI koduje biatka zaangazowane w
progresj¢ raka piersi poprzez indukcje przejscia nablonkowo-mezenchymalne (ang. epithelial
— mesenchymal transition, EMT), czyli procesu, w ktérym komorka epitelialna traci
polaryzacje oraz potaczenia miedzykomorkowe, a zyskuje zdolnos¢ do migracji i inwazyjnosci
stajac si¢ komorka mezenchymalng [249]. W badaniu Liu 1 wsp. wykazano, ze MUCLI jest
potencjalnym markerem predykcyjnym u pacjentek z rakiem piersi poddawanych leczeniu
neoadjuwantowemu. W opisywanym badaniu, po 3 cyklach chemioterapii, ekspresja MUCLI
wyraznie spadla u o. 58% pacjentek [249]. Z uwagi na znacznie ograniczong ekspresj¢ w
zdrowej tkance 1 istotny wzrost wraz z progresja nowotworu, MUCLI wydaje si¢ by¢ czutym
markerem o potencjale terapeutycznym [250]. Cz¢$¢ badan wskazuje takze na role MUCLI
jako potencjalnego biomarkera mikroprzerzutéw [251][249].

Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu uzupetniaja si¢ z powyzszymi pracami,

poniewaz pacjentki z gorszg odpowiedzig na leczenie wykazywaty nadekspresje MUCLI.

11.8. Gen PRRI5

W  przeprowadzonym badaniu gen PRRIS5 ulegal nadekspresji u pacjentek
o ograniczonej odpowiedzi na leczenie. Sposrdd niewielu doniesien naukowych skupiajgcych
si¢ na PRRI5, dostgpne sg wzmianki o jego roli w rozwoju embrionalnym, chorobach
neurologicznych i kilku nowotworach [252][253][254][255]. W badaniu Wang i1 wsp.

wykazano, ze PRRI5 promuje wzrost raka brodawkowatego tarczycy, wplywajac takze
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mikrosrodowisko guza. Zaobserwowano, ze wzrost ekspresji PRR15 koreluje ze wzmozong
inflitracja komorek uktadu odporno$ciowego, zwlaszcza przez eozynofile i komorki NK [256].
Dostepna literatura wskazuje na dysregulacje ekspresji PRRI15 w roznych nowotworach jako
na negatywny czynnik rokowniczy, m.in. w raku piersi, raku przetyku i innych nowotworach
przewodu pokarmowego [257][258][255].

Niemniej jednak rola PRR15 w raku piersi pozostaje kontrowersyjna. W badaniu Guo i
wsp. wykazano, ze proliferacja TNBC rosnie wraz ze spadkiem ekspresji PRRI5, a zatem
odwrotnie do uzyskanych w naszej probie wynikow [259]. Konieczne sg zatem dalsze prace

nad szczegdtowym wyjasnieniem wptywu zmian ekspresji tego genu na rozwoj TNBC.

12. PODSUMOWANIE

Rak piersi jest chorobg wysoce heterogenng na poziomie histopatologicznym i
molekularnym. Ma to swoje odzwierciedlenie w toku postepowania klinicznego, gdzie
poszczegolne przypadki roznig si¢ miedzy sobg dynamika i rokowaniem nowotworu. Istotnym
problem pozostaje r6zna odpowiedz pacjentek na zastosowanie leczenie raka piersi. Znajomos¢
patogenezy molekularnej zmian u konkretnego pacjenta umozliwia dobor selektywnej terapii,
ktéra bedzie potencjalnie najbardziej skuteczna. Pomocnym narzedziem w badaniu profilu
molekularnego choroby pacjenta jest analiza ekspresji genow (transkryptomu) w tkance
nowotworowej z uzyciem sekwencjonowania wysokoprzepustowego. Uzyskiwane w ten
sposob panele genéw o zmienionej ekspresji moga mie¢ znaczenie prognostyczne (pozwalaja
przewidzie¢ przebieg choroby) lub predykcyjne (umozliwiaja przewidywanie reakcji na
zastosowane leczenie). Obecnie w onkologii personalizowanej raka piersi stosuje si¢ z
sukcesem kilka paneli opartych na analizie ekspresji genow (OncoType DX, Mamma Print,
etc.), jednak konieczne sg dalsze prace nad stworzeniem testow pozwalajacych na bardziej
precyzyjne prognozowanie odpowiedzi na leczenie. W nurt tych badan wpisuje si¢ obecna
praca, w ktorej wykazano roéznice w ekspresji genow u pacjentek chorujacych na TNBC,
wrazliwych 1 opornych na zastosowang chemioterapi¢ neoadjuwantowa.

Wyselekcjonowane w badaniach, przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej, geny uczestniczg w roznych szlakach sygnatowych komorki, zaangazowanych w
proces karcynogenezy oraz wytworzeniu opornosci na chemioterapeutyki. Czg$¢ z
opisywanych genoéw ulegajacych zmienionej ekspresji w grupie badanej nie zostata dotychczas
ujeta w znanych panelach prognostycznych i predykcyjnych, co stanowi obiecujace podstawy

do dalszych analiz i identyfikacji nowych biomarkeréw odpowiedzi na leczenie w TNBC.
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13.  WNIOSKI

1. Wsrdd pacjentek z rozpoznaniem tego samego podtypu histopatologicznego
raka piersi — TNBC, obserwuje si¢ rozne profile ekspresji grup genowych.

2. W grupie pacjentek z takim samym rozpoznaniem histopatologicznym raka
piersi i podobnym profilem ekspresji genowe;j istnieje podobna odpowiedz na zastosowane
leczenie.

3. W grupie pacjentek o roznej odpowiedzi na leczenie, wyrdznia si¢ grupy genow

wykazujacych odmienny, statystycznie istotny poziom ekspresji.
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14. STRESZCZENIE

WSTEP

Koncepcja onkologii personalizowanej opiera si¢ na doktadnym zdefiniowaniu podstaw
molekularnych transformacji nowotworowej, co otwiera droge do identyfikacji okreslonych
zmian w ekspresji genowej komorek kazdego guza, a w efekcie umozliwia postawienie
precyzyjnego rozpoznania i zastosowanie terapii celowanej, dobranej indywidualnie dla
pacjenta. Kluczowe znacznie dla personalizacji leczenia ma wielogenowego profilowanie
molekularne nowotworu majace warto$¢ prognostyczng (pozwalaja na prognozowanie
rokowania) lub predykcyjna (prognozowanie odpowiedzi na leczenie). Rak piersi jest choroba
wysoce heterogenng na poziomie histopatologicznym i molekularnym. Ma to swoje
odzwierciedlenie w toku postepowania klinicznego, gdzie poszczegodlne przypadki roznig sie
miedzy soba dynamika i przebiegiem choroby. Istotnym problem pozostaje r6zna odpowiedz
pacjentek na zastosowanie leczenie raka piersi. Wykorzystanie paneli genowych opartych o
analize ekspresji gendow umozliwia indywidualizacjg¢ terapii, wptywajac pozytywnie na wyniki

leczenia, ograniczajac jednocze$nie jego stopien toksycznosci.

CEL PRACY

Okreslenie zalezno$ci kliniczno-molekularnych u wybranych grup pacjentek z rakiem
piersi (TNBC) 1 wylonienie grup genowych (z wykorzystaniem metody NGS), ktorych
zaburzona ekspresja moze przyczyniac si¢ do zmiennych odpowiedzi na stosowanie leczenie.

Dodatkowym celem pracy bylo wytypowanie gendw mogacych wejs¢ w skiad
potencjalnego panelu prognostyczno-predykcyjnego utatwiajacego podejmowanie decyzji

klinicznych u pacjentek chorujacych na ten typ raka piersi.

MATERIALY I METODY

W badaniu wykorzystano materiat biopsyjny raka piersi uzyskany od 46 pacjentek.
Grupe badang stanowily kobiety z rozpoznanym rakiem piersi potrojnie-ujemnym (TNBC)
zakwalifikowane do otrzymania systemowe] chemioterapii neoadjuwantowej. Po ekstrakcji
RNA z bloczkow FFPE przeprowadzono sekwencjonowanie catkowitego RNA przy pomocy

sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) Analizy uzyskanych wynikéw i ich korelacji
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z danymi klinicznymi z bazy TCGA dokonano z wykorzystaniem metod statycznych

w srodowisku R/Bioconductor.

WYNIKI

W badaniu, przy uzyciu RNA-seq, zidentyfikowano 9 réznych gendéw ulegajacych
istotnej statystycznie nadekspresji u pacjentek TNBC opornych na chemioterapi¢: MUCLI,
ABCC11, SPDEF, APOD, ARHGEF38, PRR15, ABCA3, KCNE4, CYB5A. Wykryte w badaniu
geny uczestniczg w roznych szlakach sygnalowych komorki, zaangazowanych w procesie
karcynogenezy oraz wytworzeniu opornosci na chemioterapeutyki. Cz¢s¢ z opisywanych
genoéw ulegajacych zmienionej ekspresji w grupie badanej nie zostala dotychczas ujeta
w powszechnie stosowanych panelach prognostycznych i predykcyjnych i stanowig obiecujacy

obszar do dalszych analiz 1 pooszukiwania nowych biomarkerow TNBC.

76



15. SUMMARY

INTRODUCTION

The concept of personalized oncology is based on the precise definition of the molecular
foundations of carcinogenesis, which allows to identify changes in gene expression in the
tumor, and ultimately enabling precise diagnosis and the application of individually tailored
targeted therapies for patients. A crucial aspect of treatment personalization is the multi-gene
molecular profiling of the tumor with prognostic (allowing the assessment of disease’s
prognosis) or predictive (predicting the treatment response) value. Breast cancer is a highly
heterogeneous disease at both histopathological and molecular levels. This is reflected in the
clinical course, where individual cases differ in disease dynamics and progression. An
important issue remains the varying response to treatment in breast cancer patients. The use of
panels based on gene expression analysis allows for therapy individualization, and thus

positively influencing treatment outcomes, while simultaneously reducing its toxicity.

THE AIM OF THE STUDY

The aim of the study was determining the clinical-molecular relationships in selected
groups of breast cancer patients (TNBC) with variable treatment responses by identifying gene
groups (using NGS method) with altered expression. An additional aim of the research was to
identify genes that could be included in a potential prognostic-predictive panel to facilitate

clinical decision-making for patients with this type of breast cancer.

MATERIALS AND METHODS

Breast cancer biopsy material obtained from 46 patients was used in the study. The study
group consisted of women diagnosed with triple-negative breast cancer (TNBC) who were
eligible for neoadjuvant systemic chemotherapy. After RNA extraction from FFPE blocks, total
RNA sequencing was performed using next generation sequencing (NGS). Analysis of the
obtained results and their correlation with clinical data from the TCGA database was performed

using statistical methods in the R/Bioconductor environment.
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RESULTS:

In the study, using RNA-seq, 9 different genes exhibiting statistically significant
overexpression were identified in chemotherapy-resistant TNBC patients: MUCLI, ABCCI1,
SPDEF, APOD, ARHGEF38, PRRI5, ABCA3, KCNE4, CYB5A. The genes identified in the
study participate in various cellular signaling pathways involved in carcinogenesis and the
development of chemotherapy resistance. Up to date, some of the described genes with altered
expression in the study group have not been included in commonly used prognostic and
predictive panels, making them a promising area for further analysis and the search for new

TNBC biomarkers.
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