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Breast cancer is one of the most common cancers among women worldwide.
Estrogen receptor alpha (ERo, also called ERa66) is a 66kDa ligand-activated
transcription factor involved in cell proliferation and is encoded by the ESRI gene.
Previously our team investigated its amplification in order to assess the prognostic value
of ESR1 copy number. Results indicated that ESR1 amplification may occur also in
ERo66-negative patients and confers their poor prognosis. Observed phenomenon may
indicate the presence of other ERa isoforms. ERa36 is a 36kDa variant of ERo, it is
described as an unfavorable factor in breast cancer. Moreover, we observed positive
staining for ER036 in the stroma of breast tumors, which shifted our focus to the tumor
environment. Tumor microenvironment plays an active role in the tumor size regulation
and metastasis. Cancer associated fibroblasts (CAFs) are the most abundant cell type in
the tumor microenvironment. Limited studies described the role of ERa66 in CAFs.

However, the role of ERa36 isoform in CAFs is unknown.

Presented PhD thesis aims to analyze the expression of ERa isoforms and answer the
question, if the increased number of ESR1 gene copy observed also in ERa66-negative
patients is related to ERa36 isoform expression and if ERa36 levels have clinical
significance The second goal of the study was to assess if CAFs with different ERa36

levels have a significant role in breast cancer.

For the ESRI gene aberrations, 418 primary breast tumor samples were used.
Methods used to assess the ESR1 gene copy number were qPCR and fluorescent in situ
hybridization (FISH). Expression of two ESRI isoforms - ERa36 and ERa66 were
assessed using qPCR in 149 samples. CAFs were isolated from fresh breast tumor
samples and characterized for ERa36 expression using immunofluorescent staining,
four representative CAFs lines were analyzed. Conditioned media from CAFs cultures
were used to assess secretome components and the influence of CAFs on BC cell lines

MDA-MB-231 and Hs578t using Matrigel 3D assay.

Methods used to assess gene copy number are detecting different aberrations in
ESR1 gene locus. Gene copy number tested by qPCR did not correlate with results
obtained by FISH. The expression of two isoforms, ERa66 and ERa36, showed opposite

influence on the patients’ survival. High ERa66 levels conferred good prognosis,



whereas high ERa36 conferred poor prognosis in ERa-positive and ERa-negative breast
cancer patients. Breast cancer associated fibroblasts represent distinct subtypes, which
might be characterized also by ERa36 expression. CAFs with high levels of ERa36
secreted extra set of cytokines, including hepatocyte growth factor (HGF). HGF induced
invasive phenotype of TNBC cells in vitro. Moreover, high HGF levels conferred poor
prognosis of TNBC patients.

Obtained results suggests the significance of ERa36 isoform in breast cancer cells as
well as in breast cancer CAFs. The results shed light on the importance of different

estrogen receptor isoforms and their impact on patients outcome.



Rak piersi jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotworéw u kobiet na $wiecie.
Receptor estrogenowy alfa (ERa, nazywany réwniez ERa66), kodowany przez gen
ESR1, jest czynnikiem transkrypcyjnym o wielkosci 66kDa aktywowanym przez ligand.
We wczesniejszych badaniach wykonanych przez nasz zesp6t wykazano, ze liczba kopii
genu ESR1 mierzona metoda qPCR jest wysoka réwniez u chorych nie posiadajacych
biatka ER066 w ocenie immunohistochemicznej oraz koreluje z ich gorszym przezyciem.
Obserwowane wyniki moga wskazywac na obecnos¢ innych izoform ERa. Jedna z nich,
izoforma ERa36 o wielkoéci 36kDa opisywana jest jako niekorzystny czynnik
rokowniczy w raku piersi. Ponadto, podczas prowadzonych badan zaobserwowano
pozytywne barwienie zrebu guzéw pod katem ERa36, co zwrécilo uwage na
mikrosrodowisko guzéw piersi. W kontekscie biologii nowotworéw litych,
mikrosrodowisko guza bierze czynny udzial w regulacji wzrostu nowotworu i
przerzutowania. Fibroblasty zwigzane z nowotworem (ang. Cancer Associated Fibroblasts,
CAFs) sa najliczniejsza grupa komorek w mikrosrodowisku. Nieliczne badania opisuja
role ERa66 w CAFs, jednak rola izoformy ERa36 w tym typie komorek jest jak dotad

niepoznana.

Niniejsza praca doktorska ma na celu analize ekspresji izoform kodowanych przez
gen ESRI i odpowiedzenie na pytanie, czy podwyzszona liczba kopii genu ESRI
obserwowana takze u chorych ERa66-negatywnych jest zwigzana z ekspresja
alternatywnej izoformy ERa36 oraz czy poziom izoformy ERa36 ma znaczenie
rokownicze. Drugim celem pracy bylo zbadanie, czy CAFs raka piersi o réznym

poziomie ERa36 odgrywaja istotna role w chorobie.

Do analizy zmian w obrebie genu ESRI wykorzystano 418 probek guzéw
pierwotnych pobranych od chorych na raka piersi. Zmiany w liczbie kopii genu ESR1
badano przy pomocy metody qPCR i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang.
Fluorescent In Situ Hybridization, FISH). Poziom ekspresji obu izoform - ERa66 i ERa36
zostal oceniony przy uzyciu qPCR w 149 prébkach klinicznych. CAFs wyizolowano z
guzéw chorych na raka piersi i oceniono poziom biatka ERa36 barwieniem

immunofluorescencyjnym, cztery reprezentatywne linie zostaly wlgczone do badan.
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Media kondycjonowane pobrane znad hodowli CAFs zostaly wykorzystane w analizach

sekretomu i wplywu na komoérki raka piersi w metodzie wzrostu 3D w matrizelu.

Metody wykorzystywane do badan liczby kopii genu ESRI wykrywaja rézne
aberracje w jego obrebie. Liczba kopii genu ESR1 badana qPCR nie korelowala z
wynikami otrzymanymi technika FISH. Ekspresja ERa66 i ERa36 byla zwigzana z
przezyciem chorych, ale efekt byt odwrotny - wysoki poziom ERa66 wiazal sie z
dobrym rokowaniem, a wysoki poziom ERa36 ze ztym rokowaniem zaréwno u chorych
ERa66-pozytywnych, jak i ERa66-negatywnych. CAFs pobrane od chorych na raka
piersi moga wykazywac r6zny poziom biatka ERa36. CAFs o wysokim poziomie ERa36
wydzielaly dodatkowy zestaw cytokin, m.in. czynnik wzrostu hepatocytow (ang.
Hepatocyte Growth Factor, HGF), ktory indukowat fenotyp inwazyjny komérek potréjnie-
negatywnego raka piersi. Wysoki poziom HGF korelowal réwniez z gorszym

rokowaniem chorych na potréjnie-negatywnego raka piersi.

Otrzymane wyniki sugerujg istotno$¢ izoformy ERa36 zaréwno w komérkach
nowotworowych jak i CAFs raka piersi oraz zwracaja uwage na zlozonos¢ izoform

receptora estrogenowego i ich role w prognozie chorych na raka piersi.
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CAFs - Fibroblasty zwigzane z nowotworem (ang. Cancer Associated Fibroblasts)
DBD - Domena wigzaca DNA (ang. DNA Binding Domain)

DCIS - Rak przewodowy in situ

DFS - Przezycie wolne od choroby (ang. Disease Free Survival)

E2 - Estradiol

E-CAD - E-kadheryna (ang. E-Cadherin)

ECM - Macierz miedzykomoérkowa (ang. Extracellular Matrix)

EMT - Tranzycja epitelialno-mezenchymalna (ang. Epithelial-Mesenchymal
Transition)

ERa - Receptor estrogenowy alfa (ang. Estrogen Receptor Alpha)

ERE - Elementy odpowiedzi na estrogen (ang. Estrogen Response Elements)
ERa36 - Receptor estrogenowy alfa 36

ERa66 - Receptor estrogenowy alfa 66

FFPE - Material utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie (ang. formalin-fixed
parafin embedded)

FISH - Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. Fluorescent In Situ Hybridization)

HER2 - Receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (ang. Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2)

HGF - Czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. Hepatocyte Growth Factor)

LBD - Domena wiazaca ligand (ang. Ligand Binding Domain)

LCIS - Rak zrazikowy in situ

MAPK - Kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen-activated Protein Kinases)
MMP - Metaloproteinazy macierzy (ang. Matrix metalloproteinases)

NST - Rak bez specjalnego typu (ang. No Special Type)

OS - Przezycie catkowite (ang. Overall Survival)

PR - Receptor progesteronowy (ang. Progesterone Receptor)

aSMA - Aktyna mieéni gladkich alfa (ang. Alpha Smooth Muscle Actin)

TAMs - Makrofagi zwigzane z nowotworem (ang. Tumor Associated Macrophages)
TF - Czynnik transkrypcyjny (ang. Transcription factor)

TNBC - Potréjnie-negatywny rak piersi (ang. Triple- Negative Breast cancer)

VIM - Wimentyna (ang. Vimentin)
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3. Wstep

3.1. Budowa gruczolu piersiowego

Piersi polozone sa na mieéniu piersiowym wiekszym, pokrywajac wzglednie duzy
obszar u kobiet. Pojedyncza piers rozcigga sie od miejsca tuz pod obojczykiem do pachy
i w poprzek do mostka. Zbudowana jest z 15-20 zrazikéw (ptatéw), ktére sa wlasciwie
ztozonymi gruczolami pecherzykowymi produkujacymi wydzieline charakterystyczna
dla tychze gruczolow. Z kazdego z nich uchodzi przewéd prowadzacy do zatoki, a
nastepnie do brodawki, przez ktéra wydzielina wydostaje sie na zewnatrz (Rycina 1)12.
Zaréwno zraziki, jak i przewody wyscietane sa komérkami nablonkowymi, z ktérych
moze rozwingé sie nowotwoér. Wiekszosé z nich wywodzi sie z przewodéw (rak
przewodowy), a znacznie mniejsza czes¢ ze zrazikéw (rak zrazikowy). W bardzo maltym
odsetku nowotwory piersi moga réwniez rozwing¢ sie z innych tkanek wchodzacych w

sktad budowy piersi, jak na przyklad miesaki z tkanki miesniowej?.

Rycina 1. Schematyczny rysunck przedstawiajgcy budowe piersi. 1. Sciana klatki piersiowej; 2.
Migénie piersiowe; 3. Zrazik (ptat) piersi; 4. Brodawka sutkowa; 5. Otoczka brodawki sutkowej; 6.

Przewod mleczny; 7. Tkanka ttuszczowa piersi; 8. Skora.
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3.2. Rak piersi

Rak gruczotu sutkowego (rak piersi) jest nowotworem powstajacym z komorek
nabtonka gruczolu piersiowego, rozwijajagcym sie miejscowo i mogacym dawaé
przerzuty do okolicznych weziéw chionnych, jak i innych narzadéw wewnetrznych

takich jak ptuca, kosci czy mozg*.

3.2.1 Epidemiologia raka piersi
3.2.1.1 Dane statystyczne

W 2020 roku wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia zanotowano 2 261 419 (24,5%
wszystkich choréb nowotworowych) przypadkéw raka piersi na $wiecie, z czego 531
086 (25,8%) w Europie i 24 644 (24,2%) w Polsce (Globocan 20205¢, Rycina 2). Dane te
umiejscawiaja raka piersi na pierwszym miejscu, jesli chodzi o czestotliwosé
wystepowania wséréd wszystkich choréb nowotworowych u kobiet. Rak piersi jest
réwniez jednym z najbardziej $miertelnych nowotworéw wsréd kobiet na $wiecie i w
Europie. W Polsce, w roku 2018 zachorowalno$¢ na nowotwory piersi stanowita 22,5%
co jest rowne 18 869 nowym przypadkom, a nowotwory ztosliwe piersi byly powodem
6 895 (15%) zgonéw nowotworowych u kobiet (najnowsze dane Krajowego Rejestru

Nowotworéw z roku 2018).

Szacowana liczba nowych przypadkéw wsrdd kobiet w 2020 na Swiecie

Piers
2261 419 (24.5%)

Jelito
865 630 (9.4%)
Pluco
770 828 (8.4%)

Inne nowotwory;
3489 618 (37.8%)

Zotadek
369 580 (4%)
Trzon macicy
417 367 (4.5%) ) }
Tarczyca Szyjka macicy
448 915 (4.9%) 604 127 (6.5%)

Total : 9 227 484

Data source: Globocan 2020
Graph production: Global Cancer
Observatory [ arc &)
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Szacowana liczba nowych przypadkow wsréd kobiet w 2020 w Polsce

Piers$
A 555 730 (25.7%)

Inne nowotwory
821 842 (38%)

Jelito
248 863 (11.5%)

Jajnik
71 362 (3.3%)
Trzustka Ptuco
72 869 (3.4%) 173 712 (8%)
Czerniak skory Szyjka macicy
76 335 (3.5%) 139 920 (6.5%)

Total : 2 160 633

Rycina 2. Epidemiologia raka piersi na Swiecie i w Polsce, dane ze strony internetowej WHO (Baza

Globocan, 2020°).

3.2.1.2 Czynniki ryzyka

Jak dotad zidentyfikowano wiele czynnikéw predysponujacych do zachorowania na
raka piersi. Glownym z nich jest plec¢ biologiczna. Zdecydowana wigkszoé¢ zachorowan
wystepuje u kobiet ze wzgledu na budowe ich gruczotu sutkowego oraz wplyw
gospodarki hormonalnej, jednak sporadycznie rak piersi moze wystepowac réwniez u
mezczyzn’. Kolejnym bardzo istotnym czynnikiem zwiekszajacym ryzyko wystapienia
raka piersi jest wiek. Po pie¢dziesiatym roku zycia ryzyko wystapienia nowotworéw
zdecydowanie wzrastas. Predysponowac¢ do raka piersi moze rowniez obcigzenie
genetyczne. Okoto 5-10% nowotworéw piersi ma charakter dziedziczny, a ryzyko
wzrasta wraz z liczba krewnych pierwszego stopnia, u ktérych wystepowata choroba®
11, Jednymi z najlepiej poznanych genéw majacych znaczenie w nowotworzeniu sg geny
supresorowe BRCA1 oraz BRCA2. U kobiet przed 70 rokiem zycia posiadajacych
wspomniane mutacje, ryzyko wystapienia raka piersi moze wzrosna¢ nawet do 80%, a
raka jajnika do 40%1012, Innymi genami, ktérych mutacje moga zwieksza¢ ryzyko
zachorowania na raka piersi sa ATM, PALB2, TP53, CHEK2, BARD1, RAD51C oraz
RAD51D3-15, Ponad to, rowniez styl zycia ma wplyw na zachorowanie na raka piersi.

Wyniki badart wskazuja na zwigzek czestotliwosci wystepowania raka piersi z
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nadmiernym spozywaniem ttuszczy, nadwagga, paleniem papieroséw oraz nadmiernym

spozywaniem alkoholu6-19,

3.2.2 Diagnostyka i przebieg

Objawy klinicznie raka piersi zaleza od stadium jego zaawansowania. W
poczatkowych stadiach choroby przebiega ona bezobjawowo, zwykle maly guz
rozpoznawany jest podczas samobadania piersi lub podczas badani przesiewowych
takich jak ultrasonografia czy mammografia?. U wiekszosci chorych pierwszym
objawem jest niebolesny guz zlokalizowany w kwadrancie gérnym zewnetrznym (ok.
35% przypadkow), a najrzadziej w kwadrancie dolnym wewnetrznym (ok. 5%
przypadkoéw), co wynika z rozmieszczenia tkanki gruczotowej?!. Innymi objawami
mogacymi budzi¢ niepokdj sa niespodziewany wyciek z brodawki sutkowej, asymetria
sutkéw, wciagniecia brodawki, obraz skérki pomararczy, swiad lub pieczenie skory22.
Rozwijajacemu si¢ nowotworowi piersi bardzo czesto towarzyszy powiekszenie
pachowych weztéw chlonnych od strony guza, a w pdzniejszych etapach réwniez
wezléw szyjno-nadobojczykowych?. Aby potwierdzi¢ lub wykluczy¢ raka piersi nalezy
wykona¢ szereg badan, do ktérych zalicza sie badanie palpacyjne, techniki obrazujace
(USG, mammografia, czy rezonans magnetyczny), biopsje aspiracyjna cienkoiglowa lub
biopsje gruboigtowa, a w przypadku wycieku z brodawki - galaktografie?!. Jednym z
podstawowych kryteriow klasyfikacji raka piersi jest klasyfikacja TNM stopnia
zaawansowania nowotworéw, okresla ona wielkos¢ guza pierwotnego (T), zajecie
wezléw chtonnych przez nowotwoér (N) oraz obecnosci przerzutéw odleglych (M).
Kolejnym jest ocena patomorfologiczna potwierdzajaca obecnos¢ komorek

nowotworowych oraz klasyfikujaca je pod katem molekularnym?2!24,

3.2.3 Typy morfologiczne raka piersi

W przypadku Kklasyfikacji morfologicznej rakéw piersi ogélnie przyjeta jest

mikroskopowa klasyfikacja wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia.
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3.2.3.1 Zmiany prekursorowe
3.2.3.1.1 Rak przewodowy in situ (DCIS)

W przypadku tego rodzaju raka piersi, komérki nowotworowe znajduja sie
jedynie w warstwie wyscielajacej przewody mlekowe i nie zajmuja Zadnych okolicznych
tkanek lub innych narzadéw?. DCIS jest najczestszym rodzajem nieinwazyjnego raka
piersi. Jest on niewielkich rozmiaréw, przez co jest niewyczuwalny podczas badania
palpacyjnego i zwykle wykrywany jest podczas badania mammograficznego w postaci
mikro zwapnien. Jest on czynnikiem predysponujacym do rozwoju inwazyjnego raka

piersiZ.

3.2.3.1.2 Rak zrazikowy in situ (LCIS)

W tym przypadku, nieprawidlowe komorki tworza sie w zrazikach piersi i nie
rozprzestrzeniaja si¢ poza ich obreb. Powstaje on zwykle w réznych czeéciach piersi i
czesto zajmuje obie piersi. Zwykle jest niemozliwy do rozpoznania podczas badania
palpacyjnego czy mammografii, wykrywa sie go gtéwnie podczas biopsji wykonywanej
z innego powodu. U wielu kobiet z LCIS nie dochodzi do rozwoju inwazyjnego raka

piersi?.

3.2.3.2 Naciekajacy rak piersi
3.2.3.2.1 Rak bez specjalnego typu (NST)

Zwany dawniej rakiem przewodowym inwazyjnym, stanowiac okolo 80% rakow
piersi, jest najczesciej wystepujagcym nowotworem inwazyjnym piersi. Powstaje w
przewodach mlekowych i rozprzestrzenia sie poza margines tkanki, zajmujac te
okoliczne. Komoérki nowotworowe réwniez moga tworzy¢ przerzuty do weztéw

chionnych i innych narzadéw.

3.2.3.2.2 Rak zrazikowy

Zwany takze rakiem zrazikowym naciekajacym. Wystepuje znacznie rzadziej (ok.

10% inwazyjnych rakéw piersi) niz rak bez specjalnego typu. Pochodzi ze zrazikoéw
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piersi, ajego komorki nowotworowe wydostaja sie poza ich obreb. Moze réwniez dawaé
przerzuty do weztéw chtonnych i innych narzadéw. Moze powodowac wiele ognisk w
jednej piersi, a w poréwnaniu do innych typéw, jest tez najczestszym powodem
obustronnego raka piersi. Nie tworzy wyraznie odgraniczonego guza, zwykle wrasta
pasmami w tkanke tluszczowa, przez co jest niezwykle trudny do wykrycia na
podstawie mammografii. Badanie ultrasonograficzne badz rezonans magnetyczny

moga by¢ pomocne w tym przypadku?s.

3.2.3.2.3 Inne typy naciekajacych rakéw piersi

Postaciami naciekajacego raka piersi o lepszym rokowaniu sa rak cewkowy,
sitowaty, §luzowy i rdzeniasty. Rozpoznaje si¢ je w ocenie mikroskopowej, kiedy w

obrazie charakterystyczne struktury dla danego typu stanowia ponad 90% utkania2.

3.2.3.3 Zapalny rak piersi

Jest on rzadkim typem raka piersi (1-4% wszystkich przypadkéw nowotworu piersi)
i nie jest spowodowany zakazeniem badz stanem zapalnym. Nazwa opisuje wylacznie
wyglad piersi zwigzany z tym typem raka. Powstaje w przewodach mlekowych, a jego
komorki przedostaja sie do okolicznych naczyn limfatycznych, co powoduje typowe dla
tego nowotworu objawy, jakimi sg: i) miejscowy wzrost temperatury piersi; ii) rézowe
badz czerwono-purpurowe zabarwienie skory; iii) skore pomaranczows; iv) tkliwos¢ i
bolesnos¢; v) swiad piersi badZ brodawki; vi) patologiczna wydzielina z brodawki; vii)
powiekszone wezty chtonne pachowe. Rak ten moze przypominaé objawy zapalenia
piersi, jesli objawy nie ustepuja po antybiotykoterapii nalezy wykona¢ dodatkowe

badania30.

3.2.3.4 Rak Pageta piersi

Choroba Pageta brodawki sutkowej jest jednym z najrzadszych rodzajow raka piersi,
objawia sie wysypka badZ innymi zmianami skéry brodawki sutkowej. Uwaza sie, ze

ten typ raka piersi pierwotnie powstaje w przewodach mlekowych, a jego komorki
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przemieszczaja sie nimi do skéry brodawki sutkowej, rozprzestrzeniajac sie do otoczki

sutkowej. Rak Pageta zwykle wspélistnieje z innymi nowotworami piersi3..

3.2.4 Typy molekularne raka piersi

Poza oceng morfologiczng, raki piersi klasyfikuje sie réwniez w oparciu o ocene
molekularng wycinka pobranego w trakcie biopsji lub operacyjnie. Na podstawie
obecnoéci lub braku markeréw molekularnych wyréznia sie cztery podstawowe
podtypy raka piersi: luminalny A, luminalny B, HER?2, lub potréjnie-negatywny (Rycina
3). Glownymi markerami wykorzystywanymi w klasyfikacji molekularnej sa: i) receptor
estrogenowy alfa (ang. Estrogen Receptor alpha, ERa), a konkretnie jego izoforma o
wielkosci 66kDa zwana inaczej ERa66; ii) receptor progesteronowy (ang. Progesterone
Receptor, PR); iii) receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (ang. Human
Epidermal Growth Factor 2, HER2) oraz iv) wspélczynnik proliferacji Ki67 (ang. Ki67

Proliferation Index)3233,

Dobra
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HR+ (ER+ oraz/lub PR+), HER2- - Wolny wzrost
» Terapia celowana: Hormonoterapia
+ Wysoki poziom Ki67
Luminalny B (~20%) + Szybki wzrost
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prognoza

Rycina 3. Typy molekularne raka pieri i ich charakterystyka.

3.2.4.1 Typ luminalny A

Jest najczesciej wystepujacym typem molekularnym raka piersi. Charakteryzuje sie

wysokim poziomem jadrowego ERa66, PR oraz brakiem HER2 i niskim
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wspolczynnikiem Ki67 (ponizej 20% pozytywnych komoérek w barwieniu
immunohistochemicznym). Zwykle progresja raka piersi o tym typie zachodzi wolno,
dzieki czemu rokuje on najlepiej z wszystkich typéw molekularnych. Jest réwniez
wzglednie tatwy do kontroli dzieki zastosowaniu hormonoterapii. Chore czesto nie

wymagaja dodatkowej chemioterapii’+.

3.2.4.2 Typ luminalny B

Typ ten charakteryzuje sie wysokim poziomem ERa66 oraz réznym statusem PR,
Ki67 i HER2. Wyréznia si¢ dwa podtypy typu luminalnego B: i) o niskiej ekspresji HER2
oraz wysokim poziomie PR i/lub Ki67; ii) o wysokiej ekspresji HER2 bez wzgledu na
poziom PR/Ki67. Rokowanie w tym przypadku jest nieco gorsze niz u chorych na typ
luminalny A, a leczenie oparte jest na hormonoterapii, chemioterapii (antracykliny,

taksoidy), jak i na terapii anty-HER2 w przypadku podtypu HER2-dodatniego?>.

3.2.4.3 Typ HER2-dodatni (nieluminalny)

Charakteryzuje sie¢  wysokim poziomem biatlka HER2 w  ocenie
immunohistochemicznej badZ amplifikacja genu HER2 w ocenie FISH (fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ; ang. Fluorescent In Situ Hybridization). Biatko HER2 zwigzane jest z
wysoka proliferacja komoérek nowotworowych, raki tego typu bez odpowiedniego
leczenia rokuja niekorzystnie. Jednak najnowsza terapia polegajaca na leczeniu
skojarzonym anty-HER?2 z chemioterapia, i/lub radioterapia pozwala na uzyskanie

zadowalajacych rezultatow?3®.

3.2.4.4 Potréjnie-negatywny rak piersi

Potréjnie-negatywny rak piersi (triple-negative breast cancer, TNBC) charakteryzuje
sie¢ brakiem receptorow steroidowych (ERa66 oraz PR), jak i brakiem
nadekspresji/amplifikacji genu HER2. Wiele rakéw piersi zaklasyfikowanych jako
potréjnie-negatywne, moze by¢ réwniez zaklasyfikowane jako bazalne®. Rak piersi o
typie  bazalnym zostal  scharakteryzowany na  podstawie profilowania

transkryptomicznego przy uzyciu mikromacierzy, cechuje sie brakiem lub bardzo niska
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ekspresja ER066, brakiem nadekspresji HER2 oraz ekspresja genow wystepujacych w
komérkach podstawnych lub mioepitelialnych piersi. Bazalny i potréjnie-negatywny
rak piersi wystepuje czesciej u mlodych czarnoskoérych kobiet i Latynosek jak i u kobiet
otylych. TNBC stanowi okoto 15% inwazyjnych rakéw piersi, charakteryzuje sie
niekorzystnym przebiegiem klinicznym, wyzszym stopniem zaawansowania i zlym
rokowaniem?®. U nosicielek mutacji w genie BRCA1, az 75% rakéw piersi posiada

fenotyp potrojnie-negatywny, bazalny lub oba®.

1.004
0.951
[«F]
k3]
<y
N’ 0.90-
N
~
[a i
0.85- Luminalny A
Luminalny B
—— HER2 —
s TNBC Log-rank p < 0.001
0.80-1 : — . .
0 200 400 600 800 1000

Czas od diagnozy, dni

Rycina 4. Przezycie po rozpoznaniu raka piersi zaleznie od typu w grupie 26 532 chorych (za

Fallahpour et al. 201740).

Chore z potréjnie-negatywnym rakiem piersi rokuja zdecydowanie gorzej niz chore
z luminalymi rakami piersi (Rycina 4). Co wiecej, w odréznieniu od chorych z HER2-
pozytywnym rakiem piersi, nie moga one czerpa¢ korzysci z dostepnej terapii
celowanej*.. Jedynie chore na przerzutujacego potréjnie-negatywnego raka piersi moga
od wiosny tego roku korzystac z terapii Trodelvy (przeciwciato anty-Trop-2 i inhibitor

topoizomeraz).
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3.3 Mikrosrodowisko guza

Mikrosrodowisko  guza jest bardzo skomplikowanym  ekosystemem,
wspottworzonym przez komoérki o réznym pochodzeniu. Obok proliferujacych
komoérek nowotworowych znajduja sie w nim réwniez komorki zrebu: fibroblasty,
pericyty, komorki $rédblonka, infiltrujace $rodowisko guza komorki uktadu
odpornosciowego oraz inne komoérki okolicznych tkanek#? (Rycina 5). Przez wiele lat
badania nad nowotworami skupialy sie na samych komérkach nowotworowych,
aczkolwiek, wraz z postepem nauki w tym obszarze, odkryto istotng role
mikrosrodowiska guza i komunikacji w nim zachodzacych®. Za pionieréw badan nad
mikrosrodowiskiem guza uwaza sie Virchowa, ktory jako pierwszy w 1863 roku opisat
zwigzek nowotworu i proceséw zapalnych zachodzacych w jego obszarze # oraz Pageta,
ktéory w 1889 roku zaproponowal hipoteze ,ziarna i gleby” obrazujaca komorki
nowotworowe jako ziarna, a ich nisze jako podatna glebe, na ktérej moga rosnaé*.
Wymiana informacji pomiedzy komoérkami nowotworowymi a ich otoczeniem moze
wplywaé pozytywnie badZz negatywnie na wzrost guza. Wykazano, ze
mikrosrodowisko niezaawansowanych guzéw, czesto hamuje ich wzrost, a dopiero w
miare postepu choroby, komérki nowotworowe przeprogramowuja mikrosrodowisko
na wspierajace ich rozrost*. W komunikacji biorg udzial zaréwno produkty sekrecji
komorek, ktérymi sa cytokiny, chemokiny oraz metabolity, jak i rézne procesy
zachodzace w mikrosrodowisku guza, wlaczajac w to hipoksje, angiogeneze,
remodelowanie macierzy miedzykomoérkowej, zmiany ciénienia rédmiazszowego, jak
i pH. Wszystkie wymienione sygnaly i procesy maja znaczacy wplyw na rozwéj choroby
i jej heterogennos¢, przez co mikrosrodowisko guza stalo sie istotnym zZréditem dla

potencjalnych celéw nowych terapii antynowotworowych¥7.
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Rycina 5. Schemat przedstawiajgcy mikrosrodowisko nowotworowe. Zaznaczono trzy glowne

wptywy mikrosrodowiska na progresje nowotworowq: i) Wpltyw fibroblastow zwiqzanych z
nowotworem (ang. Cancer Associated Fibroblasts, CAFs) na proliferacje (transformujgcy czynnik
wzrostu beta (ang. Transforming Growth Factor beta, TGFf), czynnik wzrostu fibroblastow
(ang. Fibroblast Growth Factor, FGF), angiogeneze (czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego
(ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF)), rekrutacje makrofagow (biatko chemotaktyczne
monocytow (ang. Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP1)) oraz remodelowanie macierzy
miedzykomorkowej (ang. Extracellular Matrix, ECM); ii)) Wplyw makrofagow zwigzanych z
nowotworem (ang. Tumor Associated Macrophages, TAMs) na proliferacje komdrek nowotworowych
(cytokiny), degradacji macierzy miedzykomdrkowej przez mataloproteinazy (ang. Matrix
Metalloproteinases, MMP), proliferacje makrofagow (katepsyny) oraz iii) Supresje immunologiczng
wywolang komorkami Ty 1 mieloidalnymi komoérkami supresorowymi (ang. Myeloid-Derived-

Suppressor cells, MDSC. (Zaadaptowane od Parayath et al., 2020).

3.3.1 Fibroblasty zwigzane z nowotworem

Najliczniejsza grupa komoérek w mikrosrodowisku guzéw litych sa fibroblasty
zwigzane z nowotworem (ang. Cancer Associated Fibroblasts, CAFs). Termin ten odnosi
sie do grupy komorek o wilasciwosciach podobnych do komoérek mezenchymalnych,
ktére znajduja sie w zrebie guza oraz moga bezposrednio oddzialywaé¢ z komoérkami
nowotworowymi*-50. Wiekszoé¢ badari opisuje CAFs jako komorki produkujace
cytokiny, chemokiny, enzymy oraz macierz miedzykomorkows, ktére promujg wzrost

komoérek nowotworowych®. Ze wzgledu na wysoka heterogennosé tych komoérek, do
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dzi$ trwa debata nad Zrédtami ich pochodzenia, poprawnoscig markeréw uzywanych

do ich identyfikacji oraz nad ich rolg w progresji nowotworéw.

3.3.1.1 Pochodzenie i charakterystyka CAFs

Znakomita wigkszoé¢ CAFs najprawdopodobniej wywodzi si¢ z komorek
prekursorowych pochodzenia mezodermalnego, chociaz pochodzenie CAFs w
konkretnym guzie nie jest w pelni poznane i uwaza sie, ze najprawdopodobniej sa one
mieszaning CAFs pochodzacych z ré6znych zrédet5!. Jednym z nich jest okoliczna tkanka,
w ktérej rozwija sie¢ nowotwodr, powodujac proliferacje i aktywacje fibroblastow w
odpowiedzi na mechanizm powstawania rany. Innym ich Zrédlem moga by¢ fibroblasty
rekrutowane przez komorki nowotworowe ze szpiku kostnego#52. Réwniez przemiana
epitelialno-mezenchymalna (Epithelial-to-mesenchymal Transition, EMT) lub trans-
réznicowanie  pericytow moga da¢ poczatek hybrydom = komérkowym

przypominajgcym CAFs>,

Ze wzgledu na rézne pochodzenie, bardzo trudno jednoznacznie sklasyfikowac
CAFs. Nawet najnowsze metody mapowania genowego z wykorzystaniem modeli
mysich z indukowanymi nowotworami nie daly jednoznacznych odpowiedzi5*55.
Aktualnie akceptowalna metoda definiowania CAFs jest polaczenie cech
morfologicznych, ekspresji biomarkeréw i brak mutacji genetycznych. Populacje
komorek izolowane z guzéw powinny mie¢ wydluzony, wrzecionowaty ksztatt, by¢
wzglednie tatwe w izolacji i charakteryzowac sie¢ wysokim poziomem proliferacji. W
odréznieniu od komérek nowotworowych i innych komérek w mikrosrodowisku guza,
powinny by¢ negatywne pod katem ekspresji markeréw epitelialnych, takich jak
cytokeratyny oraz markeréw endotelialnych czy leukocytarnych. Natomiast powinny
by¢ pozytywne pod katem ekspresji markeréw mezenchymalnych takich jak wimentyna
(ang. Viementin, VIM) 5657, alfa aktyna miesni gtadkich (ang. Alpha Smooth Muscle Actin,
oaSMA). Kolejnymi markerami pomocnymi w identyfikacji CAFs sa biatko aktywacji
fibroblastow (ang. fibroblast activation protein, FAP) czy plytkopochodny czynnik
wzrostu alfa (ang. Platelet-derived Growth Factor Alpha, PDGF-a)%. Wysoka
heterogennos¢ CAFs miedzy réznymi typami nowotwordw, jak i w obrebie tej samej

jednostki chorobowej, rzuca wielkie wyzwanie dla poznania ich roli w progres;ji
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nowotworéw, ktéra najprawdopodobniej jest wielowymiarowa i zalezy Sciéle od typu i

zaawansowania nowotworu>%-61,

3.3.1.2 Funkcje CAFs

CAFs moga pelni¢ zaréwno funkcje hamujace, jak i stymulujace progresje
nowotworowa. Komunikacja pomiedzy CAFs a komérkami nowotworowymi powinna
by¢ rozpatrywana jako skomplikowana sie¢ potaczer. Wiasciwosci CAFs promujace
wzrost nowotworu gléwnie zaleza od ich zmienionego sekretomu. Cytokiny i czynniki
wzrostu takie jak CXCL126263, CCl7¢4, transformujacy czynnik wzrostu beta (ang.
Transforming Growth Factor beta, TGF)¢5.66, czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. Fibroblast
Growth Factor, FGF)¢7.68 czy czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. Hepatocyte Growth factor,
HGF)®7t1 moga bezposrednio wplywaé na komoérki nowotworowe, indukujac ich
proliferacje, macierzystoéc i inwazyjnosc, jak i powodowaé opornos¢ na terapie?2. CAFs
sq rowniez odpowiedzialne za waskularyzacje guza, wydzielajac czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), FGF, czy IL-
6 oraz remodelujac macierz miedzykomoérkowa za pomoca metaloproteinaz macierzy
pozakomoérkowej (ang. Matrix Metalloproteinases, MMP) oraz biatek macierzy.7374,
Wspomniane wczeéniej cytokiny biora réwniez udzial w sprzezeniu zwrotnym,
pozytywnie regulujac dalsza aktywacje fibroblastow w niszy475. Kolejna funkcja CAFs
mogaca wplywaé na progresje nowotworu jest ich rola w kreowaniu swoistego
mikrosrodowiska metabolicznego. Kilka badann wskazuje na to, ze zaréwno ciala
ketonowe jak i mleczanowe wytwarzane przez CAFs moga wspiera¢é wzrost i
proliferacje nowotworu?677 oraz komoérki immunologiczne w mikrosrodowisku guza,

szczegolnie limfocyty7879.

Funkcje antynowotworowe CAFs w gléwnej mierze polegaja na regulowaniu
supresji nowotworowej. Eliminacja aSMA-pozytywnych CAFs z mikrosrodowiska raka
trzustki pokazala, ze wykazuja one réwniez wtasciwosci hamujace rozrost guza,
mianowicie usuniecie aSMA-pozytywnych CAFs spowodowalo wzrost inwazyjnosci
oraz hipoksji w obrebie guza®. Sekretom fibroblastéw zwigzanych z nowotworem
obejmujacy miedzy innymi IL-10, TGFB, IFNy i IL-6 moze réwniez wplywaé¢ na
rekrutacje i polaryzacje makrofagéw, komorek NK (ang. Natural Killer) i komorek T,

ktoére odpowiedzialne sa za kontrole immunologiczng nowotworu®!.
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3.3.1.3 CAFs w raku piersi

CAFs w raku piersi sa przedmiotem ciaglych badan. Wysoki poziom aSMA
zwigzany jest z agresywnymi postaciami choroby oraz koreluje ze ztym rokowaniems32.
Costa z zespotem wykazata, ze CAFs w raku piersi mozna podzieli¢ na cztery podtypy
ze wzgledu na obecnoé¢ takich biatek jak CD29 (ang. Integrin Beta 1), FAP, FSP1 (ang.
Fibroblast-specific Protein 1), aSMA, PDGFRpP, CAV1 (ang. Caveolin) czy DPP4 (ang.
Dipeptidyl Peptidase 4). Podtypy te obserwowane byly w réznych typach biologicznych
raka piersi. Dwa podtypy, CAF-S1 (CD29Med FAPHi FSPIMed qSMAH! PDGFR 3Med-Hi
CAV1tew) { CAFs-S4 (CD29Hi FAPNeg FSP]Low-Med o SMAH PDGFRpLow-Med CAV]Low) byly
czeéciej obserwowane w agresywnych rakach piersi (HER2-dodatnich i potrdjnie-
negatywnych) oraz promowaly Srodowisko immunosupresyjne poprzez rekrutacje
limfocytow T CD4+ CD25* poprzez sekrecje CXCL128%3. Kolejne badania skupiajace sie na
ocenie profilu ekspresji genéw CAFs w réznych typach biologicznych raka piersi
wykazaly, ze w typie HER2-dodatnim i potréjnie-negatywnym podwyzszonej ekspresji
podlegaja geny zwigzane z aktywnoscia integryn oraz z biatkami cytoszkieletus.
Sugeruja one role CAFs w indukcji migracji komorek raka piersi, co moze przyczyniaé
sie do niekorzystnej prognozy szczegdlnie u chorych na HER2-dodatniego i potréjnie-
negatywnego raka piersi. Innym przykladem dziatania CAFs promujacego progresje
raka piersi, jest wydzielanie VEGF pod wplywem hipoksji na drodze sygnalizacji HIF-
lo/GPERS5. Prowadzi to do waskularyzacji guza i jego progresji. Kolejne badania
przeprowadzone na potréjnie-negatywnym raku piersi wykazaty, ze CAFs pozytywne
pod katem liganda programowanej $mierci (ang. Programmed Death Ligand, PD-L1)

istotnie koreluja z lepszym przezyciem chorychse.

3.4 Receptor Estrogenowy

Klasyczna, jadrowa sygnalizacja estrogenowa pelni bardzo istotng funkcje w
rozwoju organizmu zaréwno u kobiet, jak i u mezczyzn, obejmujgc uktad krwionosny,
mieéniowy, immunologiczny czy nerwowy®#”. Najbardziej aktywnym z estrogenéw jest
17B-estradiol (E2). Estrogen, obok progesteronu, odgrywa kluczowa role w rozwoju
piersi u kobiet, stymulujac wzrost gruczotéw mlekowych podczas dojrzewania

plciowegos®. Receptor estrogenowy alfa (ERa) zostal opisany po raz pierwszy w latach
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sze$¢dziesigtych przez Elwooda Jensena®. ERa kodowany jest przez gen ESRI
znajdujacy sie na chromosomie 6q25, nalezy do rodziny receptoréw jadrowych, jest
czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym przez ligand E2 i jak wiele innych biatek z
rodziny, posiada kilka domen o réznej strukturze: i) domena wigzaca DNA (ang. DNA
Binding Domain, DBD), centralna i najbardziej konserwowana ewolucyjnie, posiadajaca
dwa palce cynkowe i odpowiedzialna za rozpoznanie i zwigzanie sie ze specyficzng
sekwencja DNA; ii) domena wigzaca ligand (ang. Ligand Binding Domain, LBD),
odpowiedzialna za wigzanie z ligandem; iii) domeny transaktywacji (ang. Activation

Function, AF), AF-1 na koncu N" oraz AF2 na koncu C'.

E2 jako hormon steroidowy przenika przez blone komoérkowsq, aby polaczy¢ sie z
ERo. w cytoplazmie i tym sposobem spowodowa¢ translokacje ERa do jadra i
przylaczenie sie do elementéw odpowiedzi na estrogeny (ang. Estrogen Responsive
Elements, ERE), czyli specyficznych sekwencji DNA w obrebie promotoréw genéw
(sygnalizacja bezposrednia) lub oddzialywaé¢ z innymi czynnikami transkrypcyjnymi

(sygnalizacja posrednia, Rycina 6)%091.

17-p-estradiol (E2)
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Rycina 6. Klasyczna sygnalizacja E2 w komorce. Estradiol przechodzi przez btong komorkowq i tqczy
sie z ERa66, ktory nastepnie ulega dimeryzacji i wchodzi do jgdra. W jgdrze komdrkowym moze
posrednio przy pomocy innych czynnikow transkrypcyjnych (ang. Transcription Factors, TF) lub
bezposrednio aktywowac ekspresje wykorzystujgc elementy ERE (ang. Estrogen Responsive

Elements). HSP90 - biatko opiekuricze.



3.4.1 ERo w raku piersi

Sygnalizacja zachodzaca za posérednictwem ERa prowadzi do proliferacji komoérek
podczas rozwoju piersi. Proces ten zostal przechwycony przez komorki nowotworowe
do indukgji niekontrolowanego wzrostu i w efekcie do progresji choroby®2. Obecnie
wykorzystuje sie metody immunohistochemiczne, aby oceni¢ obecnoé¢ biatka ERa w
wycinkach piersi pobranych operacyjnie lub podczas biopsji podczas diagnozy raka
piersi®. Obecnos¢ ERa, jak opisano we wczesniejszych podrozdziatach tej pracy (3.2.4
Typy molekularne raka piersi), predysponuje do konkretnej terapii z wykorzystaniem

tamoksyfenu badz fulwestrantu blokujacych sygnalizacje ERa2.

Roéwniez zmiany w obrebie genu ESRI, takie jak amplifikacje lub zmiany w ekspresji
genu moga by¢ pomocnym indykatorem w analizie obecnoéci ERa w raku piersi®.
Amplifikacja genu, czyli wzrost liczby kopii danego genu powoduje wzrost iloéci jego
produktu. W przypadku takich genéw jak ESR1, efektem moze by¢ wzrost odpowiedzi
na E2, a zatem podwyzszona proliferacja komérek nowotworowych%. Holst wraz ze
wspotpracownikami, przeprowadzil badania nad amplifikacja genu ESR1 jako czynnika
rokowniczego przy uzyciu techniki FISH i odkryt amplifikacje u 20,6 % chorych, chociaz
kolejne badania przy wuzyciu MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) wykazaly, ze to zaburzenie wystepuje zdecydowanie rzadziej (okoto
2%)%. Ogolnie, zaleznie od uzytej metody (Southern blot, FISH, mikromacierze czy
MLPA) badania wykazaly rozbieznoé¢ miedzy czestoscia amplifikacji ESRI u chorych
na raka piersi pomiedzy 0 a 75%%. Wydaje sie, ze skuteczniejsza metoda niz FISH moze
by¢ PCR w czasie rzeczywistym (qQPCR), ktéra umozliwia wykrywanie dyskretniejszych
zmian w obrebie genu. Markiewicz wraz ze wspotpracownikami, zbadali poziom kopii
genu ESR1 przy uzyciu techniki qPCR i wykazali, Ze moze ona wystepowaé réwniez u
chorych zakwalifikowanych na podstawie badania immunohistochemicznego jako ERo-
negatywne?”. Ponadto, podwyzszona liczba kopii genu korelowata z czasem przezycia
wolnym od choroby w tej grupie. Wynik ten zwroécil nasza uwage ze wzgledu na
rozbieznos¢ miedzy liczba kopii genu ESRI a obecnoscia biatka ERa bedacego jego
produktem. Nalezy w tym momencie wspomnie¢ o tym, ze wiekszo$¢ przeciwciat
monoklonalnych uzywanych do detekcji ERo. w tkankach raka piersi chorych, wykrywa
~Kklasyczng” izoforme tego receptora o wielkosci 66kDa (stad alternatywna nazwa dla tej
izoformy: ER066) i pelnigca funkcje we wczeéniej opisanej klasycznej sygnalizacji.

Zatem proby korelacji liczby kopii genu ESRI z poziomem biatka ERa66 mogty nie
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przynosi¢ spodziewanych wynikéw, poniewaz nie braly pod uwage obecnoéci innych

izoform ERa..

3.4.2 Izoforma a.36 receptora estrogenowego

W 2005 Wang et. al odkryli nowa izoforme ERa, ktéra powstaje podczas
alternatywnego sktadania mRNA genu ESRI obejmujac egzon 2 do 6, omijajac egzon 7
oraz 8, przez co nie posiada obu domen transaktywacji, AF-1 oraz AF-2, zachowujac
domene wigzania z DNA (DBD), czes¢ domeny wiazacej ligand (LBD) i co istotne, 138
aminokwasoéw na koricu C, zastapione jest przez unikalng 27-aminokwasowgq sekwencje
na koncu, dzieki dodatkowemu egzonowi 9, co moze zwieksza¢ zakres ligandow, z

ktérymi moze sie taczy¢ (Rycina 7)%.

1 | [r] BTaTalsTel 78] , [ 9 |

\

AF-1 AF-2
LA B BN Erase
DNA Binding Ligand Binding
E 7 ERa36

Rycina 7. Schematyczne przedstawienie powstania izoform ERa66 i ERa36 na drodze
alternatywnego sktadania transkryptu genu ESR1, na czerwono zaznaczono unikalny 27-
aminokwasowy fragment izoformy ERa36.(Zaadaptowane z Want et al.; 2015); AF1 - domena
aktywacji 1 (ang. Activation Function 1), AF-2 - domena aktywacji 2 (ang. Activation Function 2),
1-9 - schematyczne przedstawienie transkrypty mRNA, A-F - domeny biatka.

Pomimo tego, iz udowodniono, ze ERa36 wystepuje zaréwno u ER-negatywnych,
jak i ER-pozytywnych chorych, nadekspresji ERa36 czesto towarzyszy spadek poziomu
ekspresji ERa66, co sugeruje, ze obie izoformy moga wzajemnie sie regulowac®.100,
ERa36 jest biatkiem znajdujacym sie gtéwnie w blonie komoérkowej lub cytoplazmie, a

jego unikalna struktura i lokalizacja determinuja jego funkcje molekularna. Posiada te
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sama DBD co ERa66, ale najprawdopodobniej nie wykazuje funkcji aktywacji
transkrypcji, ERa36 moze rywalizowa¢ z klasyczng izoformg ERa66 o miejsce wigzania
i tym sposobem hamowa¢ ekspresje gené6w%. Poza tym, blonowy ERa36 bierze udziat
w szybkiej, pozajadrowe]j estrogenowej kaskadzie sygnalizacji, ktéra reguluje istotne
funkcje komoérkowe biorace udzial w progresji nowotworowej. Mediatorem w tej
sygnalizacji s kinazy aktywowane mitogenami (kinazy MAPK), ktére stanowig jeden z
najwazniejszych szlakéw sygnatlowych w komérkach nowotworowych w odpowiedzi
na rézne czynniki, w tym E2101, Badania przeprowadzone przed Tong et. al wykazaly,
ze ERa36 moze aktywowac kinazy MAPK poprzez szlak kinazy biatkowej C delta
(PKC9), prowadzac do wzrostu ekspresji cykliny D1/CDK4 i tym samym regulowac
cykl komérkowy, prowadzac do szybszej proliferacjil®? (Rycina 8. A). Ponadto, ERa36
bierze udzial w nabyciu opornosci na paklitaksel przez komorki nowotworowe za
posrednictwem kinaz JNK10. Kolejnym szlakiem sygnalizacyjnym indukowanym przez
ERa36 jest szlak PI3k-Akt, prowadzacy do progresji nowotworu, wzrostu inwazyjnosci
komoérek nowotworowych oraz do powstania i utrzymania nowotworowych komoérek
macierzystych (Rycina 8). Z tego powodu, ERa36 jest obiecujagcym kandydatem na cel

nowych terapii przeciwnowotworowych.

ERa36 ERa66

Pozajgdrowa sygnalizacja estrogenowa : Jadrowa sygnalizacja estrogenowa
PI3K PKCS : l'

SN S cRe
|

Bkatenina opormotinn ; \
‘ chemioterapie '
: Cyklina D1/cdk 4 . Progresja cyklu kom.

Proliferacja

Inwazyjnosé

CYTOPLAZMA : JADRO
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Rycina 8. A. Schemat przedstawiajqcy szybkq sygnalizacje pozajgdrowg inicjowanq przez ER 36 i

jadrowg, klasyczng sygnalizacje inicjowanq przez ERa66; B. Barwienia fluorescencyjne
uwidaczniajgce ERa66 (czerwony sygnat, aie), ERa36 (zielony sygnat b i f), oraz ich kolokalizacje z
DNA (niebieski sygnat, ¢, d, g i h) w dwdch liniach komdrkowych raka piersi (MCF-7 (a-d) i BT474
(e-h) (Nagel et. al. 2019).
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Pomimo tego, iz receptor estrogenowy jest jednym z najlepiej poznanych
markeréw w raku piersi, badania nad usprawnieniem metodologii jego oznaczania
nadal trwajag. W ich wyniku zauwazono pewne sprzeczne dane wynikajace z uzycia
ré6znym metod analizy poziomu genu ESRI. Wcze$niejsze badania naszego zespotu
wykazaly znaczenie prognostyczne podwyzszonej liczby kopii genu ESRI badanej

metodg qPCR réwniez u chorych nie sklasyfikowanych jako ER-pozytywne.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta analiza ekspresji izoform kodowanych
przez gen ESR1 i odpowiedzenie na pytanie, czy podwyzszona liczba kopii genu ESR1,
obserwowana rowniez u chorych z normalng iloécig biatka ERa66, jest zwigzana z

ekspresja alternatywnej izoformy genu - ERa.36.

Ponadto, podczas badann skrawkéw guzéw raka piersi barwionych
przeciwciatami skierowanymi przeciwko izoformie ER036 zaobserwowano pozytywne
barwienie komérek w zrebie. Wynik ten zainspirowat do dalszych badar w kierunku
oceny roli ERa36 w CAFs ze wzgledu na wysoki potencjat udzialu mikrosrodowiska w

progresji nowotworu.
Weryfikowano nastepujace hipotezy badawcze:

1. Podwyzszona liczba kopii genu ESR1 u chorych na raka piersi zwigzana jest z

powstawaniem réznych izoform biatka ERa, ktére maja znaczenie rokownicze;

2. CAFs o wysokim poziomie izoformy ERa36 sa niekorzystng pod wzgledem

rokowniczym skladowq mikrosrodowiska guzéw raka piersi.
W tym celu zrealizowano ponizsze zadania badawcze:

1. Zbadanie aberracji (technikami qPCR i FISH) w obrebie genu kodujacego
receptor estrogenowy (ESR1) i analiza ekspresji izoform receptora estrogenowego

ERa36 i ER066 u chorych na raka piersi oraz ocena ich korelacji z danymi klinicznymi;

2. Analiza poziomu izoformy ERa36 w CAFs raka piersiijego korelacja z danymi

klinicznymi;

3. 1zolacja CAFs z guzéw chorych na raka piersi oraz ich profilowanie pod katem

ekspresji genéw i produkgji cytokin;

4. Badanie wptywu CAFs na agresywnos¢ komorek nowotworowych raka piersi.
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5.1 Linie komoérkowe

- Linie MDA-MB-231 i Hs578t zostaty zakupione z ATCC

5.2 Pozywki i dodatki do pozywek stosowane w hodowli komérkowej

- Sigma-Aldrich: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), FBS (Fetal Bovine

Serum, ptodowa surowica bydleca), Insulina

- Czynniki wzrostu firmy PeproTech: CXCL5 (300-22); firmy STI: VEGF (CYT-10-10), IL-
8 (chm-231-a), HGF (cyt-090-a), GM-CSM (cyt-221-a), CXCL1 (100-031S);

- Inhibitor c-Met firmy Sellectchem: Capmatinib (52788)
- 100x Penicillin/Streptomycin Solution (Sigma Aldrich)

- 100x Antibiotic/ Antimycotic solution (Sigma Aldrich)

5.3 Inne odczynniki stosowane w hodowli komérkowej
- Trypsyna (Sigma-Aldrich)
- PBS (Phosphate Buffered Saline, buforowana sél fizjologiczna) (Sigma-Aldrich)

- Basement Membrane Matrix Growth Factor Reduced Matrigel (mieszanina biatek

btony podstawnej) (BD Bioscience)
- Kolagenaza (Sigma Aldrich)

- Hialuronidaza (Sigma Aldrich)

5.4 Przeciwciala
5.4.1 Przeciwciala pierwszorzedowe

- Cell Signaling Technology: anty-c-Met-Tyr1234/1235 (#3077), anty-c-Met (#4560),
anty-Akt-Ser473 (#4058), anty-Akt (#9272), anty-ERK1/2-Thr202/Tyr204 (#9101),
anty-ERK (#4695)
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- Dako Agilent: anty-aSMA (IR611)
- Novus Biologicals: anty-Vimentin (NBP1-31327)
- Cell applications: anty-ERa36 (CY-1109)
- BD: anty-E-cadherin (Clone 36, 610181)
5.4.2 Przeciwciata drugorzedowe

- Sigma-Aldrich: kozie anty-krélicze przeciwciala skoniugowane z peroksydaza

chrzanowa (HRP, horseradish peroxidase) (A9169)

- Santa Cruz Biotechnology: bydlece anty-mysie przeciwciala skoniugowane z

peroksydaza chrzanowa (sc-2371),

- Jackson ImmunoResearch: kozie anty-krolicze przeciwciata AffiniPure DyLight 488-
conjugated (111-485-003), owcze anty-mysie przeciwciala AffiniPure DyLight 549-
conjugated (515-505-003)

5.5 Bufory i roztwory
- PBS, 7,4 pH (10x stezony ,,stock” w wodzie destylowanej, 1000 ml):
- 80 g NaCl
-2 gKCl
- 26,8 g Na2HPO4 x 7 H20
- 2,4 g KH2PO4

- Bufor do elektroforezy SDS-PAGE (10x stezony , stock” w wodzie destylowanej, 1000

ml):
- 144,3 g glicyna
-10 g SDS
- 30,3 g Tris-HCl
- Bufor Laemmli (4x stezony w wodzie destylowanej):
- 8% SDS
-0.25 M Tris-HCl

- 20% glicerol
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- 20% PB-merkaptoetanol
- bekit bromofenolowy (opcjonalnie)
- Bufor do transferu (w wodzie destylowanej, 1000 ml):
- 14,43 g glicyna
- 3,03 g Tris-HCl
- 10% metanol
- TBS (Tris-buffer solution) (10x stezony w wodzie destylowanej, 1000 ml):
- 60,3 g Tris-HCl
- 87,6 g NaCl
- TBS-T:

TBS + 0.2% Tween20

5.6 Inne odczynniki

- Zestaw do pomiaru stezenia biatka - BCA Protein Assay (Thermo Scientific)
- APS (ammonium persulfate), 10% roztwér wodny (Sigma-Aldrich)

- TEMED (N,N,N’,N’- Tetramethylethylenediamine) (Sigma-Aldrich)

- TGX PreCast Gels (BioRad)

- marker biatkowy, zakres 7-175 kDa (BioLabs)

- BSA (bovine serum albumine, albumina surowicy bydlecej) (Roth)

- substrat do detekcji HRP - Amersham Western Blotting Substrate (GE Healthcare)
- 2% paraformaldehyd

-1% TritonX-100 (Sigma-Aldrich)

- Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich)

- Fluoromount, mounting reagent (Sigma-Aldrich)

- Bufor RIPA 10x (Cell Signaling Technology)

- Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

35



- RNeasy Mini Kit (Qiagen)

- AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen)

- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)

- ZytoLight SPEC ESR1/CEN 6 Dual Color Probe (ZytoVision)

- Tissue Implementation Kit (ZytoVision, Niemcy)

- Novolink Max-Polymer Detection System (Leica Novocastra)

- nCounter PanCancer Immune Profiling Panel (NanoString Technologies)
- Antibody Diluent (Dako)

- Inhibitory proteaz i fosfataz (Thermo Fisher)

- Human XL Cytokine Array Kit (R&D Systems)

5.7 Sprzet laboratoryjny

- komora laminarna - Heraeus HERAsafe Safety Cabinets HS18 (Thermo Fisher

Scientific)

- inkubatory - Heraeus HERAcell 150, Jouan IGO150 CELLlife CO2 (Thermo Fisher

Scientific)

- wiréwka - Eppendorf Centrifuge 5410

- mikroskop - ZEISS PrimoVert, Olympus IX83

- mikroskop fluorescencyjny - ZEISS AxioVision 200, Olumpus

- homogenizator MagNA Lyser Instrument (Roche)

- termocyklery CFX96 (Bio-Rad),

- termocykler Mastercycler Gradient Thermal Cycler (Eppendorf)

- spektrofotometr Nano-Drop ND-1000 (Thermo Scientific)
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Tabela 1. Charakterystyka chorych.

Liczba
6.1. Charakterystyka chorych Zmienna przypadkow
(*0)
Czterysta osiemnasdcie guzéw zostalo Wiek
b h od chorych tadiach I-IV <0 120 *)
pobranych od chorych w stadiach I- ~50 208 1)
leczonych w  Gdanskim  Uniwersytecie Stopien T
Medycznym (GUMed) i wykorzystanych do 1 140 (33)
analiz zmian w obrebie genu ESRI. 2 194 (46)
3 40 (10)
Szczegdlowa charakterystyka chorych 4 39 )
przedstawiona zostala w Tabeli 1. Mediana Brak danych 5 2
wieku chorych wynosita 58 lat (27-61 lat). Stopiefi N
) . . ) . Negatywny 207 (49)
Wszystkie badania z wykorzystaniem proébek i
Pozytywny 206 (49)
danych  chorych  zostaly  przyjete i Brak danych 5 )
zaakceptowane przez komisje bioetyczna przy Stopien
zlosliwosci
Gdarnskim Uniwersytecie Medycznym, a chore histologicznej
udzielily $wiadomej zgody na partycypowanie 1 30 27))
2 171 41
w badaniu (NKBBN/117/2014). Do izolacji 3 135 (32)
CAFs, wykorzystano czesci guzéw pobranych Brak danych 82 (20)
S .. Typ
od chorych na raka piersi leczonych w Klinice Histologiczny
Chirurgii Onkologicznej GUMed. Badania Przewodowy 218 (52)
uzyskaly  zgode  Niezaleznej  Komisji Zrazikowy 54 (13)
Bi j GUMed, a od chorych zostal oy = ©)
10etycznej ed, a od chorych zostaia Brak danych 120 (29)
uzyskana $wiadoma zgoda (NKBBN/94/2017). ER
] o B Negatywny 164 (39)
Zmiany w liczbie kopii genu ESR1 zostaly Pozytywny 250 (59)
zmierzone przy uzyciu metody PCR w czasie Brak danych 4 )
rzeczywistym (qPCR) z wykorzystaniem PR
Negat 175 42
zamrozonych probek guzéw. Dane uzyskano CEAYWIY 42)
Pozytywny 239 (57)
dla 402 prébek. Natomiast metoda FISH zostata Brak danych 4 @)
wykonana we wspélpracy z Zakladem HER2
Genetyki GUMed. Badanie przeprowadzono Negatywny 274 (66)
" ] h tkank h ) Pozytywny 59 (14)
na mikromacierzach tkankowych (ang. Tissue Brak danych g5 0)

Microarrays, TMA) zawierajacych 80 tkanek
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zatopionych w formalinie utrwalonych w parafinie (ang. Formalin-Fixed Paraffin-
Embeded, FFPE). Wyniki dla obu metod, qPCR oraz FISH, uzyskano dla 58 prébek. Do
analizy ekspresji mRNA ERa66 oraz ERa36 wykorzystano 149 zamrozonych prébek
guzoéw. Barwienia immunohistochemiczne (IHC) dla izoformy ERa36 przeprowadzono
na 126 skrawkach tkankowych FFPE. Izolacje fibroblastéw przeprowadzono,
wykorzystujac 1acznie dwanascie guzéw, w niniejszej pracy wykorzystano cztery

reprezentatywne linie CAFs.

6.2 Izolacja kwas6w nukleinowych, odwrotna transkrypcja i analiza ekspresji genow

Izolacja DNA i RNA zostala przeprowadzona przy uzyciu zestawu AllPrep
DNA /RNA Kit (Qiagen) zgodnie z wytycznymi producenta. 30 mg zamrozonej tkanki
zostalo zlizowane w buforze RTL przy uzyciu ceramicznych kulek i urzadzenia MagNA
Lyser (Roche), nastepnie lizaty naktadano na kolumny wiazace DNA i postepowano
zgodnie z protokotem producenta. Przesacz po oczyszczaniu DNA zostat wykorzystany
do izolacji RNA z dodatkowym etapem trawienia DNazg. Oczyszczone RNA (1000 ng)
zostalo przepisane na cDNA przy uzyciu zestawu do odwrotnej transkrypcji
(Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche) oraz termocyklera Mastercycler
Gradient Thermal Cycler (Eppendorf) zgodnie z protokotem producenta. Ekspresja
ERa66 oraz ERa36 zostala zmierzona przy uzyciu RT-qPCR z wykorzystaniem
odczynnika Universal PCR Mastermix (Applied Biosystems). Na jedna reakcje uzyto 10
ng cDNA uzyskanego wczesniej. W celu zapewnienia jakosci uzyskanym wynikom,
zdecydowano sie na wiaczenie dwoch genéw referencyjnych, GAPDH i YWHAZ, ze
wzgledu na ich stabilna ekspresje (parametr stabilnosci M < 0.5 w teécie stabilnosci
genow referencyjnych). Kazda z plytek qPCR zawierala ten sam kalibrator: cDNA
przepisany z RNA izolowanego z linii komérkowej BT 474 o wysokiej ekspresji ERa36.

W metodzie wykorzystano nastepujace sekwencje starterow:

- ERa36: przedni 5-CCAAGAATGTTCAACCACAACCT-3;
wsteczny 5-GCACGGTTCATTAACATCTTTICTG-3;

- ERa66: przedni 5-AAGAAAGAAC AACATCAGCAGTAAAGTC-3;
wsteczny 5-GGGCTATGGCTTGGTTAAACAT-3;
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- GAPDH: przedni 5-ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG-3;
wsteczny  5-GCCATCACGCCACAGTTTC-3;

- YWHAZ: przedni 5-TGTAGGAGCCCGTAGGTCATC-3;
wsteczny  5-GTGAAGCATTGGGGATCAAGA-3'.

Program PCR uzyty w tym doswiadczeniu byl nastepujacy: 95 °C przez 10 min; 40
cykli obejmujacych 95 °C przez 15 s, 60 °C przez 1 min oraz 95 °C przez 10 s. Krzywa
topnienia zostala wykonana poprzez monitorowanie fluorescencji w prébkach,
podgrzanych do 95 °C z 65 °C ze skokiem co 0,5 °C. Kazda reakcja wykonana byla w
dwoch powtdrzeniach. Probki, ktorych cykl progowy (Cq) powtdrzen réznit sie bardziej
niz 0,5 byly odrzucane, réwniez probki w ktérych Cq jakiegokolwiek genu
referencyjnego wyniést wiecej niz 30 byly odrzucane z dalszych analiz. Dane
analizowano przy uzyciu oprogramowania CFX Manager (Bio-Rad) i pakietu MS Office

(Microsoft).

6.3 Analiza liczby kopii genu ESR1 przy uzyciu qPCR

Czes¢ danych wykorzystane w tej pracy zostaly wczedniej wykonane w ramach
pracy opublikowanej przez Markiewicz et. al.””. Grupe zwiekszono w ramach badan w
niniejszej pracy doktorskiej, co zostalo opublikowane w manuskrypcie Nagel et al104.
Upraszczajac, liczba kopii genu ESRI zostala zmierzona w sposob relatywny,
normalizujac zmierzong warto$é¢ Cq genu ESR1 do wartoéci Cq genu referencyjnego
APP i kalibratora (DNA z pelnej krwi) w metodzie qPCR (termocykler CFX96, Bio-Rad,
sondy Universal Probe Library, Roche). Kazda warto$¢ réwna lub wyzsza niz dwa, byla
zakwalifikowana jako podwyzszona liczba kopii genu ESRI. Startery uzyte w tym

doswiadczeniu posiadaty nastepujace sekwengje:

- ESR1 (NC_000006.11): przedni 5-ACA TGG ACA CCT CCC AGT C-3/;
wsteczny 5-ACA GAC TAA CAC AGC CCA TC-3;

- APP (NC_000021.8): przedni 5'-AGC CCA GAA GGT GTC AAA CA-3;
wsteczny 5'-CAT CTT CAT GTC CGT TGC AT-3').
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6.4 Analiza liczby kopii genu ESR1 przy uzyciu metody FISH

Badanie zostalo przeprowadzone we wspoélpracy z dr Mariolg Iliszko z Zaktadu
Genetyki i Biologii GUMed. Macierze tkankowe (ang. Tissue Microarray, TMA)
zawierajgce probki pobrane od 80 chorych na raka piersi przeanalizowano przy uzyciu
zestawu ZytoLight SPEC ESR1/CEN 6 Dual Color Probe (ZytoVision) oraz ZytoLight
FISH-Tissue Implementation Kit (ZytoVision) zgodnie z wytycznymi producenta.
Analiza sygnalu byla wykonana z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego.
Oceniono od dwudziestu do trzydziestu jader w kazdej probce. Liczba sygnatéw
fluorescencyjnych od genu ESR1 i centromeru 6 (CEN 6) zostala policzona, uéredniona
i podana jako stosunek ESR1/CEN 6 na komoérke. Przy wyniku = 2 chora byla
klasyfikowana jako posiadajaca amplifikacje, przy wyniku pomiedzy 1,3 a 2 jako
przyrost kopii genu, natomiast za normalng warto$¢ uznawano wynik 1-1,2 (zgodnie z

danymi opublikowanymi przez Holst et. al1%).

6.5 Analiza i oznaczenie poziomu bialek w tkankach metoda IHC

Analizy zostaly wykonane we wspolpracy z patomorfologiem Jolanta Szade w
Zakladzie Patomorfologii GUMed. Mikromacierze tkankowe przygotowano przez
pobranie probek z pieciu niesasiadujacych rdzeni tkankowych o $rednicy 1 mm z
kazdego guza pierwotnego. Skrawki analizowano recznie, barwigc je metoda
immunohistochemiczng przy uzyciu komercyjnie dostepnych kréliczych przeciwciat
monoklonalnych anty-ERa36, skierowanych przeciwko unikalnej C-terminalnej
sekwencji dla tego biatka (nr kat CY-1109, Cell Applications), przeciwcial anty-CD163
(klon MRQ-26, Roche), anty-CD86 (klon PG-M1, Dako), anty-CXCR4 (klon 4G10, Santa
Cruz) oraz anty-Ki67 (klon MIB-1, Dako). Drugorzedowe przeciwciata anty-krélicze
skoniugowane z peroksydaza chrzanowa (ang. Horseradish Peroxidase, HRP) zostaty
uzyte razem z odczynnikiem Novolink Max-Polymer Detection System (Leica
Novocastra) w celu detekcji sygnatu. Intensywnos¢ barwienia w skali 0-3 oraz procent
wybarwionych komoérek (0-100%) zostaty ocenione zaréwno w jadrach komoérkowych,
jakiw cytoplazmie/blonie komérkowej, dajac ostateczny wynik miedzy 0 a 300 (iloczyn

intensywnosci barwienia i procenta zabarwionych komorek).
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6.6 Standardowa procedura oceny bialek ERa66, PR i HER2

Standardowa ocena statusu pozioméw receptoréw estrogenowych u chorych na
raka piersi zostala wykonana w rutynowym badaniu histopatologicznym guza w
Zakladzie Patomorfologii GUMed. Do oceny immunohistochemicznej wykorzystano
mysie przeciwciala monoklonalnych przeciwko ERa66 (klon 1D5, Dako Agilent) oraz
przeciwko PR (klon 636, Dako Agilent) zgodnie z wytycznymi producenta w stezeniu
1:50. Wizualizacje wykonano przy uzyciu systemu EnVison Dako (Dako Agilent). Do
oceny ER i PR wykorzystano skale Allred. Amplifikacja genu HER2 oceniona byla
najpierw immunohistochemicznie, wynik 3+ uznawany byt za dodatni, a wynik 2+
uznawany byt za niejednoznaczny i potwierdzany z wykorzystaniem metody FISH
(PathVision HER2 DNA Probe Kit, Abbot Molecular) zgodnie z wytycznymi
producenta. W skroécie, sredni sygnal HER2 i centromeru 17 byly ocenione w kazdej
probce guza. Stosunek HER2/CEN-17 > 2 zostal uznawany za amplifikacje i wynik
HER2-pozytywny.

6.7 Ocena ekspresji gené6w z wykorzystaniem platformy nCounter w CAFs i probkach

FFPE guzow

W metodzie detekcji ekspresji wielu genéw jednoczesnie, wykorzystuje sie kolorowe
,kody kreskowe” znakujace wykrywana czasteczke RNA bez potrzeby amplifikacji. Po
hybrydyzacji RNA i komplementarnej sondy, ich nadmiarowa iloé¢ jest usuwana, a
reszta zliczana. nCounter PanCancer Immune Profiling Panel (NanoString
Technologies) umozliwia jednoczesna analize ekspresji az 770 genéw zaangazowanych
w odpowiedZ immunologiczng zoptymalizowang w kontekécie nowotworéw. RNA
zostal wyizolowany z CAFs pobranych od chorych na raka piersi z wykorzystaniem
zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen) zgodnie z wytycznymi producenta. Czystos¢ i
stezenie RNA zostato ocenione przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher). Trzysta nanograméw RNA zostato uzyte do profilowania ekspresji przy uzyciu
nCounter PanCancer Immune Profiling Panel (NanoString Technologies) zgodnie z
wytycznymi producenta. Ekstrakcja i obrébka RNA z prébek FFPE guzéw piersi zostata
opisana w pracy Popeda et al; 201916, W skrécie, RNA zostalo wyizolowane z

niebarwionych prébek FFPE raka piersi przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Roche)
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zgodnie z protokotem producenta. Jakos¢ RNA zostala potwierdzona przy uzyciu
Agilent 2100 Bioanalyzer i zestawu RNA 6000 Pico Kit (Agilent Technologies). Nastepnie
RNA byl preamplifikowany zestawem nCounter Low RNA Input Kit (NanoString
Technologies), a uzyskane probki byly analizowane przy uzyciu systemu nCounter

(NanoString Technologies) zgodnie z wytycznymi producenta.

6.8 Analiza danych NanoString

RNA z CAFs i rakéw piersi FFPE byto procesowane w osobnych grupach przez mgr
Marte Popede. Dla kazdej probki, korekcja tta i normalizacja byty wykonane przy uzyciu
oprogramowania nSolver 4.01%. W skrécie, poziom tla zostal oceniony przez srednig i
odchylenia zliczent dla negatywnej kontroli. Przy czym dane byly normalizowane
odpowiednio dla éredniej globalnej zliczeri dla kontroli pozytywnych i najbardziej
stabilnych genéw metabolizmu podstawowego (ocenione przez NormFinder) - czterech
dla grupy FFPE (zakres SD 173,5 - 228,4 zliczen) i 18 dla grupy CAFs (zakres SD 2,9 -
66,9 zliczen). Po normalizacji, geny o niskiej ekspresji (log2 ze Sredniej zliczerr we
wszystkich prébkach < 4 dla zestawu danych CAFs i < 6 dla zestawu danych FFPE)
zostaly wykluczone. Trzysta szes¢dziesigt dwa transkrypty z grupy CAFs i 584
transkryptow z grupy FFPE bylo wiaczonych do dalszej analizy. Réznicowanie genéw
pomiedzy guzami ERoa36Msh i ERa36w bylo wybrane na podstawie logarytmicznej
zmiany krotnoéci (logFC) obliczonej dla mediany znormalizowanych zliczeri dla kazdej
sondy w poréwnywanych grupach. Geny z logFC > 1 uznano za geny o podwyzszonej
ekspresji; geny z logFC < -1 za geny o obnizonej ekspresji. R6znice byly estymowane
przy uzyciu testu U Manna-Whitneya. Wszystkie dane byly analizowane przy uzyciu
srodowiska R (3.6.1). W celu ustalenia znaczenia biologicznego transkryptéw, ktore
wykazaly obnizong lub podwyzszong ekspresje przeanalizowano je z wykorzystaniem
narzedzia DAVID Functional Annotation Tool ustalajgcego proces, w ktory

zaangazowane sa dane geny z bazy , Gene Ontology Biological Processes”.
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6.9 Izolacja i hodowla CAFs oraz przygotowanie pozywek kondycjonowanych

Tkanke guza wraz z otaczajagcym zrebem pobrano do zimnej pozywki DMEM
wzbogaconej 10% FBS i mieszaning antybiotykéw i antymykotykéw (Sigma Aldrich,
AB5955) i przechowywano w 2-8 °C do momentu obrébki, ale nie dluzej niz 4 godziny.
Po rozdrobnieniu, tkanka byla trawiona w roztworze 0,35 mg/ml kolagenazy i 0,35
mg/ml hialuronidazy w PBS przez 1 godzine z obracaniem probéwek w 37 °Ci 5% CO..
Nastepnie zawiesing wirowano w 400 x g przez 5 min, osad zawieszano w $wiezej
pozywce DMEM wzbogaconej w 10% FBS i roztw6r antybiotykéw i antymykotykow i
przeniesiono na naczynie do hodowli komérkowych. CAFs izolowano przy uzyciu
metody seryjnych trypsynizacji komoérek, wykorzystujacej wlasciwoséci CAFs, ktore
odpowiadaja szybciej na traktowanie trypsyna w poréwnaniu do komorek
nowotworowych. Po 2-3 pasazach czystoé¢ kultur byta oceniona przez barwienie
immunofluorescencyjne markeréw CAFs - wimentyny (VIM) i aktyny alfa miesni
gladkich (a-SMA) oraz markeréw dla komérek nowotworowych - E-kadheryny (E-
CAD), jako kontroli (marker negatywny). Wszystkie doswiadczenia z wykorzystaniem
CAFs byly wykonane przy uzyciu hodowli miedzy trzecim a dziesiatym pasazem. Gdy
komérki zarosty od 70 do 80% powierzchni hodowlanej, media wymieniono na $wieze,
a po 72 godzinach pobrano je znad hodowli CAFs i przechowywano w -80 °C. Media
kondycjonowane przez CAFs z ré6znych pasazy byly mieszane razem w celu unikniecia
dysproporcji, nastepnie porcjowane i przechowywane w -80 °C do momentu

wykorzystania w doswiadczeniach.

6.10 Hodowle komorkowe

Linie komérkowe MDA-MB-231 i Hs578t zostaly zakupione z American Type
Culture Collection (ATCC). Komoérki byty hodowane i pasazowane 1-3 razy w tygodniu,
do maksimum 3-4 miesiecy od rozmrozenia. Rutynowe testy na ewentualne zakazenie
mykoplazma byly wykonywane przy uzyciu barwienia DNA i zestawéw PCR. Linia
MDA-MB-231 byta hodowana w pozywce DMEM z 10% dodatkiem surowicy bydlecej
(FBS), komorki linii Hs578t hodowane byty w pozywce RPMI-1640 z 10% dodatkiem
FBS i insuling w stezeniu 10 pg/ml.
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6.11 Barwienia immunofluorescencyjne

CAFs zostaly wysiane na wysterylizowane wczesniej mikroskopowe szkietko
nakrywkowe i po 24 godzinach byly utrwalane i permeabilizowane z uzyciem
mieszaniny metanol/aceton w proporcjach 1:1 przez 15 min. Nastepnie proébki
blokowano 5% albuming serum bydlecego (ang. bovine serum albumin, BSA) w buforze
PBS. Pierwszorzedowe przeciwciala (anty-VIM, anty-aSMA i anty-E-CAD) zostaty
rozcienczone 1:800 w roztworze Antibody Diluent (Dako Agilent) naniesiono na
wczeéniej blokowane prébki i inkubowano przez 30 min. Jako drugorzedowych
przeciwcial uzyto anty-kroéliczych IgG DyLight 488 oraz anty-mysich IgG DyLight 594

(Thermo Fisher Scientific, rozciericzenia 1:2000).

6.12 Western blotting

Lizaty komérkowe wykonano przy pomocy buforu lizujacego RIPA (Sigma Aldrich)
z dodatkiem inhibitoréw proteaz i fosfataz (Thermo Fisher Scientific), stezenie biatka w
otrzymanych prébkach zmierzono przy pomocy kwasu bis-cynchoninowego (BCA
assay kit, Thermo Fisher Scientific). Po wyréwnaniu stezen w prébkach, biatka
rozdzielono na 12% zelu poliakrylamidowym firmy Bio-Rad (TGX FastCast Gels) w
warunkach denaturujacych SDS-Page przy napieciu 250 V przez 1 godzine. Rozdzielone
biatka transferowano na membrane PVDF transferem pélsuchym (Bio-Rad). Po
godzinnym blokowaniu w 5% mleku w TBST, membrany inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzedowymi przez noc, a nastepnego dnia przez godzine z przeciwciatami
drugorzedowymi skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowq. Western Lightning Plus-

ECL (Amersham) byt uzyty do wizualizacji sygnatu na kliszy fotograficzne;j.

6.13 Analiza cytokin wydzielanych przez CAFs

Detekcja cytokin w medium kondycjonowanym uzyskanym z hodowli réznych
subpopulacji CAFs zostata wykonana przy uzyciu zestawu Human XL Cytokine Array

Kit (R&D Systems) zgodnie z protokolem producenta.
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6.14 Analiza wzrostu kolonii komérkowych w 3D

Tysigc pieéset komérek MDA-MB-231 lub Hs578t zostato rozciericzonych w 40 pl
matrizelu w proporcjach 1:1 ze standardowym medium komérkowym i naniesionych
na dotek ptytki 12-dotkowej. Nastepnie krople inkubowano w 37 °C przez 60 minut w
celu stezenia matrizelu. Po tym czasie, do dotkéw dodano odpowiednie pozywki
kondycjonowane lub wzbogacone w odpowiednie czynniki i pozywke pelng jako
kontrole. Media byly wymieniane na $wieze co 3 dni. Po okoto 7-10 dniach wykonano
zdjecia kolonii, uzywajac mikroskopu Olympus IX83. W celu oceny liczby
rozgateziajacych sie kolonii, trzy niezalezne pola widzenia zostaly sfotografowane dla
kazdego powtérzenia, zatem po sze$¢ na kazda probke. Kazda analize wykonano w

trzech niezaleznych powtérzeniach.

6.15 Stymulacja komoérek potréjnie-negatywnego raka piersi pozywka

kondycjonowana przez ERa36hsh CAFs i HGF

Analiza sygnalizacji indukowanej przez ERa.36hish CAFs zostala przeprowadzona na
glodzonych przez noc przy uzyciu niewzbogaconej w surowice pozywki komoérkach.
Gdzie bylo to wymagane, dodano do pozywki inhibitor receptora dla HGF - capmatinib
(50 nM) na 2 godziny przed stymulacja. Nastepnie komorki stymulowane byly pozywka
kondycjonowang przez CAFs4 lub pozywka z dodatkiem HGF w stezeniu 50 lub 10
ng/ml w odpowiednich odstepach czasowych. Badania powtérzono trzy razy z

podobnym skutkiem, w sekcji wynikéw znajduja sie reprezentatywne wyniki.

6.16 Analizy statystyczne

Analizy danych klinicznych wykonane zostaly przy uzyciu programéw Statistica
ver. 12 (StatSoft) oraz SPSS (IBM). Zmienne kategoryczne byly porownywane testem x2,
a zmienne ciagle przy uzyciu wspétczynnika korelacji rang Spearmana. Test Manna-
Whitneya byt uzyty do analiz zmiennych ciggltych w dwéch grupach. Krzywe przezycia
Kaplana-Meiera byly oceniane przy uzyciu testu F-Cox. W przypadku analiz wynikéw

in vitro uzyto programu GraphPad Prism i testu t studenta.
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7.1 Badanie aberracji w obrebie genu ESR1 u chorych na raka piersi

Liczba kopii genu ESR1 zostala zbadana metoda qPCR w 402 prébkach guzéw
pierwotnych pobranych od chorych na raka piersi. Warto§¢ mierzono poprzez ocene
stosunku ESR1/APP i klasyfikowano jako zwiekszona, gdy byta wyzsza lub réwna 2.
Zwiekszona liczba kopii genu zaobserwowano u 9,2% (37/402) chorych. Zwiekszona
liczba kopii genu ESR1 korelowala z gorszym przezyciem wolnym od choroby (ang.

Disease Free Survival, DFS) (Rycina 10).
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Rycina 10. Krzywe przezycia Kaplana-Meiera obrazujgce A. przezycie wolne od choroby (ang.
Disease Free Survival, DFS) oraz B. przezycie catkowite (ang. Overall Survival, OS) zaleznie od
liczby kopii genu ESR1 (mierzonej metodq qPCR) w probkach guzow pierwotnych chorych na raka

piersi.

Aczkolwiek, gdy amplifikacja ESR1 mierzona jest metoda FISH, wiekszos¢ danych
literaturowych wskazuje na odwrotny trend. Aby odpowiedzie¢ na te rozbieznosc,
zbadano, czy wyniki uzyskane przy uzyciu obu metod ze soba koreluja. W tym celu
wyselekcjonowano 58 probek raka piersi, ktére poza ocena liczby kopii genu ESRI

metoda qPCR byly réwniez ocenione przy pomocy metody FISH (Rycina 11).
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Zwiekszong liczbe kopii genu ESR1 oceniona metoda FISH zaobserwowano u 26%
(15/58). Wykazano, ze liczby kopii genu ESR1 mierzone obiema metodami nie koreluja
ze soba (r=-0,042; p=0,75; Rycina 12), najprawdopodobniej ze wzgledu na to, Ze mierza
one rézne zmiany w obrebie genu ESRI. Sonda FISH wykrywa region o wielkosci 395
kbp, natomiast qPCR wykrywa amplikon o wielkosci 60 bp. Metoda FISH umozliwia
wykrycie wiekszych amplifikacji, obejmujacych znaczng czes¢ lub caty gen, natomiast
qPCR moze wykrywaé mate zmiany w obrebie genu ESR1, ktére mogly zosta¢ pominiete

przy uzyciu sondy FISH.

A Normalna liczba kopii genu ESR1 B Zwiegkszona liczba kopii genu ESR1

Cen6

Rycina 11. Analiza amplifikacji genu ESR1 metodq FISH. Przyktadowe fotografie prébek guzéw
piersi z normalnym poziomem genu ESR1 (A. ESR1/CEN6 <2) oraz z amplifikacjq genu ESR1 (B.
ESR1/CEN6 22).

Dlatego w prezentowanych wynikach nie wykazano korelacji amplifikacji calego
genu ESR1 badanej metoda FISH z badang metoda qPCR. W zwiazku z ta obserwacja
zdecydowano sie na dalsze badania obejmujace analize ekspresji dwoéch izoform
receptora estrogenowego, klasycznej ERa66 oraz izoformy ERa36, ktéra moze by¢

obecna réwniez w rakach piersi ER-negatywnych i indukowac pozajadrowa odpowiedz

na estrogen®s.
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Rycina 12. Korelacja pomiedzy liczbq kopii genu ESR1 mierzong metodami FISH i gPCR.

7.2 Liczba kopii genu ESR1 a poziom mRNA i bialtka ERa36 i ERa.66

Poziomy mRNA izoform receptora estrogenowego ERa66 oraz ERa36
przeanalizowano metoda qPCR z odwrotng transkrypcja. Wyniki zostaly skorelowane
z liczba kopii genu ESRI oceniang metoda qPCR i danymi na temat amplifikacji ESR1
otrzymanymi metoda FISH. Na poziomie mRNA, zaobserwowano obnizong ekspresje
ER066 w probkach o wyzszej liczbie kopii genu ESRI mierzonej qPCR (mediana
ekspresji réwna 10,63 w probkach o normalnej liczbie kopii ESR1, mediana réwna 0 w
probkach o zwiekszonej liczbie kopii ESR1, p=0,01; Rycina 13A). Natomiast w
przypadku poréwnania z analiza metoda FISH, zaobserwowano podwyzszona
ekspresje ERa66 w probkach z amplifikacja genu ESR1 (mediana ekspresji w prébkach
z amplifikacja ESR1 - 64,14, a w prébkach normalnych - 10,28; p=0,00008, Rycina 13B).
Jednak nie zaobserwowano korelacji miedzy pomiarami uzyskanymi zadng z tych
metod a ekspresja izoformy ERa36 (Rycina 13, A i B). Ekspresja ERa36 byla
obserwowana zaré6wno w probkach z normalng, jak i podwyzszona liczba kopii genu
ESR1 (Rycina 13), niezaleznie od tego, czy probki raka piersi zaklasyfikowane byly jako
pozytywne czy negatywne pod wzgledem biatka ERa66. W dodatku, stosunek ekspresji
izoformy ERa36 do ERa66 zdecydowanie r6znit sie miedzy prébkami z podwyzszona

liczba kopii ESR1 oceniang qPCR, gdzie wynidst 86, a probkami z normalng liczba kopii
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ESR1, gdzie wynidst zaledwie 1,4 (Tabela 2). W przypadku amplifikacji genu ESR1
ocenianej metoda FISH, stosunek ERa.36 do ERa66 nie r6znit sie znaczaco (odpowiednio

0,3 vs. 0,7; Tabela 2).

Tabela 2. Stosunek ekspresji izoformy ERa36 do ERa66 w roznych grupach w zaleznosci od

liczby kopii genu ESRI.
Liczba kopii genu ESR1 Liczba kopii genu ESR1
(qPCR) (FISH)
podwyzszona normalna | podwyzszona normalna
Stosunek ekspresji
86 14 03 0,7
ERa36 do ERa66

>
vy

%0 T

Relatywny poziom ekspresji
[mRNA]
Relatywny poziom ekspresji
[mRNA]

8

a 4.
50 e v

o . . i i -
0 _&_ ‘ﬁ‘ = —r— | 0 e = %

normalna podwyzszona normalna podwyzszona

Liczba kopii genu Liczba kopii genu
ERa36 ESR1 ESR1
ERa66 (qPCR) (FISH)

Rycina 13. Poziom ekspresji izoform ERa36 oraz ERa66 w guzach pierwotnych wzgledem liczby
kopii genu ESR1 A. mierzonej metodq qPCR i B. mierzonej metodq FISH. Czerwona linia
reprezentuje mediane ekspresji. * p<0.05, *p<0.0001.

Co wiecej, liczba kopii genu ESR1 oceniana metoda qPCR negatywnie korelowata ze
statusem ER ocenionym podczas rutynowego badania w skrawkach guzéw (p=0,001;
Tabela 3). Az szeS¢dziesiat pie¢ procent probek z podwyzszona liczba kopii genu ESR1
(badang metoda qPCR) bylo ERa66-negatywnych (ocenionych zgodnie ze skalg Allred),
a zaledwie 37% probek z normalna liczba kopii ESR1 byto ERa66-negatywnych w ocenie
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immunohistologicznej. W guzach ER-negatywnych zwiekszona liczba kopii genu ESR1
stanowita 15% (24/158), w poréwnaniu do 5% w guzach ER-pozytywnych (13/240). W
przypadku badania metoda FISH, guzy wykazujace wzrost liczby kopii genu ESR1 byty
zawsze ER-pozytywne (p=0,0038), co potwierdza, ze amplifikacja genu jest jednym z
mechanizméw prowadzacych do wyzszej ekspresji genu. Liczba kopii genu ESRI
korelowata pozytywnie z ekspresja izoformy ERa66 (p=0,00002; Tabela 3). Aczkolwiek
64% (37/52) guzéw ER-pozytywnych uzyskalo wynik nie wskazujacy na wzrost liczby
kopii genu ESRI.

Tabela 3. Korelacje miedzy statusem biatka ER 66 (opartym na skali Allred w barwieniu IHC)
a liczbq kopii genu ESR1 mierzonego metodq qPCR lub FISH.

Liczba kopii genu ESR1 (qPCR) Liczba kopii genu ESR1 (FISH)
[Liczba przypadkow (%o)] [Liczba przypadkow (%)]
Status biatka . > . s
ERa66 (IHC) normalna | podwyzszona | calo$¢ p normalna | podwyzszona | calos¢ p
134 24 21 0
negatywny 21
(37%) (65%) 158 (36%) (0%)
227 13 37 15
pozytywny 0,001 52 0,004
(63%) (25%) 240 (64%) (100%)
catosé 361 37 58 15 7
(100%) (100%) 398 (100%) (100%)

7.3 Badanie korelacji miedzy izoformami ERa66 i ER036 na poziomie mRNA oraz na

poziomie bialka

Poziom mRNA izoformy ERa66 byl podwyzszony w guzach ocenionych jako ER-
pozytywne (p<0.0001, Rycina 14 A). W przypadku ERa36, korelacja miedzy poziomem
mRNA a poziomem biatka, byta zaobserwowana tylko w przypadku lokalizacji jadrowej

tegoz biatka (p=0.04, Rycina 14 B).
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Rycina 14. Analiza ekspresji izoform receptora estrogenowego w kontekscie statusu biatka dla tych

izoform. A. Poziom mRNA izoformy ERa66 w odniesieniu do statusu biatka ERa66; B. poziom
mRNA izoformy ERa36 w kontekscie statusu jadrowego biatka ER a36.

Co znaczace, mRNA ERa36 bylo obecne na podobnych poziomach zaréwno w

guzach ERa66-pozytywnych, jak i ERa66-negatywnych ocenionych podczas
rutynowego badania metodg immunohistochemiczng (mediana ekspresji ERa36 réwna
odpowiednio 17,8 oraz 13,7; p=0,99; Rycina 15 A). Réwniez w przypadku poziomu
biatka ERa36, byl on na podobnym poziomie w ERa66-pozytywnych i ERa66-

negatywnych guzach (mediana réwna odpowiednio 120 i 82; p=0,19, Rycina 15 B).
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Rycina 15. Analiza ekspresji izoformy ER a36 w kontekscie statusu receptora estrogenowego ER ct66;
A. poziom mRNA izoformy ERa36 w kontekscie statusu biatka ER 66, B. ilos¢ biatka ERa36 w catej

komorce w odniesieniu do statusu biatka ER c66.

Barwienia biatka ERa36 w skrawkach guzéw wykazaly inny wzér niz barwienia
biatka ERa66, ktére zwykle zlokalizowane jest w jadrze komérkowym, gdzie aktywnie
dziata jako czynnik transkrypcyjny. Natomiast ERa36 bylo obserwowane zaréwno w
jadrze, jak i w cytoplazmie komoérek nowotworowych przy réznej intensywnosci
niezaleznie od kompartymentu komoérkowego (Rycina 16). Obecno$¢ ERa66 nie
korelowata z lokalizacja ERa.36; oba jadrowe lub/i cytoplazmatyczne barwienia byty

obserwowane zaréwno w ER-pozytywnych (Rycina 16 A), jak i w ER-negatywnych
guzach (Rycina 16 B).

ERo36  ERa66 B ERa36 ER066

15608/12

2206/10

20655/11

Rycina 16. Przyktadowe fotografie barwieri immunochistochemicznych probek guzow chorych na
raka piersi z roznym statusem ERa (panel A. ERa66-negatywne, panel B. ERa66-pozytywne
zgodnie ze skalq Allred) oraz roznym poziomie biatka ER a36. Wzor barwienia ERa36 byt dodatkowo
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podzielony ze wzgledu na lokalizacje na cytoplazmatyczny (C) i jadrowy (N). Wszystkie fotografie

wykonano przy uzyciu obiektywu 20x.

7.4 Kliniczne znaczenie ekspresji izoformy ERa36

Poniewaz zaobserwowano ekspresje izoformy ERa36 niezaleznie od statusu ERa.66
czy liczby kopii genu ESRI mierzonego zaréwno metoda qPCR, jak i FISH,
zdecydowano sie zbada¢ ERa36 jako czynnik prognostyczny u chorych na raka piersi.

Dane o ekspresji ER036 skorelowano z danymi kliniczno-patologicznymi (Tabela 4).

Tabela 4. Korelacje ekspresji ERa36 a danymi kliniczno-patologicznymi chorych.

Zmienna N Mediana ekpresji ERo36 Wartos¢ p
(25-75 percentile)

Stopien T 041

T1-2 127 13,17 (3,75-42,90)

T3-4 10 58,02 (7,37-160,88)

Stopien N 0,69

Negatywny 78 17,20 (3,52-63,44)

Pozytywny 58 9,95 (4,23-40,05)

Stopien zlos§liwosci 0,92

histologicznej

1 33 18,84 (5,34-27,19)

2 184 9,89 (3,75-37,41)

3 142 9,97 (2,89-39,08)

Typ histologiczny 0,21

Przewodowy 208 31,28 (4,1-144,7)

Zrazikowy 53 74,39 (1,1-180,7)

Inny 27 162,13 (78,1-205,5)

ER 0,99

Negatywny 50 17,84 (1,91-139,11)

Pozytywny 87 13,71 (4,41-39,08)
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Zmienna N Mediana ekpresji ERo36 Wartos¢ p
(25-75 percentile)

PR 0,08

Negatywny 52 10,46 (1,52-53,17)

Pozytywny 85 15,77 (5,34-54,09)

HER2 0,35

Negatywny 104 13,82 (3,94-59,45)

Pozytywny 24 10,41 (2,56-31,21)

Pomimo tego, iz ekspresja ERa36 nie korelowata z wielkosdciag guza, stadium

choroby, zajeciem weztéw chtonnych, czy podtypem histologicznym, wysoka ekspresja

ERo36 powiazana byla z krétszym czasem wolnym od choroby (Rycina 17 A).

Natomiast ekspresja izoformy ERa66 wykazata odwrotny efekt (Rycina 17 B). Analiza

przezycia w podgrupach ERa66-pozytywnej i ERo66-negatywnej podtrzymata istotnosé

korelacji ukazanej dla calej grupy (Rycina 17 C i D), wskazujac na niezaleznos¢ efektu

ERa36 na przezycie wolne od choroby od poziomu ERa66.
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Rycina 17. A. Krzywe przezycia Kaplana-Meiera prezentujqce przezycie wolne od choroby (DFS) A.
zaleznie od ekspresji ERa36 i B. zalezne od ekspresji ERa66 ocenionych metodg qPCR w guzach
pierwotnych raka piersi. Analiza ekspresji ERa36 w podgrupach, C. u chorych ER a66-negatywnych
(p=0,05) i D. u chorych ERa66-pozytywnych (p=0,05).

Analiza jednoczynnikowa poziomu ekspresji izoformy ERa36 wykazata dwukrotnie
wyzsze ryzyko nawrotu choroby w przypadku podwyzszonej ekspresji (HR 2.10, 95%
CI 0.90-4.89, p=0.08), natomiast analiza wieloczynnikowa uwzgledniajaca stopnie T, N,
zlosliwosci histologicznej, ER, PR i HER2, nie byta istotna (HR 3.58, 95%CI 0.63-20.29,
p=0.15).

Wysoki poziom biatka izoformy ERa36 oceniony metodg IHC w jadrze korelowal z
gorszym przezyciem catkowitym chorych (p=0,04; Rycina 18 A). Natomiast wysoki
poziom ERa36 w cytoplazmie, nie wykazat takiej korelacji (p=0,12; Rycina 18 B).
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Rycina 18. Znaczenie prognostyczne biatka izoformy ERa36. Krzywe reprezentujq Przezycie
catkowite (ang. Overall Survival, OS) A. w kontekscie poziomu biatka ER a36 w lokalizacji jgdrowej

i B. cytoplazmatycznej.
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7.5 Analiza ekspresji ERa36 w zrebie guzéw raka piersi

Znajac znaczenie ekspresji izoformy ERa36 w komérkach nowotworowych guza
piersi oraz biorgc pod uwage rosngce zainteresowanie i odkryte w zwiazku z tym
znaczenie mikrosrodowiska nowotworu, zdecydowano si¢ na analize znaczenia
izoformy ERa36 réwniez w fibroblastach zwigzanych z nowotworem. Przykladem
biatka, ktére odgrywa role zaréwno w komoérkach nowotworowych, jak i w CAFs jest
CD164. Brechbuhl i wspoétpracownicy odkryli, Ze subpopulacja CAFs o niskim poziomie
CD164 hamuje ekspresje ERa. w ER-pozytywnych komérkach raka piersi oraz obniza ich
wrazliwo$¢ na tamoksyfen. Ponadto, biatko GPER (ang. G-Protein-coupled Estrogen
Receptor) réwniez zostato opisane w CAFs jako biorace udziat w odpowiedzi na estrogen
i podwyzszong proliferacje CAFs!%7,

Chcac wnikliwiej zbada¢ role izoformy ERa36 w mikrosrodowisku guza,
przeanalizowano jej poziom w fibroblastach lezacych w zrebie guzéw raka piersi,
immunohistochemicznie barwigc 103 probki FFPE. Sredni procent barwiacych sie
komoérek wyniost 22,3% (zakres 5-62%), probki byty klasyfikowane jako pozytywne, jesli
procent pozytywnych komoérek w zrebie wyniést 12% lub wiecej (odcieta jako pierwszy
kwartyl, Rycina 19 A). CAFs poprzez cytokiny wydzielane w obrebie guza moga
wplywaé zaréwno na proliferacje czy inwazyjnos¢ komoérek nowotworowych, jak i na
komponenty mikrosrodowiska guza. Aby to zbadaé, poziom biatka ERa36 w
fibroblastach zrebu zostat skorelowany z danymi kliniczno-patologicznymi, danymi na
temat kompozydji zrebu i jego charakterystyki immunologicznej wczeéniej oznaczonymi
przez zespotls. Wyzszy poziom ekspresji ERa36 w zrebie korelowal z poziomami
nastepujacych biatek: Ki67 (mediana 10% vs 20%, p=0.041) bedacego markerem
proliferacji; CXCR4 (mediana 100 vs 200, p=0,002) bedacego receptorem dla CXCL12 i
zwigzanego ze zlym rokowaniem chorych na raka piersi'®, CD68 (mediana 30 vs 40,
p=0,041) bedacego ogélnym markerem makrofagéw oraz CD163 (mediana 10 vs 20,
p=0,041), markera makrofagéw spolaryzowanych w kierunku M2, ktére obecne w
mikrosrodowisku guza, opisywane sa jako korelujace z gorszym przezyciem chorych na
raka piersi'’? (Rycina 19, B-E). Nie wykazano natomiast korelacji poziomu biatka ERa36
w komoérkach zrebu ze stadium choroby, zajeciem wezléw chionnych, typem
histologicznym czy molekularnym. (Tabela 5). Analiza przezycia calkowitego (ang.
Owerall Survival, OS) i DFS nie wykazaly istotnych réznic w calej grupie chorych. Ze

wzgledu na niekorzystne dzialanie CAFs szczegélnie u chorych na potréjnie-
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negatywnego raka piersi (Wstep niniejszej pracy; Podrozdziat 3.3.1.3: CAFs w raku
piersi), przeprowadzono dodatkowe analizy. Jednak nie wykazaty istotnosci, co w tym

przypadku moze by¢ spowodowane niska licznoscig grupy badanej (N=14).

A CAFs ERa36 - pozytywne CAFs ERa36 - negatywne
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Rycina 19. A. Reprezentatywne fotografie przedstawiajgce barwienin ERa36 w fibroblastach
znajdujgcych sig w zrebie guzow chorych na raka piersi; B-E . Zakresy poziomu badanych biatek: Ki67,
CXCR4, CD68 i CD163 w podgrupach z negatywnym i pozytywnym statusem ERa36 w CAFs.

Tabela 5. Analiza poziomu biatka ERa36 w zrebie guzow chorych na raka piersi w kontekscie
danych kliniczno-patologicznych. W przypadku analizy dwoch prob, test U Manna-Whitneya byt
wykorzystany podczas analizy, natomiast w przypadku trzech lub wigcej prob, test Kruskala-

Wallisa.

Mediana poziomu biatka

Zmienna N ERa36 w zrebie guza Wartos¢ p
(25-75 percentyl)

Stopien T 0,151

T1 44 22,25 (15,50-31,00)

T2 53 18,00 (12,25-28,00)

T3 3 11,25 (9,79-18,13)

T4 2 7,50 (7,00-8,00)

Stopien N 0,425

Negatywny 43 20,00 (13,33-30,00)

Dodatni 53 20,00 (10,63-26,50)

Stopien zlosliwosci

histologicznej 0,356

1 14 13,33 (8,375-32,80)

2 54 20,00 (12,50-28,00)

3 40 21,00 (12,50-29,50)

Typ histologiczny 0,960

Przewodowy 90 20,00 (11,81-28,00)

Inny 13 17,50 (12,29-33,50)

Typ molekularny 0,429

Luminalny A 30 17,75 (9,69-24,50)

Luminalny B HER2- 25 17,50 (11,13-28,00)

Luminalny B HER2+ 22 20,00 (11,81-24,25)

Nieluminalny

HERO+ 5 22,50 (18,00-45,00)

Potréjnie-negatywny 14 23,00 (17,00-40,00)
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Mediana poziomu biatka
Zmienna N ERa36 w zrebie guza Wartosé p
(25-75 percentyl)
ER 0,311
Negatywny 23 22,00 (18,00-40,00)
Pozytywny 73 19,00 (11,25-26,50)
PR 0,118
Negatywny 26 22,50 (19,50-40,00)
Pozytywny 70 17,50 (11,19-28,00)
HER2 0,563
Negatywny 69 20,00 (11,13-28,00)
Pozytywny 27 20,00 (14,00-25,00)

7.6 Badanie korelacji poziomu ERa36 w CAFs guzéw chorych na raka piersi z

ekspresja genéw zwiazanych odpowiedzia immunologiczna

Poniewaz wysoki poziom ERa36 w guzach korelowat z wysoka ekspresja CD68 oraz
CD163, ktére sa znanymi markerami makrofagéw oraz makrofagéw spolaryzowanych
jako M2, postanowiono przeanalizowa¢ w guzach ekspresje gendéw zwigzanych z
odpowiedzia immunologiczng w grupach pacjentek z niskim i wysokim poziomem
ERa36 w zrebie guzéw. Wykorzystano w tym celu panel nCounter PanCancer Immune
Profiling Panel (NanoString Technologies). Szes¢ transkryptéw wykazato podwyzszona
ekspresje w grupie o wysokim poziomie ERa36 w CAFs, a 41 transkryptow
charakteryzowala obnizona ekspresja. Transkryptem o najbardziej podwyzszonej
ekspresji byt SPP1 (logFC=1,64, p=0,01), a 0 najbardziej obnizonej CXCL13 (logFC=-2,21,
p=0,02).

Nastepnie, aby oszacowa¢ znaczenie odmiennie regulowanych gendéw,
przeprowadzono analize proceséw biologicznych Gene Ontology przy uzyciu narzedzia
do adnotacji funkcji DAVID (David Functional Annotation Tool). Procesem, ktéry byt
znaczaco podwyzszony u chorych z wysokim poziomem ERa36 byl rozklad macierzy

miedzykomoérkowej (GO:0022617, q=0,04 (warto$¢ q uwzglednia wartoé¢ p po poprawce
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na testowanie wielokrotne)), a najbardziej obnizonym procesem byla regulacja

odpowiedzi immunologicznej (GO:0050776, q<0,001, Rycina 20).

Extracellular matrix disassembly _ q= 0.04
—
——— =
Regulation of immune response _ q< 0.001
Cell surface receptor signaling pathway _ q< 0.001
Response to lipopolysaccharide _ q< 0.001
T cell costimulation _ qc< 0.001
Humoral immune response _ q < 0.001

B cell receptor signaling pathway _ q=0.004 . B Podwyzszona ekspres]a

T-helper 17 cell lineage commitment _ q=0.03 . - Obnizszona ekspresja

0 2 1 6 8 10 12

Liczba genéw

Rycina 20. Znaczqco zmienione procesy biologiczne u chorych ze zrebem guza bogatym w ERa36

przedstawione jako liczba gendw zaangazowanych w konkretny proces.

7.7 1zolacja i analiza in vitro wplywu CAFs o r6znym poziomie ERa36 na komarki

potréjnie-negatywnego raka piersi

Cztery linie fibroblastéw zwigzanych z nowotworem zostaly wyizolowane z guzéw
pierwotnych pobranych operacyjnie od chorych. Po trzech pasazach z wykorzystaniem
trypsyny, komorki zostaty sprawdzone pod katem markeréw: wimentyny (VIM), alfa
aktyny mies$ni gladkich (a-SMA) oraz E-kadheryny (E-CAD) z wykorzystaniem
immunofluorescencji i metody Western blot. Wszystkie uzyskane linie komoérkowe
barwily sie pozytywnie na marker fibroblastéw VIM i negatywnie na E-CAD. W
przypadku o-SMA zauwazono heterogennos¢ w obrebie badanych linii komérkowych,

jak i w obrebie samych komérek (Rycina 21).
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Rycina 21. A. Analiza markerow molekularnych wykorzystywanych w identyfikacji CAFs metodq
barwienia immunofluorescencyjnego; B. Analiza markerow metodq Western blot. Wimentyna (VIM),

E-kadheryna (E-CAD) i aktyna alfa migsni gtadkich (a-SMA).

Uzyskane linie CAFs byly nastepnie barwione przy uzyciu przeciwciata przeciwko
ERa36. Zaobserwowano, ze dwie linie, CAFs3 i CAFs4 maja znaczaco wyzszy poziom
ER036 niz CAFsl oraz CAFs2 (Rycina 22 A). Dlatego sklasyfikowano CAFs1 i CAFs2
jako ERa36w, a CAFs3 i CAFs4 jako ERa36hish. Wiedzac, na podstawie danych
literaturowych$111, ze rézne subpopulacje CAFs r6znia sie pod katem ekspresji genéw,
jak i pod katem modulacji charakterystyki immunologicznej mikrosrodowiska guza,
zdecydowano sie przeanalizowaé obie subpopulacje korzystajac z panelu profilujacego
nCounter PanCancer Immune Profiling Panel (NanoString Technologies). Podczas

analizy wykryto, ze subpopulacje ERa36'°v oraz ERa36hMgh znaczaco réznia sie pod
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katem ekspresji badanych genéw. Czterdziesci jeden z nich posiadato podwyzszona
ekspresje (logFC>1), a 35 obnizong (logFC<-1) w subpopulacji ERa36hsh w poréwnaniu
do ERa36°w. Genami o najwyzszej ekspresji w ERa36Mgh w stosunku do subpopulagji
ERa36lw byly CXCL3, IL1A, IL1B, CXCL6 oraz NEFL, a tymi o najbardziej obnizonej:
NFATC2, RUNX3, ITGB2, BST2 i KIT (Rycina 22 B).

Obserwowane réznice w ekspresji badanych genéw sugerowaly, ze obie
subpopulacje CAFs wykazuja sie réznym profilem wydzielanych czynnikéw. Dlatego
kolejnym krokiem byto zbadanie sekretomu CAFs z uzyciem zestawu Human Cytokine
XL Profiler, ktéry ocenia obecnos¢ cytokin wydzielanych przez komoérki do medium, w
ktérym sie znajduja. Wykazano, ze CAFs ERa36hish wydzielaja wieksze ilosci takich
cytokin jak CXCL1, CXCL5, HGF, IL-8, GM-CSF oraz VEGF (Rycina 22 C). Szereg z tych
cytokin produkowanych przez ERa36hsh CAFs powigzany jest w badaniach z progresja
i inwazja nowotworéw!2, dlatego zdecydowano sie zbada¢ ich wplyw na komorki
potréjnie-negatywnego raka piersi. W tym celu hodowano komérki linii MDA-MB-231
i Hs578t w warunkach 3D, czyli zanurzone w mieszaninie matrizelu (nasladujacego
macierz miedzykomoérkowa) w pozywce kondycjonowanej pobranej podczas hodowli
poszczegdlnych CAFs i obserwowano fenotyp komérek MDA-MB-231 i Hs578t przy
uzyciu mikroskopu $wietlnego. Media kondycjonowane pobrane od CAFs ERa36high
istotnie indukowaly powstawanie kolonii rozgaleziajacych sie, co wskazuje na
mozliwosci inwazyjne komoérek (Srednia liczba rozgaleziajacych sie kolonii linii MDA-
MB-231 na pole widzenia réwna 3 oraz 3,8 dla CAFs ERa36v (odpowiednio CAFsl i
CAFs2) vs 16,6 oraz 19,7 dla ERa36hish (odpowiednio CAFs i CAFs4), p<0,001).
Natomiast, dla linii Hs578t réwna 7,5 oraz 6,2 dla CAFs ERa36lw (odpowiednio CAFs1
i CAFs2) vs 15,8 oraz 15,9 dla ERa36high (odpowiednio CAFs i CAFs4); p<0,001; Rycina
22 D).
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Rycina 22. Charakterystyka hodowli CAFs od chorych na raka piersi. A. Barwienie ERc36 (zielony)
metodq immunofluorescencyjng oraz barwienie DAPI (niebieski) otrzymanych hodowli; B. Analiza
ekspresji  genow przy pomocy zestawu nCounter PanCancer Immune Profiling panel w
subpopulacjach ERa36"sh CAFs vs ERa36w CAFs, geny z logFC > 1 byly uznane za geny o
podwyzszonej ekspresji, a geny z logFC < -1 byty uznane za geny o obnizonej ekspresji; C. Analiza
cytokin wydzielanych przez subpopulacje CAFs z wykorzystaniem zestawu Human Cytokine XL
Profiler, panele na gorze przedstawiajq sekretom ERa36"sh i ERa36lov CAFs, a wykresy ponizej
przedstawiajg pomiary ilosci wybranych cytokin wykazujgcych roznice miedzy subpopulacjami; D.
hodowle 3D w Matrizelu komorek potrdjnie-negatywnego raka piersi (linie MDA-MB-231 i Hs578t)
inkubowanych z pozywkami kondycjonowanymi z CAFs. Pozywki pobrane od Era36hish CAFs istotnie
indukowaty wzrost rozgateziajacych sig kolonii (wykresy po prawej stronie fotografii); *p<0,001 **
p<0,0001 obliczone wzgledem kontroli; fotografie wykonane przy uzyciu obiektywu 10x.

7.8. Analiza cytokin produkowanych przez CAFs o wysokim poziomie ERa36 na

inwazyjny fenotyp komdrek potréjnie-negatywnego raka piersi

Biorac pod uwage obserwowane wczesniej réznice w charakterystyce CAFs
ERa36hish oraz ERa36'w obejmujacej produkcje réznych cytokin oraz ich rézny wplyw
na komorki potrdjnie-negatywnego raka piersi, zdecydowano sie sprawdzi¢, ktére z
wydzielanych czasteczek moga by¢ odpowiedzialne za indukcje inwazyjnego fenotypu
komoérek w hodowli 3D. Wplyw szesciu cytokin obserwowanych jako charakterystyczne
dla ERa36high CAFs w poréwnaniu do ERa36lw (CXCL1, CXCLS5, IL-8, GM-CSF, VEGF
oraz HGF) zostal zbadany w dwoch stezeniach, 10 ng/ml oraz 50 ng/ml, pod katem
indukcji tworzenia sie kolonii rozgatezionych linii MDA-MB-231. Zaobserwowano, zZe
jedynie HGF w obu stezeniach istotnie indukowat tworzenie sie rozgatezionych kolonii
w poréwnaniu do kontroli (Srednia 3,7 kolonii/pole widzenia dla kontroli vs
odpowiednio 14,9 oraz 26,9 dla 10 ng/ml i 50 ng/ml HGF; p<0,001; Rycina 23). Co
wiecej, efekt ten byt zalezny od stezenia HGF, 50 ng/ml istotnie zwiekszato liczbe
rozgatezionych kolonii w poréwnaniu do 10 ng/ml (14,9 vs 26,9; p<0,001).
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Rycina 23. Hodowle 3D komorek linii MDA-MB-231 z wybranymi cytokinami w stezeniach 10 i 50
ng/ml. HGF jako jedyny indukowatl tworzenie sig rozgalezionych kolonii. **p<0,001 obliczane
wzgledem kontroli; fotografie wykonano przy uzyciu obiektywu 10x. Wykres reprezentuje srednig

liczbe rozgateziajgcych sie kolonii na pole widzenia.

Nastepnie sprawdzono, czy receptor dla HGF (c-Met, HGFR) jest zaangazowany w
stymulacje komérek MBA-MB-231 wywotang mediami kondycjonowanymi pobranymi
z ERa36hish CAFs. W celu inhibicji receptora c-Met uzyto capmatinibu®!3, ktory jest
inhibitorem drobnoczasteczkowym receptora c-Met. W hodowli 3D, zaréwno media
kondycjonowane pobrane znad linii ERa36hish CAFs4, jak i medium z dodatkiem HGF
stymulowaly rozgatezianie sie kolonii MDA-MB-231 (11,75 kolonii dla HGF oraz 15,83
kolonie dla CAFs4) w poréwnaniu do kontroli (2,25 kolonii). Efekt ten byt zniesiony po
dodaniu do hodowli capmatinibu (spadek z 11,75 do 1,92 dla HGF p=0,002 oraz spadek
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z 15,83 na 7,17 dla CAFs4, p=0,003; Rycina 24 B i C). Powyzsze wyniki silnie sugeruja
zaangazowanie $ciezki sygnalizacyjnej receptora c-Met w indukcje rozgaleziania sie
kolonii MBA-MB-231, dlatego kolejnym etapem bylo zbadanie biatek $ciezek
sygnalizacyjnych zaleznych od receptora c-Met. Zbadano fosforylacje biatek Akt, FAK,
paksyliny, Src jak i samego receptora c-Met. Biatka te zaangazowane sg m.in. w indukcje
inwazyjnoéci komoérek nowotworowych. Wykazano, ze HGF oraz medium
kondycjonowane z CAFs4 indukuja fosforylacje zaréwno receptora c-Met, jak i biatka

Akt (Rycina 24 AiD).

Uzyskane wyniki, przedstawione w tej czesci pracy wskazuja, ze fibroblasty
zwigzane z nowotworami o wysokiej ekspresji ERo36 indukuja inwazyjnos¢ in vitro

komoérek potréjnie-negatywnego raka piersi poprzez éciezke c-Met-Akt.
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Rycina 24. Analiza Sciezki sygnalizacyjnej receptora dla HGF (c-Met) zaangazowanej w indukcje
fenotypu inwazyjnego komorek MDA-MB-231. A. Analiza Western blot aktywacji biatek Sciezki
sygnalizacyjnej receptora HGF; B. Reprezentatywne fotografie kolonii w hodowli 3D podczas indukcji
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HGF lub medium kondycjonowanym (CM) z ERa36"sh CAFs w obecnosci badz bez inhibitora c-Met
(capmatinib), obiektyw 10x; C. wykresy przedstawiajgce pomiary ilosci rozgatezionych kolonii w

probkach, *p<0.05; D. Analiza Western blot Sciezki sygnalizacyjnej c-Met po indukcji HGF lub CM.

7.9 Znaczenie kliniczne cytokin wydzielanych przez CAFs ERa36high

Biorac pod uwage, ze dane dotyczace ekspresji izoformy ERa36 w raku piersi nie sa
dostepne w udostepnianych bazach danych, zdecydowano sie przeanalizowaé wptyw
cytokin produkowanych przez ERa36hish CAFs na catkowite przezycie i przezycie wolne
od nawrotéw chorych na TNBC, wykorzystujac z tym celu baze TCGA. Dla wszystkich
poziomow ekspresji gendéw uzyto gérnego kwartyla jako wartoéci odcinajacej. Wysoka
ekspresja HGF byla niekorzystnym czynnikiem rokowniczym, zaréwno dla catkowitego
czasu przezycia (OS) jak i przezycia wolnego od nawrotéw choroby (DFS) u chorych na
potréjnie-negatywnego raka piersi (N=121, p=0,03 i p=0,04 dla DFS i OS, odpowiednio,
Tabela 6, Rycina 25 A i B).

Tabela 6. Przezycie wolne od nawrotéw choroby (DFS) i catkowite przezycie (OS) chorych na
raka piersi w odniesieniu do poziomu ekspresji badanych cytokin nadprodukowanych przez

ERa36highCAFs. Pogrubiono wyniki znaczqce statystycznie. Cl - przedziat ufnosci (ang.

Confidence Interval).
DFS (O]
95% 95% Log-rank 95% 95% Log-
HR HR

Cytokina dolny ClI  gérny Cl [p] dolny C1  gérny Cl  rank [p]
CXCL1 1,496 0,155 14,44 0,7 0,823 0,2375 2,855 0,8
CXCL5 3,98 x10° 0 0 0,3 1,321 0,4677 3,731 0,6
1L-8 4,43 0,6219 31,56 0,1 3,157 1,226 8,133 0,03
GM-CSF  |3,83 x10- 0 o 0,3 0,456 0,1046 1,992 0,3
VEGF 1,292 0,1339 12,46 0,8 1,121 0,3651 3,441 0,8
HGF 7,159 0,9431 54,34 0,03 2,697 1,025 7,094 0,04
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Rycina 25. Krzywe przezycia Kaplana — Meiera dla A. DFS i B. OS zaleznie od poziomu ekspresji
HGF w guzach pierwotnych u chorych na TNBC zebranych w bazie TCGA.
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8.1. Metody badajace amplifikacje genu ESR1 moga wykrywac r6zne aberracje w jego

obrebie

Ze wzgledu na charakterystyke i pochodzenie raka piersi, receptor estrogenowy jest
jednym z kluczowych czynnikéw wptywajacych na te chorobe. Doglebne poznanie
i zrozumienie jego roli pozwoli na skuteczniejsze leczenie i diagnostyke chorych, jak

réwniez na optymalizacje przewidywania przebiegu choroby.

Amplifikacja genu ESR1 zostata opisana nie tylko w raku piersi i mastopatiach!4, ale
réwniez w raku trzonu macicy'?>, gdzie byla obecna w zmianach przednowotworowych
nabtonka, co wskazuje na zaangazowanie genu ESR1 juz na etapie pierwszych zmian w
komérkach nabtonka prowadzacych do powstania nowotworu. Warto nadmieni¢, ze w
raku piersi liczba kopii genu ESRI badana metoda FISH czesto koreluje z dobra
prognoza chorych leczonych tamoksyfenem?'lt. Zwigzane jest to z tym, ze guzy z
podwyzszona liczba kopii genu ESRI wykazuja wysoki poziom jego produktu,
receptora ERa66 i tym samym zalezne s od sygnalizacji i proliferacji indukowanej przez
estrogen, ktéra w momencie stosowania tamoksyfenu staje si¢ nieaktywna. Jednak
badania z wykorzystaniem innych metod, takich jak na przyktad qPCR, wykazuja
znaczne zréznicowanie w zakresie czestosci wystepowania podwyzszonej liczby kopii
genu ESRI u chorych (0-75%)'7, co zalezne jest od uzytej metody i wybranej wartosci
odciecia. Wyniki badann podajacych korelacje miedzy liczba kopii genu ESRI a
poziomem biatka ERa66 réwniez nie sa jasne, a korelacje te wystepuja czesciej w
przypadku takich metod jak FISH!8119, Podobny trend zaobserwowano réwniez w tej
pracy. Podwyzszona liczba kopii genu ESRI oceniana metoda FISH korelowala z
poziomem mRNA izoformy ERa66, ktéry odzwierciedlal poziom jej bialtka badany
metodg IHC.

Podwyzszona liczba kopii genu ESR1 badana metoda qPCR korelowata z gorszym
przezyciem wolnym od choroby. Podwyzszona liczbe kopii genu ESR1 badang metoda
qPCR zaobserwowano u 9,4% chorych. Co interesujace, wiekszoé¢ z nich
zaobserwowano u chorych ocenionych jako ERa66-negatywne (15% u chorych ERa66-

negatywnych vs 5% u ERa66-pozytywnych). Poniewaz wzrost liczby kopii genu jest
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jednym z podstawowych mechanizméw produkcji zwiekszonej iloéci biatka,
spodziewac by si¢ mozna, ze liczba kopii genu ESR1 mierzona metoda qPCR réwniez
powinna korelowac z poziomem mRNA ERa66, co nie zostalo zaobserwowane. Nalezy
jednak pamieta¢, ze dany gen moze by¢ informacja do powstania wielu réznych izoform
biatka, a w jego obrebie moze znajdowac sie wiele miejsc regulacji ekspresji genu. W
dodatku, nie wykazano korelacji miedzy liczba kopii genu mierzona metoda FISH a
qPCR, co sugeruje, zZe obie metody mierza inny rodzaj aberracji w obrebie genu ESRI.
W przypadku qPCR uzywa sie zwykle starteréow wykrywajacych znacznie krétsze
fragmenty DNA niz w przypadku sond FISH, co zwieksza prawdopodobieristwo
wykrycia dyskretnych zmian w obrebie genu, pozostajacych niewidocznymi dla metody
FISH. Ponadto, w metodzie qPCR wykorzystywano zhomogenizowane fragmenty
tkanki zawierajace guz, a w przypadku metody FISH ocenie podlegaja wylacznie
obserwowane komoérki nowotworowe. Moze w tym wypadku dojs¢ do "rozcieficzenia"
sygnatu, aczkolwiek probki wiaczane do analiz w niniejszej pracy zostaly ocenione jako
skladajace sie gtéwnie z komorek nowotworowych, wiec zalozono, ze ewentualne

"rozciericzenie" nie miato znaczacego wptywu na wynik.

Jednym z wynikéw takich dyskretnych zmian mogg by¢ réznice w poziomach
mRNA izoform powstajacych na matrycy danego genu. W niniejszej pracy
przedstawiono analizy pozioméw mRNA dwoéch izoform receptora estrogenowego:
klasycznej ER066 i nowopoznanej, krétszej izoformy ERa36. Zwiekszona liczba kopii
genu ESRI mierzona metoda qPCR byta zwigzana z nizszym poziomem izoformy
ERa66 (mierzonym jako mRNA oraz biatko), a w przypadku poziomu izoformy ERa36
nie uzyskano statystycznie istotnego wyniku. Te réznice, jak réwniez to, ze liczba kopii
genu ESR1 mierzona metoda FISH koreluje z wyzszym poziomem izoformy ERa66, ale
nie z ERo36, zwracaja uwage na istotnos¢ lokalizacji sond i starteréw
wykorzystywanych do tego typu badan. Uzyte w niniejszej pracy startery qPCR
wykrywaja fragment genu ESR1 o wielkosci 60 bp zlokalizowany w pierwszym intronie,
natomiast sonda FISH wykrywa fragment o wielkosci 395 kbp obejmujacy caly gen
ESR1. Dyskretne aberracje pojawiajace sie w miejscach regulatorowych genéw moga
znaczaco wplywac na jego ekspresje, lub na powstanie réznych izoform biatka na
drodze alternatywnego sktadania mRNA'2. Zatem mozliwe jest, ze podczas badania
zmian w liczbie kopii genu ESRI metoda qPCR wykrywano warianty, ktore

powodowaly obnizenie ekspresji izoformy ERa66, a nie mialy wptywu na izoforme
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ERa36, badZ warianty, gdzie ERa36 byl nadeksprymowany, a ERa66 nie. Co wiecej,
transkrypcja izoformy ERa36 inicjowana jest z alternatywnego promotora znajdujacego
sie w pierwszym intronie genu ESR1'2l. Przygladajac sie stosunkom poziomu ekspresji
izoform ERa36/ERa66, rzeczywiscie zauwazono, ze w przypadku probek o wyzszej
liczbie kopii genu ESRI mierzonym metoda qPCR stosunek ERa36/ERa66 byl 60-
krotnie wyzszy niz w przypadku prébek o normalnym poziomie ESRI. Moglo zatem
dojé¢ do wzrostu liczby kopii tylko czesci genu ESRI wplywajacej na wzrost ekspres;ji

ERa36, ktéra pozostata niewykryta przez sonde FISH.

8.2 Izoforma ERa36 jest negatywnym czynnikiem rokowniczym dla chorych na raka

piersi o podtypie ERa66-pozytywnym, jak i ERa66-negatywnym

Biorac pod uwage wyniki analizy pozioméw ekspresji dwoch izoform receptora
estrogenowego w odniesieniu do zmian w obrebie genu ESR1, w przedstawionej pracy
skupiono sie na ich analizie w kontekscie znaczenia rokowniczego w raku piersi, a
konkretnie na niedawno odkrytej izoformie - ERa36. Jej rola prognostyczna byla
znamienna zaréwno u chorych ERa66-pozytywnych, jaki i u chorych ERa66-
negatywnych. Efekt ten obserwowano réwniez w préobkach o bardzo wysokiej ekspresji
ERa66, co sugeruje, ze moze ona znosi¢ efekt terapii hormonalnej. Podobne rezultaty
otrzymano w pracy Wang et al, gdzie izoforma ERa36 korelowala z gorszym
przezyciem chorych w obu grupach (ERa66 -pozytywnej i ERo66-negatywnej),
wlaczajac w to chore leczone tamoksyfenemi22. Natomiast badania przeprowadzone
przez Shi et al. wykazaly role prognostyczna specyficznie u chorych ER066-
pozytywnych leczonych tamoksyfenem!». Badania pokazaly, ze ERa36 uruchamia
niezalezng od klasycznej ERa66 Sciezke sygnalizacyjng obejmujaca szlak kinaz MAP24,
Mechanizm ten moze tlumaczy¢, dlaczego w prébkach z wysoka ekspresja ERa66,
izoforma ERa36 koreluje z gorszym przezyciem. Sygnalizacja MAPK prowadzaca do
wzmozonej proliferacji, jest szybkim mechanizmem, ktéry wiele rodzajow komoérek
nowotworowych wykorzystuje do niekontrolowanej proliferacji?s. Co wiecej, komorka
podlegajaca temu mechanizmowi staje si¢ niewrazliwa na terapie hormonalne takie jak

tamoksyfen czy fulwestrantize. Proponuje sie, ze izoforma ERa36 odgrywa wazna role w
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opornosci na standardowe leczenie luminalnych rakéw piersii21z. Kolejnym
mechanizmem mogacym wptywac na opornoé¢ na terapie hormonalng jest obnizenie
ekspresji ERa66 spowodowane przez izoforme ERa36, przez co komérka nowotworowa
stanie sie niezalezna od klasycznej, jadrowej sygnalizacji estrogenowej, tym samym nie
bedzie podlegata celowi terapii hormonalnejs. Powyzsze dane zwracaja uwage na
istotnoé¢ kliniczng izoformy ERa36. Natomiast wyniki dla poziomu mRNA klasycznej
izoformy ERa66 przedstawione w tej pracy, sa zgodne z naukowym konsensusem na
temat receptora estrogenowego i jego roli w raku piersi. Wysoki poziom ERa66
znamiennie korelowal ze statusem ERa66 ocenionym immunohistochemicznie podczas
rutynowych badan. Zauwazono réwniez zwigzek =z dobra prognoza,

najprawdopodobniej ze wzgledu na skuteczna terapie rakéw hormonozaleznych.

83 CAFs o wysokim poziomie bialka ERa36 moga modulowaé Srodowisko

immunologiczne guza

Podczas oceny tkanek guzéw pobranych od chorych na raka piersi pod katem
obecnosci biatka ERa36, zauwazono, ze komoérki zrebu guza réwniez wykazuja dodatni
odczyn podczas barwienia ERa36. Wedlug danych literaturowych, wcze$niej nie zostata
opisana rola biatka ERa36 w komoérkach mikrosrodowiska guza piersi. A dane dostepne
na temat roli izoformy ERa66 w CAFs raka prostaty wskazuja na istotnos¢ receptora
estrogenowego w mikrosrodowisku!?130, Dlatego zdecydowano sie poruszy¢ ten

problem, a szczegélnie znaczenie ERa36 w CAFs.

Heterogennos¢ CAFs i innych komérek mikrosrodowiska guza, ze wzgledu na ich
wielomodalny wptyw na komoérki nowotworowe, jest przedmiotem aktualnych badar.
Jest ona réwniez jednym z czynnikéw wplywajacych na opornos¢ na terapie®0131,132,
Najnowsza praca opublikowana przez Friedman i zespdl, zwraca uwage na wysoki
poziom heterogennoéci w obrebie CAFs, badacze wykazali zmienno$¢ w liczebnosci
CAFs charakteryzujacych sie réznymi markerami wraz z progresja choroby!®, W
poczatkowych stadiach przewazaly CAFs o profilu immunomodulujgcym, a w

zaawansowanych postaciach choroby CAFs zwigzane z gojeniem ran i prezentacja
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antygenéw. Inne badania opublikowane przez grupe z Francji, skupily sie na modulacji
srodowiska immunologicznego przez rézne typy CAFs. Jeden z nich, charakteryzujacy
sie wysokim poziomem takich biatek jak FAP, aSMA, PDGFR, byl czeéciej spotykany
w guzach potréjnie-negatywnego raka piersi oraz promowal Srodowisko

immunosupresyjne w guzie poprzez sekrecje CXCL128,

W niniejszej pracy zaobserwowano korelacje miedzy fibroblastami wykazujacymi
wysoki poziom ERa36 a wysokim poziomem bialek CD68 i CD163 w zrebie guzéw.
Oba te biatka (CD68 i CD163) zwiazane sa z obecnoscia makrofagéw zwigzanych z
nowotworem (ang. Tumor-associated Macrophages, TAMs). Biatko CD68 zwigzane jest z
obecnoécig makrofagéw w tkance, a CD163 z obecnoscig makrofagéw spolaryzowanych
jako M2134, TAMs rekrutowane s przez komoérki nowotworowe i pomagaja tworzy¢
mikrosrodowisko immunosupresyjne. Poza tym moga wspomagaé¢ angiogeneze,
przebudowe macierzy miedzykomoérkowej oraz indukowaé¢ migracje komoérek
nowotworowych!%®. Makrofagi M1 odpowiedzialne sa glownie za dziatanie prozapalne,
a M2 za dzialanie przeciwzapalne®. W mikrosrodowisku guza za niekorzystne
rokowniczo uznaje sie makrofagi spolaryzowane w kierunku M2, a makrofagi M1 za
sprzyjajace dobremu rokowaniu!¥. Aczkolwiek, badania przeprowadzone w 2020 roku
opierajace sie na klasyfikacji transkryptomicznej makrofagéw M1 i M2 wykazaly, ze raki
piersi o wysokim stopniu infiltracji makrofagami M1 wykazywaly wyzszy stopier
agresywnosci i proliferacji komoérek nowotworowych!3$. Ponadto, badania Takahashi et
al. wykazaly, ze CAFs sa zdolne do edukowania makrofagéw CD14-pozytywnych
uzyskanych od zdrowych dawcéw, do makrofagéw pronowotworowych o wysokiej
ekspresji CD68, CD14, CD63, CD200R i CD206%. A obecnos$¢ makrofagéw CD163-
pozytywnych w mikrosrodowisku TNBC zostala niedawno skorelowana z gorszym
rokowaniem chorych!%. Powyzsze dane sugeruja istotno$¢ komunikacji miedzy CAFs i
TAMs w mikrosrodowisku nowotworowym. Proponuje sie¢, ze ERoa36hsh CAFs
odgrywaja role w polaryzacji makrofagéw, a dalsze badania nad tym zjawiskiem moga
potwierdzi¢ ich role w immunomodulacji mikrosrodowiska guzéw raka piersi. Ponadto,
zaobserwowano roéwniez wysoka ekspresje Ki67 i CXCR4 w komorkach
nowotworowych chorych z ERa36hsh CAFs ERoa36hish CAFs, co sugeruje wplyw

ERa36Meh CAFs na proliferacje i migracje komérek nowotworowych raka piersi.

Analiza ekspresji genéw panelu immunologicznego z wykorzystaniem modelu

ontologii (GO) proceséw biologicznych zwrécita uwage na geny eksprymowane w

73



guzach chorych z CAFs o wysokim poziomie ERa36. PodwyzZszonym procesem w tej
grupie byl rozktad macierzy miedzykomoérkowej, ktory jest charakterystycznym dla
aktywowanych fibroblastow. Ponadto, dane literaturowe wskazujg, ze CAFs sg znanym
modulatorem macierzy miedzykomorkowej4l. Natomiast najbardziej obnizony proces
byl zwigzany z odpowiedzia i regulacja immunologiczna i zapalng. Wynik ten
potwierdza wczesniejsze dane sugerujace zaangazowanie CAFs o wysokiej ekspresji
ER036 w proces rekrutacji makrofagéw i polaryzacji do formy M2. Badania Yavus et al.
poréwnujace normalne fibroblasty i CAFs w tym procesie wykazaly, ze CAFs
efektywnie rekrutowaly makrofagi. Efekt ten ttumaczono dziataniem cytokin MCP-1 i
SDF-1. Natomiast indukcja polaryzacji do formy M2 makrofagéw przez CAFs
powodowata wyzsza ekspresje CD163 i CD206 jak réwniez PD-1, ktéra zwiazana jest z
tolerancja immunologiczna. Natomiast ekspresja biatka CD68 nie réznita sie¢ miedzy
grupami!®2. OdpowiedZ immunologiczna i ucieczka immunologiczna nowotworéw sg

tematem szeroko badanym, dzieki czemu daja nadzieje na nowe, skuteczne terapie’43144,

8.4 Subpopulacja CAFs o wysokim poziomie ERa36 indukuje inwazyjny fenotyp
komorek potrdéjnie-negatywnego raka piersi, a jej sekretom zwiazany jest z gorsza

prognoza chorych na raka piersi

W niniejszej pracy wykazano po raz pierwszy, ze CAFs réwniez wykazuja ekspresje
izoformy ERa36, a subpopulacja cechujaca sie¢ wysokim poziomem tego biatka wydziela
zestaw cytokin, ktéry moze by¢ zwiazany z progresja nowotworowa. Cytokiny
produkowane przez fibroblasty ERa36high takie jak CXCL1, CXCL5, HGF, IL-8, GM-CSF
czy VEGF dzialaja gtéwnie pronowotworowo. W badaniach Zou et al. ekspresja CXCL1
w fibroblastach zrebu raka piersi korelowata z wyzZszym zaawansowaniem guza,
nawrotem choroby i gorszym przezyciem!4, jak réwniez z opornoécia na chemioterapie
i przerzutamite. CXCL5 zostal opisany po raz pierwszy przez zesp6t Romero-Moreno

jako glowny czynnik wplywajacy na kolonizacje komoérek raka piersi w kosci na modelu
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mysim#7. Natomiast IL-8 jest jednym z czynnikéw wplywajacych na promowanie
wzrostu kolonii potrdjnie-negatywnego raka piersi i jako czynnik predykcyjny odnosnie
czasow przezycias. W przedstawionej pracy, wysoki poziom IL-8 réwniez korelowat z
gorszym przezyciem chorych na potrdjnie-negatywnego raka piersi w analizie z
wykorzystaniem bazy TCGA. Kolejna z cytokin produkowanych przez ERa36hish CAFs,
VEGEF, jest znanym induktorem angiogenezy i niekorzystnym czynnikiem rokowniczym
w raku piersi4os0,  Wszystkie wymienione czynniki mogg wedlug danych
literaturowych niekorzystnie wptywa¢ na rokowania chorych na raka piersi. W
niniejszych badaniach podczas oceny dziatania pojedynczych cytokin, jedynie HGF
znaczaco wplywal na wzrost inwazyjnych kolonii komoérek potréjnie-negatywnego raka
piersi w hodowlach 3D, indukujac Sciezke sygnalizacyjng Akt. HGF jest znanym
modulatorem proliferacji i mobilnosci komoérek epitelialnych, jak réwniez czynnikiem
prognostycznym w raku piersitsi. Jego ekspresja zwigzana jest ze wzrostem inwazyjnosci
i mobilnoéci komoérek nowotworowych, co przeklada sie na niekorzystne rokowanie
chorych i wieksze prawdopodobieristwo wystgpienia przerzutéw21. Kuang et al.
wykazali, ze HGF podwyzsza ekspresje COX2, co skutkuje wzrostem poziomu MMP-9,
a tym samym inwazyjnosci komoérek linii MBA-MB-231, co mialo zwigzek z sygnalizacja
Sciezki PIBK/Akt i p3815. Inny zespot wykazal, ze HGF indukuje ekspresje CXCR4
poprzez aktywacje PKC(, co prowadzi do inwazyjnosci komoérek raka piersits.
Natomiast w kontekscie mikrosrodowiska guza, komérki nowotworowe raka piersi
indukowaty CAFs do produkcji HGF, co zwigzane bylto ze wzrostem guzéw u myszy7.
Fibroblasty wyizolowane z raka watroby, wydzielaly HGF, prowadzac do wzrostu
poziomu biatka Ki67, a przeciwcialo anty-HGF skutecznie hamowatlo ten proces:s.
Przedstawiona praca réwniez wskazuje na taki zwigzek, zaobserwowano korelacje
ERo36hish CAFs, ktére wydzielaja HGF a wysokim poziomem Ki67. Co wiecej,
opublikowane dane réwniez sugeruja zwigzek sygnalizacji HGF/c-Met z odpowiedzia
immunologiczng, jednak nie jest do korica jasne, czy jest to wplyw hamujacy, czy
indukujacy®s. Powyzsze dane literaturowe wskazuja na to, ze HGF moze by¢
produkowany przez CAFs, jednak zadne z badani nie laczylo jego ekspresji z

konkretnym typem CAFs.
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Celem niniejszej pracy doktorskiej byta analiza zmian w liczbie kopii genu ESR1
w kontekscie powstawania dwoch izoform receptora estrogenowego: ER066 i ERa36
oraz ocena znaczenia klinicznego ERa36 w raku piersi i jej roli w fibroblastach
mikrosrodowiska raka piersi. Projekt obejmowal analizy materialu klinicznego
badanego przy pomocy metody qPCR, FISH i IHC. CAFs wyizolowano z usunietych guzéw
i oceniono poziom biatka ERa36. Cztery reprezentatywne linie CAFs zostaly wigczone do
badarti molekularnych. Wplyw CAFs na komoérki nowotworowe badany byl z
wykorzystaniem mediéw kondycjonowanych w metodzie wzrostu komoérek 3D w

matrizelu.

Analizujac pierwsza hipoteze badawcza, wskazano na zlozonoé¢ aberracji
mogacych wystepowaé w obrebie genu ESR1 w kontekécie zmian ekspresji klasycznej
izoformy ERa66, jak i alternatywnej izoformy ERa36. Niniejsza praca jako pierwsza
laczy nierozstrzygajace wyniki badania poziomu genu ESR1 metodg qPCR z mozliwymi
zmianami w obrebie promotora i powstawaniem innych izoform. Liczba kopii genu
ESR1 odwrotnie korelowata z poziomem ekspresji izoformy ERa66, a stosunek ekspresji
ER036/ERa66 w probkach z podwyzszona liczba kopii genu ESR1 badang metoda
qPCR byt znaczaco wyzszy niz w probkach z normalna liczbg kopii genu ESRI (86 vs
1,4). Obie obserwacje moga wskazywac na to, ze wysoka liczba kopii genu ESR1 badana
metoda qPCR jest zaangazowana w powstawanie innych izoform receptora
estrogenowego, miedzy innymi ERa36. Co wiecej, analizy ekspresji izoformy ERa36

wykazaly, ze koreluje ona ze zlym rokowaniem chorych na raka piersi.

Podczas weryfikowania drugiej hipotezy badawczej wykazano, ze fibroblasty o
wysokim poziomie ERa36 moga by¢ niekorzystna skladowa mikrosrodowiska guzéw
raka piersi. CAFs o wysokim poziomie ERa36 w probkach klinicznych, korelowaty z
wysokim poziomem biatek CD163 i CD68 w zrebie guza, jak i z podwyzszonym
poziomem Ki67 w komoérkach nowotworowych, co moze wptywaé na niekorzystna
prognoze i przezycie chorych. Profil ekspresji gendow w guzach chorych u ktérych
wystepowaty CAFs o wysokim poziomie ERa36, wskazywatl na reorganizacje macierzy
miedzykomoérkowej oraz obnizona zdolnoé¢ do odpowiedzi immunologicznej. W

analizach in vitro wykazano, ze CAFs o wysokim poziomie ERa36 posiadaja unikalny
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profil sekretomu, ktérego skladniki znane sa z dziatania pronowotworowego. Jeden z
nich, HGF znaczaco indukowat fenotyp inwazyjny komérek potréjnie-negatywnego
raka piersi na drodze sygnalizacyjnej cMet/ Akt w badaniach in vitro. W analizach
klinicznych z wykorzystaniem bazy TCGA, potwierdzono istotnos¢ HGF w potréjnie-
negatywnym raku piersi.

Podsumowujac uzyskane dane, mozna stwierdzi¢ istotnos¢ izoformy ERa36 nie
tylko w komorkach nowotworowych, ale réwniez w fibroblastach zwigzanych z
nowotworem w raku piersi. Zwraca to uwage na znaczenie badart obejmujacych
zaréwno same komorki nowotworowe, jak réwniez ich mikrosrodowisko. CAFs bedace
jedna ze sktadowych mikrosrodowiska guza wykazuja istotne role w progresji choroby,
dlatego dalsze badania nad terapiami celowanymi powinny je uwzgledniaé. Nowy typ
CAFs opisany w niniejszej pracy, dla ktérego charakterystycznym jest wydzielanie HGF,
moze sta¢ sie w przysztosdci celem terapii badZ przyczynic¢ sie¢ do skuteczniejszego

planowania juz dostepnego leczenia.
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