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STRESZCZENIE

Przeprowadzone badania miaty na celu wytypowaniec mikroRNA jako potencjalnego
markera pozwalajgcego na rozpoznanie przerzutujgcego raka gruczotu sutkowego. W tym celu
wykonano wstepne badania in vivo przy wykorzystaniu dwoch modeli mysiego raka gruczotu
sutkowego — modelu nieprzerzutujacego 67NR oraz przerzutujacego 4T1. Nastgpnie poziom
ekspresji wybranych czgsteczek mikroRNA oznaczono w lizatach komorkowych mysich
i ludzkich linii komérkowych raka gruczotu sutkowego o réznych podtypach molekularnych
oraz w osoczu i guzie nowotworowym uzyskanym od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
gruczolu sutkowego. Dodatkowo oszacowano poziom ekspresji kluczowych markerow
dla przejscia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT) — E-kadheryny oraz N-kadheryny. W celu
poznania funkcji wybranej czgsteczki mikroRNA — miR-31-5p, wyciszono lub zwigkszono
jej ekspresje, nastepnie wykonano testy adhezji oraz przeprowadzono oceng ekspresji

wybranych biatek regulowanych przez miR-31-5p.

Podtypy molekularne raka gruczotu sutkowego r6znig si¢ migdzy sobg m. in. obecno$cia
receptora estrogenowego o, receptora progesteronowego, HER2, dzikiej lub zmutowanej formy
biatka p53. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze ekspresja mikroRNA, biatek docelowych
oraz wybranych markerow dla procesu EMT jest $cisle uzalezniona od podtypu molekularnego
raka gruczolu sutkowego. Co ciekawe, nadekspresjec badanej czasteczki miR-31-5p
zaobserwowano w liniach komoérkowych z nadekspresja HER2 — JIMT-1 i SKBR-3, natomiast
obnizenie ekspresji w pozostaltych liniach komodrkowych, niezaleznie od podtypu
molekularnego. Nadekspresja badanej czasteczki zwigksza adhezje komorek do fibronektyny
niezaleznie od podtypu molekularnego, natomiast obnizenie ekspresji powoduje obnizenie
adhezji badanych linii komodrkowych do fibronektyny. Pomimo wstepnych zalozen
dotyczacych pro-przerzutowej funkcji miR-31-5p, dalsze badania wykonane na liniach
komorkowych raka gruczolu sutkowego moga wskazywaé na jej przeciwprzerzutowe
wlasciwosci.

Przeprowadzone badania sugeruja, ze miR-31-5p moze by¢ regulatorem procesu EMT
— nadekspresja miR-31-5p powoduje obnizenie ekspresji biatka FAK 1 wzrost adhezji
do fibronektyny w linii o podtypie TNBC - MDA-MB-468 oraz w linii o podtypie luminalnym
A - MCF-7, co moze $wiadczy¢ o wspomnianych wilasciwosciach przeciwprzerzutowych

tej czasteczki mikroRNA.



SUMMARY

The conducted research was aimed at selecting microRNA as a potential marker for
the diagnosis of metastatic cancer of the mammary gland. For this purpose, preliminary in vivo
studies were performed with the use of two murine mammary carcinoma models
— the non- metastatic 67NR and the metastatic 4T1 model. Then, the expression level
of selected microRNA molecules was determined in cell lysates of murine and human breast
cancer cell lines of various molecular subtypes, as well as in plasma and tumor obtained from
patients diagnosed with breast cancer. Additionally, the expression level of key markers
for the epithelial-mesenchymal transition (EMT) - E-cadherin and N-cadherin was estimated.
In order to learn about the function of the selected microRNA molecule - miR-31-5p,
its expression was suppressed or increased, then adhesion tests were performed

and the expression of selected proteins regulated by miR-31-5p was assessed.

The molecular subtypes of mammary gland cancer differ, for example in the presence
of the estrogen o receptor, the progesterone receptor, HER2, wild or mutant form of the p53
protein. The obtained research results indicate that the expression of microRNA, target proteins
and selected markers for the EMT process is strictly dependent on the molecular subtype
of breast cancer. Interestingly, overexpression of the tested miR-31-5p molecule was observed
in HER2 overexpressing cell lines - JIMT-1 and SKBR-3, while lowered expression in other
cell lines regardless of the molecular subtype. Overexpression of the studied molecule increases
cell adhesion to fibronectin, regardless of the molecular subtype. On the other hand, lowering
the expression reduces the adhesion of the tested cell lines to fibronectin. Despite of the initial
assumption about protumorigenic function of miR-31-5p, further studies carried on breast

cancer cell lines showed that miR-31-5p can play a role as antimetastatic molecule.

The conducted research suggests that miR-31-5p may be a regulator of the EMT process
- overexpression of miR-31-5p reduces the expression of the FAK protein and increases
adhesion to fibronectin in the TNBC subtype - MDA-MB-468 and in the luminal A subtype.
- MCF-7, which may indicate the mentioned antimetastatic properties of this microRNA

molecule.
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WYKAZ SKROTOW

ABCBL1 (ang. ATP-dependent translocase ABCB1) — zalezna od ATP translokaza ABC

ABCCI1 (ang. ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1, MRP1 multidrug resistance-associated protein 1) —
biatko zwiazane z opornoscig wielolekowa

ABCG2 (ang. Road substrate specificity ATP-binding cassette transporter ABCG2) - transporter kasetowy
wiazacy ATP o szerokiej specyficzno$ci substratowej

AGO1-4 (ang. Argonaute proteins 1-4) — biatka argonauta 1-4

AJCC (ang. American Joint Committee on Cancer) — Amerykanski Wsp6lny Komitet ds. Raka
ALM (ang. acute myeloid leukemia) — ostra biataczka mieloblastyczna

AKT (ang. AKT) — kinaza serynowo-treoninowa AKT

APS (ang. Ammonium persulfate) — nadsiarczan amonu

AR (ang. androgen receptor) — receptor androgenowy

B-CLL (ang. B chronic lymphocytic leukemia) — przewlekta biataczka limfocytowa wywodzaca si¢ z limfocytow
B

BCL-2 (B-cell lymphoma 2) — biatko BCL-2, antyapoptotyczne

BLBL (ang. basal-like breast cancer) — podtyp podstawny raka gruczota sutkowego

BL-1,2 (ang. Basal-like 1,2) — podtyp TNBC basal-like 1,2

BMI-1 (ang. Polycomb complex protein BMI-1) — kompleksowe biatko Policomb 1

BRAF1 (ang. Serine/threonine-protein kinase B-raf) — kinaza biatkowa serynowo-treoninowa B-raf

BRCAL1 (ang. breast cancer 1) — ludzki gen supresorowy nowotworu piersi zlokalizowany na chromosomie 17
BRCAZ2 (ang. breast cancer 2) — ludzki gen supresorowy nowotworu piersi zlokalizowany na chromosomie 13
cDNA (ang. complementary DNA) — komplementarny DNA

ctDNA (ang. circulating tumor DNA) — kragzgce nowotworowe DNA

CAMKI1G - (ang. Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1G) — kinaza biatkowa zalezna od
wapnia/kalmoduliny

CBS (ang. Calf Bovine Serum) — ptodowa surowica cieleca

CCL2,5 - (ang. C-C motif chemokine 2 or 5) — chemokina 2 lub 5 zawierajagca motyw C-C

CCR2 (ang. C-C chemokine receptor type 2) — receptor dla chemokiny typu 2

CDHL1 (ang. cadherin 1) — gen kodujacy biatko E-kadheryne

CDH2 (ang. cadherin 2) — gen kodujacy biatko N-kadheryne

CDKNZ2A (ang. Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) — inhibitor kinazy zaleznej od cyklin 2A

CDKNZ2B (ang. Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B) — inhibitor kinazy zaleznej od cyklin 2B

C/EBPB (ang. CCAAT/enhancer-binding protein beta) — biatko wiazace sekwencje CCAAT

CXCR4 (ang. C-X-C chemokine receptor type 4) — receptor dla chemokiny typu 4 zawierajgcy motyw C-X-C
CTCs (ang. circulating tumor cells) — krazagce komorki nowotworowe

CTNNAL (ang. catenin alpha 1) — biatko kodowane przez gen CTNNA1



CTNNDL1 (ang. catenin delta 1) — biatko kodowane przez gen CTNND1

DCIS (ang. ductal carcinoma in situ) — rak przewodowy in situ

DCO (ang. Wroctaw Comprehensive Cancer Center) — Dolno$lagskie Centrum Onkologii we Wroctawiu
DDX18 (ang. ATP-dependent RNA helicase DDX18) — helikaza RNA DDX18 zalezna od ATP
DFS (ang. disease free survival) — przezycie wolne od choroby

DGCRS (ang. Microprocessor complex subunit DGCR8) — kompleks mikroprocesorowy
DNA (ang. deoxyribonucleicacid) — kwas deoksyrybonukleinowy

DR-3 (ang. death receptor 3) — receptor $mierci 3

EBV (ang. Epstein-Barr Virus) — wirus Epsteina-Barr

ECM (ang. extracellural matrix) — macierz wewnatrzkomorkowa

EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGF (ang. epidermal growth factor) — naskérkowy czynnik wzrostu

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — naskorkowy receptor czynnika wzrostu
EF1 (ang. Elongation factor 1-alpha) —czynnik wydtuzenia 1 alfa

ELK-1(ang. ETS domain-containing protein EIk-1) — biatko ELK zawierajace domeng ETS
E2H2 (ang. Enhancer of zeste homolog 2) — enzym N-metylotransferazy

EMT (ang. epithelial to mesenchymal transition) — przejscie nablonkowo-mezenchymalne
ERa (ang. estrogen receptor «) — receptor estrogenowy alfa

ERP (ang. Estrogen receptor f3) — receptor estrogenowy beta

ESL-1 (ang. E-selectin ligand-1) — ligand 1 dla E-selektyny

Exp5 (ang. exportin 5) — eksportyna 5

FAK (ang. Focal Adhesion Kinase) —kinaza adhezji ogniskowej

FAM (ang. 6 — carboxyfluorescein) — 6 — karboksyfluoresceina

FBS (ang. Fetal Bovine Serum) — ptodowa surowica bydleca

FSP-1 (ang. fibroblast specific protein 1) — biatko charakterystyczne dla fibroblastow

GC (ang. gastric cancer) — rak zotadka

GLOBOCAN (ang. Global Cancer Observatory) — $wiatowa statystyka nowotworow
GATAZ3/4 — (ang. Transcription factor GATA-3,4) — czynnik transkrypcyjny GATA3/4

GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) — czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii
granulocytéw i makrofagow

GSK3 - (ang. Glycogen synthase kinase-3 beta) — kinaza syntazy glikogenu 3-f
HBV (ang. hepatitis B virus) — wirus zapalenia watroby typu B

HCC (ang. hepatocellular carcinoma) — rak watrobowokomoérkowy

HIF (ang. hypoxia-inducible factor 1) — czynnik indukowany hipoksja

HER?2 (ang. human epidhermal growth factor receptor 2) — receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu
2
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HGF (ang. hepatocyte growth factor) — czynnik wzrostu hepatocytow

HGFR (ang. Hepatocyte growth factor receptor) — receptor czynnika wzrostu hepatocytow

HIV (ang. human immunodeficiency virus) — ludzki wirus niedoboru odpornosci

HPV (ang. hepatitis papilloma virus) — wirus brodawczaka ludzkiego

HRP (ang. Horseradish peroxydase) — peroksydaza chrzanowa

HS (ang. Horse Serum) — surowica konska

HUWEL1 - (ang. E3 ubiquitin-protein ligase HUWEL) - ligaza biatkowa ubikwityny E3 HUWEI
IAP (ang. Inhibitor of Apoptosis) — biatka hamujace apoptoze

ICC (ang. ang. intrahepatic cholangiocarcinoma) — wewnatrzwatrobowym rakiem drog zétciowych
IGF (ang. insulin-like growth factor) — insulino-podobny czynnik wzrostu

IGF1R (ang. Insulin-like growth factor 1 receptor) — receptor insulinowego czynnika wzrostu 1
IL-1,6,8,10 (ang. Interleukin 1,6,8,10) — interleukina 1,6,8,10

ITGAS (ang. integrin alpha 5) — integryna a 5

JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases) — kinaza c-Jun zaiwerajaca N-koniec

LCIS (ang. Lobular carcinoma in situ) — rak zrazikowy in situ

LPS (ang. Lipopolysaccharide) — lipopolisacharyd

KRAS (ang. Kirsten rat sarkoma 2 viral oncogene homolog) — biatko wigzace GTPazy

LOH (ang. loss of heterozygosity) — utrata hetereozygotycznosci

MiRNA, miR (ang. micro RNA) — mikroRNA

MAP2K4 (ang. dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4) — podwojnie specyficzna aktywowana
przez mitogen kinaza biatkowa 4

MAPK13 (ang. Mitogen-activated protein kinase 13) — aktywowana mitogenem kinaza 13

MDC1 (ang. Mediator of DNA damage checkpoint protein 1) — biatko kontrolne 1 posredniczace w naprawie
uszkodzen DNA

MET (ang. mesenchymal to epithelial transition) — przejscie mezenchymalno-nabtonkowe
NFKBIA (ang. NF-kappa-B inhibitor alpha) — inhibitor czynnika transkrypcyjnego NFKB

NK (ang. natural killer) — komorki uktadu odpornosciowego posiadajace wiasciwosci dotyczgce naturalnej
cytotoksycznos$ci

NF1,2 (ang. Neurofibromin 1,2) — biatko odpowiedzialne za nerwiakowlokniakowatos¢ typu 1,11
NF-1A (ang. Nuclear factor 1 A-type) - typ A czynnika jadrowego 1

NNAT (ang. Neuronatin) - neuronatyna

NS1 (ang. Non-structural protein 1) — niestrukturalne biatko 1

NST (ang. no special type) — bez okres$lonego typu, dawniej przewodowy rak piersi

OS (ang. overall survival) — catkowity czas przezycia

PAMS0 (ang. Prediction Analysis of Microarray 50) — PAM50 (Prosigna®) analiza 50 genéw przy uzyciu
mikromacierzy.

PCNA (ang. Proliferating cell nuclear antygen) — komérkowy jadrowy antygen proliferacji.
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Pri-miRNA (ang. primary microRNA) — pierwotne mikroRNA

preAMP (ang. Preamplification) — preamplifikacja

PBL (ang. CLL chronic lymphocytic leukemia) — przewlekta biataczka limfocytowa

PDCA (ang. Pancreatic ductal adenocarcinoma) — gruczolakorak przewodowy trzustki

PDGFRA (ang. Platelet-derived growth factor receptor alpha) — receptor ptytkowego czynnika wzrostu alfa

PIK3CA (ang. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform) - 3-kinaza
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu

PKC ¢ (ang. Protein Kinase C epsilon) — kinaza biatkowa C
PRA (ang. progesterone receptor alpha) — receptor progesteronowy alfa
PRB (ang. Progesterone receptor beta) — receptor progesteronowy beta
PMA (ang. Phorbol 12-myristate 13-acetate) — octan forbolu

PTEN (ang. Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-specificity protein phosphatase
PTEN) — biatko kodowane przez gen supresorowy PTEN

PTK2,6 (ang. Protein Tyrosine Kinase 2,6) — biatkowa kinaza tyrozynowa 2,6

RA (ang. retinoic acid) — kwas retinowy

RAN (ang. RAs-related Nuclear protein) — biatko jadrowe wigzace GTP

RASAL1 (ang. Ras GTPase-activating protein 1) — biatko Ras aktywujace GTP-aze 1

RISC (ang. RNA-induced silencing complex) — kompleks indukujacy wyciszanie RNA

RBL1 (ang. Retinoblastoma-associated protein) — biatko retinoblastoma 1

RhoA (ang. Transforming protein RhoA) — transformujace biatko RhoA

ROCK (ang. Rho-associated protein kinase) — kinaza biatkowa zwigzana z rodzing biatek Rho
SAPK (ang. Stress-activated protein kinases) — kinazy biatkowe aktywowane stresem

SEPT6 (ang. Septin 6) — gen kodujacy septyne 6

SMAD4 (ang. Mothers against decapentaplegic homolog 4) — biatko nalezace do rodziny SMAD

SNAI 1 (SNAIL, SNAIL1, ang. Snail Family Transcriptional Repressor 1) — represor transkrypcyjny 1 nalezacy
do rodziny Snail

SNAI 2 (SLUG, SNAIL?2 ang. Snail Family Transcriptional Repressor 2) — represor transkrypcyjny 2 nalezacy
do rodziny Snail

STAT4 (ang. Signal transducer and activator of transcription 4) — przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 4,
nalezacy do rodziny biatek STAT

STAT1a (ang. Signal transducer and activator of transcription 1a) - przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji
la, nalezacy do rodziny bialek STAT

STMN-1 (ang. Stathminl) — statmina 1, metablastyna, onkoproteina

TAA (ang. tumor associated antigens) — antygeny zwigzane z nowotworem

TAMSs (ang. Tumor associated macrophages) — makrofagi towarzyszace rozwojowi guza nowotworowego
TET (ang. ten eleven translocation) — dioksygenaza metylocytozyny

TGF-p (ang. transforming growth factor B) — transformujacy czynnik wzrostu beta

TGFBR2 (ang. tumor growth factor beta receptor 2) — receptor transformujacego czynnika wzrostu beta 2
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TLR2,3,4 (ang. Toll like receptor 2,3,4) — receptor Toll-like 2,3,4

TNBC (ang. triple negative breast cancer) — potrdjnie ujemny rak piersi

TNF-a (ang. Tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu alfa

TOP2B (ang. topoisomerase 2-beta) -topoizomeraza DNA 2-f

TP53 (ang. tumor protein 53) — gen kodujacy biatko p53

TSA (ang. tumor specific antigens) — specyficzne antygeny nowotworowe

UBE2N (ang. Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N) — enzym E 2N sprz¢zony z ubikwityna

UTX (ang. Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome) — transkrybowane powtorzenie
tetratricopeptydowe, chromosom X — biatko kodowane u ludzi przez gen KDM6A

UV (ang. ultraviolet) — promieniowanie ultrafioletowe

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu nabtonka naczyniowego

VEGFR (ang. vascular endothelial growth factor receptor) — receptor czynnika wzrostu nabtonka naczyniowego
WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia

ZEB1/2 (ang. Zinc finger E-box-binding homeobox 1) — czynnik transkrypcyjny ZEB1/2 o domenie palca

cynkowego
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| WSTEP

1.1 Epidemiologia nowotworoéw piersi na swiecie i w Polsce

Nowotwory stanowig coraz wigkszy odsetek pod wzgledem przyczyn zachorowan
i umieralnosci w wigkszosci krajow $wiata. Globalny wzrost liczby zachorowan na nowotwory
jest Scisle zwigzany ze zmianami w stylu zycia, starzeniem si¢ populacji oraz rozwojem
socjoekonomicznym®. Do najczgstszych czynnikow etiologicznych nowotworéw naleza:
palenie tytoniu, nieodpowiednia dieta, zakazenia, czynniki zawodowe, zachowania seksualne,
dzietno$¢, alkohol 1 zanieczyszczenia S$rodowiska. Zaobserwowano, ze najczestsze
zachorowania na nowotwory odnotowuje si¢ w krajach wysokorozwinigtych, dlatego wedtug
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization), nowotwory zalicza
si¢g, obok chordb sercowo-naczyniowych, cukrzycy czy otytosci, do grupy schorzen
okreslanych jako choroby cywilizacyjne®>.

w interaktywnej bazie danych GLOBOCAN (ang. Global Cancer Observatory) w 2020 roku

Zgodnie z informacjami zgromadzonymi

nowotwory byly przyczyna zachorowalno$ci ponad 19,3 mln oséb oraz s3 odpowiedzialne
za9,9 mln zgonéw na calym $wiecie (Ryc. 1). Dodatkowo 5-letni wskaznik przezycia
utrzymuje si¢ na poziomie 80% w Wielkiej Brytanii i 90% w Stanach Zjednoczonych®.

Zachorowania na nowotwory ziosliwe wsréd kobiet

i mezczyznna swiecie w 2020 roku
8,88

46%
2,26 2,21 1,93

11,7% 11,4% 10,0% 1,41 1,09 01

. 7,3% 0,6
- - - - 5,6% a,7% o
| ] 3,1%
— — —

Choroby sercowo -
naczyniowe
17,3 min

Liczba zachorowan [min]

Nowotwory
9,9mlin
Udar
6,1 min

Inne Piers Pluco  Jelito grube Prostata Zoladek Watroba Przelyk
nowotwory

Smiertelnoé¢ z powodu nowotworéw ztoéliwych

Choroby ukiadu wsrod kobiet i mezczyzn na swiecie, 2020
oddechowego 3,93
= 39,5%
4,2 min E -
E 1,8
2 18% 0,93 083 077
o )
—_— 9,4% g 068 0,54 0,47
] X
2 _g . ] 2 I 6,9% 5,5% 2,7%
g e e EEO==
- Inne Pluca  Jelito grube Watroba Zoladek Piers Przelyk Trzustka
nowotwory

Najczesciej wystepujace choroby cywilizacyjnewsrod
ludnosci na $wiecie wraz z uwzglednieniem liczby zgonow.

Rycina 1. Liczba zachorowar oraz liczba zgonéw z powodu nowotworéw zlosliwych na $wiecie wsréd populacji kobiet
i mezczyzn w 2020 roku. Sposréd wszystkich odnotowanych przypadkéw zachorowar i zgonéW, nowotwdr piersi i nowotwor
pluc (odpowiednio) jest jednym z najczeSciej wystepujgcych na swiecie W obu populacjach. Wykresy przygotowano
na podstawie danych statystycznych dostepnych na portalu GLOBOCAN (ang. Global Cancer Observatory) Swiatowej
Organizacji Zdrowia (opracowanie wiasne).
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Sytuacje epidemiologiczng w Polsce monitoruje od 1952 roku Krajowy Rejestr
Nowotworéw. Na podstawie zarejestrowanych tam przypadkdéw zachorowan i zgondéw
zpowodu nowotwordw ztosliwych mozna wywnioskowaé, ze podobnie w Polsce
jak i na $wiecie stanowig one powazny problem zdrowotny oraz spoteczno-ekonomiczny
polskiego spoteczenstwa. Wage powyzszego problemu przedstawia liczba zachorowan - ponad
164 tys. przypadkow oraz liczba zgonow — 100 tys. zgonow zarejestrowanych w 2017 roku
w Krajowym Rejestrze Nowotwordw. Na podstawie analizy struktury zachorowan
na nowotwory ztosliwe, wsrod kobiet, najwigkszy odsetek zachorowan dotyczy nowotworow
zto§liwych piersi, natomiast w populacji me¢zczyzn — raka gruczolu krokowego
— oba nowotwory stanowia ok. 1/5 wszystkich przypadkéw zachorowan i jednocze$nie
zajmuja odpowiednio drugie 1itrzecie miejsce w strukturze zgondw. Najczestszym
nowotworem prowadzacym do zgondéw zarowno w populacji kobiet jak 1 mezczyzn

jest nowotwor phuc’ (Ryc. 2).

Zachorowalnos¢ na nowtwory ztoliwe wéréd Zachorowalnos$¢ na nowotwory ztosliwe wsrdd
26917 kobiet, Polska, 2017 22189 mezczyzn, Polska, 2017
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Smiertelno$é z powodu nowotworéw Smiertelnos¢ z powodu nowotwordw ziosliwych
ztodliwych wéréd kobiet, Polska, 2017 wsréd meiczyzn, Polska, 2017
Pl c I 0, 17,3% Pluco N 15994, 25,4%
Piers 9178,14,8% Jelito grube GG 5570, 12,6%
Jelito grube 7380,11,9% Prostata I 599, 9,8%
Jainik I 5o, 5,0% Zoladek mE— 4083, 5,8%
Trzustha N 3343, 5,4% Pecherz moczowy IS 3342,5,6%
Trzon macicy I 2419, 3,9% Trzustka NN 3098,4,4%
Zoladek NN 2419,3,9% Nerka MEEEM 1971,2,8%
Szyjka macicy I 27332, 3,6% Bialgczki NN 1571,2,8%
Mozg NN 1860,3,0% Mézg EEEEE 1971,2,8%
Bialaczki SN 1798,2,9% Krtari EEEE 1760,2,5%
Liczba zgonéw [tys.] Liczba zgondw [tys.]

Rycina 2 Liczba zachorowarn oraz liczba zgonow u kobiet i mezczyzn w populacji polskiej. Wsrod kobiet w 2017 roku najczesciej
wystepujgcym nowotworem byt nowotwor piersi stanowi on 1/5 wszystkich zachorowan. W przypadku populacji mezczyzn jest
to nowotwor zilosliwy gruczotu krokowego. Zaréwno w populacji kobiet jak i megzczyzn nowotwor pluc jest najczestszq
przyczyng zgonow. Il miejsce zajmuje w przypadku populacji kobiet rak gruczotu sutkowego, natomiast w populacji megzczyzn
rak jelita grubego. Wykresy zostaly przygotowane na podstawie danych statystycznych uzyskanych z Krajowego Rejestru
Nowotworow (opracowanie wiasne).
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Nowotwory rozwijajg si¢ zazwyczaj W tkankach, ktorych komorki nie utracity zdolnosci
do proliferacji. Nie powstajg natomiast z dojrzatych neuronéw czy kardiomiocytéw tj. komorek
mig$nia sercowego, poniewaz komarki te zatracity juz umiejetnos¢ do namnazania si¢. W 2011
roku Douglas Hanahan i Robert A. Weinberg, dwaj amerykanscy biolodzy opublikowali artykut
zatytutowany ,, Hallmarks of cancer: the next generation” w ktorym opisali sze$¢ istotnych
zmian w fizjologii komorki, ktore determinujg ztosliwy fenotyp komoérek nowotworowych.
Jednoczesnie sg one przejawem roéznorodnosci wsréod nowotworéw. Do cech komorek
nowotworowych, ktore odrdzniaja je od komorek prawidlowych zalicza si¢: nieograniczony
potencjat replikacyjny, umiejetno$¢ wytwarzania wilasnych czynnikdw wzrostowych,
zakldcenie mechanizmow apoptotycznych prowadzacych do namnazania si¢ komérek pomimo
btedow genetycznych, zdolno$¢ do inwazji w przypadku komorek raka inwazyjnego, tworzenie
wlasnej sieci naczyn krwiono$nych (angiogeneza), indukowanie stanu zapalnego czy zdolnos¢
do przerzutowania w przypadku komoérek raka®®. Powotujac si¢ na stowa amerykanskiego
onkologa Berta VVogelsteina: ,,Cancer is, in essence, a genetic disease”, gtdbwna przyczyna
prowadzaca do rozwoju nowotworu sg zmiany genetyczne, powstale w wyniku mutacji, ktore
moga pojawic si¢ na réznym etapie osobniczego rozwoju cztowieka. Na komorki organizmu
cztowieka w kazdym momencie oddzialuja rézne czynniki (tzw. mutageny), ktéore moga
przyczynia¢ si¢ do zaburzenia informacji genetycznej zawartej w komoérkowym DNA.
Czynniki rakotwoércze, inaczej mutageny, mozna podzieli¢ na: czynniki fizyczne
(np. promieniowanie jonizujgce lub promieniowanie UV), chemiczne (np. azbest, zwigzki
z grupy cyklicznych weglowodoréw aromatycznych, zwiazki chromu, zelaza, arsenu,
dioksyny) lub biologiczne (np. zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B i C (HBV i HCV),
wirusem Epsteina — Baar (EBV), wirusem HIV czy wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV).
Aby doszto do transformacji nowotworowej warunkiem koniecznym jest zadziatanie czynnika
uszkadzajacego o takiej sile, ktéra nie doprowadzi do $mierci komorki, a spowoduje
uszkodzenie genow kluczowych dla nastgpujacych procesoOw: proliferacji, apoptozy
czy dojrzewania komorkowego. Do grupy tych gendéw =zalicza si¢: protoonkogeny, geny
supresorowe (inaczej antyonkogeny) oraz geny odpowiedzialne za regulacj¢ apoptozy
(Tabela 1)*:
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Tabela 1 Charakterystyka kluczowych genow dla inicjacji transformacji nowotworowej. Informacje w tabeli przygotowano
na podstawie:Jassema, Kordek i wsp. °.

Nazwa genu Funkcja Sposéb inaktywacji funkcji genu

Mutacja punktowa: skutkiem jest nadmiernie
Geny odpowiedzialne za pobudzanie Wzrostu ,ktywne biatko;

i podziatbw komorkowych lub hamujace
Amplifikacja genu: biatko o prawidlowej
apoptoz¢ w  warunkach fizjologicznych.
) ) _ aktywnoéci produkowane w duzej ilosci;
Protoonkogen Onkogeny powstaja w wyniku mutacji

z protoonkogenu; wysylaja one niefizjologiczny Translokacja chromosoméw: bialko o prawidtowej
sygnal promujacy podziat komérki i hamujacy aktywnos$ci produkowane w duzej ilosci, biatko
apoptoze. fuzyjne produkowane w duzej ilosci lub nadmiernie

aktywne.

Mutacje punktowe powodujace inaktywacje biatka;

G Geny koduja bialka odpowiedzialne w Rozleglte delecje powodujace utrate calego
en

supresorowy ) )
(antyonkogen) za powstrzymywanie wzrostu komérek  lub Zmiany epigenetyczne: gen nie ulega mutacji ani

chronig komoérke przed mutacjami

warunkach fizjologicznych  lub duzych fragmentow genu;

delecji lecz jego transkrypcja jest uszkodzona

np. poprzez hipermetylacj¢ cytozyny w promotorze

Geny o ) Translokacja chromosomoéw: biatko o prawidlowej
o Geny odpowiedzialne za usuwanie komorek ) o
odpowiedzialne . aktywno$ci produkowane w duzej iloéci, biatko
niepotrzebnych, uszkodzonych lub o o
za regulacje o ) fuzyjne produkowane w duzej ilosci lub nadmiernie
zawierajacych mutacje.
apoptozy aktywne.

Proces przeksztalcania si¢ komorki prawidlowe; w komorke nowotworows, zwany

kancerogeneza jest procesem wieloetapowym w ktérym wyroznia si¢ nastgpujace etapy:

e Preinicjacja — czas narazenia na dziatanie czynnikéw kancerogennych, ktore moga
prowadzi¢ do inicjacji nowotworu, moze trwac cale zycie;

e Inicjacja - W komorce zachodzi pierwsza mutacja, ktora jest przekazywana kolejnym
komoérkom;

e Promocja - na tym etapie dochodzi do rozwoju klonu komorkowego zawierajacego
mutacje nabytg w procesie inicjacji. Gtownym mechanizmem tego etapu jest zaburzona
ekspresja genow, spowodowana kumulacjga jednej lub wigcej mutacji prowadzaca

do zaburzenia proceséw komorki oraz zwigkszonej proliferacji;
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e Progresja - jest nieodwracalnym etapem prowadzacym do powstania nowotworu.
Na tym etapie dochodzi do kolejnych zaburzen molekularnych — gléwnie zmian
w kariotypie. Komoérka nabywa nowych wiasciwosci typowych dla komorki
nowotworowej, takich jak niepohamowana proliferacja oraz w wyniku nagromadzenia

si¢ mutacji - zdolno$ci do inwazji, naciekania 1 przerzutowania.
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1.2 Rak gruczotu sutkowego

Rak gruczotu sutkowego zwany potocznie rakiem piersi jest powszechnie
wystepujacym nowotworem ztosliwym wsrod kobiet na catym $wiecie. Jak podaje Swiatowa
Organizacja Zdrowia w 2020 roku odnotowano ponad 2 mln zachorowan z powodu howotworu
piersi. Szacuje sie, ze liczba nowych przypadkéw zachorowan wzrosnie do 3,2 min przed 2030
rokiem. Niewatpliwie rak piersi stanowi globalne wyzwanie dla publicznych stuzb zdrowia.

Nowotwor ten w 2020 roku byt przyczyna ponad 684 tysiecy zgonow na calym $wiecietl.

Epidemiologia nowotworow wsréd kobiet, swiat, 2020

Smiertelnosé
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Rycina 3 Epidemiologia nowotworow zilosliwych u kobiet. Wykresy przygotowano na podstawie danych statystycznych
uzyskanych z bazy danych GLOBOCAN 2020. Jak si¢ okazuje nowotwor piersi zajmuje 1 miejsce pod wzgledem
zachorowalnosci i Smiertelnosci wsréd kobiet na catym swiecie. Opracowanie wiasne.

Najczgsciej rejestrowanymi nowotworami zto§liwymi w Krajowym Rejestrze Nowotworow
(KRN) wsrod populacji kobiet w Polsce sa: rak gruczotu sutkowego oraz nowotwor ptuc.
Mniejszy odsetek zachorowan stanowia: nowotwor trzonu macicy, rak okreznicy, rak jajnika,
rak tarczycy i rak szyjki macicy. Na podstawie zarejestrowanych w KRN danych, rak gruczotu
sutkowego jest gldwng przyczyng zachorowalno$ci wérod kobiet w wieku miedzy 50 a 74
rokiem zycia. W 2017 roku zarejestrowano ponad 16 tys. zachorowan z powodu nowotworu
piersi, co stanowi 22,5% wszystkich odnotowanych przypadkow w Polsce wsérdd kobiet.
Struktura zachorowan kobiet na nowotwory zto§liwe powiela jeden wzorzec — we wszystkich
wojewddztwach pierwsze miejsce zajmuje nowotwor ztosliwy piersi z udziatem od 18%
(wojewodztwo podkarpackie) do 26% (wojewddztwo todzkie). Rak gruczolu sutkowego

jest odpowiedzialny za ok. 14,8% wszystkich zgonéw wsrdd kobiet, co stawia go na drugim
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miejscu zaraz po nowotworze phuc (Struktura zgondéw Polsce)!?. Przyczyna wiekszosci
zachorowan naraka gruczotu sutkowego jest dotad niepoznana. Szacuje si¢, ze jednym
Z najwazniejszych czynnikéw ryzyka raka gruczotu sutkowego jest starszy wiek, w dalszej
kolejnosci nosicielstwo mutacji niektorych genow (m. in. BRCAL, BRCA2, PALB2, CHECK2),
rodzinne wyst¢powanie raka gruczotu sutkowego (szczegdlnie w mtodym wieku), ekspozycja
na endogenne estrogeny jak np. wczesna pierwsza miesigczka i menopauza w poéznym wieku,
dhlugotrwata hormonalna terapia zastgpcza zawierajgca estrogeny i progesteron, hormonalna
terapia zastepcza preparatami estrogenOw rozpoczynajaca si¢ okotomenopauzalnie,
spozywanie alkoholu, pézny wiek pierwszego porodu zakonczonego urodzeniem zywego
dziecka i brak porodow, brak karmienia piersig, brak lub niska aktywno$¢ fizyczna, nadwaga
I otylo§¢ po menopauzie, ekspozycja na dzialanie promieniowania jonizujacego i pola
magnetycznego (zwtaszcza w okresie rozwoju piersi), niektore zmiany rozrostowe uwazane
za tagodne (nietypowa hiperplazja, rak zrazikowy piersi). Indywidualne ryzyko zachorowania
na raka gruczotu sutkowego mozna oceni¢ przy uzyciu dostepnych metod, wsroéd ktorych
najbardziej znana jest skala Gaila. Uwzglednia ona wiek pierwszej miesigczki, ilosé
wykonanych biopsji, obecno$¢ atypowej hiperplazji w materiale z biopsji, wiek pierwszego
porodu zakonczonego urodzeniem zywego dziecka oraz zachorowanie na nowotwory
u krewnych pierwszego stopnia. Metoda ta jest szczegdlnie pomocna w klasyfikacji kobiet
z wysokim ryzykiem zachorowania na raka gruczolu sutkowego jako dziatanie
zapobiegawcze!®!*, Dane z Krajowego Rejestru Nowotworéw zostaly uwzglednione
w ogolnoswiatowym programie CONCORD-3. Celem projektu bylo czasowe poréwnanie
skutecznosci leczenia pacjentow 1 ocena efektywnosci funkcjonowania publicznej stuzby
zdrowia. Wyniki programu uwzgledniaty dane zebrane z 322 rejestrow nowotworéw z 71
krajow dla 18 najczes$ciej wystepujacych nowotwordow: przetyku, zotadka, okreznicy,
odbytnicy, watroby, trzustki, ptuc, piersi (u kobiet), szyjki macicy, jajnika, prostaty, czerniaka,
mozgu, biataczki i chtoniaki u dorostych jak i u dzieci. Wymienione nowotwory stanowia 75%
wszystkich zdiagnozowanych nowotwordéw kazdego roku na swiecie. Program obejmowat trzy
5-letnie okresy diagnozy: 2000-2004; 2005-2009; 2010-2014. Dla wigkszo$ci nowotworéw
5-letni wskaznik przezycia pozostaje wsrdd najwyzszych w Stanach Zjednoczonych,
Kanadzie, Australii, Nowej Zelandii, Finlandii, Islandii, Norwegii i Szwecji. W przypadku
nowotworu piersi wymienione kraje wykazuja najwyzszy 5-letni wskaznik przezycia
na poziomie 85% lub wyzszym w poréwnaniu do pozostatych krajow. Pomimo znacznego
postepu efektow leczenia nowotwordw w Polsce ich wyniki sg nadal gorsze niz w pozostatych

krajach czlonkowskich Unii Europejskiej. Polska zajmuje ostatnie miejsce w rankingu

20



skutecznosci leczenia. Wskazniki przezy¢ na nowotwory piersi sg o ok. 12 pp.(punktow
procentowych) nizsze niz w kraju o najwyzszym wskazniku. 5-letni wskaznik przezycia
utrzymuje si¢ na poziomie 70-79%. Na przestrzeni 20 lat tj. od 1995 — 2014 roku 5- letni
wskaznik przezycia poprawil sic w zakresie od 4-7 pp.t°. Najwieksze roznice w efektywnosci
leczenia dotycza: czerniaka, nowotworéw gruczolu krokowego, nowotworéw odbytnicy

oraz zotadka.
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1.3 Budowa gruczotu sutkowego

Gruczot sutkowy jest
zebro
wyjatkowym organem, ktory nie jest

klatka piersiowh

w pelni rozwinigty po urodzeniu.

Kobieca pier§ jest zbudowana ‘\‘ A zraziki
, ., g eSS

Z dwoch rodzajow tkanek: ;1 =

. . . . { l‘ S przewody mlekowe
gruczotowej, odpowiedzialne;j {? ==

) (185 i

za wytwarzanie mleka oraz : ‘,'

. . .. \/
thuszczowej, od ktorej uzalezniona \uh

. . o . Rycina 4 Gruczot sutkowy zbudowany jest z elementéw funkcjonalnych
jest wielko$¢ piersi. CzgS¢ piersi takich jak zraziki i przewody piersiowe. Poza wymienionymi strukturami
piers zawiera rowniez naczynia krwionosne, limfatyczne oraz wezly

odpowiedzialna za  wytwarzanie .
mleka jest podzielona od 15-20 cze¢$ci zwanych ptatami. W obrebie kazdego ptata znajduja si¢
mniejsze struktury zwane zrazikami, ktore odpowiadaja za produkcj¢ mleka. Powstate mleko
przeptywa przez sie¢ malenkich rurek zwanych przewodami, ktérych ujscie konczy
si¢ W brodawce sutkowej. Zarowno przewody jak i zraziki zbudowane sg z komodrek nabtonka,
ktorego wigkszo$¢ stanowia komorki nabtonkowo-mig$niowe. Komorki nabtonkowo-
mig$niowe w wyniku dziatania oksytocyny kurczg si¢ powodujac przeplyw mleka ze zrazikow
do przewodow piersiowych. Uktad hormonalny, w tym hormony uwalniane przez jajniki
— estrogen i progesteron odgrywajg istotng rol¢ w rozwoju gruczotu sutkowego. Oprocz
hormonow uwalnianych przez jajniki, kluczowa rolg we wzroscie gruczotu sutkowego
I procesie laktacji odgrywaja hormony uwalniane przez przysadke mozgowa, takie jak hormon
wzrostu czy prolaktyna. Receptory hormonow steroidowych uwalnianych przez jajniki ulegaja
ekspresji na wczesnych etapach rozwoju gruczotu sutkowego, szczeg6lnie zostaja pobudzone
przed okresem dojrzewania. Receptor estrogenowy jest obecny w jadrach komorek
nabtonkowych wyscielajacych przewody piersiowe. Komorki wykazujace obecnos¢ ERa
znajdujg si¢ we wszystkich przewodach oraz w zrazikach, podczas gdy ERP jest obecny
w catej piersi. Ekspresja receptora progesteronowego A (PRA) nastgpuje na rdznych etapach
rozwoju gruczotu sutkowego, a receptor progesteronu B (PRB) jest obecny gléwnie
w strukturach gruczotéw pecherzykowych (zrazikéw) oraz w czasie cigzy. Poza wymienionymi
elementami budowy, pier§ zawiera naczynia krwiono$ne, naczynia limfatyczne i wezly

chtonne. Tkanka aczna oraz wiezadta wspierajg pier$ oraz nadaja jej ksztait!618,
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1.4 Klasyfikacja histologiczna nowotworu piersi

Diagnostyka  patomorfologiczna  jest niezbegdnym  narzedziem  shuzacym
do rozpoznawania raka gruczotu sutkowego. Pozwala ona na okreSlenie stopnia
zaawansowania nowotworu, ocen¢ nawrotu choroby oraz dobor najbardziej skutecznej metody

leczenia systemowego.

RAK GRUCZOtU
SUTKOWEGO

Rak inwazyjny
(invasive carcinoma)

Rak przediwazyjny
(carcinoma in situ)

—— mikroinwazyjny
Przewodowy Zrazikowy
NST (ang. no special type)

Naciekajgcy zrazikowy

sitowaty

mikrobrodawkowaty m
, EEZITD —

Rycina 5 Klasyfikacja histologiczna raka gruczolu sutkowego. Pierwsza grupa obejmuje raki przedinwazyjne przewodowe
do ktérych zalicza sig raki lite, sitowate, mikrobrodawkowate oraz brodawkowate. Druga grupa obejmuje raki inwazyjne
obejmujg — raki mikroinwazyjne, NST, naciekajqcy zrazikowy, cewkowaty, sitowaty, sluzowaty, metaplastyczny oraz rdzeniasty.
Opracowanie wlasne.

Rak gruczotu sutkowego jest nowotworem ztosliwym, ktory tworzy si¢ w tkankach piersi
zwykle w przewodach mlekowych lub zrazikach i moze on przerzutowaé do weztéw chtonnych
oraz narzadow odlegtych na zaawansowanym etapie rozwoju. Wedtug Swiatowej Organizacji
Zdrowia raki gruczolu sutkowego dzieli si¢ na dwie kategorie: raki przedinwazyjne
— niezagrazajgce przerzutami (carcinoma in situ) oraz naciekajgce — zagrazajace przerzutami
(invasive carcinoma). Raki przedinwazyjne — nienaciekajace obejmuja raki zrazikowe in situ
oraz raki wewnatrzprzewodowe (przewodowe in situ). Do grupy rakéw naciekajacych naleza
raki naciekajgce bez okreslenia typu (NST, ang. no special type), dawniej przewodowe, raki
zrazikowe oraz postaci specjalnel®. Ocena typu histologicznego nowotworu piersi
jest warunkiem koniecznym do rozpoczgcia leczenia systemowego. Badanie to okresla

nastepujace cechy komorek nowotworowych:
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= typ histologiczny - odpowiada na pytanie, z ktorych tkanek piersi powstal nowotwor
(przewodowy lub zrazikowy) oraz czy jest naciekajacy czy przedinwazyjny;
= stopien zlosliwosci - odpowiada na pytanie, jak bardzo komorki nowotworowe rdznig

si¢ od komorek prawidtowych piersi oraz jak szybko rosna.

Obecnie oceng stopnia ztosliwosci histologicznej dokonuje si¢ na podstawie Kklasyfikacji
Blooma-Richardsona-Scarffa zalecanej przez WHO i Amerykanski Wspolny Komitet ds. Raka
— AJCC (ang. American Joint Committee on Cancer). Do oceny stopnia ztosliwosci
histologicznej bierze si¢ pod uwage nastgpujace cechy komoérek nowotworowych: zdolnos¢
do formowania cewek i gruczotéw, stopien atypii jader komoérkowych oraz liczbe figur
podziatu komorek raka. Ostateczna ocena obejmuje zsumowanie powyzszych wynikow.
Stopien zlosliwosci odzwierciedla si¢ w 3-stopniowej skali. Im wyzZszy stopien tym bardziej
agresywny nowotwor. Dodatkowym uzupetnieniem mikroskopowego rozpoznania nowotworu
jest chirurgiczna ocena stopnia zaawansowania, ktora opiera si¢ na badaniu usunietej tkanki
podczas zabiegu chirurgicznego. Stopien zaawansowania nowotworu opisuje si¢ przy uzyciu
sekwencji liter i liczb - w przypadku raka gruczotu sutkowego stosuje si¢ V-stopniowa skale
oceny stopnia zaawansowania (im nizsze stadium tym lepsze rokowanie). System TNM

uwzglednia:

= Rozmiar guza (T);
= Obecnos¢ przerzutow w weztach chtonnych (N);

= Obecnos¢ wtornych ognisk nowotworowych (M);

Badanie prowadzace do rozpoznania raka przewodowego in situ (DCIS), powinno dodatkowo
uwzglednia¢ informacje¢ o stopniu atypii jadrowe;j (niska, posrednia, wysoka; NG1, NG2, NG3),
podanie typu histologicznego, wymiaru zmiany, szerokos$ci marginesow chirurgicznych
oraz obecnosci martwicy. W VIII edycji klasyfikacji AJCC-TNM zrezygnowano z okre$lenia
kategorii ,,T” w odniesieniu do raka zrazikowego in situ (LCIS). W przypadku rakoéw
nienaciekajacych, okoto 85% rakow piersi powstaje z komorek przewodow (rak przewodowy)
pozostate 15% rozpoczyna si¢ w komorkach wyscietajacych zraziki (rak zrazikowy). W grupie
rakow naciekajacych ponad 80% stanowig raki NST, natomiast raki zrazikowe to ok. 10%
chorych. Postaci specjalne, ktore charakteryzuja si¢ zazwyczaj lepszym rokowaniem stanowia

réwniez ok. 10% przypadkéw zachorowan®*3,
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1.5 Diagnostyka molekularna nowotwordéw piersi

Nowotwor piersi obejmuje heterogenng 1 fenotypowo zroznicowang grupe chorob,
sposrod ktorej mozna wyrdznic kilka biologicznych podtypow, ktore roznig si¢ rokowaniem
I odpowiedzig na leczenie. Okreslenie biologicznego podtypu jest niezbedne w przypadku
wstepnego lub pooperacyjnego leczenia systemowego nowotworu piersi. Strategia
leczenianowotworéw piersi jest $cisle wuzalezniona od zdiagnozowanego podtypu
biologicznego. W 2001 roku Therese Serlie oraz Charles M. Perou i wsp. w swojej pracy
wyroznili 5 biologicznych podtypoéw raka gruczotu sutkowego na podstawie zmian we wzorze
ekspresji genow i skorelowali je z parametrami klinicznymi badanych pacjentek. Zmiany
we wzorze ekspresji genow odzwierciedlajg réznorodnosc¢ biologiczna, a powigzanie badanych
parametréw biologicznych z parametrami klinicznymi pozwala na zrozumienie zachodzacych
zmian w ekspresji. W swojej pracy okreslili nastgpujace podtypy raka gruczotu sutkowego
luminalny A, luminalny B, podstawny, ,,typu normalnej piersi” oraz z ekspresja HER2, ktore
obecnie w praktyce klinicznej zastepuje si¢ ich surogatami opartymi na rutynowo ocenianych
kryteriach patologicznych (Tabela 2)!*1°, Zastosowana przez autorow klasyfikacja podtypow
raka gruczotu sutkowego zmieniala podejscie klinicznego leczenia nowotworéow piersi

— Z opartego na leczeniu chirurgicznym na podej$cie skoncentrowane na biologii guza.

Luminalny HER2+ Nieluminalny HER2+

ER + + + - -

PgR + kazdy kazdy - -

HER2 = = + + =
Ki67 <20% >20% kazdy kazdy kazdy

Tabela 2 Obecnie stosowany podzial podtypow raka piersi w praktyce klinicznej. Opracowanie wiasne na podstawie Jassem,
Krzakowski i wsp. %2,

Obecnie w praktyce klinicznej, na podstawie oceny ekspresji gendéw: receptora
ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu HER2+ (ang. human epidermal growth factor
receptor 2), receptoréw hormonalnych: estrogenowego oraz progesteronowego oraz oceny
ekspresji markera komorkowe;j proliferacji — Ki67, wyrdznia si¢ 5 podtypéw nowotworu piersi.
Luminalny A (ang. luminal A) jest najczgs$ciej wystepujacym podtypem nowotworu piersi
i stanowi od 50-60% wszystkich zdiagnozowanych przypadkéw. Podtyp ten charakteryzuje
si¢ obecnoscia receptora estrogenowego, obecnoscig lub brakiem receptora progesteronowego

I niska ekspresja biatka — Ki67, ktore jest wskaznikiem proliferacji komorkowej (zwane
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réwniez indeksem mitotycznym). Dodatkowo cechuje go powolny wzrost i dobre rokowanie.
U pacjentek ze zdiagnozowanym podtypem luminalnym A, wskaznik nawrotu choroby
jest nizszy niz w pozostatych podtypach nowotworu. Podtyp luminalny B stanowi od 15
do 20% wszystkich zdiagnozowanych przypadkéw nowotworu piersi. Podtyp
ten charakteryzuje si¢ bardziej agresywnym fenotypem, wyzszym stopniem histologicznym,
oraz wyzsza ekspresjg biatka Ki67 i tym samym nieco gorszg prognozg. Rozrézniamy dwa
rodzaje podtypow z nadekspresja HER2: typu nieluminalnego oraz luminalnego. Pierwszy
z nich wykazuje si¢ brakiem ekspresji receptora estrogenowego i progesteronowego
oraz ekspresjg receptora HER2. W leczeniu tego podtypu nowotworu piersi mozna zastosowac
chemioterapi¢ i leczenie celowane z uzyciem przeciwcial anty-HER2. Podtyp HER2+ typu
luminalnego stanowi 15-20% wszystkich podtypoéw nowotworu piersi. Ten podtyp nowotworu
charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja genu HER2 1 innych genéw zwigzanych ze szlakiem
sygnatowym HER2 lub z amplikonem HER2 zlokalizowanym na chromosomie 17 locus q12.
Podtyp HER2 + luminalny cechuje si¢ wysoka ekspresjg biatka Ki67, z dodatnim statusem
receptoréw hormonalnych. Potrdjnie ujemny rak gruczotu sutkowego, (TNBC, ang. triple
negative breast cancer) charakteryzuje si¢ brakiem ekspresji trzech receptorow
— estrogenowego, progesteronowego oraz HER-2. Badania epidemiologiczne pokazaty,
ze TNBC wystepuje u wigkszosci kobiet przed menopauza, ponizej 40 roku zycia, ktére
stanowig ok. 15-20% wszystkich pacjentéw z nowotworem piersi. W pordwnaniu z innymi
podtypami raka gruczotu sutkowego czas przezycia pacjentow z TNBC jest krotszy, a wskaznik
Smiertelnosci jest na poziomie 40% w ciagu pierwszych 5 lat od momentu diagnozy. TNBC
jest podtypem silnie inwazyjnym, ok. 46% zdiagnozowanych pacjentow wykazuje odlegte
przerzuty. Z powodu jego fenotypu TNBC (braku receptorow ER, PR oraz HER?2), nie jest
wrazliwy na terapi¢ hormonalng oraz molekularng terapi¢ celowana. W wiekszosci krajow,
w terapii tego nowotworu zastosowano bevicizumab w potaczeniu z lekami
chemioterapeutycznymi, jednak czas przezycia pacjentdw nie wzrost znaczaco, dlatego
opracowanie nowego schematu leczenia i nowych celow terapeutycznych stanowi obecnie
wyzwanie dla naukowcow. W 2014 roku Lehmann i wsp. przeprowadzili analize¢ ekspresji
gendw przy uzyciu testow PAM 50 (ang. Prediction Analysis of Microarray), ktore stuza
do analizy 50 genéw w 587 probkach tkanki guza uzyskanych od pacjentow
ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego 0 podtypie TNBC. Na podstawie analizy
ekspresji genow, TNBC podzielono na 6 podtypow: basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2),
mesenchymal (M), mesenchymal-stem like (MSL), immunomodulatory (IM) i luminal

androgen receptor (LAR) 20-24,

26



Tabela 3 Charakterystyka podtypow ludzkiego potréjnie ujemnego raka piersi (TNBC) wraz z odpowiednikami ludzkich linii
komérkowych raka gruczotu sutkowego. Przygotowano na podstawie: Lehmann i wsp. %

Podtypy potréjnie ujemnego
raka gruczolu sutkowego

Nieprawidtowosci
genetyczne

Linie komorkowe

Mutacje

HCC2157 BRCAL,; STAT4, UTX
HCC1599 BRCAZ2; TP53;
HCC1937 CTNND1; TOP2B;
Cykl komérkowy, HCC1143 CAMKIG
Replikacja DNA HCC3153 BRCAI; TP53;
BL1 (Basal-like 1) Sygnalizacja uszkodzen . :
MDA-MB-468 MAPK13; MDC1
(szlak ATR/BRCA) TP53
BRCA1
PTEN; RB1; SMAD4; TP53
HCC38 CDKN2A; TP53
. . . SUM149PT BRCA1
Szlaki sygnalizacyjne EGF,
NGF, MET, CAL-851 RB1; TP53
. Wntp-katenina, IGF1R X
BL2 (Basal-like 2) Glikoliza, glukoneogeneza HCC70 PTEN; TP53
ekspresja mioepitelialnych HCC1806 CDKN2A,; TP53; UTX
markerow
HDQ-P1 TP53
HCC1187 TP53; CTNNAL,;
Szlaki sygnalizacyjne
komorek B, T,
DC, NK, Th1/Th2
IM (Immunomodulatory) Szlaki sygnalizacyjne DULATS DDX18; HUWEL; NFKBIA
NF«B, TNF, JAK/ APC; BRAF; MAP 2 K4; RB1
STAT, ATR/BRCA
Ruchliwo$¢ komérek BT-549 PTEN; RB1; TP53
M (mesenchymal) Réznicowanie i wzrost CAL-51 PIK3CA
komorek
EMT CAL-120 TP53
HS578T CDKN2A; HRAS; TP53
MDA-MB-157 NF1; TP53
PIK3CA; TP53 HRAS
N?‘l’(dOb“eI_‘]jo M SUM159PT BRCAL; TP53
. iska proliferacja
MSL (mesenchymal stem-like) Geny odpowiedzialne za MDA-MB-436 BRCAL: TP53
angiogeneze.
BRAF; CDKN2A; KRAS; NF2;
MDA-MB-231 TP53; PDGFRA
MDA-MB-453 PIK3CA,; CDH1,; PTEN;
Gen receptora
. androgenowego SUM185PE PIK3CA
LAR (luminal androgen Luminalny wzor ekspresji HCC2185 PIK3CA: RBL: TP53;
receptor) genow
Apokrynny podtyp CAL-148 PTEN
molekularny
MFM-223 PIK3CA, TP53

Na podstawie analizy ekspresji gendw, poroéwnano linie komorkowe ludzkiego raka

gruczotu sutkowego oraz sklasyfikowano je na 6 roznych podtypoéw, aby moc zapewnic

odpowiedni model komérkowy do badan nad leczeniem nowotworu piersi o podtypie potrojnie
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ujemnym. Podtypy te r6znig si¢ miedzy sobg mutacjg poszczegdlnych genéw zaangazowanych
w wazne procesy biologiczne w TNBC. Szczego6ly dotyczace roznic migdzy podtypami TNBC

zestawiono w Tabeli 3.

28



1.6 Definicja 1 znaczenie czasteczek mikroRNA

Odkrycie pierwszych czasteczek mikroRNA przez grupe Ambros’ai Ruvkuna’aw 1993
roku zrewolucjonizowato dziedzing biologii molekularnej. Rola wspomnianych czasteczek
w regulacji procesoOw biologicznych byla dotad pomijana, poniewaz bigdnie zatozono,
ze nie zawierajag one waznych informacji. Czgsteczki mikroRNA (miRNA, miRs) nalezg
do grupy matych, endogennych, jednoniciowych czgsteczek niekodujagcych RNA, zbudowane
sg 0d 19 do 24 nukleotydow. Obecnie, wedtug informacji zawartych w oficjalniej bazie danych
dla mikroRNA (miRBase v.22), genom ludzki koduje okoto 2654 dojrzalych czasteczek
mikroRNAZ, Czasteczki mikroRNA s3 podzielone na roézne grupy zwane rodzinami
mikroRNA. Kryterium podziatu rodzin stanowi: dojrzate mikroRNA, sekwencja i/lub struktura
genu pre-miRNA. Okoto 73% genow dla mikroRNA w bazie miRBase jest przypisanych
do 1543 rodzin mikroRNA. Co wigcej przynalezno$é¢ czasteczek mikroRNA do danej rodziny,
informuje o sekwencji ich genow oraz funkcji?®. Precyzyjne przypisanie wptywu mikroRNA
na ekspresje genow moze by¢ trudne, ze wzglgdu na fakt, ze czgsto kazda czasteczka
mikroRNA moze kontrolowac ekspresje kilkuset genéw bezposrednio lub posrednio, podczas
gdy pojedynczy gen kodujacy biatko moze by¢ regulowany przez wiecej niz jedng czasteczke
mikroRNA. W rzeczywisto$ci uwaza si¢, ze ponad 50% ludzkiego genomu regulowane jest
na etapie translacji przez czasteczki mikroRNA, dlatego uwazane sa one za wazne regulatory
kluczowych procesow biologicznych takich jak: proliferacja, réznicowanie komorkowe,
inwazja, przerzutowanie, angiogeneza, czy apoptoza®’?. Jednoniciowe, dojrzale czasteczki
mikroRNA powstaja z dwuniciowych prekursoréw przy aktywnym udziale polimerazy RNA
11, kompleksu mikroprocesorowego ztozonego z dwoch biatek DGCRS8 i Drosha oraz Dicer
prowadzacego do uwolnienia funkcjonalnej czasteczki mikroRNA. Czasteczki te sg wydzielane
do ptynow pozakomoérkowych. Pozakomorkowe mikroRNA sa szeroko opisywane jako
potencjalne biomarkery, ktore mogg sta¢ si¢ przydatnym narz¢dziem diagnostycznym
wykorzystywanym do szybkiej diagnozy, oceny stopnia zaawansowania choroby, szacowania
czasu przezycia oraz doboru terapii do indywidualnych potrzeb chorego. Moga jednoczesnie

shuzy¢ jako czasteczki sygnatowe posredniczace w komunikacji miedzy komorkami2®30,
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1.7 Biogeneza mikroRNA

Geny dla mikroRNA sg usytuowane w eksonach, intronach jak i w regionach
niepodlegajacych ekspresji*l. Taki uklad jednostki transkrypcyjnej moze prowadzié
do jednoczesnego powstania transkryptéow mikroRNA oraz mRNA32. Co wiecej, geny
mikroRNA sg zorganizowane w sposob charakterystyczny dla dziatania polimerazy II oraz III,
odpowiadajacych za transkrypcje genéw matych RNA%334, Biogeneza mikroRNA rozpoczyna
si¢ od transkrypcji genow mikroRNA w wyniku ktorej powstaje pierwotny transkrypt
mikroRNA — pri-miRNA (ang. primary microRNA)®. Pierwotne transkrypty miRNA tworzg
potaczone struktury spinki do wtoséw, poliadenylowane na koncu 3’ oraz majace czapeczke

na koncu 5’.

)

:---‘ \ kompleks RISC
Rt

degradacja mRNA ‘ Eksportyna §

duplcks
/niR,\';\-miRN.\'t ¢ E
/ / E cytoplazma
=
y”#’" degradacja nici pasazerskiej

(miRNA*)

Picrwotne miRNA

destabilizacja mRNA (pri-miRNA)

Prekursor miRNA E E
(pre-miRNA)

E E /Drmhu/D(;('Rx \

komplcks 21T |
mikroprocesorowy U‘ “U
polimeraza 11 RN/

jadro komorkowe

hamowanie translacji

Rycina 6 Biogeneza dojrzalej, funkcjonalnej czgsteczki miRNA. Powstawanie pierwotnego transkryptu — pri-miRNA oraz jego
obrébka i geneza pre-mikroRNA odbywajq si¢ w jgdrze komdrkowym, natomiast ostatni etap — powstawanie funkcjonalnej
czgsteczki mikroRNA odbywa sie w cytoplazmie. Zmodyfikowano wg Humphries i wsp.%

Czasteczki pri-miRNA moga mie¢ kilka kilo par zasad. W wyniku dalszej obrobki
dwuniciowa struktura pri-miRNA ulega przeksztatceniu do pre-miRNA przy aktywnym udziale
kompleksu mikroprocesorowego, sktadajgcego si¢ z bialka jadrowego wigzacego RNA
— DGCRS (ang. Di George syndrome critical region gene 8), u bezkregowcow zwane Pasha
oraz enzymu rybonukleazy Il o nazwie Drosha®. Rybonukleaza Drosha przytacza
si¢ do jednoniciowych koncow pri-miRNA, w taki sposob, aby mogta uwalniaé struktury
spinek do wlosow pre-miRNA (Rycina 6%'). Prowadzi to do powstania dwunukleotydowych

nawisOw na koncu 3’ pre-miRNA. Nastepnie czasteczki pre-miRNA sag transportowane
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do cytoplazmy przy udziale biatkowego kompleksu — eksportyny 5 (Exp5) — EXPS5, ktory
do prawidlowego funkcjonowania potrzebuje energii. Jest ona pozyskiwana z GTP zwigzanego
z biatkiem RAN?®®. Za dalsza obrobke pre-miRNA jest odpowiedzialna rybonukleaza 1lI
Drosha. Obrobka pre-miRNA obejmuje usuni¢cie petli koncowej, w wyniku czego powstaje
dojrzaty dupleks miRNA-miRNA*. Jedna z nici dupleksu nazywana jest nicig wiodaca, druga
za$ nicig pasazerskg i jest oznaczona gwiazdka. Do niedawna uwazano, ze ni¢ pasazerska
jest degradowana, jednak badania wykazaly, ze obie nicie mogg by¢ funkcjonalne.
Kierunkowos$¢ nici mikroRNA okresla nazwe dojrzatej formy mikroRNA - ni¢ 5p powstaje
z konca 5' spinki do wtoséw pre-miRNA, podczas gdy ni¢ 3p pochodzi z konica 3'%. Aktywna
posta¢ mikroRNA to ssmiRNA (ang. single strand miRNA), ktory jest wbudowany w kompleks
RISC, sktadajacy si¢ z wielu biatek wsrdd ktorych najwazniejsza funkcje petnig biatka Ago
(Argonaute), u ludzi AGO1-4. Dzigki nim mozliwa jest degradacja docelowego mRNA

lub represja translaciji*®4:.

1.8. Mechanizmy odpowiedzialne za nieprawidtowosci w ekspresji mikroRNA
w ludzkich nowotworach

Liczne badania wykazaly, ze nieprawidtowosci w ekspresji mikroRNA sg obserwowane
w wigkszos$ci typow raka, jednak podstawowe mechanizmy odpowiedzialne za rozregulowanie
ekspresji wspomnianych czasteczek nie sg do konca poznane. Coraz wigcej badan wskazuje
nato, ze nieprawidlowosci na etapie transkrypcji, biogenezy mikroRNA oraz zmiany
epigenetyczne 1 zmiany w liczbie kopii DNA moga przyczynia¢ si¢ samodzielnie
lub, co bardziej prawdopodobne, razem do rozregulowania ekspresji mikroRNA w ludzkich
nowotworach*?, Ponadto, na zmiane ekspresji mikroRNA moga wplywaé inne czasteczki
miRNA, tworzac w ten sposob zlozona sie¢ wzajemnych interakcji i regulacji*®. Regulacja
transkrypcji jest jednym z waznych mechanizmow kontroli ekspresji mikroRNA. Wykazano,
ze czasteczki mikroRNA nalezace do rodziny miR-34a moga by¢ bezposrednio indukowane
przez gen supresorowy TP53, a jego inaktywacja obniza poziom miR-34 w ludzkich
nowotworach**. Onkogen c¢c-Myc i czynnik transkrypcyjny HIF wykazuja wyrazny wzrost
ekspresji w kilku ludzkich nowotworach, co moze przyczynia¢ si¢ do podwyzszenia ekspresji
miR-17-92 i miR-210 (odpowiednio)*“®. Podsumowujac, nieprawidtowosci w ekspresji
mikroRNA moga by¢ wynikiem zwickszonej lub zmniejszonej transkrypcji gendéw
spowodowanej zmiang aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego. Podobnie do genow kodujacych

biatka, obecnie pojawiajg si¢ informacje dotyczace mutacji i polimorfizmu mikroRNA
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w nowotworach. Np. stwierdzono, ze odziedziczone mutacje w pierwotnych transkryptach -
miR-15ai miR-16-1 sa odpowiedzialne za zmniejszong ekspresj¢ dwoch czasteczek mikroRNA
zaréwno in vitro jak i in vivo w przewleklej biataczce limfocytowej*’. Inne badania sugeruja,
ze polimorfizm miRNA moze by¢ zwigzany z rozwojem raka watroby (HCC) lub raka gruczotu
sutkowego. Dane te pokazaly, ze genetyczne zmiany przyczyniajg si¢ do nieprawidtowosci
w ekspresji mikroRNA podobnie jak ma to miejsce w przypadku innych genow kodujacych
biatka. Ponadto zmiany liczby kopii DNA w genie mikroRNA, czgsto wystepuja
W nowotworach 1 moga czgsciowo odpowiada¢ za nieprawidtowosci w ekspresji mikroRNA.
Przyktadowo, utratg genow miR-16-1 i miR-15a zaobserwowano u 50% pacjentow
z przewlekla biataczka limfocytowa PBL przy jednoczesnym zmniejszeniu ekspresji u ~ 65%
pacjentow?®. Kolejne badanie wykazato, ze w zaawansowanych nowotworach jajnika utrata
kopii genu moze odpowiadaé¢ za obnizenie ekspresji okoto 15% czasteczek mikroRNA®,
Co wigcej, niektore kluczowe biatka dla biogenezy miRNA moga by¢ pozbawione funkcji
lub rozregulowane w nowotworach, a tym samym moga jeszcze bardziej nasilaé rozwoj
guzow. Na przyktad warunkowa delecja genu Dicerl nasilata rozw6j guza w mysim modelu
raka ptuc, indukowanego genem K-Ras®. Jednak mechanizm ten moze byé¢ tkankowo
lub nowotworowo specyficzny, poniewaz inne badanie wykazato, ze w raku jajnika Drosha
i Dicer nie zmieniaja poziomu ekspresji zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka®. Dlatego
zastosowanie funkcjonalnych testow moze mie¢ wazne znaczenie w badaniu aktywnoS$ci
wspomnianych biatek. Ponadto, podobnie jak w przypadku gendéw kodujacych biatka, ekspresja
mikroRNA moze by¢ rowniez modulowana przez mechanizmy epigenetyczne, takie

jak metylacja DNA i acetylacja histonow.

1.9 MikroRNA i jego rola w nowotworach piersi

Nieprawidlowosci w ekspresji mikroRNA sg obserwowane w roznych typach
nowotworéw. Okoto 50% gendéw mikroRNA jest zlokalizowanych w miejscach tamliwych
genomu tzw. fragile sites. Mutacje w tych miejscach genomu, s3g czgsto powigzane
Z powstawaniem nowotworow, co wskazuje na wazng role mikroRNA w tym procesie. Miejsca
tamliwe definiuje si¢ jako obszary, w ktérych dochodzi z duzag czestotliwoscig do utraty
czy przegrupowania fragmentoOw chromosomoéw. Takie zmiany s3 czesto obserwowane
w komorkach nowotworowych, skutkiem tego jest zaburzona ekspresja genow mikroRNA
zlokalizowanych w poblizu tych regionéw. Przyktadem moga by¢ geny miR-15a i miR-16-1

znajdujace si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 13 w obszarze 14.2, gdzie czgsto dochodzi
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do delecji. Zmniejszony poziom lub catkowity brak ekspresji miR-15a i miR-16-1 stwierdza
si¢ uwielu chorych z przewlekta biataczka limfocytowa B, rakiem prostaty, chloniakiem

komorek plaszcza i szpiczakiem mnogim®!

Nieprawidtowos$ci w ekspresji ok. 200 czasteczek mikroRNA obserwuje si¢ w wielu
typach nowotwordéw. Pierwsza praca opisujagca wykorzystanie czgsteczek mikroRNA
do rozpoznawania ludzkiego nowotworu piersi powstata w 2005 roku, jednocze$nie sugerujac
zaangazowanie tych czasteczek w rozwoj tego nowotworu®?. Autorzy pracy zbadali poziom
ekspresji mikroRNA we fragmencie prawidlowe;j i objetej nowotworem tkance piersi. Badanie
to pozwolito im na zidentyfikowanie 29 czasteczek mikroRNA wykazujacych nieprawidiowa
ekspresje w tkankach objetych nowotworem piersi. Dzieki niemu mozna niemal ze 100%
doktadno$cig rozrozni¢ tkanki prawidtlowe od nowotworowych. Sposrod 29 czasteczek
mikroRNA, miR-10b, miR-125b i miR-145 miaty obnizong ekspresje, natomiast miR-21
I miR- 155 wykazywaly podwyzszong ekspresje, co sugeruje, ze mikroRNA mogg odgrywac

Komorki nowotworowe

|

Nieprawidlowa ekspresja czasteczek mikroRNA
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(onkomiRs) (tsmiRs)
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Rycina 7 Mechanizmy regulacyjne onkogennych i supresorowych mikroRNA w przypadku zdarzeri nowotworowych.
Zwigkszona ekspresja onkogennych miRNA w komorkach nowotworowych hamuje geny supresorowe guza. Zmniejszona
ekspresja miRNA supresorowych guza potencjalnie zwieksza ekspresje onkogenéw. Zmodyfikowano wg Loh i wsp. %

zarébwno role genéw supresorowych jak i onkogenow®S. Onkogenne czasteczki mikroRNA
inaczej ,,onkomiRs”, charakteryzujg si¢ wysokim poziomem ekspresji podczas rozwoju

nowotworu i zazwyczaj sprzyjaja jego progresji w wyniku hamowania gendw supresorowych
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i/lub genow zwigzanych z procesem odpowiedzialnym za kontrole réznicowania komorek
lub regulacje procesu apoptozy. Do drugiej grupy czasteczek zalicza si¢ czasteczki mikroRNA,
ktore wykazuja obnizong ekspresje¢ mikroRNA, s3 rozwazane jako geny supresorowe
mikroRNA, inaczej nazywane ,,TSmiRs” regulujg rozw6j nowotworu hamujac onkogeny
i/lub geny odpowiedzialne za roznicowanie komorek lub regulacje procesu apoptozy (Rycina
7). Wykorzystanie czasteczek mikroRNA moze znalez¢ zastosowanie w klasyfikowaniu
podtypow molekularnych raka gruczotu sutkowego — luminalnego A, luminalnego B, potrojnie
ujemnego (TNBC), czy z nadekspresja HER2>*. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja czasteczek
mikroRNA nalezacych do rodziny let-7, jest zwigzana z podtypem molekularnym nowotworu
piersi, statusem receptoréw ER oraz PR, czy stopniem zaawansowania nowotworu. Co ciekawe
Volinia i wsp. zidentyfikowali nastepujace czasteczki mikroRNA: let-7d, miR-210
oraz miR- 221, ktére sa zwigzane z rozwojem nowotworu ze stadium przedinwazyjnego
przewodowego raka gruczotu sutkowego W stan inwazyjny przewodowego raka gruczotu
sutkowego, jako kluczowe regulatory w progresji nowotworu®. Shimono i wsp. wykazali,
ze indukowana ekspresja czasteczki miR-200c hamuje proces powstawania nowotworu piersi
in vivo®®. Co wiccej, obnizona ekspresja czasteczki let-7 jest wazna dla prawidlowego
funkcjonowania nowotworowych komoérek macierzystych w linii SKBR-3. Indukowana
ekspresja let-7 hamuje proces powstawania guza, podczas gdy obnizony poziom ekspresji let- 7
hamuje roznicowanie komorek, bez wptywu na proliferacje komorek raka gruczotu sutkowego.
Zaobserwowano, ze ekspresja miR-10b u pacjentek z nieprzerzutujacym rakiem gruczotu
sutkowego jest obnizona. U ponad 50% pacjentek z przerzutami, wykryto podwyzszenie
ekspresji miR- 10b. Indukowany przez czynnik transkrypcyjny TWIST, miR-10b hamuje
translacic mRNA kodujacego biatkko homeobox D10, powodujac wzrost ekspres;ji
pro- przerzutowego genu RHOC, prowadzac w ten sposéb do inwazji komorek

nowotworowych i przerzutow®’.

U okoto 40% pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego, ktore
pozytywnie odpowiadaja na leczenie tamoksyfenem i innymi terapiami hormonalnymi,
stwierdza si¢ nawroty nowotworu. Mechanizmy odpowiadajace za nabyta opornosé
na hormonoterapi¢, pomimo ekspresji receptora estrogenowego o (ERa) sa ztozone. Jak dotad
niewielu badaczy zbadalo role czasteczek mikroRNA w opornosci na hormonoterapie.
mikroRNA-221/222 ulegaja nadekspresji w linii komérkowej MCF-7, opornej na tamoksyfen,
fulwestrant i czynnik martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis factor) oraz w guzach

ERo ujemnych. Poniewaz miR-221/222 jest negatywnym regulatorem inhibitora cyklu

34



komorkowego i supresora nowotworu p27KP% a komorki raka gruczotu sutkowego oporne
na tamoksyfen, wykazuja zwigkszong ekspresj¢ wspomnianych czasteczek mikroRNA
i znaczne obnizenie poziomu ekspresji p27"Pl, to uwaza sig, ze miR-221/222 reguluje
wrazliwo$é na tamoksyfen poprzez bezposrednia regulacje genu p27XP158-61  Dowiedziono,
ze nieprawidtowosci w ekspresji mikroRNA mogg by¢ zwigzane z regulacjg epigenetyczna,
takg jak stan metylacji genow mikroRNA, co skutkuje zmianami w poziomie ich ekspres;ji®.
Przyktady metylowanych genéw mikroRNA obejmujg miR-127 w komorkach raka pecherza
i MiR-9-1 w komoérkach raka gruczotu sutkowego®®®. Opornoé¢ na chemioterapie i leki
ukierunkowane molekularnie jest powaznym problemem przed ktorym stoja obecnie
naukowcy. Mechanizmy lezace u podstaw nabywania opornosci wielolekowej mozna ogolnie
podzieli¢ na dwie kategorie obejmujace: nadprodukcje transporterow ABC oraz aktywacje
szlakow antyapoptotycznych i przezycia komorek. W raku gruczotu sutkowego miR-451
i miR- 326 zwigkszaja chemowrazliwo$¢ komorek na doksorubicyng poprzez bezposrednig
regulacje genéw ABCB1 i ABCC1%°%, Podobnie mikroRNA-487a reguluje chemowrazliwos¢
komorek raka gruczotu sutkowego na mitoksantron poprzez bezposrednig regulacje genu
ABCG2°%. Bockhorn i wsp. doniesli, ze miR-30c obniza ekspresje interleukiny-11 i przyczynia
si¢ do zwigkszenia opornosci raka gruczotu sutkowego na paklitaksel i doksorubicyne poprzez
bezposrednia regulacje biatka wiazacego aktyne - twinfiling 1, co sprzyja fenotypowi EMT®,
Wiele czasteczek mikroRNA zidentyfikowano jako biomarkery i/lub scharakteryzowano jako
niezbgdne regulatory zarowno w prawidlowym rozwoju gruczotu sutkowego, jak i w rozwoju
raka gruczotu sutkowego, w tym w inicjacji przerzutow i opornosci na terapi¢. Czasteczki
mikroRNA majg potencjal do zastosowania ich w terapii genowej. Wedlug najnowszych
doniesien, wiele czasteczek mikroRNA jest na zaawansowanym etapie badan klinicznych,
m.in. miR-34a z potencjalnym zastosowaniem do leczenia wielu typow nowotworoéw. Pozostate

czasteczki mikroRNA sg zwiazane z leczeniem chorob serca, nerek, watroby czy chtoniakow®®.

1.10 MikroRNA jako biomarker

Biomarker jest terminem obejmujacym rozne typy obiektywnych wskaznikow zdrowia
lub choroby. Biomarkerami moga by¢: kwasy nukleinowe, lipidy, biatka oraz inne metabolity
lub cate komorki guza, ktore rowniez mozna znalez¢ we krwi CTCs (ang. circulating tumor
cells)’®. Pod wzgledem pochodzenia, biomarkery nowotworowe mozna podzieli¢ na dwa
rodzaje. Pierwszy z nich to antygeny uwalniane przez komoérki nowotworu - antygeny swoiste

dla nowotwordw, czyli TSA (ang. tumor specific antigens). Drugi rodzaj obejmuje antygeny,
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ktore sg uwalniane przez komorki prawidlowe w odpowiedzi na patologiczne zmiany
w érodowisku, sa okreslane jako TAA (ang. tumor associated antigens)’:. Do grupy
tzw. biomarkeréw inwazyjnych, obecnie stosowanych w diagnostyce raka gruczotu
sutkowego, naleza: ER, PR, HER2, Ki-67, p53. Wymienione markery sg oznaczane technikami

immunohistochemicznymi, ktorych analiza wymaga przeprowadzenia biopsji lub pobrania
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Rycina 8 Krqzgce mikroRNA jako biomarkery: schematyczny diagram przedstawiajgcy biogenezg¢ miRNA, miejsca wydzielania

do plynow ustrojowych, ekstrakcje RNA i oszacowanie ilosciowe. W przysziosci decyzje kliniczne mogq by¢ podejmowane

na podstawie pozioméw ekspresji miRNA. Steer i Subramanian.™

fragmentu tkanki podczas operacji. Zaleta tego rodzaju biomarkerow jest ich wysoka swoistosc,
dlatego sg powszechnie stosowane do doktadnej diagnostyki oraz prognozowania przebiegu
choroby. Dotychczas wykorzystywane ,,standardowe” biomarkery raka gruczotu sutkowego
nie znajduja zastosowania w badaniach przesiewowych. Jedng z glownych przyczyn
sa ich niewielkie ste¢zenia w rakach niezaawansowanych (in situ) oraz niska czuto$¢ i swoisto$¢
we wczesnych stadiach choroby. Markery te, stuzag do ewentualnego monitorowania nawrotu
choroby podczas leczenia, jak rowniez po jego zakonczeniu’2. Niestety, jak dotad nie odkryto
markeréw, ktore pozwalalyby na oceng¢ ryzyka wystapienia przerzutdbw u pacjentek
Z niezawansowanym nowotworem. Z tego powodu trwaja intensywne badania w poszukiwaniu
biomarkeréw o potencjalnym zastosowaniu we wczesnej diagnostyce chorob nowotworowych

oraz identyfikacji przerzutow na wczesnym etapie ich powstawania’®. W ostatnich latach
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najintensywniejsze badania prowadzi si¢ nad czagsteczkami mikroRNA pod katem

ich uzytecznosci diagnostyczno-rokowniczej™ ™ 76 277,

Zarowno czgsteczki mikroRNA jak i idealny biomarker musza charakteryzowaé
si¢ kilkoma cechami - muszg by¢ tatwo dostepne co charakteryzuje czasteczki mikroRNA,
ktére — mozna tatwo ekstrahowac za pomoca ptynnych biopsji z krwi, moczu i innych ptynow
ustrojowych’ (Rycina 878). Ponadto czasteczki mikroRNA moga by¢ stosowane do doktadne;
diagnozy oraz ukierunkowanego leczenia i oceny reakcji na leczenie. Wczesne wykrycie
nowotworu piersi jest najistotniejsze dla poprawy jego rokowania. Nieprawidtowosci
w poziomie ekspresji mikroRNA sa czgsto utozsamiane z powstawaniem wielu nowotworow,
w tym nowotworu piersi. MikroRNA pozwala na rozrdznienie tkanek prawidtowych od tych
zmienionych nowotworowo. Czasteczki mikroRNA moga by¢ ekstrahowane z materiatu,
ktorego pobranie nie wymaga ingerencji chirurgicznej, tym samym nie jest to ucigzliwe
I obcigzajace dla pacjenta. Warto jednak podkresli¢, ze markery te oceniane sg w materiale
nienowotworowym co powoduje, ze cechy takie jak czulo§¢ oraz swoisto$¢ pozostaja
dyskusyjne’®8. Dlatego trwaja poszukiwania takich czasteczek miRNA, ktore byltyby

charakterystyczne dla konkretnego nowotworu na wczesnym etapie rozwoju.

1.11 Przejscie nablonkowo — mezenchymalne — EMT — (ang. epithelial to mesenchymal
transition)

Indukcja przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego jest kluczowym procesem
niezbednym do rozpoczecia przerzutowania. Przerzutowanie, jest wieloetapowym procesem
wplywajacym na agresywno$¢ nowotwordw, co wiecej przerzuty s3 przyczyng ponad 90%
zgonow wsrdd pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem przerzutujagcym piersi. Gtowny
etap powstawania przerzutow rozpoczyna si¢ od rozleglego unaczynienia w pierwotnym
miejscu guza, komorki nastgpnie wykazujg utrate adhezji w trakcie przejScia nablonkowo-
mezenchymalnego oraz nabieraja inwazyjnego fenotypu, co prowadzi do ich pozniejszego
oderwania i mobilizacji. Wskutek procesu EMT, komoérki majg zwigkszong ruchliwosé
I inwazyjno$¢. Po wniknieciu do naczyn krwiono$nych wraz z krazeniem komorki guza
docierajg do nowych tkanek i osiedlajg si¢ w odleglych miejscach, tworzgc wtorne ogniska
nowotworu. Kolonizacja komorek guza i powstanie przerzutdow nowotworu W nowym miejscu
wymaga przej$cia przez komorke nowotworowa odwrotnego procesu do EMT, czyli MET

(ang. mesenchymal to epithelial transition).
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Wigkszos¢ diagnozowanych nowotworow jest pochodzenia nabtonkowego. Zbudowane
sg z tkanki nablonkowej, ktorej komorki w warunkach fizjologicznych Scisle przylegaja
do btony podstawnej i sgsiadujacych komorek. Procesem, w wyniku ktorego komorki
nablonkowe nabywaja zwiekszonej ruchliwosci i1 zdolnosci do migracji jest przejsScie
nabtonkowo — mezenchymalne — EMT (ang. epithelial to mesenchymal transition).
Konsekwencja indukcji procesu EMT jest zaktocenie polaczen miedzy komoérkami,
co w efekcie prowadzi do utraty polarno$ci przez komodrki i tym samym zaburzenia
uporzadkowania charakterystycznego dla tkanki nabtonkowej. Podczas procesu EMT dochodzi
do zmiany tempa syntezy poszczeg6lnych biatek, w tym biatek odpowiedzialnych za kontakty
miedzykomoérkowe (np. E-kadheryna) i oddzialywanie z macierza zewnatrzkomoérkowa
(integryny, biatka ECM (ang. extracellural matrix), biatka z rodziny FAK oraz za rearanzacj¢
cytoszkieletu komorki (biatka z rodziny Rho). Proces EMT powoduje utrate zdolnosci komoérek
do adhezji komorkowej oraz prowadzi do zaburzen podzialdow komoérkowych i procesow
réznicowania. Ostatecznie, W Wyniku tego procesu, komorki zaczynajg zmienia¢ swoj fenotyp
na mezenchymalny stajg si¢ bardziej ruchliwe i1 zdolne do migracji i inwazji. Najbardziej
charakterystycznymi markerami, ktoérych synteza wzrasta w wyniku procesu EMT sg biatka
zwigzane z adhezjg i ruchem komoérek — wimentyna (biatko cytoszkieletu komorki),
Nkadheryna, czynniki transkrypcyjne — Snaill, SLUG (Snail2), Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2,
i/lub E47, FSP-1 (biatko charakterystyczne dla fibroblastow), a-SMA (o aktyna mig$ni

gladkich), za$ obniza sie poziom E-kadheryny8:84,

Tabela 4 Szlaki sygnalowe posredniczqce w przejsciu nablonkowo-mezenchymalnym w réznych podtypach nowotworu piersi.
Ponizsze informacje przygotowano na podstawie Singh, S. i wsp &,

Podtyp nowotworu piersi Zaangazowane geny Zaangazowane szlaki sygnalowe

ER, TGF-B, EGFR-, IGFR-,
MAPK-dependent, MEK-ERK

SLUG, BCL2, BM1,

Luminalny AiB TGF-B, TWIST, ZEB1/2,
ETS1, VEGFR HER2+, TGF, TWISTL, PTK-6
HER2+ TGF-B, TWIST1, PTK-6 TGF-B, AKT, HER2/EGFR

TGF-B, GLI1, SNAIL,
Potréjnie ujemny (TNBC) SLUG, TWIST1, ZEB1, PI3K/AKT, Notch, Hedgehog, Wnt
ANPG63, GSK3p

Molekularne powigzanie miedzy EMT a mikroRNA opisali Gregory i wsp., ktorzy stwierdzili,

ze miR-205 1 pie¢ czasteczek mikroRNA nalezacych do rodziny miR-200, mianowicie

38



miR- 200a, MiR-200b, miR-200c, miR-141 i miR-429, wykazuje obnizenie ekspresji w
komorkach nerki psa Madin-Darby, podczas procesu EMT. Ekspresja czasteczek mikroRNA
z rodziny miR-200 hamuje proces EMT indukowany przez transformujacy czynnik wzrostu
TGF-p (ang. transforming growth factor B), poprzez bezposrednig regulacje gendw czynnikow
transkrypcyjnych ZEB1 i ZEB2 odpowiedzialnych za represje E-kadheryny®®. Z drugiej strony
ZEB1 hamuje transkrypcje miR-141 i miR-200c. Wymienione czasteczki sg silnymi
induktorami réznicowania komoérek nablonkowych. Ponadto, fenotyp EMT jest $cisle
regulowany przez wzajemne oddzialywanie miedzy rodzing miR-200 a czynnikiem
transkrypcyjnym ZEB1%. Proces EMT moze by¢ rowniez indukowany przez miR-103/107
w komorkach raka gruczotu sutkowego. Martello i wsp. stwierdzili, ze miR-103/107 ostabia
biosyntez¢ miRNA poprzez bezposrednig regulacje genu kodujacego biatko Dicer, co skutkuje
obnizeniem miR-103/107 oraz czasteczek mikroRNA nalezacych do rodziny miR-200.
Skutkuje to inicjacja procesu EMT i w efekcie koncowym nabywaniem przez komorki rakowe
przerzutujacego fenotypu®. Ostatnio Song i wsp. dowiedli, Ze poziom ekspresji czasteczek
mikroRNA z rodziny miR-200 jest epigenetycznie regulowany przez czasteczke miR-22
posredniczaca W wyciszeniu biatek TET (ang. ten eleven translocation), ktore indukuja
demetylacjc DNA poprzez konwersj¢ 5-metylocytozyny do 5-hydroksycytozyny. Z uwagi
na to, ze rodzina TET jest zaangazowana w demetylacje promotora genu miR-200, a miR-22
hamuje ekspresje TET, to w efekcie promuje nabywanie fenotypu nabtonkowego poprzez
wyciszenie czasteczek mikroRNA z rodziny miR-200%. Czasteczka mikroRNA-9, odpowiada
za bezposrednig regulacj¢ genu CDH1 kodujacego E-kadheryne, a indukowana przez czynniki
transkrypcyjne MYC/MYCN, prowadzi do zwigkszonej ruchliwo$ci/inwazyjnosci komorek
raka gruczohi sutkowego®. Nadekspresja miRNA-9, w nieprzerzutujacych komorkach raka
gruczohu sutkowego indukowata mikroprzerzuty w ptucach myszy, natomiast wyciszenie
miR-9 w wysoce zto$liwych komérkach raka gruczohu sutkowego hamowato przerzuty®.
W niedrobnokomoérkowm raku pluca, miR-30a hamuje EMT poprzez bezposrednia regulacje
czynnika transkrypcyjnego SNAIL, represora transkrypcji genu CDH1%:. W nabtonku
barwnikowym siatkdéwki miR-204 odgrywa kluczowa role w utrzymaniu funkcji bariery
nabtonkowej 1 fizjologii komoérki poprzez bezposrednia regulacje TGFBR2 i1 czynnika
transkrypcyjnego SNAIL2%2. Tavazoie i wsp. zidentyfikowali czasteczki mikroRNA
- miR- 126, miR-206 i miR-335 jako potencjalne supresory przerzutujacego raka gruczotu
sutkowego, dowiedziono, ze przywrocenie ekspresji miR-126 zmniejsza proliferacje komorek
I wzrost guza, podczas gdy ekspresja miR-206 i miR-335 hamuje inwazj¢ komorek raka

gruczolu sutkowego. mMiR-335 hamuje przerzutowanie raka gruczotu sutkowego poprzez
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supresj¢ gendw kodujacych czynnik transkrypcyjny SOX4 1 skladnik macierzy
zewnatrzkomoérkowej tenascyne C®. Kim i wsp., wykazali, Ze miR-34a, ktéry reguluje
transkrypcje genu TP53%, hamuje inwazyjnos¢ komorek raka gruczotu sutkowego poprzez
represjc EMT i czynnika transkrypcyjnego Snail®®. Jak opisano powyzej, rownowaga migdzy
poziomami ekspresji miR-22 i rodziny miR-200 reguluje réwniez fenotyp nabtonkowy w raku
gruczotu sutkowego®®®®; w zwigzku z tym uwaza sie, ze mikroRNA s3 waznymi czynnikami
kontrolujagcymi poczatkowy etap przerzutowania. Ponadto Chou i wsp. wykazali, ze czynnik
transkrypcyjny GATA3 hamuje przerzuty raka gruczotu sutkowego poprzez wzrost ekspresji
czasteczki MiR-29b%. Czynnik transkrypcyjny GATAS3 jest niezbedny do réznicowania
komorek nabtonka w gruczole sutkowym, a utrata ekspresji miR-29b jest skorelowana ze ztym
rokowaniem u chorych na raka gruczotu sutkowego®°. Mir-29b hamuje przerzuty raka
gruczotu sutkowego poprzez hamowanie sieci pro-przerzutowych regulatorow zwigzanych
z angiogeneza, przebudowa kolagenu i proteoliza®. Ryu i wsp. podali, ze miR-708 hamuje
migracje komorek raka gruczotu sutkowego i przerzuty poprzez dziatanie na neuronatyne,
biatko siateczki $rodplazmatycznej, ktore reguluje wewnatrzkomoérkowy poziom jonéw Ca?*,
Supresja genu kodujacego neuronatyne (NNAT) przez miR-708 powoduje nieprawidtowa
regulacje poziomu Ca?*, powodujac inaktywacje biatek zwigzanych z migracja komorek, takich
jak kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym ERK i kinaza adhezji ogniskowej
FAK0,

1.12 Charakterystyka wybranych czasteczek mikroRNA
miR-31-5p

Gen dla czasteczki miR-31-5p jest zlokalizowany na chromosomie 9p21.3, tylko troche
ponad 500 kb poza lokalizacja dobrze znanych gendéw dla supresor6w nowotworu CDKN2A
oraz CDKNZ2B, kodujacych biatkowe inhibitory cyklu komérkowego pl5 oraz pl6. Miejsce
to jest czesto nazywane ,,gorgcym punktem” utraty genomu w réznych typach nowotworow.
Ze wzgledu na bliskie potozenie genu miR-31-5p i genéw CDKN2A oraz CDKN2B, mozna
przypuszczac, ze mogtby on zosta¢ utracony wraz z CDKN2A w réznych typach nowotwordw.
Poza tym, wielu badaczy wykazato, ze delecja genu miR-31-5p wystepuje m.in. w czerniaku'®,
miedzybtoniaku'®?, roznych typach biataczek'%31% oraz w raku urotelialnym!®. Co wigcej

wykazano, ze hipermetylacja promotora jest odpowiedzialna za niskg ekspresje miR-31-5p

wraku prostaty!® oraz w raku gruczohi sutkowego o podtypie potrojnie ujemnym?’.
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Co ciekawe w czerniaku obserwuje si¢ wystepowanie obu wspomnianych mechanizmow,
poniewaz gen dla miR-31-5p jest czesto dezaktywowany albo w wyniku delecji albo w wyniku

metylacji histonow'%,

Ekspresja czasteczki miR-31-5p jest najczesciej zmieniana W ludzkich nowotworach,
a poziom jej ekspresji zostat oznaczony w wielu typach nowotworéw. Moze by¢ on zar6wno
obnizony jak i podwyzszony. Obnizenie ekspresji miR-31-5p zaobserwowano w raku gruczotu
sutkowego oraz w kilku innych nowotworach, takich jak rak pecherza moczowego, rak
watroby, jajnika i1 prostaty, a takze w glejaku (Tabela 5). Obnizenie ekspresji miR-31-5p
we wspomnianych nowotworach, jest czesto zwigzane z okreslonym typem komorek
lub stopniem zaawansowania choroby. Na przyktad w inwazyjnym raku pecherza moczowego
wykryto niska ekspresje miR-31-5p%, ktora w tym nowotworze jest zwigzana z progresja guza
i ztym rokowaniem u pacjentow'%. Podobnie w raku prostaty i miedzybtoniaku, obnizona
ekspresja miR-31-5p byla zwigzana z zaawansowanym stadium rozwoju nowotworu i jego
agresywnym fenotypem?10192106 y 1inii komorkowej raka przetyku zaobserwowano obnizenie
ekspresji miR-31-5p w komérkach opornych na promieniowanie!!!. Ponadto to samo badanie
wykazato, ze ekspresja miR-31-5p byta obnizona w pierwotnych guzach przetyku, wykazujac
jednoczesnie staba odpowiedz na chemioradioterapie!!. Jak si¢ okazuje, czasteczka
miR- 31- 5p jest ciekawym przedmiotem do badan, z uwagi na zmiany w poziomie jej ekspresji
uzaleznione od danego typu nowotworu. Nadekspresje miR-31-5p obserwuje si¢ m.in. w raku
jelita grubego, raku ptuc i raku trzustki, raku ptaskonablonkowym glowy i szyi (ang. head
and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) oraz raku drog zoélciowych (Tabela 6).
W  badaniach nad rakiem przelyku dowiedziono, ze nadekspresja miR-31-5p
jest odpowiedzialna za inicjacje onkogenezy jak i jej rozwoj. Nadekspresje miR-31-5p
zaobserwowano w polipach przednowotworowych raka okreznicy, €O sugeruje,
7e jest on zaangazowany w rozwdj nowotworu we wczesnych jego stadiach!?. Jak sie
okazuje, nadekspresja miR-31-5p byta zwigzana z zaawansowanym stadium guza, zwigkszong
inwazjg oraz stabym zroznicowaniem!!34 Co ciekawe, w raku trzustki zaobserwowano
interesujacy, dualistyczny wzorzec ekspresji miR-31-5p — w ktérym w wiekszosci linii
komorkowych: HsO07T, HupT4, AsPC-1, HPAF-II, CFPAC-1, Capan-2, HPAC, SW1990,
Panc-1 oraz Hs766T obserwowano silng nadekspresj¢ miR-31-5p, podczas gdy pozostale linie
komorkowe: BXPC-3, SU.86.86, DanG, HupT3, MiaPaCa-2, Capan-1 oraz prawidtowa tkanka

115

wykazywaty brak ekspresji miR-31-5p
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Czasteczka miR-31-5p jest zdolna do interakcji z szeregiem docelowych czasteczek
MRNA, zaangazowanych w rézne szlaki sygnatowe odpowiedzialne m.in. za regulacje takich
procesow jak: proliferacja, apoptoza, migracja, inwazja czy radio i chemiowrazliwos$¢ (Tabela

5i6).

Tabela 5 Obnizona ekspresja miR-31-5p w roznych typach nowotworow.

Nowotwor miR- Gen Szlak sygnalowy Funkcja Odniesienie
31-5p
E2F2 cykl komoérkowy(E2F) 116
o CEBPA anty-proliferacyjna
Rak jajnika l
STK40 P53
MET PISK/AKT Chemiowrazliwoéé 117
HDAC2 cykl komorkowy (E2F) anty-proliferacyjna 118
Rak watroby |
CDK2 P53
E2F1 cykl komorkowy (E2F) 106
E2F2
EXO1 anty-proliferacyjna
Rak prostaty l
FOXM1
MCM2
AR AR
Rak jamy MCM2 cykl komorkowwy anty-proliferacyjna 119
nosowo- l . .
gardlowej FIH P53 anty-migracyjna
PARP1 szlaki naprawy DNA 11
SMUG1
Rak przelyku l Radiowrazliwo$é¢
MLH1
MMS19
RhoA Rho/ROCK anty-migracja 120123
ITGAS PI3K/AKT anty-migracja
Rak zoladka l Smad4 TGF anty-proliferacyjna
SGPP2 STAT3 anty-migracja, apoptoza
E2F2 cykl komérkowy (E2F) anty-proliferacyjna
Glejak ! DOCK1 NF-xB anty-migracja 124
. PRKCE NF-xB Apoptoza 125
chemio/radiowrazliwos$¢
Smad3 TGF-B 126
Rak piersi Smad4
i Axinl WNT Proliferacja
Dkk1
Gsk3p

42



Jak si¢ okazuje, oznaczanie poziomu ekspresji miR-31-5p, moze okaza¢ si¢ przydatnym

narz¢dziem w diagnostyce, poniewaz moze pomoc w odzyskaniu chemio- czy radiowrazliwos$ci

lub przyczyni si¢ do zdiagnozowania stopnia ztosliwosci nowotworu. Podwojna funkcja

(supresorowa lub onkogenna) badanej czgsteczki mikroRNA moze wynika¢ z dwoch przyczyn:

typu nowotworu oraz jej docelowych czgsteczek mRNA.

Tabela 6 Podwyzszona ekspresja miR-31-5p w réznych typach nowotworéw.

Nowotwor miR-31-5p Gen Szlak sygnalowy Funkcja Odniesienie
Rak jelita grubego SATB2 MEKS5/ERKS Proliferacja 127
Migracja
RASA1 RAS/MARK Proliferacja 128
Timal Racl Migracja 129
1 Smad3 TGF-B/BMP Proliferacja 130,131
Smad4 anty-apoptotyczna
Bmprio WNT Radiooporno$é
Axinl
Dkk1
Gsk3p
Rak drég zolciowych N Rasal RAS/ MARK/ Proliferacja 132
ERK1/2
Rak trzustki N RASA1 RAS/ MARK/ Migracja 133
ERK1/2
Rak glowy i szyi FIH HIF Proliferacja 134
f Migracja
Rak przelyku LATS2 Hippo Onkogeneza 135
f STK40 NF-xB Proliferacja 136
Rak phuc RASA1 RAS/ MARK/ Proliferacja, migracja 187
ERK1/2
SPRED1
SPRED?2
SPRY1
1 SPRY3
SPRY4
PPP2R2A Hippo 1s8-140
DICER1
LATS2
SATB2 TGF-B Migracja a1

Zaobserwowano, ze z jednej strony miR-31-5p hamowal progresje guzow w raku

przetyku, raku zotadka i prostaty. Z drugiej strony w raku kolczystokomorkowym skory, raku

ptaskonablonkowym jamy ustnej, raku przetyku, raku ptaskonabtonkowym glowy 1 szyi
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i wraku szyjki macicy, miR-31-5p promowal proces rozwoju nowotworu. Co ciekawe
w przypadku raka przetyku, funkcja jaka pelni badana czasteczka mikroRNA zalezy
od zdiagnozowanego typu patologicznego nowotworu*®142-145 Nawet regulacja tego samego
szlaku sygnatlowego moze wywotaé przeciwne efekty. Na przyktad miR-31-5p
jest zaangazowany w regulacj¢ szlaku sygnalowego NF-kB w raku gruczotlu sutkowego,
glejaku i raku przetyku. Jednak powoduje apoptoze w raku gruczotu sutkowego, uniemozliwia
migracje w glejaku, a w raku przelyku indukuje proliferacje’?*1*%146, Co wiecej, czasteczka
miR-31-5p nawet w roéznych typach nowotworoéw, moze wykazywa¢ podobna funkcje, jesli
odpowiada za regulacj¢ tych samych biatek docelowych. Na przyktad, miR-31-5p odpowiada
za regulacj¢ nastepujacych gendow: Axin, Dkkl, Gsk3B w raku gruczotu sutkowego typu
podstawnego jak i w raku jelita grubego. W rezultacie w tych dwoch przypadkach peini

on funkcje onkogenng!?61%0

. Jak si¢ okazuje, indukowane obnizenie lub nadekspresja
miR- 31- 5p, w zalezno$ci od danego typu nowotworu powodowata ten sam efekt —
uwrazliwienie komorek nowotworowych na chemioterapeutyki. Na przyktad, w raku okreznicy
hamowanie wysokiej endogennej ekspresji miR-31-5p uwrazliwialo komorki raka okre¢znicy
na 5-FU (5- fluorouracyl), chemioterapeutyk powszechnie stosowany w leczeniu réznego
rodzaju nowotworow'*’. Z drugiej strony w raku przetyku, prostaty i jajnika 0 niskiej
endogennej ekspresji  miR-31-5p, nadekspresja miR-31-5p uwrazliwiata komorki

wymienionych nowotwordéw na chemio i radioterapie!t®114117,

Czasteczka miR-31-5p wykazuje zdolnos¢ do plejotropowej regulacji docelowych
czasteczek mRNA, ktore sg zaangazowane w rozne procesy komodrkowe istotne dla ogolnego
stanu adhezji komorkowej. Czasteczka ta jest odpowiedzialna .in.. za regulacje nastepujacych

biatek — RhoA, FAK oraz ITGAS (Tabela 7).
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Tabela 7 Czgsteczki docelowe regulowane przez czgsteczke miR-31-5p w réznych typach nowotwordéw.

Gen docelowy Funkcja Nowotwor Odniesienie
ATN1 ujemna regulacja transkrypcji rak okreznicy 148
fibroblaosty
CCL5 cytokina ZWigzane z rakiem 149
jajnika
CEBPA czynnik transkrypcyjny rak jaknika 16
DACT3 ujemna regulacja szlaku Wnt rak ptuc 150
DKK1 ujemna regulacja szlaku Wnt rak phuc 150
E2F1 czynnik transkrypcyjny rak prostaty 106
E2F2 czynnik transkrypcyjny rak jaknika 116
E2F2 czynnik transkrypcyjny rak prostaty 106
E2F6 czynnik transkrypcyjny rak prostaty 110
EX01 egzonukleaza rak prostaty 106
EZH2 ujemna regulacja transkrypcji czerniak 101
FAT4 transdukcja sygnatu miesak Kaposiego 151
FIH4 hipoksja rak glowy i szyi 142
FOXM1 czynnik transkrypcyjny rak prostaty 106
ITGA2 adhezja komérkowa rak piersi 152
ITGA5 adhezja komérkowa rak piersi 152
ITGAV adhezja komérkowa rak piersi 152
ITGA3 adhezja komoérkowa rak piersi 152
LATS?2 kinaza serynowo-treoninowa rak ptuc 139
MAP3KI4 kinaza biatkowa biataczka 104
MCM2 replikacja DNA rak prostaty 106
MLHI naprawa DNA rak przetyku 1
MLHI naprawa DNA rak ptuc 158
MMS19 naprawa DNA rak przetyku 1
PARP1 transferaza poly-ADP, modyfikacja biatek rak przetyku 1
PPP2R2A podjednostka fosfatazy serynowo-treoninowej rak ptuc 139
RASA1 aktywacja GTP-azy rak okreznicy 128
RDX reorganizacja cytoszkieletu glejak 154
RHOA GTP-aza rak jamy ustnej 155
RHOBTBI GTP-aza rak okreznicy 156
fibroblasty zwiazane
SATB2 regulacja transkrypcji, remodelowanie chromatyny z rakiem 157
endometrium
SLC26A3 biatko transbtonowe, transport jonowy rak okreznicy 148
SMUGI naprawa DNA rak przetyku i
STK40 kinaza serynowo-treoninowa rak jajnika 116
TIAM aktywacja GTP-azy rak okreznicy 129
WAVE3 reorganizacja cytoszkieletu rak piersi 158
PTK2 (FAK) adhezja komoérkowa rak phuc 159
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Biatko RhoA nalezy do rozlegtej nadrodziny Ras, ktore jako GTP-azy przemieszczajg
si¢ pomigdzy nieaktywnymi formami zwigzanymi z GDP i1 aktywnymi zwigzkami z GTP.
Ta dynamiczna forma pozwala tym biatkom dziata¢ jako przetaczniki molekularne
po aktywacji przez receptory obecne na powierzchni komorki, co prowadzi do aktywacji
transkrypcji, reorganizacji cytoszkieletu 1 migracji komorek. Biatko to jest zaangazowane
w kontrole kilku krytycznych funkcji komodrkowych, w tym regulacji cytoszkieletu
aktynowego, onkogenezy, przezycia, inwazji, migracji i przerzutowania oraz posredniczy
w regulacji adhezji komorkowej, poniewaz oddziatuje z réznymi regulatorami i efektorami,
ktore moduluja jego aktywnos¢. Autorzy wielu prac pokazuja, ze aktywno$¢ biatka RhoA
jest rozregulowana w wielu nowotworach, co wigcej biatko to jest zaangazowane we wszystkie
etapy rozwoju nowotworu*®®. Nadekspresja RhoA w raku gruczotu sutkowego jest skorelowana
ze wzrostem proliferacji, inwazji i rozwojem angiogenezy. Okazuje si¢, ze wyciszenie biatka
RhoA przy uzyciu siRNA powodowalo zahamowanie wzrostu komorek i rozwoju angiogenezy
w ludzkiej linii komoérkowej raka gruczoli sutkowego — MDA-MB-231%1162 ponadto
nadekspresje biatka RhoA obserwuje si¢ rowniez w tkankach i liniach komoérkowych raka
zotadka, co wigecej ma ono kluczowe znaczenie dla przejscia komorek w fazg G1-S cyklu

komoérkowego'®®

. W badaniach Korourian i wsp. zbadano korelacje miR-31-5p oraz biatka
RhoA. Badania wykazaly, ze ekspresja czgsteczki miR-31-5p jest obnizona w liniach
komoérkowych raka zotadka w poréwnaniu do tkanek nieobjetych nowotworem. Co wiegcej
miR-31-5p oddziatuje z koncem 3’UTR genu RhoA, hamujac jego ekspresje, co skutkuje
obnizeniem ekspresji biatka ROCK, ktéora w efekcie przyczynia si¢ do akumulacji
fosforylowanego lekkiego tancucha miozyny, prowadzac do zahamowania inwazji komodrek

raka zoladka'®*

. Z uwagi na to, ze oba biatka ulegajg ekspresji w wielu nowotworach ztosliwych
i indukujg proces nowotworzenia, dlatego miR-31-5p moze zapobiegaé rozprzestrzenianiu
si¢ komorek raka zotadka przynajmniej czeSciowo poprzez regulacje szlaku RhoA/ROCK.
W przypadku raka przetyku, w badaniach Chang i wsp. nadekspresja miR-31-5p (zaréwno nici
pasazerskiej jak 1 wiodacej) przyczyniata si¢ do obnizenia poziomu biatka RhoA, co wigcej
promowata rozw6j onkogenezy'®. Regulacja procesu adhezji komérkowej oraz tworzenie
ognisk adhezji (miejsca przyczepu komoérki do ECM) sg zalezne od aktywnosci biatka RhoA
I jednoczesnego wyciszenia aktywnosci biatka Racl. Aktywacja RhoGTP-az w sygnalizacji
adhezji komodrkowej jest powigzana z aktywacja integryn, kompleksu biatek FAK-Src

oraz samych GTP-az z rodziny Rho*®>16¢,

46



Adhezja komorek do macierzy zewnatrzkomorkowej jest waznym ogniwem procesu
przezycia komoérek. W przypadku gdy komoérka nie otrzymuje sygnatu do adhezji ulega
apoptozie z powodu braku przylegania (anoikis). Aktywno$¢ kinazy adhezji ogniskowej FAK
(ang. focal adhesion kinase) jest niezbedna dla przetrwania komorki, poniewaz powoduje
odpornos$¢ na anoikis. Co wigcej wzrost fosforylacji tego biatka zaobserwowano w miejscach
kontaktéw ogniskowych!®”1%8 Wspomniane biatko FAK jest niereceptorowa biatkows kinaza
tyrozynowa, ktéra posredniczy w sygnalizacji zaleznej od czynnika wzrostu i adhezji przez
kilka dalszych szlakow sygnatlowych prowadzacych do migracji komorek, inwazji, progresji
cyklu komorkowego i przezycia, zarowno podczas rozwoju jak i progresji nowotworu. Ludzki
gen kodujacy FAK, nazywany PTK2, znajduje si¢ na chromosomie 8 locus q24.3 i jest wysoce
konserwatywny z ponad 90% identyczno$cia sekwencji aminokwaséw u réznych
gatunkéw, W tym czlowieka, myszy, kury domowej i zaby szponiastej (Xenopus).
Aktywowany szlak sygnalowy FAK-Src promuje ruchliwo$¢ komorek, progresje cyklu
komoérkowego i przezycie komorek, prowadzac do wzrostu guza i przerzutéw. Na przyktad
szlak sygnalowy Src-FAK sprzyja internalizacji E-kadheryny podczas progresji
raka, utatwiajac w ten sposob przejscie EMT 1 zwigkszajagc ruchliwos¢ komorek
nowotworowych. Chociaz nie wykazano, ze sam FAK jest onkogenem, opisywano
nadekspresje 1 aktywacje FAK w guzach inwazyjnych i przerzutowych, w tym tarczycy,
prostaty, raka jelita grubego i jajnika, a takze miedzybloniaka ztosliwego'®. Co wieccej
kluczowa funkcja biatka FAK jest przekazywanie sygnatu pochodzacego z receptorow
integrynowych, bioragcych udziat w adhezji, do wewnatrzkomorkowej kaskady
biatek!’%™! dlatego biatko FAK pelni wazng role w regulacji integryn. Integryny
sg zbudowane z podjednostek o oraz P, sg rowniez niereceptorowymi kinazami, ktore
do transdukcji sygnatu potrzebuja partnera kinazy. Takim partnerem okazuje si¢ by¢ biatko
FAK, ktérego rekrutacja wptywa na regulacje wewnatrzkomoérkowej sygnalizacji w ktorej

172 Ludzkie integryny sa heterodimerami utworzonymi z dwéch

posrednicza integryny
podjednostek: a i B. Znane sg 24 podjednostki o oraz 9 podjednostek B. Co wigcej ekspresja
integryn jest ré6zna w zaleznosci od typu komorek oraz rodzaju tkanki. Integryna os
heterodimeryzuje z integryng Pi1 tworzac receptor specyficzny dla fibronektyny - asfil”,
podczas gdy asPs wigze szeroka game biatek wtoknistych, takich jak fibronektyna, fibrynogen
i witronektyna. Podczas progresji nowotworu i przerzutowania, profile ekspresji integryn
sg zmieniane w sposob, ktory nasila inwazje 1 migracje komoérek. Ponadto integryny sprzyjaja
inwazji i przerzutom raka poprzez interakcje z innymi typami komorek, takimi jak komorki

$rodbtonka i fibroblasty w mikrosrodowisku guzal’*17®. W raku gruczohu sutkowego integryna

47



os (kodowana przez gen ITGAS) posredniczy w procesie adhezji komoérek nowotworowych,
W migracji kierunkowej wzdtuz fibronektyny regulowanej przez macierz zewnatrzkomérkowa
oraz w przezywalnosci komorek nowotworowych in vitro'177-18 |TGA5 — posredniczy
rowniez w przerzutowaniu do pluc w mysich modelach zwierzgcych raka gruczotu
sutkowego'®182 Co wigcej w pracy Deng’a i wsp. dowiedziono, ze nadekspresja biatka ITGAS
promuje proliferacje, migracje, inwazj¢ i progresje raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej
poprzez inicjacje procesu EMTY®. Integryny moga réwniez wpltywaé na regulacje
nastepujacych szlakow sygnatowych — PISBK/AKT, MAPK/ERK, JNK oraz SAPKs®*, Jak sie
okazuje miR-31-5p w raku gruczotu sutkowego zostatl zidentyfikowany jako gtowny regulator
ekspresji integryn. Co wiecej eksperymenty wykonane na liniach komorkowych raka gruczotu
sutkowego i raka prostaty wykazaty, ze miR-31-5p moze bezposrednio regulowac integryne o,
as, av i B3, a posrednio regulowac podjednostke B1. Co wiecej obnizenie ekspresji integryny os
w wyniku indukowanej nadekspresji miR-31-5p, hamuje rozprzestrzenianie si¢ komorek
nowotworowych®2, Podobny efekt obserwuje sie w raku zoladka — tam czasteczka miR-31-5p,
prowadzi do obnizenia ekspresji integryny os za posrednictwem szlaku sygnatowego

PI3K/AKT, przyczyniajac sie do zahamowania inwazji i migracji komoérek nowotworowych?,
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miR-147-3p

Gen dla czgsteczki miR-147 znajduje si¢ na chromosomie 15 locus g21.1, jest
zaangazowany w potranskrypcyjng regulacje ekspresji gendéw, wplywajac zaréwno
na stabilno$¢ jak i translacje docelowych czasteczek mRNA. Ludzkim homologiem mysiej
czasteczki miR-147-3p jest miR-147b (hsa-miR-147b)'®*. Nieprawidtowosci w ekspresji
mMiR- 147 obserwuje si¢ w wielu nowotworach, dlatego czgsteczka ta moze petni¢ wazng role
w procesie nowotworzenia'®. Jak si¢ okazuje czasteczka ta moze petnié r6zna role zaréwno

onkogenng jak i supresorowg w zaleznosci od danego typu nowotworu. Podwyzszony poziom

186 187

ekspres;ji tej czasteczki zaobserwowano w raku zotgdka™® i watroby™°’, natomiast obnizony
w raku gruczotu sutkoweg0'® i ptuc!®®. Lee i wsp. odkryli, ze ekspresja miR-147b indukowata
proces MET oraz zatrzymanie cyklu komoérkowego w komérkach raka okreznicy i phuct®.
Ponadto stwierdzono, ze ekspresja czasteczki miR-147b ma podobng aktywnos¢ funkcjonalng
do czasteczki miR-201, ktory bierze udziat w rozwoju niewydolnosci serca'®. Co wigcej
w badaniach Xu i wsp. dowiedziono, ze ekspresja czagsteczki miR-147b jest znacznie
podwyzszona u pacjentéow z miazdzyca!®. W innych badaniach przeprowadzonych
przez Zhang i wsp. dowiedziono, ze miR-147 inicjuje odwracalny stan tolerancji
na  ozymertynib - inhibitor  receptora  naskorkowego  czynnika  wzrostu
(EGFR, ang. epidhermal growth factor receptor) w niedrobnokomoérkowym raku ptuca. Dzigki
analizie miRNA-seq stwierdzono, ze nadekspresja miR-147 wystepuje w komoérkach raka ptuc
tolerujacych ozymertynib oraz w komérkach raka pluc z mutacja genu EGFR?91%,
Przeprowadzone badania w raku zoladka wykazaly wzrost ekspresji miR-147, zaro6wno
w tkance guza jak i w ludzkich liniach komérkowych. Co wigcej wyciszenie wspomnianej
czasteczki mikroRNA powodowato obnizenie proliferacji komorek raka zotadka in vitro.
Dowiedziono, ze obnizenie ekspresji miR- 147 w komorkach raka zotadka in vitro prowadzi
do wzrostu chemowrazliwoéci na 5- fluorouracyl (5-FU)¥. W raku gruczotu sutkowego
mMiR- 147 obniza proliferacj¢ komorek in vitro poprzez regulacje szlaku sygnatowego

AKT/mTOR?,
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miR-223-3p

Gen kodujacy czasteczke miR-223 jest transkrybowany z niezaleznego promotora.

Promotor ten wykazuje charakterystyczny wzor ekspresji w ukladzie krwiotworczym? 8419419,

W przypadku czasteczki miR-223-3p, jej ekspresja jest rowniez zalezna od badanego typu

nowotworu. Na przyktad, wysoki poziom ekspresji obserwuje si¢ w raku prostaty%

197

a obnizony
w raku watroby™’. Wysoki poziom ekspresji obserwuje si¢ w komorkach linii mieloidalne;j,
przy czym najwyzszy poziom ekspresji  czasteczki miR-223  obserwowany
jest w granulocytach'®®. Ponadto, zaobserwowano, ze poziom ekspresji miR-223 wzrasta
pod wptywem indukowanego kwasem retinowym (RA, ang. retinoic acid) réznicowania
komorek biataczki promielocytowej NB4 1 HL-60, a takze w komorkach pierwotnych biataczki.
Jest to spowodowane indukcjg ekspresji genu miR-223 przez mieloidalne czynniki
transkrypcyjne PU.1 i C/EBP B — bialko wiazace si¢ z sekwencja CCAAT %290 Co wigcej
czynnik transkrypcyjny I-A (NFI-A, ang. nuclear factor I-A) moze odpowiada¢ za utrzymanie
nizszych poziomoéw ekspresji miR-223 1 stabilizowaé niezroznicowany stan komorek
prekursorowych, poniewaz konkuruje o wigzanie z czynnikiem transkrypcyjnym C/EBPa
— silnym induktorem transkrypcji miR-223'%2%1  Nadekspresje czasteczki miR-223-3p
zaobserwowano podczas procesu granulopoezy. Jest ona koordynowana przez dziatanie
réznych mieloidalnych czynnikow transkrypcyjnych. Znaczenie czasteczki miR-223
W procesie roznicowania szpiku kostnego wykazano rowniez wykonujac badania z uzyciem
antagomiRa miR-223, zahamowanie miR-223 niweluje indukowane przez czynnik GM-CSF
(czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow 1 makrofagow) rdznicowanie
monocytow oraz niweluje indukowane przez ester forbolu (PMA, ang. phorbol 12-myristate 13
acetate) roznicowanie komorek THP-1. Co wigcej badania wykazaly, ze mikropecherzyki
zawierajgce czgsteczke miR-223, wydzielane przez zréznicowane makrofagi sg wystarczajace

do indukowania réznicowania monocytow?%2,

Oprocz poznanej funkcji miR-223-3p w komorkach uktadu hematopoetycznego, coraz
wiecej badan wskazuje na istotng role wspomnianej czgsteczki mikroRNA
w niehematologicznych nowotworach zto§liwych. Zaobserwowano, ze w przerzutujagcym raku

203 \Wykazano

jajnika wykryto wyzszy poziom miR-223-3p niz w pierwotnym raku jajnika
réwniez, ze poziom ekspresji miR-223-3p jest podwyzszony W przerzutujagcym raku zotgdka
CO sprzyja inwazji i przerzutom wywolanym przez czynnik transkrypcyjny Twist. Nadekspresja

miR-223-3p w komorkach raka zotadka sprzyja inwazji, podczas gdy wyciszenie miR-223-3p
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204 Dodatkowo zbadano funkcje

powodowato zahamownie inwazji komorek in vitro i in vivo
miR-223-3p w raku prostaty. Nadekspresja miR-223-3p w liniach komoérkowych raka prostaty
sprzyjata proliferacji, hamowata apoptozg i promowata inwazj¢ komorek. W pracy Wei i wsp.
dowiedziono, ze czasteczka miR-223 odpowiada za regulacje biatka Septin 6 (SEPT6).
Wykazano, ze nadekspresja biatka SEPT6 w komorkach raka prostaty ostabiata proliferacje

k2%, Oprocz udzialu w promowaniu inwazji i proliferacji komorek rakowych,

I inwazj¢ komore
miR-223-3p peini rowniez funkcje supresyjne W nowotworach. W raku watroby (HCC)
miR- 223-3p ulegal represji w liniach komoérkowych i guzach HCC w poréwnaniu
z prawidlowa, nieobjetg rakiem, tkankg watroby. Nadekspresja miR-223-3p w komorkach
Hep3B, HKCL i HKCL-C3 powodowata obnizenie zywotnosci komorek w wyniku
bezposredniej regulacji biatka statminy 1 (STMN1, ang. Stathmin 1)!*’. Funkcja czasteczki
miR-223-3p w regulacji cyklu komorkowego zostata potwierdzona w modelu z nadekspresja
miR-223-3p w komorkach HelLa. Nadekspresja miR-223-3p skutkowala obnizeniem
proliferacji komoérek wzgledem komorek niemodyfikowanych in vitro oraz in vivo w modelu
myszy szczepu nude. Supresja ta moze by¢ spowodowana obnizeniem ekspresji receptora
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF1R, ang. insulin-like growth factor 1 receptor)
oraz sygnalizacji AKT/mTOR/p70S6K regulowanych przez czasteczke miR-223-3p,

CO réwniez zaobserwowano w biataczkach i liniach komérkowych raka watroby?%.

Masciarelli i wsp. wykazali, ze zmutowane biatko p53 powoduje represje promotora
miR-223 we wspolpracy z czynnikiem transkrypcyjnym ZEB1 w liniach komorkowych raka
okreznicy 1 raka gruczolu sutkowego. Moze to odgrywaé¢ wazng role w lekoopornosci,
poniewaz egzogenna ekspresja miR-223 zwigksza wrazliwos$¢ na czynniki uszkadzajgce DNA.
Autorzy przypisali ten efekt biatku STMNI1, regulowanemu przez miR-223, poniewaz
knockdown tego biatka za posrednictwem siRNA ma taki sam efekt jak nadekspresja miR-223.
Zatem zmutowane biatko p53 powoduje obnizenie ekspresji miR-223, co z kolei prowadzi
do nadekspresji STMNI1 i zwigkszonej chemoopornosci?®’. Dodatkowo w badaniach Sun i wsp.
dowiedziono, ze miR-223-3p zwigksza wrazliwo$¢ nowotworowych komorek macierzystych
raka gruczohu sutkowego na ligand indukujacy apoptoze¢ zwigzany z TNF (ang. TNF-related
apoptosis-inducing ligand, TRIAL) poprzez regulacje biatka HAX-1%%
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Il.ZALOZENIA I CEL PRACY

Obecnie jedna z najwigkszych przeszkdod w diagnozowaniu przerzutujagcego raka
gruczohu sutkowego jest brak czulych i specyficznych biomarkeréw, ktore pozwolityby
na rozpoznanie przerzutow na wczesnym etapie ich powstawania. Aktualnie stosowane
markery w rozpoznawaniu raka gruczotu sutkowego (ER, PR, HER2, Ki67, p53) sa oznaczane
w materiale pooperacyjnym, dlatego wymagaja ingerencji chirurgicznej. Naukowcy duza
uwage skupiajg wokot badan nad czasteczkami mikroRNA, poniewaz wlasnie one moga okazaé
si¢ doskonalym narzedziem do rozpoznawania przerzutujacego raka gruczolu sutkowego.
Czasteczki te mozna tatwo oznaczy¢ i pozyska¢ z takich tkanek jak: krew (osocze), $lina
czy plwocina. Dodatkowo biorg one udzial w kluczowych procesach takich jak: apoptoza,
proliferacja czy réznicowanie komorek. Nieprawidtowosci w ekspresji tych czasteczek moga
by¢ przyczyng wielu chorob, w tym nowotwordw®®. Dlatego gtéwnym celem badan byto
poszukiwanie czasteczki mikroRNA, ktora pozwalataby na rozpoznanie ludzkiego
przerzutujacego raka gruczotu sutkowego. Wstepne badania przesiewowe wykonano na dwoch
modelach mysiegoraka gruczotu sutkowego — nieprzerzutujagcego 67NR oraz przerzutujgcego

4T1. Ponizej przedstawiono pozostate posrednie cele badan:

= zbadanie poziomu ekspresji wybranych czgsteczek mikroRNA — miR-31-5p, miR-147-
3p oraz miR-223-3p w komodrkach ludzkich i mysich linii raka gruczotu sutkowego
or6znych podtypach molekularnych;

= zbadanie poziomu ekspresji wybranych czasteczek mikroRNA — miR-31-5p, miR-147-
3p oraz miR-223-3p w tkankach uzyskanych od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
gruczotu sutkowego;

= ocena wplywu miR-31-5p na adhezj¢ komorkowg oraz ocena poziomu ekspresji biatek
docelowych dla miR-31-5p w komérkach linii ludzkiego raka gruczotu sutkowego
po wyciszeniu lub nadekspresji miR-31-5p;

= ocena poziomu ekspresji markerow  charakterystycznych dla  przejScia
nablonkowo mezenchymalnego (E-kadheryna, N-kadheryna) w komorkach linii

ludzkiego raka gruczotu sutkowego.
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1. MATERIALY Il METODY

3.1 Hodowle komorkowe

Charakterystyka wybranych linii komodrkowych raka gruczotlu sutkowego
wykorzystywanych do przeprowadzenia badan zostala przedstawiona w tabeli 8 oraz 9.
Charakterystyke linii ludzkich uzupeliono dodatkowo o podtyp molekularny nowotworu

piersi.
a) Ludzkie linie komorkowe raka gruczotu sutkowego

Tabela 8 Charakterystyka linii komorkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego pod wzgledem obecnosci poszczegolnych
markerow.

Linia

Komb ER PR HER2+ Ki67 Podtyp BRCA1 p53* Referencije
omoérkowa
BT-474 + +- + wysoka luminalny B WT MUT 209 210211
SKBR-3 - - + wysoka HER2+ wWT MUT 209
MCF-7 + +/- - niska luminalny A WT WT 209
209
MDA-MB-231 - - - wysoka TNB - claudin low WT MUT 200
209
MDA-MB-468 - - - wysoka TNB - bazalny WT MUT 200
JIMT-1 - - + wysoka HER2+ WT MUT 209,210,212
T47D + +/- - niska luminalny A WT MUT 209
Spontanicznie uniesmiertelniona linia komorkowa wyprowadzona z prawidlowego nabtonka gruczotu
MCE10A sutkowego. Nie jest tumorogenna i nie wykazuje ekspresji receptora estrogenowego (ER «). Jest

szeroko wykorzystywana jako model do badan in vitro, m.in. do badania funkcji i zmian prawidtowej
tkanki piersi®®,

*dane dotyczace statusu biatka p53 w ludzkich liniach komérkowych raka gruczotu sutkowego uzyskano z bazy danych IARC
(ang. International Agency for Research on Cancer).
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b) Mysie linie komoérkowe raka gruczotu sutkowego

Tabela 9 Charakterystyka mysich linii komérkowych raka gruczotu sutkowego

Lp.

Symbol linii
komérkowej,

Charakterystyka linii komérkowych

Eph4 Ev
ATCC

Linia komoérkowa uzyskana w wyniku transfekcji linii rodzicielskiej Eph4 - mysiej linii
komorek sutka z pustym wektorem ekspresyjnym niosgcym gen opornosci na puromycyne.
Morfologiczne i funkcjonalne cechy komorek linii Eph4 Ev, typowe dla prawidlowych
komorek nablonkowych sutka®'4,

168 FARN

Linia komérkowa 168 FARN, po ortotopowym wszczepieniu myszom szczepu BALB/c,
linia ta przerzutuje do weztéw chtonnych, nie za$ do krwi i narzadéow odleglych?527,

B-MEKDD
116

Linia komoérkowa uzyskana w wyniku transfekcji wektorem zawierajacym mutanta MEK 1
miejsca fosforylacji znakowanego epitopem Glu-Glu (MEKDD). rodzicielskiej linii Eph4
Ev. Cechuja ja tumorogenno$¢ i dlatego moze by¢ wykorzystana w badaniach in vivo jako
model mysiego nowotworu piersi?*é,

NF 639

Linia komérkowa uzyskana z guza nowotworowego myszy transgenicznych (transgen:
MMTV-c-neu). Lini¢ cechuje nadekspresja EGFR2/HER2/ErbB2/neu  zwiazana ze
znacznym wzrostem aktywnosci kinazy Erk/MAPK w nowotworze piersi?®®,

67NR

Linia 67NR nie przerzutuje po ortotopowym wszczepieniu myszom szczepu BALB/c?20.

4T1

Linia komérkowa mysiego raka gruczotu sutkowego poczatkowo wyizolowana przez
Freuda Millera i wspotpracownikow w Instytucie Karmana. Jest szeroko wykorzystywana
w laboratoriach badawczych jako model do badan iv vivo, z powodu wysokiej zdolnos$ci do
przerzutowania do kosci i innych tkanek/narzgdow np. ptuc, watroby, mézgu. Linia ta
stanowi doskonaty model badawczy dla zaawansowanego raka gruczotu sutkowego po
ortotopowym podaniu myszom?%,

EO771
EO771.LMB

Lini¢ komorkowa EO771 wyizolowano ze spontanicznie rosngcego guza raka gruczotu
sutkowego u myszy szczepu C57BL/6. Rodzicielska linia EO771 z wczesnego pasazu
zostata poddana transdukcji wektorem pMSCV (Murine Stem Cell Virus) - retrowirusowy
wektor wykazujacy ekspresje m_Cherry (czerwonego biatka fluorescencji). Lini¢
EO771.LMB wyprowadzono z przerzutu do ptuc raka sutka wywotanego podaniem linii
rodzicielskiej (EO771). Generalnie, z ptuc pobranych od myszy zaszczepionych
transdukowanymi komoérkami linii EO771 wyodrebniono w trakcie sortowania
cytometrycznego populacj¢ m_Cherry +, ktora nastgpnie ortotopowo wszczepiono myszom
szczepu C57BL/6. Z widocznych w ptucach przerzutdéw wyprowadzono nastepnie linig
EOQ771.LMB%1222,

10.
11.

Eph4 1424
Eph4 1424.1
Eph4 1424.2

Lini¢ komérkowa Eph4 1424 i jej podtypy wyizolowano ze szczepu myszy BALB/c,
ortotopowo zaszczepionych komoérkami linii Eph4, transfekowanych wektorem
wykazujacym ekspresj¢ mutanta MEK1 w miejscu fosforylacji Glu-Glu znakowanym
epitopem (MEKDD). Wszystkie podtypy linii Eph4 1424 charakteryzuja sig
tumorogennoscia i moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane jako model w badaniach in
Vivo223.224,
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Wykorzystane w trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej linie komdrkowe
pochodza z jednego z trzech bankéw komoérkowych: Europejskiej Kolekcji Zatwierdzonych
Hodowli Komoérkowych (ECACC, ang. European Collection of Authenticated Cell Culture),
z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komorkowych (ATCC, ang. American Type Culture
Collection) oraz z Niemieckiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych (DSMZ, ang. German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures). Lini¢ komorkowa 67NR otrzymano
z Karmanos Cancer Institute (Stany Zjednoczone) a linie EO771 i EO771.LMB z QIMR
Berghofer Medical Research Institute (Australia). Komoérki hodowano w inkubatorze
zapewniajac standardowe warunki (5% dwutlenku wegla (CO2), 37°C oraz 95% wilgotnosci
powietrza). Szczegotowy sktad mediow hodowlanych dedykowanych dla badanych linii

komoérkowych przedstawiono w tabeli 10 oraz 11.
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Tabela 10 Skiad mediow hodowlanych dla komorek poszczegolnych ludzkich linii raka gruczolu sutkowego wykorzystywanych w badaniach in vitro.

Symbol linii .
Lp. komérkowej Sklad medium hodowlanego
Medium Ham’s F12 (ang. Ham's F12 Medium, Corning, Nowy Jork, Stany Zjednoczone), Surowica konska, (ang. Horse Serum, HS, Life
MCE 10A Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), insulina 10 pg/ml (Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i
1 ATCC ’ penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska), nabtonkowy czynnik wzrostu 20 ng/ml, (ang. Epidhermal Growth Factor, EGF, Life
Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), hydrokortyzon 0,5 ug/ml (Merck, Darmstadt, Niemcy), toksyna cholery 0,05 pug/ml
(Merck, Darmstadt, Niemcy)
2 BT-474 ATCC Medium HybriCare (ang. HybriCare Medium, Manassas, Wirginia, Stany Zjednoczone), Ptodowa surowica bydleca 10% (ang. Fetal Bovine
' Serum, FBS, Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
SKBR-3. ATCC Ptyn Eagle'a (PChO IITD PAN Wroctaw, Polska), Ptodowa surowica bydleca 10%, (ang. Fetal Bovine Serum, FBS, Merck, Darmstadt, Niemcy),
3 ' L-glutamina 2mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), aminokwasy 1% (Merck, Darmstadt, Niemcy), insulina 8 pg/ml (Merck, Darmstadt, Niemcy),
MCF-7, EACC T .
streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
4 MDA-MB-231, | Ptyn RPMI 1640 (PChO, IITD PAN Wroctaw, Polska), Plodowa surowica bydleca 10% (ang. Fetal Bovine Serum, FBS, Merck, Darmstadt,
ATCC Niemcy), L-glutamina 2 mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
5 MDA-MB-468, | RPMI + G.MAX (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Ptodowa surowica bydleca 20%, (ang. Fetal Bovine Serum,
ATCC FBS, Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
Ptyn Dulbecco (Life Technlogies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Ptodowa surowica bydleca 10%, (ang. Fetal Bovine Serum,
6 JIMT-1, DSMZ | FBS HyClone, GE Healthacre, Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone), L-Glutamina 2 mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml
i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
OptiMEM, RPMI 1640 + HEPES (PChO, IITD PAN, Wroctaw, Polska), Plodowa Surowica Bydleca 5%, (ang. Fetal Bovine Serum, FBS
7 T47D, EACC HyClone, GE Healthacre, Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone), insulina 8 ug/ml (Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i

penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
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Tabela 11 Skiad mediow hodowlanych dla komorek poszczegolnych mysich linii raka gruczotu sutkowego.

Eph4 1424.2, ATCC

Lp. SympOI Im”. Sklad medium hodowlanego
komorkowej
Ptyn Dulbecco (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Plodowa surowica cieleca 10%, (ang. Calf Bovine Serum,
1. Eph4 Ev, ATCC CBS, ATCC, Manassas, Stany Zjednoczone), L-Glutamina 4 mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), puromycyna 1,2 ug/ml (Life Technologies,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
Ptyn Dulbecco (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Plodowa surowica cieleca 10%, (ang. Calf Bovine Serum,
2. 168 FARN, ATCC | CBS, ATCC, Manassas, Wirginia, Stany Zjednoczone), L-Glutamina 2 mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), aminokwasy 1% (Merck,
Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
B-MEKDD 116 Ptyn Dulbecco (Life Technol_ogi_es., Waltham, .Massachusetts, Stany Zjednoczone), Plodoyva surowica ci_ele;ca 10%, (ang. Calf Bovine Serum,
3. ATCC ’ CBS, ATCC, Manassas, Wirginia, Stany Zjednoczone), gentamycyna 200 pg/ml (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany
Zjednoczone), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
Ptyn Dulbecco (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Ptodowa surowica cieleca 10%, (ang. Calf Bovine Serum,
4, NF 639, ATCC CBS, ATCC, Manassas, Wirginia, Stany Zjednoczone), L-Glutamina 4 mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i
penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)
67NR, Ptyn Dulbecco (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Ptodowa surowica cieleca 10%, CBS, ATCC, Manassas,
5. Karmanos Cancer Wirginia, Stany Zjednoczone), L-Glutamina 2 mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), aminokwasy 1% (Merck, Darmstadt, Niemcy),
Institute streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska).
RPMI G.MAX (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Plodowa surowica bydleca 10%, (ang. Fetal Bovine Serum,
6. 4T1, ATCC FBS, Merck, Darmstadt, Niemcy), glukoza 3,5 g/L (Merck, Darmstadt, Niemcy), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa
Tarchomin, Warszawa, Polska)
EO771 Ptyn Dulbecco (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Ptodowa surowica bydleca 10%, (ang. Fetal Bovine Serum,
7 EO0771.LMB, FBS, GE Healthacre, Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone), L-Glutamina 2 mM (Merck, Darmstadt, Niemcy), imipenem 2,5 pg/ml (Fresenius
QIMR Berghofer Medical | Kabi, Bad Hamburg, Hessen, Niemcy)
Research Institute
Eph4 1424, ATCC Ptyn Dulbecco (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), Plodowa surowica cieleca 10%, (ang. Calf Bovine Serum,
8. Eph4 1424.1, ATCC CBS, ATCC, Manassas, Wirginia, Stany Zjednoczone), gentamycyna 200 pg/ml (Life Technologies, Waltham, Massachusetts, Stany

Zjednoczone), streptomycyna 0,1 mg/ml i penicylina 100 U/ml (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)

57




3.2 Eksperyment in vivo

Eksperyment in vivo zostat przeprowadzony na 6 tygodniowych myszach (ok. 20 g)
szczepu BALB/c w oparciu o zaopiniowany pozytywnie przez LKE (Lokalng Komisj¢ Etyczna
do spraw Doswiadczen na Zwierzgtach) we Wroctawiu wniosek o numerze 44/2016. Wszystkie
doswiadczenia wykonano zgodnie z Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady Unii
Europejskiej nr 2010/63 w sprawie wykorzystywania zwierzat do celow naukowych. Myszy
pozyskano z Zaktadu Zwierzat Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku. Myszy utrzymywano w warunkach 12-godzinnego cyklu dzien/noc
Z nieograniczonym dostepem do jedzenia i wody pitnej. Do przeprowadzenia eksperymentow
wykorzystano dwa modele mysiego raka gruczotu sutkowego — model nieprzerzutujacy (67NR)
oraz jego przerzutujacy odpowiednik (4T1). W toku prowadzonych doswiadczen myszy
zaszczepiono ortotopowo, w podsciotke thuszczows drugiego sutka, komoérkami z hodowli

in vitro (dzien ,,0” eksperymentu). Hodowle komorek zawieszono w ptynie Hanksa (PChO,

’ eksjgh)zefyz::ntu 24 dzien
eksperymentu
Dzien ,0”
zaszczepienie
&
e__,%__,/)
. Pomiar masy i guzéw

Rycina 9. Schemat eksperymentu in vivo. Eksperyment rozpoczeto od ortotopowego zaszczepienia myszy szczepu BALB/c
(dzien ,,0” eksperymentu). Do badania wykorzystano dwa modele mysiego raka gruczotu sutkowego: model nieprzerzutujgcy
67NR oraz jego przerzutujgcy odpowiednik 4T1. Podczas sekcji, ktore przeprowadzono w 12 oraz 24 dniu eksperymentu
pobierano kazdorazowo osocze, ptuca oraz guz nowotworowy. Pomiedzy sekcjami, w czestotliwosci co 2 dni, wykonywano
pomiary masy ciala i guzéw. Opracowanie wiasne.

IITD PAN, Wroctaw, Polska) i w objetosci koncowej 50 ul w stezeniu 10° i 10* komorek,
odpowiednio dla modelu 67NR oraz 4T1 wszczepiono myszom. Materiat (krew, pluca oraz guz
nowotworowy) pobierano kazdorazowo podczas sekcji w 12 oraz 24 dniu eksperymentu
(Rycina 9). Podczas sekcji w 24 dniu eksperymentu usmiercono réwniez myszy zdrowe
(nieobarczone nowotworem). W celu pobrania krwi do dalszych badan myszom podano

podskornie buprenorfing w ilosci 20 pl/g masy ciata, iglg o $rednicy nieprzekraczajacej 25-26
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G (KD Medical GmbH Hospital Products, Berlin, Niemcy), po uptywie 15 minut, zwierzgta
zostaty poddane znieczuleniu ogdlnemu — wziewnie, za pomocg izofluranu (Baxter, Deerfield,
Stany Zjednoczone). Nastgpnie od nieprzytomnych myszy pobrano probke krwi obwodowe;j
z zatoki zylnej oka do proboéwek zawierajacych EDTA-EDTA 1000A (KABE-
LABORTECHNIK, Niimbrecht, Niemcy). W toku dalszej procedury - zgodnie z protokotem
producenta probki krwi zarowno mysie jak i ludzkie wirowano przy 1900 x g przez 10° w 4°C.
Nastepnie osocze przeniesiono do nowych probowek typu Eppendorf i wirowano ponownie
przy 16 000 x g przez 10’ w 4°C w celu usuniecia pozostatosci komoérek. Uzyskane osocze
w objetosci 50 ul i 200 ul zawieszono w 5-krotnej objetosci 250 ul i1 1000 ul (odpowiednio)
odczynnika lizujacego — QIAzol® Lysis Reagent (QIAGEN® Hilden, Niemcy) nastepnie probki
osocza przechowywano w -80°C do dalszych analiz. R6znice w objetoéci zabezpieczonego
osocza wynikaja z ograniczonej ilo$ci krwi peinej uzyskanej od myszy. Po u$mierceniu
zwierzat pobrano narzady do dalszych analiz. W plucach policzono przerzuty, w 24 dniu
rozwoju nowotworu 4T1, liczba przerzutéw w ptucach u myszy, wahata si¢ miedzy 15 a 35,
w poréwnaniu do tkanki ptuc zdrowej, nieobjetej nowotworem??, Fragmenty tkanek — phuc,
guza nowotworowego oraz listwy mlecznej zabezpieczono w probowkach zawierajacych 1 ml
odczynnika lizujacego - QIAZzol® Lysis Reagent (QIAGEN® Hilden, Niemcy). Nastepnie
probki poddano homogenizacji przy uzyciu homogenizatora. Dokladny opis procedury
znajduje sie¢ w rozdziale 3.5 a). Kontrolg eksperymentu in vivo stanowit materiat pochodzacy
od zdrowych myszy (nieobarczonych nowotworem) — krew (osocze), pluca oraz fragment

listwy mleczne;j.

3.3 Badania z udziatem pacjentek

Badania z wykorzystaniem materiatu ludzkiego przeprowadzono za zgoda o numerach
71/2017 oraz 286/2017 wydang przez Komisj¢ Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym
im. Piastow Slaskich we Wroclawiu oraz po uzyskaniu $wiadomej zgody chorych na raka
piersi. Materiat — krew oraz fragment tkanki wraz z utkaniem nowotworowym potwierdzonym
przez patomorfologa — utrwalony w bloczku parafinowym, pobrano od pacjentek
ze zdiagnozowanym rakiem gruczolu sutkowego leczonych w Dolnoslaskim Centrum
Onkologii (DCO) we Wroctawiu. Krew petng pobierano od pacjentek ze zlokalizowanym
miejscowo rakiem gruczolu sutkowego (50 pacjentek) oraz z rozsianym (przerzutujacym)
rakiem gruczotu sutkowego (10 pacjentek) z zyly posrodkowej lokcia do probowek
zawierajagcych EDTA-S-Monovette (SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Niemcy).
W przypadku krwi, kontrole eksperymentu stanowita grupa kobiet zdrowych (ochotniczki),
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u ktérych wykluczono obecno$¢ raka gruczotu sutkowego (7 ochotniczek). Bloczki parafinowe
uzyskano tacznie od 36 pacjentek z czego grupe badang stanowito 31 pacjentek
ze zdiagnozowanym miejscowo rakiem gruczotu sutkowego oraz 5 pacjentek z rozsianym
(przerzutujgcym) rakiem gruczotu sutkowego. Liczba zebranych probek osocza rozni
si¢ 0d liczby zebranych bloczkéw parafinowych — jesli guz nie przekraczal 2 cm
to rezygnowano z jego pobierania z uwagi na koniecznos$¢ zabezpieczenia odpowiedniej ilosci
materiatu pooperacyjnego do diagnostycznego badania histopatologicznego. Kontrole
eksperymentu dla tkanki guza stanowito komercyjnie dostepne spulowane catkowite RNA
(Total RNA, BioChain Institute, Newark, Stany Zjednoczone) wyizolowane ze zdrowej tkanki

piersi uzyskanej od 5 dawczyn w wieku od 21 do 81 lat.

METODY
3.4 Izolacja catkowitego RNA oraz mikroRNA z osocza

a) Osocze z probek mysich i ludzkich

Procedur¢ izolacji mikroRNA oraz calkowitego RNA wykonano przy uzyciu
komercyjnie dostgpnego zestawu — miRNeasy Serum/Plasma Kit (QIAGEN®, Hilden,
Niemcy) zgodnie z protokotem producenta. Probki osocza zardwno mysie jak i ludzkie
zabezpieczone w odczynniku lizujacym rozmrozono w temperaturze pokojowej (ang. room
temperature, RT). Nastepnie do kazdej z nich dodano 3,5 ul miRNeasy Serum/Plasma Spike-
In Control - w celu monitorowania ilo$ci wyizolowanego RNA oraz wydajnosci odwrotne;j
transkrypcji (QIAGEN®, Hilden, Niemcy). Nastepnie do probek osocza dodano chloroformu
w celu rozdziatu faz w objetosci 50 ul i 200 pl (odpowiednio). Probki osocza wymieszano przez
worteksowanie przez 15’ i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2-3’°, nastgpnie
wirowano je przy 12 000 x g przez 15° w 4°C. Po wirowaniu kazda probka osocza zostata
rozdzielona na trzy fazy: gorng - bezbarwng zawierajacag RNA, srodkowa — biala, zawierajaca
biatka oraz dolng — czerwong warstwe organiczng. Faz¢ gorng zawierajagca RNA przeniesiono
do probowek typu Eppendorf, nastepnie dodano 1,5 objetosci 100 % etanolu — 225 pul 1 900 pl
(odpowiednio). Probke w objetosci 700 ul przeniesiono na kolumng — RNeasy MinElute spin
column, wirowano przy 8000 x g przez 15° w RT — czynno$¢ ta powtorzono wykorzystujac
pozostatos¢ probki, przesacz odrzucano. W kolejnym etapie kolumne ptukano buforami: RWT
W objetosci 700 pl, nastepnie RPE w objetosci 500 pl za kazdym razem wirujgc probki przy
8000 x g przez 15°° w RT, przesacz odrzucano. Nastgpnie kolumne ptukano 80 % etanolem
w objetosci 500 ul, przygotowanym w odpowiedniej proporcji z 99,8 % etanolu oraz wody

wolnej od RNAz, probki wirowano przy 8000 x g przez2’ w RT. W celu wysuszenia membrany
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probki wirowano przy najwigkszych obrotach przez 5° w RT. Elucj¢ catkowitego RNA
oraz mikroRNA przeprowadzono w objetosci 14 pl w wodzie wolnej od RNAz, probki

wirowano przy najwi¢kszych obrotach przez 1’ w RT.
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3.5 Izolacja mikroRNA oraz catkowitego RNA z tkanek 1 lizatow komorkowych

a) Przygotowanie lizatow z tkanek pochodzenia mysiego

Uzyskane fragmenty tkanck od myszy (ptuca, guz) zawieszono w 1 ml odczynnika
lizujacego QIAzol® (QIAGEN®, Hilden, Niemcy). Probki homogenizowano 2-krotnie
przy ustawieniach CY 24x2, 5,5 m/s, t=40s za pomoca homogenizatora FastPrep (MP
Biomedicals LLC, Santa Ana, Stany Zjednoczone), nastepnie zamrozono w -80°C gdzie

przechowywano je do dalszych analiz.

b) Przygotowanie lizatéw z hodowli komorkowych

Komorki wysiano w iloéci 2 mln na szalke o $rednicy 10 cm. Po uptywie 48 godzin z szalki
usuni¢to medium hodowlane i komorki ptukano przy uzyciu 1 ml PBS (PChO IITD PAN
Wroctaw, Polska). Po odrzuceniu PBS, dodano 1 ml odczynnika lizujacego - QIAZzol®
(QIAGEN?®, Hilden, Niemcy) i zebrano komoérki przy uzyciu skrobaczki, nastepnie probki

zamrozono w -80°C, gdzie przechowywano je do dalszych analiz.

Izolacje mikroRNA oraz catkowitego RNA z tkanek mysich oraz lizatéw komoérkowych
wykonano przy uzyciu komercyjnie dostepnego zestawu — miRNeasy Mini Kit (QIAGEN®,
Hilden, Niemcy). Lizaty komoérkowe oraz tkanki zabezpieczone w odczynniku lizujacym
rozmrozono Ww temperaturze pokojowej. Nastepnie do kazdej probki dodano 200
ul chloroformu  (Avantor, Gliwice, Polska). Probki energicznie wymieszano przez
worteksowanie przez 15’ iinkubowano je przez 2-3° w RT. Po uptywie inkubacji probki
wirowano w 4°C przez 15’ przy 12 000 x g. Nastepnie gorng — wodng faze zawierajacg RNA
przeniesiono do 2 ml probowek typu Eppendorf. Kolejno do kazdej probki dodano 1,5 objetosci
100% etanolu (900 ul) (Avantor, Gliwice, Polska). Probke w objetosci 700 pl przeniesiono
na kolumng — RNeasy Mini spin column, wirowano w RT przy 8000 x g przez 15°°, przesacz
odrzucono. Czynno$¢ te powtdrzono wykorzystujac pozostato$¢ probki, przesacz kazdorazowo
odrzucano. Nastepnie kolumne¢ plukano nast¢pujgcymi buforami: 1-krotnie — RWT oraz 2-
krotnie RPE w objetosci 700 ul i 500 pl (odpowiednio) kazdorazowo odrzucajac przesacz.
Elucje catkowitego RNA oraz mikroRNA przeprowadzono w objetosci 35 ul w wodzie wolnej

od RNAz, w tym celu probki wirowano przez 1’ przy 8000 x g w RT.
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3.6 Izolacja mikroRNA oraz catkowitego RNA z bloczkow parafinowych

Izolacje mikroRNA i catkowitego RNA z bloczkéw parafinowych z utrwalonym
fragmentem guza wykonano przy uzyciu komercyjnie dostgpnego zestawu miRNeasy FFPE
Kit (QIAGEN®, Hilden, Niemcy). Fragment tkanki nowotworowej potwierdzony przez
patomorfologa poci¢to na drobne kawatki przy uzyciu skalpela i przeniesiono do 2 ml probéwki
typu Eppendorf. Nastepnie dodano 320 ul odczynnika do deparafiniazacji — Deparaffinization
Solution (QIAGEN®, Hilden, Niemcy). Inkubowano w temperaturze 56°C przez 3’, kolejno
probki schtodzono w temperaturze pokojowej. W kolejnym kroku dodano 240 pl buforu PKD,
wymieszano przez worteksowanie. Probki zwirowano przez 1’ przy 11 000 x g. Nastgpnie
do kazdej probki dodano 10 pul proteinazy, probki wymieszano przez pipetowanie. Inkubowano
w 56°C przez 15°, nastepnie w 80°C przez kolejne 15°. Po zakonczonej inkubacji dolng jasng
faze przeniesiono do nowych probowek typu Eppendorf inkubowano na lodzie przez 3’,
nastgpnie wirowano przy 20 000 x g przez 15°. Po odwirowaniu supernatant przeniesiono
do nowych probowek typu Eppendorf, dodano 25 ul buforu wzmacniajacego DNAze — DNAse
Booster Buffer, i 10 ul DNAzy — DNAse I stock solution. Inkubowano przez 15° w RT.
Po inkubacji do kazdej probki dodano 500 pl buforu RBC, nastepnie 1750 pl 100% etanolu.
700 pl probki przeniesiono na RNeasy MinElute spin column, wirowano przy 8000 x g przez
15, przesacz odrzucano. Czynno$¢ ta powtdrzono wykorzystujac pozostalo$é¢ probki.
W kolejnych krokach kolumne ptukano 2-krotnie buforem RPE w objetosci 500 ul za kazdym
razem wirujac przy 8000 x g przez 15°° nastgpnie przez 2°. W celu wysuszenia membrany
probki wirowano przy najwigekszych obrotach przez 5° w RT. Elucje catkowitego RNA
oraz mikroRNA przeprowadzono w objegtosci 14 ul wody wolnej od RNAz, probki wirowano

przy najwigkszych obrotach przez 1’ w RT.

Pomiar stezenia catkowitego RNA wykonano kazdorazowo w spektrofotometrze
NanoDrop 2000 UV-Vis, (ThermoFischer Scientific, Wilmington DE, USA).

3.7 Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje (R-T, ang. Reverse transcription,) wykonano przy uzyciu
komercyjnie dostepnego zestawu miScript 11 RT Kit (QIAGEN®, Hilden, Niemcy). Dla probek

z tkanek mysich 1 lizatow komorkowych odwrotng transkrypcje przeprowadzono w objetosci
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koncowej 20 ul, natomiast w przypadku materialu z ograniczong iloscig wyjsciowego RNA
tj. probek z osocza i bloczkéw parafinowych, przed wykonaniem reakcji preamplifikacji
(ang. preamplification, PreAMP) reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w potowie

obje¢tosci koncowej, czyli w 10 ul. (Tabela 12)

Tabela 12 Mieszaning reakcyjng do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji przeprowadzono zgodnie z ponizszq
tabelg.

Objetosci dla reakceji R-T Objetosci dla reakceji PreAMP
Nazwa skladnika
Tkanki mysie, lizaty komérkowe Osocze, bloczki parafinowe
5x miScript HiSpec Buffer 4 ul 2 ul
10x miScript Nucleics Mix 2 ul 1 ul
RNase free water zmienna zmienna
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul 1 ul
Matryca RNA 150 ng 20 ng
Objetos¢ koncowa 20 nl 10 pl

Odwrotng transkrypcje przeprowadzono w termocyklerze Veritii 9902 (Life Technologies,

Carlsbad CA, Stany Zjednoczone) w nastgpujacych warunkach:

v’ 60’ w37°C

v' 5> w 95°C w celu inaktywacji enzymu.

Probki po przeprowadzeniu odwrotnej transkrypcji przechowywano w -20°C.

3.8 Preamplifikacja cDNA

Dla probek z ograniczong iloscig wyjsciowego RNA (osocze, bloczki parafinowe)
preamplifikacje cDNA przeprowadzono po wykonaniu odwrotnej transkrypcji. Wykonano
ja przy uzyciu zestawu miScript PreAMP PCR Kit (QIAGEN®, Hilden, Niemcy). Uzyskane
10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej cDNA po odwrotnej transkrypcji rozcienczono w 40
ul w wodzie wolnej od RNAz. Mieszaning reakcyjna do przeprowadzenia preamplifikacji

przygotowano zgodnie z ponizszg tabela:
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Tabela 13 Mieszaning reakcyjng do przeprowadzenia reakcji preamplifikacji przygotowano wedlug ponizszej tabeli.

Odczynnik Objetos¢
5x miScript PreAMP Buffer 5ul
HotStarTag DNA Polymerase 2l
miScript PreAMP Primer Mix 5ul
RNAse free water 7 ul
miScript PreAMP Universal Primer 1l
Diluted template cDNA 5ul
Calkowita objetos¢ 25wl

Reakcje preamplifikacji cDNA wykonano w termocyklerze Veriti (Life Technologies, Carlsbad
CA, USA) w nastepujacych warunkach:

Etap 1. Inicjacja — wstgpna aktywacja polimerazy HotStarTag DNA
v 15" w 95°C — 12 cykli
Etap 2: denaturacja, wydtuzanie (odpowiednio)

v’ 30" w94°C
v 3" w 60°C

3.9 Real-Time PCR

Eksperymenty z wykorzystaniem techniki Real — Time PCR zostaty podzielone na dwa
etapy:

W pierwszym etapie przeprowadzono badania przesiewowe poziomu ekspresji dojrzatych
czasteczek mikroRNA w materiale uzyskanym od myszy — w osoczu, ptucach oraz guzie
nowotworowym, przy uzyciu komercyjnie dostgpnych pltytek 96 — dotkowych — Pathway
Focused miScript miRNA PCR Array (QIAGEN®, Hilden, Niemcy) zawierajacych 84 rézne
startery dla dojrzatych czasteczek mikroRNA, obecnych w osoczu lub surowicy, zwigzanych
Z zaburzeniami uktadu immunologicznego i1 uczestniczacych w regulacji szlakéw zwigzanych
Z nowotworowymi komoérkami macierzystymi. W ponizszych tabelach (Tab.14, 15 oraz 16)

zaprezentowano charakterystyke czasteczek mikroRNA:
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Tabela 14. Charakterystyka czgsteczek mikroRNA obecnych w osoczu i surowicy.

miScript miRNA PCR Serum&Plasma MIMM-106Z
Analiza ekspresji probek z osocza

Choroby (inne niz
nowotworowe)

Nowotwory

Inne czgsteczki
mikroRNA zwiqzane
nowotworami

Rutynowo oznaczane
W surowicy

Niewydolno$¢ serca: miR-1a-3p, miR-133a-3p, miR-423-5p, miR-499-5p
Niewydolno$¢ watroby: miR-122-5p, miR-192-5p

Miazdzyca: miR-150-5p

Cukrzyca: miR-124-3p, miR-146a-5p, miR-29a-3p, miR-30d-5p, miR-34a-5p,
miR-375-3p, miR-9-5p

Choroby serca: miR-133a-3p

Choroby watroby: miR-146a-5p, miR-215-5p, miR-224-5p, miR-574-3p, miR-92a-
3p

Gruczotowy: miR-29a-3p, miR-92a-3p

Piersi: let-7a-5p, miR-106a-5p, miR-10b-5p, miR-141-3p, miR-155-5p, miR-195a-
5p, miR-21a-5p, miR-34a-5p

Okreznicy: miR-134-5p, miR-146a-5p, miR-17-3p, miR-221-3p, miR-222-3p, miR-
23a-3p, miR-29a-3p, miR-92a-3p

Zotadka: let-7a-5p, miR-1a-3p, miR-106a-5p, miR-106b-5p, miR-17-5p, miR-17-
3p, miR-20a-5p, miR-21a-5p, miR-27a-3p, miR-34a-5p, miR-423-5p

Biataczki i chtoniak z limfocytéw T: miR-155-5p, miR-21a-5p, miR-210-3p.
Watroby: miR-122-5p, miR-199a-5p, miR-21a-5p, miR-223-3p

Phuc: miR-134-5p, miR-146a-5p, miR-17-3p, miR-21a-5p, miR-210-3p, miR-221-
3p, miR-222-3p, miR-223-3p, miR-23a-3p, miR-25-3p

Jajnika: miR-126-3p, miR-141-3p, miR-200a-3p, miR-200b-3p, miR-200c-3p,
miR-203-3p, miR-205-5p, miR-21a-5p, miR-214-3p, miR-29a-3p, miR-92a-3p,
miR-93-5p

Trzustki: miR-196a-5p, miR-200a-3p, miR-200b-3p, miR-21a-5p, miR-210-3p
Prostaty: miR-100-5p, miR-125b-5p, miR-141-3p, miR-143-3p, miR-18a-5p, miR-
19a-3p, miR-19b-3p, miR-20a-5p, miR-21a-5p, miR-296-5p, miR-375-3p

Nerki: miR-124-3p

Migsak prazkowanokomoérkowy: miR-1a-3p, miR-133a-3p, miR-133b-3p
let-7c-5p, miR-107-3p, miR-10a-5p, miR-128-3p, miR-130b-3p, miR-145a-5p,
miR-148a-3p, miR-15a-5p, miR-181a-5p, miR-181b-5p, miR-184-3p, miR-193a-
3p, MiR-204-5p, miR-206-3p, miR-211-5p, miR-26b-5p, miR-30e-5p, miR-31-5p,
miR-34c-5p, miR-376¢-3p, miR-7a-5p, miR-96-5p.

miR-103-3p, miR-15b-5p, miR-16-5p, miR-191-5p, miR-22-3p, miR-24-3p, miR-
26a-5p
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Tabela 15 Charakterystyka czgsteczek mikroRNA zwigzanych z chorobami ukiadu immunologicznego

Bialaczki i chloniaki

Choroby
autoimmunologiczne

Reakcje zapalne

Wrodzona odpowied?
immunologiczna
indukowana w
monocytach przez LPS

Komorki odpornosciowe

Regulacja istotnych
genow

Transdukacja sygnatu

miScript miRNA PCR Immunopathology MIMM-104Z
Analiza ekspresji probek z pluc

Chtoniak Hodkina: miR-129-5p, miR-130a-3p, miR-132-3p, miR-134-5p, miR-
135a-5p, miR-135b-5p, miR-138-5p, miR-140-5p, miR-142-3p, miR-142-5p,
miR-145a-5p, miR-147-3p, miR-15b-5p, miR-181a-5p, miR-183-5p, miR-185-5p,
miR-200a-3p, miR-205-5p, miR-20b-5p, miR-21a-5p, miR-23b-3p, miR-26a-5p,
miR-26b-5p, miR-27a-3p, miR-28a-5p, miR-29b-3p, miR-30c-5p, miR-31-5p,
miR-325-3p, miR-335-5p, miR-34a-5p, miR-34c-5p, miR-9-5p.

Inne: miR-15a-5p

Pierwotny chtoniak wysickowy: miR-103-3p, miR-106a-5p, miR-140-5p, miR-
142-3p, miR-148a-3p, miR-152-3p, miR-16-5p, miR-182-5p, miR-186-5p, miR-
191-5p, miR-194-5p, miR-19a-3p, miR-210-3p, miR-23b-3p, miR-26a-5p, miR-
29b-3p, miR-30e-5p, miR-320-3p, miR-34a-5p

Biataczka z limfocytow T: miR-106a-5p, miR-132-3p, miR-18b-5p, miR-19b-3p,
miR-20b-5p

Idiopatyczna plamica matoptytkowa: miR-196a-5p, miR-214-3p, miR-298-5p,
miR-383-5p, miR-409-3p

Toczen rumieniowaty uktadowy: miR-142-3p, miR-184-3p, miR-196a-5p, miR-
21a-5p, miR-298-5p, miR-383-5p, miR-409-3p

OdpowiedZ zapalna wywotana przez IL-1: let-7g-5p, miR-146a-5p, miR-146b-5p,
miR-195a-5p, miR-26b-5p, miR-299a-3p

Mediatory zapalenia: miR-155-5p, miR-203-3p

Odpowiedz zapalna wywotana przez makrofagi: miR-132-3p, miR-155-5p

Stan zapalny naczyn: miR-155-5p, miR-21a-5p

Inne: miR-125a-5p

miR-105, miR-146a-5p, miR-146b-5p, miR-19a-3p, miR-19b-3p, miR-299a-3p

let-7e-5p, miR-132-3p, miR-146a-5p, miR-146b-5p, miR-155-5p, miR-187-3p,
miR-9-5p

Roznicowanie limfocytéw B: miR-150-5p

Rozwdj komérek NK: miR-155-5p, miR-150-5p

Limfocyty: let-7e-5p, miR-125a-5p, miR-125b-5p, miR-126-3p, miR-142-5p,
miR-145a-5p, miR-146a-5p, miR-148a-3p, miR-195a-5p, miR-207, miR-223-3p,
miR-451a, miR-493-3p, miR-574-3p

Monocytopoeza: miR-106a-5p, miR-20a-5p

Regulatorowe limfocyty T: miR-103-3p, miR-142-5p, miR-149-5p, miR-150-5p,
miR-15b-5p, miR-16-5p, miR-191-5p, miR-19a-3p, miR-21a-5p, miR-214-3p,
miR-223-3p, miR-26a-5p, miR-27b-3p, miR-29c-3p, miR-30b-5p, miR-30c-5p,
miR-30e-5p

Cytokiny: miR-98-5p

Interferony i Receptory: miR-146a-5p, miR-223-3p

Interleukiny: miR-106a-5p, miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-15a-5p, miR-181a-
5p, miR-223-3p

STAT3: miR-18a-5p, miR-19a-3p, miR-19b-3p, miR-20a-5p

TNF a: miR-155-5p

Szlak sygnatowy IL6 / STAT3: let-7a-5p, let-7¢c-5p, let-7d-5p, miR-21a-5p
Szlak sygnatowy NFKB: miR-146a-5p, miR-155-5p
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Tabela 16 Charakterystyka czgsteczek mikroRNA uczestniczqcych w regulacji szlakéw zwiqzanych z nowotworowymi
komorkami macierzystymi

miScript miRNA PCR Cancer Stem Cells - MIMM-118Z
Analiza ekspresji probek z guza

Pluripotencja& let-7b-5p, miR-122-5p, miR-125b-5p, miR-134-5p, miR-135b-5p, miR-137-3p,
Roznicowanie miR-141-3p, miR-145a-5p, miR-146a-5p, miR-181b-5p, miR-182-5p, miR-184-
3p, miR-185-5p, miR-200b-3p, MiR-296-5p, miR-31-5p, miR-320-3p, miR-34a-
5p, miR-96-5p
Samoodnowa | miR-135b-5p, miR-141-3p, miR-142-3p, miR-183-5p, miR-184-3p, miR-185-5p,
proliferacja miR-200b-3p, miR-200c-3p, miR-205-5p, miR-221-3p, miR-299a-5p, miR-31-5p,
miR-451a, miR-96-5p, miR-96-5p, miR-302a-3p
Migracja | let-7b-5p, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7e-5p, let-7f-5p, let-7g-5p, let-7i-5p, miR-103-
przerzutowanie 3p, miR-17-5p, miR-181a-5p, miR-181c-5p, miR-200b-3p, miR-200c-3p, miR-

203-3p, miR-25-3p
Onkogeneza i supresja | let-7b-5p, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7e-5p, let-7f-5p, let-7g-5p, let-7i-5p, miR-103-

nowotworu 3p, miR-181c-5p
Czgsteczki mikroRNA o | Podwyzszony poziom ekspresji: miR-105, miR-106b-5p, miR-132-3p, miR-
roinej ekspresji 146b-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-16-2-3p, miR-193a-3p, miR-199a-5p,

miR-199b-5p, miR-20a-5p, miR-214-3p, miR-21a-5p, miR-221-3p, miR-222-3p,
miR-223-3p, miR-29b-3p, miR-365-3p, miR-409-3p, miR-423-5p, miR-455-3p,
miR-455-5p, miR-494-3p, miR-744-5p

Obnizony poziom ekspresji: miR-10a-5p, miR-128-3p, miR-130a-3p, miR-151-
3p, miR-15a-5p, miR-15b-5p, miR-16-5p, miR-193b-3p, miR-196a-5p, miR-
200a-3p, miR-210-3p, miR-215-5p, miR-22-3p, miR-425-5p, miR-429-3p, miR-
486-5p, miR-9-5p

Norma: miR-107-3p, miR-142-5p, miR-151-5p, miR-34a-5p

Kolejny — drugi etap obejmowal wybor trzech dojrzatych czasteczek mikroRNA, ktore
charakteryzowaty si¢ najwigkszymi réznicami w ekspresji migdzy linig nieprzerzutujaca
a przerzutujaca na réznym etapie rozwoju nowotworu. Badania z wybranymi czasteczkami
mikroRNA przeprowadzono w osoczu i tkankach pochodzenia mysiego oraz ludzkiego

I w komorkach mysich i ludzkich linii raka gruczotlu sutkowego.

Tkanki pochodzenia mysieqo — ptuca, guz, lizaty komorkowe

W celu badania poziomu ekspresji mikroRNA przy wykorzystaniu metody Real — Time
PCR, 20 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej (cDNA) po odwrotnej transkrypcji
rozcienczono w 200 pul wody wolnej od RNAz. Nastepnie w probdwce przygotowano
mieszaning reakcyjng zawierajaca: 1375 ul 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 275
ul 10x miScript Universal Primer, 1000 pl wody wolnej od RNAz oraz 100 pl rozcienczonej
matrycy cDNA. Mieszaning reakcyjng natozono na ptytke 96-dotkowa w ilosci 25 pul na dotek.
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Mysie i ludzkie osocze, bloczki parafinowe

Mieszaning reakcyjng (25 ul) zawierajaca cDNA po preamplifikacji rozcienczono zgodnie

Z nastgpujacym algorytmem:
DF (dilution factor) = ng cDNA * 20 — krotnos$¢/ng

oszacowanym na podstawie wyjsciowej ilosci materiatu — cDNA do reakcji preamplifikacji
(jesli ilos¢ materiatu wyjsciowego do odwrotnej transkrypcji to 20 ng cDNA w objetosci 10 pl,
co skutkuje 2 ng/ul materialu wyjSciowego do reakcji preamplifikacji, oznacza
to, ze mieszaning reakcyjng po preamplifikacji nalezy rozcienczy¢ 40-krotnie — DF = 40).
c¢DNA otrzymane po preamplifikacji rozcienczono 40-krotnie w wodzie wolnej od RNAz — (25
ul cDNA + 975 pl wody). Mieszaning reakcyjng do reakcji PCR przygotowano w taki sam
sposob jak w przypadku tkanek pochodzenia mysiego i lizatéw komoérkowych. Dla kazdego
materialu wykonano 4 niezalezne powtorzenia. Ekspresja czasteczek mikroRNA zostata
oszacowana przy uzyciu metody AACt czyli réznicy roznic wartosci Ci. Dane analizowano
przy uzyciu programu GeneGlobe Data Analysis Center (QIAGEN®, Hilden, Niemcy).
Wykonano trzy niezalezne izolacje catkowitego RNA z tkanek mysich (osocza, guza oraz ptuc)
oraz lizatbw komorkowych. W przypadku ludzkiego osocza i materialu z bloczkéw

parafinowych, kazda pacjentka stanowila niezalezne powtorzenie.

3.10 Analiza ekspres;ji biatek przy uzyciu metody Western blott

Komorki w liczbie 3 mln wysiewano na szalke o $rednicy 10 cm. Po uptywie 48 godzin
komorki ptukano 2-krotnie w roztworze PBS (PChO IITD, Wroctaw, Polska) i zabezpieczono
w 100 ul buforu lizujacego RIPA (Merck, Darmstadt, Niemcy) zawierajacego inhibitory
proteaz oraz fosfataz. Komorki inkubowano na lodzie przez 30 minut, nastgpnie

przechowywano w -80°C do dalszych analiz.
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Oznaczanie stezenia biatka:

Przed oznaczeniem st¢zenia biatka, probki po lizie wirowano w 4°C, przy obrotach 8000 x
g przez 10 minut. Nastepnie supernatant przeniesiono do nowych probowek typu Eppendorf.
Oznaczenie biatka wykonano przy uzyciu komercyjnie dostepnego zestawu do oznaczania
stezenia biatka DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Stany Zjednoczone).
Powyzsze oznaczanie stezenie biatka oparte jest na kolorymetrycznej metodzie Lowry’ego
W ktorej przygotowano krzywg wzorcowg wraz ze standardem, ktorg stanowita albumina
bydleca BSA (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone). Krzywa

WZOIcowa przygotowano w nastepujacym szeregu rozcienczen:

v' 20 ul [2 mg/ml]

10 pl + 10 ul RIPA [1 mg/ml]

10 ul + 10 ul RIPA [0,5 mg/ml]
10 pl + 10 ul RIPA [0,250 mg/ml]
10 pul + 10 ul RIPA [0,125 mg/ml]
10 pl RIPA [0 mg/ml]

NN NN

Probki zostaty rozcienczone 30-krotnie (przygotowane w duplikatach) (1 pl prébki oraz 29
pl buforu RIPA). Pomiar absorbancji wykonano przy dlugosci fali 650 nm przy uzyciu czytnika
Synergy H4 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski VT,
Stany Zjednoczone). Na podstawie pomiaru absorbancji obliczono stezenie biatka w kazdej

probcee.
Elektroforeza

Do probek zawierajacych 50 pug biatka dodano buforu obcigzajacego — 4x Laemmli
Sample Buffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Stany Zjednoczone) z dodatkiem 3 -
merkaptoetanolu (BME) (Merck, Darmstadt, Niemcy) i ogrzewano przez 5 minut w 95 °C.
Nastepnie tak przygotowane probki nanoszono na 12 % zel poliakrylamidowy.
Do przygotowania zelu rozdzielajagcego wykorzystano nastepujace odczynniki: bufor Tris-HCI
0 pH 8,8 z dodatkiem siarczanu dodecylosodu (45,4 g Tris-HCI, 1 g SDS) (oba odczynniki:
Merck, Darmstadt, Niemcy) w 500 ml wody MilliQ, 30 % roztworu akrylamidu (AppliCHem
GMbH, Darmstadt, Niemcy), nadsiarczan amonu — APS, (Merck, Darmstadt, Niemcy),
TEMED (N,N,N’,N’-czterometylo-1,2-diaminometanu, BioShop Canada Inc., Burlington,
Kanada). Zel zageszczajacy przygotowano w nastepujacy sposob: bufor Tris-HCI o pH 6,8
z dodatkiem siarczanu dodecylosodu (15,1 g Tris-HCI, 1 g SDS; oba odczynniki: Merck,
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Darmstadt, Niemcy), w 500 ml wody MilliQ z pozostatymi sktadnikami akrylamidem, APS
oraz TEMED jak w warstwie rozdzielajacej. Probki poddano rozdzialowi elektroforetycznemu
przeprowadzajac elektroforeze pionowa w aparacie do elektroforezy pionowej przez 60’
w buforze do elektroforezy, ktory przygotowano w 1L wody destylowanej dodajac kolejno:
3 g Trizma-Base (Merck, Darmstadt, Niemcy), 14,4 g glicyny (Merck, Darmstadt, Niemcy)
oraz 1 g SDS, (Merck, Darmstadt, Niemcy). Do identyfikacji wielko$ci biatek wykorzystano
marker wielko$ci biatek PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Stany Zjednoczone). Po zakonczeniu elektroforezy, zele z rozdzielonymi biatkami
inkubowano przez 10 minut w buforze do transferu przygotowanego w nast¢pujgcy sposob:
do 400 ml wody dejonizowanej MilliQ dodano 3 g Trizma Base (Merck, Darmstadt, Niemcy),
7,2 g glicyny (Merck, Darmstadt, Niemcy) oraz 100 ml metanolu (Avantor, Gliwice, Polska).

Transfer

Po zakonczeniu inkubacji, zele z rozdzielonymi probkami transferowano na membrang
PVDF, ktorg wczesniej aktywowano w roztworze 100% metanolu (Avantor, Gliwice, Polska)
przez 10”’ a nastepnie ptukano w wodzie dejonizowanej MilliQ (PChO IITD, Wroctaw, Polska)
oraz w buforze do transferu przez 10 minut. Transfer przeprowadzono przez 1 h przy uzyciu
aparatu do potsuchego transferu Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cells (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, Stany Zjednoczone). Po przeprowadzeniu transferu, membrane
blokowano przez 1h w temperaturze pokojowej w 5% odczynniku blokujagcym (Membrane
Blocking Agent; GE Healthcare, Amersham) przygotowanego w PBS (PChO IITD,
Wroctaw, Polska). Po uplywie godziny membrany plukano 3-krotnie przez 10 minut
w roztworze 0,5 % PBS + Tween 20 (Merck, Darmstadt, Niemcy), nast¢pnie inkubowano
Z pierwszorzedowymi przeciwciatami kroliczymi: anty E-kadheryna (Cell Signaling, Danvers,
Massachusetts, Stany Zjednoczone), anty-N-kadheryna (Abcam, Cambrige, Wielka Brytania)
przez calg noc w 4°C rozcienczonym w stosunku 1:1 000, oraz 1:5 000 oraz anty p-aktyna
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Teksas, Stany Zjednoczone) rozcienczona w stosunku 1:10
000. Po upltywie czasu inkubacji, membrany ptukano 3-krotnie przez 10 minut w 1% roztworze
PBS-Tween i inkubowano przez lh z drugorzedowymi przeciwcialami antykréliczymi
skoniugowanym z peroksydazg chrzanowa rozciehczonymi w stosunku 1:10 000.
Po zakonczonej inkubacji membrany ptukano 3-krotnie przez 10 minut w roztworze 1% PBS-

Tween.
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Detekcja

W celu detekcji prazkow przygotowano mieszanine reakcyjng sktadajacg si¢ z nastepujacych
sktadnikéw: luminolu (Merck, Darmstadt, Niemcy), kwasu p-kumarynowego (Merck,
Darmstadt, Niemcy), 1M Tris-HCI (PChO IITD, Wroctaw, Polska), wody dejonizowanej
MilliQ (PChO IITD, Wroctaw, Polska) oraz nadtlenku wodoru (Avantor, Gliwice, Polska)
dodawanego tuz przed wywolywaniem. Wizualizacje¢ prazkow wykonano za pomocg aparatu
do wizualizacji zeli i blotow. ChemiDoc MP Imaging System (Herkules, Kalifornia, Stany
Zjednoczone). Analiza densytometryczna zostata wykonana przy uzyciu oprogramowania
ImageJ 1.46r (National Institutes of Health, Bethesda, MA, Stany Zjednoczone). W czeSci

wynikowej zamieszczono reprezentatywny wynik z wykonanych badan.

3. 11 Test adhezji

Dobe przed rozpoczeciem testu adhezji, 96 plytke¢ dotkowa (Nunc MaxiSorp™
flat- bottom, ThermoFischer Scientific, Wilmington DE, Stany Zjednoczone) optaszczono
roztworem fibronektyny (Merck, Darmstadt, Niemcy) w stezeniu koncowym10 pg/pl. Roztwor
przygotowano w wodzie dejonizowanej MilliQ (PChO IITD, Wroctaw, Polska), nastepnie
nalozono na plytke w iloSci 100 pl na dolek. Tak przygotowang ptytke inkubowano
w temperaturze 4°C przez calg noc. Po uptywie czasu inkubacji ptytke ptukano 2-krotnie
w buforze TSM (PChO IITD, Wroctaw, Polska), nastepnie blokowano w 1% roztworze BSA-
TSM, przez 30 minut w temperaturze 37°C. W czasie inkubacji komorki zdjeto z ptytki
12 - dotkowej przy uzyciu nieenzymatycznego odczynnika  Accutase  Solution
(Merck, Darmstadt, Niemcy) i policzono. Po zakonczeniu inkubacji ptytke plukano 2-krotnie
w roztworze TSM (PChO, IITD, Wroctaw, Polska). Komorki zwirowano i zawieszono w 0,5%
roztworze BSA- TSM, nastepnie natozono na po 50 000 komodrek w 100 ul na dotek ptytki
96- dotkowe;j. Ptytke inkubowano przez 60’ w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu inkubacji
niezwigzane komorki odciagnieto przy uzyciu pipety wielokanatowej i ptukano 3-krotnie
w buforze TSM (PChO IITD, Wroctaw, Polska). Nastepnie komorki barwiono 0,2% roztworem
fioletu krystalicznego przygotowanym w 20% metanolu (Avantor, Gliwice, Polska) w objgtosci
50 pl na dotek i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C. Po uptywie czasu inkubacji
komorki ptlukano 3-krotnie w buforze TSM (PChO IITD, Wroctaw, Polska) i zawieszono
w 80% roztworze metanolu (Avantor, Gliwice, Polska) w objetosci 100 pul na dotek. Pomiar
absorbancji wykonano przy dlugosci fali 570 nm przy uzyciu czytnika Synergy H4 Hybrid
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski VT, Stany Zjednoczone).

72



Test wykonano w czterech niezaleznych powtdrzeniach. Dla komoérek transfekowanych wynik
przedstawiono jako procent komorek ulegajacych adhezji wzgledem komorek kontrolnych,

dla ktorych przyjeto 100%.

3.12 Przejsciowa transfekcja: inhibitorem miR-31-5p (ang. miR-31-5p inhibitor) oraz
mimetykiem miR-31-5p (ang. miR-31-5p mimic)

W celu przeprowadzenia przejsciowej transfekcji, komorki wysiano na 12 dotkowej
ptytce w ilosci 3*10° komorek w medium hodowlanym dla okreslonej linii komorkowe;.
Po uptywie 24 godzin medium wymieniono na $§wieze. Nastepnie 750 ng syntetycznego
inhibitora/mimetyku oraz kontroli negatywnej dedykowanej dla inhibitora/mimetyku (Tabela
17)

Tabela 17 Zestawienie odczynnikow uzywanych do przeprowadzenia przejsciowej transfekcji.

. . Numer
Nazwa odczynnika Firma
katalogowy
inhibitor hsa-miR-31-5p miRCURY LNA miRNA Inhibitor Y104102559-
ADC
kontrola inhibitora miRCURY LNA miRNA Inhibitor Control Y100199006-
QIAGEN®,
ADC
Hilden, —_—
mimetyk hsa-miR-31-5p miIRCURY LNA miRNA Mimic Niemcy YMO00472582-
ADB
kontrola mimetyku miRCURY LNA miRNA Mimic Control YMO00479902-
ADB

znakowanych na koncu 5’ barwnikiem 6 — FAM (6 — karboksylofluoresceina) rozpuszczono
w 100 pl odpowiedniego medium niezawierajacego surowicy, kolejno dodano 12 pl
odczynnika do transfekcji — HiPerFect Transfection Reagent (QIAGEN®, Hilden, Niemcy)
i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5-10° w celu utworzenia kompleksow
transfekcyjnych. Po zakonczeniu inkubacji, utworzone kompleksy dodawano kroplami
bezposrednio na komorki. Po 24h inkubacji medium hodowlane usuni¢to znad komorek,
nastepnie komorki przeptukano 2-krotnie PBS (PChO IITD, Wroctaw, Polska) i dodano 35 pl
odczynnika lizujgcego RIPA (wraz z koktajlem inhibitorow proteaz i fosfataz), inkubowano
30’ w temperaturze 4°C, komorki zebrano i1 przechowywano w -80°C do dalszych badan.
Dodatkowo przeprowadzono testy adhezji do fibronektyny zgodnie z opisem w podrozdziale

3.12. Wydajnos¢ transfekcji sprawdzono przy uzyciu cytometrii przeptywowej oraz Real-Time
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PCR. W przypadku cytometrii przeptywowej, wynik przedstawiono w postaci histogramow,
ktore umieszonono w Suplemencie na rycinie 22. Kontrola negatywna zastosowana
w przeprowadzonym eksperymencie, miala na celu sprawdzenie, czy uzyskane wyniki
sg specyficzne. Dodatkowo poziom wyciszenia i nadekspresji sprawdzono przy uzyciu
techniki Real-Time PCR, wynik przedstawiono za pomocg wykresOw i UMieszczono

w suplemencie na rycinie 24.

3.13 Analiza ekspresji wybranych biatek przy uzyciu metody ELISA

Oznaczanie poziomu ekspresji bialek: PTK2 (ang. Protein Tyrosine Kinase 2), znane
rowniez jako biatko FAK (ang. Focal Adhesion Kinase), RhoA oraz ITGAS (ang. Integrin alfa
5) wykonano przy uzyciu komercyjnie dostgpnych testow ELISA z firmy ElAab Science,

Wuchan, Chiny. Wszystkie etapy wykonano zgodnie z zaleceniami producenta.
RhoA i FAK, ITGA5

Krzywa standardowa w przypadku wyzej wymienionych bialek przygotowano dodajac
do kazdego standardu dla oznaczanych biatek, odpowiednio po 1 ml i 2 ml rozcienczalnika
— Sample Diluent, odpowiednio. Rozcienczenia standardu przygotowano w nastepujacy

Sposob:

v RhoA—10-5-2,5-1,25-0,625- 0,312 - 0,156 — 0 [ng/ml]
v FAK 1005025 12,5- 6,25 3,12 — 1,56 — 0 [ng/mI]
v ITGA5-10-5-25-1,25 0,625 0,312 — 0,156 — 0 [ng/ml]

Badane probki i standard dodano w ilosci 100 pl na optaszczong przeciwciatlem wobec
badanych biatek ptytke 96 — dotkowa. Ptytke inkubowano przez 120° w 37°C. Po uptywie czasu
inkubacji, roztwor doktadnie usunigto i natychmiast dodano po 100 pl odczynnika
A iinkubowano przez 60° w 37°C. Po uplywie czasu inkubacji roztwor dokladnie
usunig¢to, ptukano 3-krotnie po 300 ul roztworem pluczagcym Wash Buffer. Po doktadnym
osuszeniu ptytki dodano po 100 pl odczynnika B. Ptytke inkubowano przez 60’ w 37°C.
Po uplywie czasu inkubacji, zawarto§¢ plytki usunigto i ptukano 5-krotnie po 300 pl
W roztworze pluczagcym Wash Buffer. Nastepnie dodano po 90 ul substratu i inkubowano
przez 15-20° w 37°C, chroniagc ptytke przed dostepem do §wiatla. Po zakonczeniu inkubacji

dodano 50 pl roztworu Stop Solution w celu zatrzymania reakcji. Intensywnos$¢ absorbancji
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mierzono przy dtugosci fali 450 nm za pomocg czytnika Synergy H4 Hybrid Multi-Mode
Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,, Winooski VT, Stany Zjednoczone).
Na podstawie pomiaru absorbancji sporzadzono krzywa standardowa przy uzyciu
oprogramowania  Curve  Expert (Hyams, D. G.,  CurveExpert software,
http://www.curveexpert.net, 2010). Na podstawie wyznaczonej krzywej oszacowano poziom

biatka w badanych probkach.
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V. WYNIKI

Badania wykonane w ramach niniejszej pracy zostaly podzielone na kilka etapow.
W pierwszym etapie zostaly przeprowadzone badania przesiewowe prowadzace do wyboru
trzech dojrzatych czasteczek mikroRNA do dalszych badan. W tym celu przeprowadzono
eksperymenty in vivo uwzgledniajgce dwa modele mysiego raka gruczotu sutkowego — model
nieprzerzutujacy — 67NR oraz jego przerzutujacy odpowiednik —4T1. Poziom ekspresji
wybranych czasteczek mikroRNA okreslono w osoczu, ptucach, guzie nowotworowym
oraz w lizatach linii komorkowych mysiego raka gruczotu sutkowego. Drugi etap badan
obejmowal badania przeprowadzone na komoérkach ludzkiego raka gruczotu sutkowego
0 r6znych podtypach molekularnych. Poziom ekspresji czasteczek mikroRNA zbadano
w probkach osocza oraz w guzie utrwalonym w bloczkach parafinowych, ktore uzyskano
od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego. Na podstawie analizy wynikow
uzyskanych z przeprowadzonych badan wybrano jedng czasteczke mikroRNA — miR-31-5p,
ktérej funkcje zbadano przeprowadzajac przejsciowa transfekcje w liniach komodrkowych
ludzkiego raka gruczolu sutkowego, nast¢pnie zbadano poziom wybranych biatek

regulowanych przez wybrang czasteczk¢ mikroRNA.

4.1 Analiza poziomu ekspresji mikroRNA w materiale pochodzenia mysiego — badania
przesiewowe.

Badania przesiewowe przeprowadzono wykorzystujac material uzyskany od myszy
— krew (osocze), ptuca, guz nowotworowy, dla ktérych w publikacji Papiernik i wsp. opisano
proces wzrostu guza i przerzutowania®?. Poziomy ekspresji 84 roznych czasteczek mikroRNA
zbadano wykorzystujac komercyjnie dostgpne zestawy 96-dotkowych plytek ze starterami
dla dojrzatych czasteczek mikroRNA. W przypadku osocza wykorzystano zestaw miScript
miRNA PCR Serum&Plasma, dla ptuc miScript miRNA PCR Immunopathology, natomiast dla
tkanki guza miScript miRNA PCR Cancer Stem Cells. Najwigksze réznice w poziomie
ekspresji mikroRNA migdzy linig nieprzerzutujaca a przerzutujaca zaobserwowano w ptucach
— dla czasteczek —miR-147-3p i miR-223-3p (Ryc.10, wykres a i b) oraz w guzie
nowotworowym dla czasteczki miR-31-5p (Ryc.10, wykres ¢ i d), w 12 i 24 dniu rozwoju
nowotworu. Pluca myszy obarczone komdrkami 4T1 w 12 dniu rozwoju nowotworu cechowaty

si¢ ponad 3-krotnie wyzsza ekspresja miR-147-3p w stosunku do linii nieprzerzutujacej 67NR,
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Ekspresja mikroRNA w ptucach

w 12 dniu rozwoju nowowotworu

Ekspresja mikroRNA w guzie

w 12 dniu rozwoju nowowotworu
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Rycina 10. Poziom wybranych czgsteczek mikroRNA, ktore wykazywaly najwigksze roznice w ekspresji w plucach oraz guzie
pierwotnym obarczonych komérkami 67NR oraz 4T1. a) i b) wybrane czgsteczki mikroRNA dla tkanki pluc; c) i d) wybrane
czgsteczki mikroRNA dla thanki guza. Wybrane czgsteczki mikroRNA do dalszych badan zaznaczono w ramkach pod wykresem.
Kontrole eksperymentu stanowil material pochodzgcy od myszy zdrowych (nieobarczonych nowotworem) — wyizolowane
catkowite RNA z 0s0Cza, pluc oraz z fragmentu listwy mlecznej.

natomiast w 24 dniu rozwoju tego nowotworu zaobserwowano prawie 30-krotnie wyzsza
ekspresje tej czasteczki w poréwnaniu do linii 67NR. Z kolei w 24 dniu rozwoju nowotworu
4T1 odnotowano ponad 17-krotnie wyzsza ekspresje czasteczki miR-223-3p w plucach
w pordéwnaniu do jego nieprzerzutujgcego odpowiednika. Najwyzszg ekspresje miR-31-5p
zaobserwowano w 24 dniu eksperymentu. We wspomnianym dniu eksperymentu
zaobserwowano ponad 100-krotnie wyzsza ekspresje tej czasteczki w guzach linii 4T1
niz W linii nieprzerzutujacej 67NR. W przypadku osocza nie zaobserwowano duzych réznic
miedzy myszami obarczonymi komoérkami 67NR, a 4T1 w 12 i 24 dniu rozwoju nowotworu
(Rycina 23, wykres a i b, zamieszczone w Suplemencie). Na podstawie tej analizy do dalszych
badan zostaty wybrane trzy wyzej scharakteryzowane czasteczki mikroRNA — miR-147-3p,

miR-223-3p oraz miR-31-5p.
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4.2 Szczegotowa analiza ilosciowa poziomu ekspresji wybranych czasteczek
mikroRNA w materiale pochodzenia mysiego, oraz w lizatach linii komérkowych
mysiego raka gruczotu sutkowego.

Osocze

U myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem wykryto 2-krotnie nizszy poziom ekspresji
badanej czasteczki miR-31-5p niz w osoczu pochodzacym od myszy obarczonych komorkami
67NR w 12 dniu eksperymentu. Réznica ta byta istotna statystycznie (Ryc. 11 wykres a).
Siedmiokrotnie nizsza ekspresj¢ czasteczki miR-31-5p w pordéwnaniu do grupy myszy
zdrowych, zaobserwowano w 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1. Roéznica ta byla istotna
statystycznie (Ryc. 11 wykres a). W osoczu pochodzacym od myszy obarczonych komoérkami
67NR w 24 dniu rozwoju nowotworu wykryto 2-krotnie nizszg ekspresje miR-31-5p
niz W 12 dniu rozwoju tego nowotworu (Ryc.11, wykres a). Zaobserwowano, ze poziom
ekspresji miR- 31-5p w osoczu w 24 dniu eksperymentu byt 9-krotnie nizszy niz w 12 dniu
rozwoju nowotworu 4T1. W 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 zaobserwowano 6-krotnie nizsza
ekspresj¢ czasteczki miR-31-5p w poréwnaniu do jego nieprzerzutujacego odpowiednika 67NR
w tym samym dniu eksperymentu (Ryc.11, wykres a). U myszy zdrowych, nieobarczonych
nowotworem obserwowano 6-krotnie nizszg ekspresje miR-147-3p w poréwnaniu do 12 dnia
rozwoju nowotworu nieprzerzutujacego 67NR. Roznica ta byta istotna statystycznie (Ryc.11,
wykres b). Podobna tendencje obserwowano w pordéwnaniu do grupy myszy obarczonych
komorkami 4T1 zarowno w 12 jak i w 24 dniu eksperymentu, wykryto wowczas 8-krotnie
nizszy poziom ekspresji miR-147-3p u myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem
w stosunku do grupy myszy z nowotworem 4T1 (Ryc.11, wykres b). Roznice te byly istotne
statystycznie. W 24 dniu eksperymentu u myszy obarczonych komorkami 67NR obserwowano
5-krotne obnizenie ekspresji miR-147-3p w poréwnaniu do 12 dnia rozwoju tego nowotworu.
W 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 wykryto 8-krotnie wyzsza ekspresje miR-147-3p
niz w 24 dniu rozwoju nowotworu 67NR (Ryc.11, wykres b). W przypadku czasteczki miR-
223-3p, u myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem zaobserwowano 8-krotnie nizszy
poziom ekspresji miR-223-3p w poréwnaniu do 12 dnia rozwoju nowotworu 67NR.
Czterokrotnie wyzszg ekspresje miR-223-3p wykryto w grupie myszy obarczonych komoérkami
4T1, zarbwno w 12 jak i 24 dniu rozwoju nowotworu w poréwnaniu do grupy myszy zdrowych,
nieobarczonych nowotworem. Roznica ta byla istotna statystycznie (Ryc.1l1l, wykres c).
W 24 dniu rozwoju nowotworu 67NR zaobserwowano 8-krotne obnizenie ekspresji

w poréwnaniu do 12 dnia rozwoju tego nowotworu. Czterokrotnie wyzszy poziom ekspresji
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miR-223-3p zaobserwowano w 12 i 24 dniu eksperymentu w grupie myszy obarczonych
komorkami 4T1 w poréwnaniu do 24 dnia rozwoju nowotworu nieprzerzutujacego 67NR.

Roznice te byly istotne statystycznie (Ryc.11, wykres c).
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Rycina 11. Poziom ekspresji wybranych czgsteczek mikroRNA w materiale pochodzenia mysiego w osoczu — Wykresy — a), b) i ¢) w guzie
nowotworowym wykresy — d), e) i f) oraz thkance ptuc — wykresy — g), h) oraz i). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu
ANOVA oraz Kruskal — Wallis’a dla poréwnan wielokrotnych. *p<0,05. Kontrole eksperymentu stanowito mikroRNA wyizolowane
z osocza i tkanek — z fragmentu pluc oraz z fragmentu listwy mlecznej uzyskanych od myszy zdrowych — nieobarczonych nowotworem,
12, 24 — dzien eksperymentu, 67NR oraz 4T1 — model nowotworu piersi.
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Guz

U myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem, wykryto 14 i 17-krotnie nizsza
ekspresje miR-31-5p w porownaniu do 12 i 24 dnia rozwoju nowotworu 67NR (odpowiednio).
W 12 i 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 wykryto 64 1 144-krotnie wyzszy poziom ekspresji
miR-31-5p w poréwnaniu do myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem. Opisane rdznice
w ekspresji miR-31-5p w poréwnaniu do grupy myszy zdrowych, byly istotne statystycznie
(Ryc.11, wykres d). Ponad 2-krotny wzrost ekspresji miR-31-5p wykryto w 24 dniu rozwoju
nowotworu 4T1 w poréwnaniu do 12 dnia rozwoju tego nowotworu. W grupie myszy
obarczonych komorkami 4T1 w 12 dniu eksperymentu obserwowano 4-krotnie wyzszy poziom
ekspresji miR-31-5p niz w 12 dniu rozwoju nowotworu 67NR. Natomiast w 24 dniu rozwoju
nowotworu 4T1 wykryto 8-krotnie wyzszy poziom tej czasteczki w poroéwnaniu
do 24 dniu rozwoju nowotworu 67NR. Roznice te byly istotne statystycznie (Ryc.11, wykres
d). W 12 i 24 dniu rozwoju nowotworu 67NR obserwowano 17 i 24-krotnie wyzsza ekspresje
miR-147-3p w poréwnaniu do myszy zdrowych nieobarczonych nowotworem (odpowiednio)
(Ryc.11, wykres €). W przypadku nowotworu 4T1 wykryto 9 i 24-krotny wzrost ekspresji miR-
147-3p w 12 i 24 dniu eksperymentu (odpowiednio) w poréwnaniu do myszy zdrowych.
Réznice te byly istotne statystycznie. W 12 dniu rozwoju nowotworu 4T1 zaobserwowano
2- krotnie nizszy poziom ekspresji miR-147-3p w poroéwnaniu do 12 dnia rozwoju nowotworu
67NR. Roznica ta byla istotna statystycznie. U myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem
wykryto 3-krotnie nizszy poziom ekspresji miR-223-3p w poréwnaniu do 24 dnia rozwoju
nowotworu 4T1. Natomiast w 24 dniu rozwoju nowotworu 67NR zaobserwowano 2-krotnie
wyzsza ekspresje miR-223-3p w poroéwnaniu do myszy zdrowych. Réznice te byly istotne
statystycznie. W 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 wykryto 2-krotnie wyzszy poziom ekspresji
miR-223-3p w poréwnaniu do 24 dnia rozwoju nowotworu 67NR. Roznice te byly istotne

statystycznie (Ryc.11, wykres f).
Pluca

Dwukrotnie wyzsza ekspresje miR-31-5p w tkance ptuc wykryto w 12 i 24 dniu rozwoju
nowotworu 67NR oraz w 12 i 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 w poréownaniu do myszy
zdrowych, nieobarczonych nowotworem. Réznice te byly istotne statystycznie (Ryc.11, wykres
g). W pozostatych grupach badanych nie obserwowano réznic w ekspresji badanej czasteczki
mikroRNA. W przypadku czasteczki miR-147-3p obserwowano 5 i 15-krotnie wyzsza

ekspresje w 12 i 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 (odpowiednio) w poréwnaniu do grupy
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myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem. Réznice te byly istotne statystycznie (Ryc.11,
wykres h). W pozostatych grupach badanych nie obserwowano zmian w ekspresji miR-147-3p.
W 12 i 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 wykryto 2 i 24-krotnie wyzszy poziom ekspresji miR-
223-3p w porownaniu do myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem. Roéznice te byty
znamienne statystycznie (Ryc.11, wykres i). U myszy obarczonych komérkami 4T1 w 12 dniu
eksperymentu obserwowano 3-krotnie wyzszy poziom ekspresji w porownaniu do 12 dnia
rozwoju nowotworu 67NR. Natomiast w 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1 wykryto 24-krotnie
wyzszg ekspresje miR-223-3p w porownaniu do 24 dnia rozwoju nowotworu

nieprzerzutujgcego 67NR. Rdznice te byly istotne statystycznie (Ryc.11, wykres i).

Poziom ekspresji wybranych czasteczek mikroRNA zbadano rowniez w lizatach linii
komorkowych mysiego raka gruczotu sutkowego. Mysie linie komorkowe raka gruczotu
sutkowego pogrupowano na podstawie ich pochodzenia i stopnia ztosliwosci. Pierwsza grupe
stanowig linie wywodzace si¢ z tego samego guza nowotworowego wyizolowanego od myszy
szczepu BALB/c: 168 FARN, 67NR oraz 4T1. Linie z grupy 1 charakteryzuja si¢ réznym
stopniem zto§liwosci — linia komoérkowa 4T1 jest odzwierciedleniem 1V stopnia
zaawansowania ludzkiego raka gruczolu sutkowego, dlatego jest ona najczeSciej
wykorzystywanym modelem do badan in vivo wraz z jej nieprzerzutujagcym odpowiednikiem
linig 67NR. Ponadto linia 168 FARN zgodnie z piSmiennictwem przerzutuje do weztow
chtonnych??. Do drugiej grupy naleza: B-MEKDD 116, Eph4 1424, Eph4 1424.1 oraz Eph4
1424.2, kazda z nich charakteryzuje si¢ r6zng zdolnoscig do przerzutowania. Wszystkie linie
Eph4 1424 zostaty wyprowadzone z linii B-MEKDD 116. Trzecig grupe stanowig linie: EO771
oraz EO771.LMB. Linia komodrkowa EO771.LMB charakteryzuje si¢ zdolnosScia
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w Ephd Evess NF-630m= 168 FARN== 67NRmss 4Tfmm B-MEKDD 116mm Ephd 1424== Ephd 1424.1ms Ephd 1424.2mm EQ771mm EO7T1.LMB

zmian (RQ)

Rycina 12 Analiza profilu ekspresji wybranych czgsteczek mikroRNA w lizatach linii komérkowych mysiego raka gruczotu sutkowego.
Linie komorkowe podzielono pod wzgledem pochodzenia oraz stopnia ztosliwosci. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
testu ANOVA — dla wielokrotnych powtorzen. *p<0,05.
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do indukowania przerzutow do ptuc w mysim modelu in vivo, zostata wyprowadzona z linii
EQ771%%°, Linia komorkowa NF-639 nie zostala przydzielona do zadnej z grup. W przypadku
linii komorkowych: EO771 oraz EO771.LMB odnotowano wyraznie nizszy poziom miR-31-
5p w porownaniu do pozostatych linii komorkowych (Ryc.12, wykres a). Najwyzszy poziom
badanej czasteczki wérod mysich linii komérkowych raka gruczotu sutkowego zaobserwowano
w linii komorkowej Eph4 1424.1, byl on jednak nieco nizszy niz w linii kontrolnej
eksperymentu (komorki prawidtowego nablonka gruczotu sutkowego myszy Eph4-Ev).
Pozostate linie komérkowe cechowaty sie¢ podobnym poziomem ekspresji badanej czasteczki.
Z kolei linia 67NR charakteryzowala si¢ najwyzsza — ponad 60-krotnie wyzszg ekspresjg miR-
147-3p w porownaniu do komorek prawidtowych Eph4 Ev (Ryc.12, wykres b). W linii
komorkowej 168 FARN odnotowano ponad 30% nizsza ekspresje miR-147-3p wzglgdem linii
67NR. Ponadto zaobserwowano, ze linia komorkowa EO771.LMB cechuje si¢ ok. 50% nizsza
ekspresja badanej czasteczki niz linia EO771. Zauwazono, ze pozostale linie komorkowe
charakteryzuja si¢ poziomem ekspresji podobnym do komoérek prawidtowych.
Zaobserwowano, ze linia komoérkowa NF-639 charakteryzuje si¢ najwyzsza ekspresja
miR- 223-3p w poréwnaniu do kontroli (Eph4 Ev) (Ryc.12, wykres c). Ponadto zauwazono,
ze poziom ekspresji badanego mikroRNA wystepuje na podobnym poziomie w pozostatych

liniach komoérkowych.

4.3 Analiza poziomu ekspresji wybranych czasteczek mikroRNA w osoczu 1 guzie
nowotworowym uzyskanym od pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem piersi.

Badania poziomu wybranych czasteczek mikroRNA wykonano réwniez w materiale
pochodzenia ludzkiego — w osoczu i w guzie nowotworowym pochodzacym od chorych
na inwazyjnego raka gruczotu sutkowego leczonych w Dolno$lagskim Centrum Onkologii
we Wroctawiu. Patrzac na wykres (Ryc. 13, wykres a) mozna stwierdzi¢, ze najwyzszy poziom
miR-31-5p odnotowano w osoczu pochodzacym od o0séb zdrowych, natomiast u pacjentek
Z rozsianym (przerzutujagcym) nowotworem piersi zaobserwowano dwukrotnie nizszy poziom
ekspresji badanej czasteczki w poréwnaniu do grupy zdrowej, wynik ten byl istotny
statystycznie. W grupie pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem nieprzerzutujacym
odnotowano nieco wyzszy poziom ekspresji miR-31-5p w stosunku do grupy pacjentek
Z rozsianym nowotworem. Z danych wynika, ze najwyzszy poziom miR-147-3p obserwowano
w grupie pacjentek z nowotworem nieprzerzutujagcym , W 0SOCzU pacjentek z nowotworem
nieprzerzutujacym oraz rozsianym odnotowano 3-krotnie wyzszy poziom miR-147-3p

w stosunku do grupy zdrowych ochotniczek. (Ryc. 13, wykres b). Opisywane roznice ekspresji
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byly znamienne statystycznie w poréwnaniu do grupy zdrowych ochotniczek. Najwyzszy
poziom miR-223-3p obserwowano w grupie pacjentek z nowotworem rozsianym, natomiast
nieco nizszy poziom ekspresji odnotowano W grupie pacjentek z nowotworem miejscowym
(Ryc. 13, wykres c¢). Zaobserwowano, ze w tkance guza ekspresja wszystkich badanych
czasteczek mikroRNA byta najwyzsza u pacjentek z rozsianym nowotworem. Najwickszg
réznice: ponad 5-krotnie wyzsza ekspresje miR-31-5p — w stosunku do grupy pacjentek
z nowotworem miejscowym odnotowano u pacjentek z nowotworem rozsianym (Ryc. 13,

wykresy d, e, f).
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Rycina 13 Poziom ekspresji wybranych czgsteczek mikroRNA zbadano rowniez w osoczu i guzie nowotworowym uzyskanym od pacjentek ze
zdiagnozowanym nowotworem piersi. Grupe kontrolng w przypadku osocza stanowilo osocze uzyskane od zdrowych dawczyn, natomiast
w przypadku guza — catkowite spulowane RNA uzyskane z prawidlowej tkanki piersi od 5 zdrowych dawczyn. Osocze: grupa kontrolna —n =
7, rak gruczolu sutkowego nieprzerzutujqcy oraz z przerzutami do wezldéw chlonnych n= 50, rak gruczotu sutkowego z przerzutami odlegtymi
— n=10. Guz nowotworowy: grupa kontrolna — 3 techniczne powtorzenia, rak gruczotu sutkowego nieprzerzutujacy oraz z przerzutami
do wezléw chlonnych — n=30, rak gruczotu sutkowego z przerzutami odlegltymi —nN=5. Analize statystycznq przeprowadzono przy uzyciu testu
Kruskal-Wallisa. *p<0,05.
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4.4 Analiza poziomu ekspresji wybranych czasteczek mikroRNA w lizatach linii
komorkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego.

Analize poziomu ekspresji mikroRNA wykonano rowniez w lizatach linii
komorkowych ludzkiego raka gruczolu sutkowego. Linie komodrkowe zostaly podzielone
na podstawie wystepujacych podtypow molekularnych raka gruczotu sutkowego. Linie
podzielono w nastepujacy sposoéb: MCF-7 i T47D - Luminal A, BT-474 — luminal B, JIMT-1,
SKBR-3 — HER2+ oraz MDA-MB -231 i MDA-MB-468 — podtyp potrdjnie ujemny. Kontrole
eksperymentu stanowita linia MCF-10A — unie$Smiertelniony nabtonek gruczotu sutkowego.

Zaobserwowano, ze linie komorkowe: JIMT-1 oraz SKBR-3 0 tym samym podtypie

a) miR-31-5p b) miR-1475b ¢) miR-223-3p
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miR-147b 0,41 391 4,43 1,38 542 3,66 51,19 0,98
miR-223-3p 1,00 0,85 1,24 0,47 1,80 2,49 1,09 0,51
MCF-10A; MCF-7, Luminal A BT474, Luminal B JIMT-1, HER2+ MDA-MB-231, TNBC
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Rycina 14 Profil ekspresji dojrzalych czgsteczek mikroRNA w lizatach linii komorkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego,
pogrupowanych pod wzgledem wystepujgcych podtypow molekularnych nowotworu piersi. Analize  statystyczng
przeprowadzono wykorzystujqc test ANOVA oraz Kruskal-Wiliss 'a dla powtorzen wielokrotnych. *p<0,05.

molekularnym raka gruczotu sutkowego — HER2+ cechowaly si¢ odmiennym wzorem ekspresji
— linia komérkowa JIMT-1 charakteryzowata si¢ ponad 2-krotnie wyzszg ekspresja miR-31-5p
w porownaniu do linii SKBR-3 (Ryc.14, wykres a). Dodatkowo zauwazono, ze linia JIMT-1
cechuje si¢ jednoczes$nie ponad 3-krotnie wyzszg ekspresja miR-31-5p w poréwnaniu do linii
kontrolnej i najwyzsza ekspresjag badanego mikroRNA w poroéwnaniu do pozostatych linii
komorkowych, réznice te sg znamienne statystycznie. Ponadto zaobserwowano, ze linia
komorkowa MDA-MB-468 charakteryzuje si¢ podobnym poziomem ekspresji czasteczki
miR- 31-5p w poroéwnaniu do kontroli eksperymentu. Pozostate linie badane nie wykazywaly
ekspresji badanej czasteczki miR-31-5p. Linia komorkowa MDA-MB-231 charakteryzowata
si¢ najwyzszg ekspresjg miR-147-3p w porownaniu do kontroli eksperymentu i pozostatych
linii badanych (Ryc.14, wykres b). Ponadto zauwazono, ze linie komdrkowe 0 podtypie
molekularnym luminalnym A oraz HER2+ cechujg si¢ podobng ekspresja badanej czasteczki
mMiR-147-3p. Linie komorkowe BT-474 oraz MDA-MB-468 cechuja si¢ ekspresja miR-147-3p
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podobng do kontroli eksperymentu. Linia komérkowa SKBR-3 charakteryzuje si¢ najwyzszym
poziomem ekspresji miR-223-3p w stosunku do linii kontrolnej i pozostatych linii badanych
(Ryc.14, wykres c). Roznica w poziomie ekspresji mi¢dzy linig badang — SKBR-3, a kontrola
eksperymentu jest znamienna statystycznie. Linie komoérkowe - BT-474 i MDA-MB-468
oraz MCF-7 i MDA-MB-231 0 odmiennym podtypie molekularnym posiadajg podobny wzor
ekspresji czasteczki miR-223-3p, z kolei linia T47D cechowala si¢ 2-krotnie wyzsza ekspresja

miR-223-3p w poréwnaniu do kontroli eksperymentu.
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4.5 Ocena poziomu ekspresji wybranych bialek uczestniczacych w przejéciu
nabtonkowo mezenchymalnym w lizatach ludzkich linii komorkowych raka gruczotu
sutkowego: E- kadheryny, N-kadheryny.
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Rycina 15 Poziom wybranych bialek uczestniczqcych w przejsciu nablonkowo mezenchymalnym zbadano w lizatach linii
komorkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego. Linie podzielono pod wzgledem podtypow molekularnych nowotworu piersi.
Dodatkowo pod wykresem dla kazdego z badanych biatek zestawiono po 1 reprezentatywnym wyniku z Western Blott dla
badanego biatka i dla p — aktyny. Wyniki pozostatych powtorzen znajdujq si¢ w Suplemencie. Analize statystyczng wykonano
przy uzyciu testu ANOVA dla powtorzen wielokrotnych.*p<0,05.

W lizatach linii komérkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego zbadano poziom
wybranych bialek uczestniczacych w przejSciu nabtonkowo-mezenchymalnym. Z danych
wynika, ze najwyzszy poziom E-kadheryny odnotowano w linii MCF-7 (Ryc.15, wykres a).
Ponadto zauwazono, ze linia komoérkowa T47D o takim samym podtypie molekularnym
jak linia MCF-7 charakteryzuje si¢ nizszym o 30% poziomem badanego biatka w stosunku
do linii MCF-7. Réznice w poziomie ekspresji W obu liniiach komorkowych w porownaniu
do kontroli eksperymentu — linit MCF-10A sa znamienne statystycznie. Najnizszy poziom
E- kadheryny zaobserwowano w linii JIMT-1. Linie komérkowe — BT-474 oraz MDA-MB-468
o réznych podtypach molekularnych cechujg sie podobnym poziomem ekspresji badanego
biatka (Ryc.15, wykres a). Jak mozna zauwazy¢ na wykresie (Ryc.15, wykres a) linie
komorkowe — SKBR-3 oraz MDA-MB-231 nie wykazujg ekspresji E-kadheryny. W przypadku
N-kadheryny linie komérkowe o réznych podtypach molekularnych — T47D oraz SKBR-3
cechujg sie ekspresjg badanego biatka na podobnym poziomie (Ryc.15, wykres b). Réznice
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w ekspresji w poréwnaniu do kontroli eksperymentu sg znamienne statystycznie. Pozostate
linie komorkowe nie wykazuja ekspresji N-kadheryny. Oznaczenie wyzej wymienionych
biatek wykonano w czterech niezaleznych powtdrzeniach. Powyzej przedstawiono
reprezentatywny wynik z przeprowadzonego eksperymentu. Trzy pozostale powtdrzenia

zamieszczono w Suplemencie na rycynie 21.

4.6 Porownanie zdolnos$ci adhezji do fibronektyny dzikich komorek ludzkich linii raka
gruczotu sutkowego, komorek z wyciszong ekspresja miR-31-5p oraz z jego
nadekspresja.

Profil ekspresji wybranej czasteczki mikroRNA w liniach komérkowych ludzkiego raka
gruczotu sutkowego okazat si¢ pomocny do przeprowadzenia przejsciowej transfekcji (Ryc.16,
wykres a). Linie komoérkowe, ktore cechowatly si¢ wysoka ekspresjg badanej czgsteczki
mikroRNA - JIMT-1 oraz SKBR-3 poddano transfekcji przy uzyciu inhibitora miR-31-5p,

ktérego celem jest obnizenie poziomu badanego mikroRNA. Natomiast w pozostatych liniach
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Rycina 16. Poréwnanie zdolnosci adhezji do fibronektyny w liniach dzikich ludzkiego raka gruczotu sutkowego — wykres a),
kontrole eksperymentu stanowita linia MCF 10A oraz w liniach w ktérych przeprowadzono przejsciowq transfkecje wykresy b)
-h). kontrole eksperymentu w przypadku linii transfekowanych stanowita kontrola negatywna. Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu testu ANOVA dla powtérzen wielokrotnych, testu T — Studenta oraz testu Wilcoxona.*p<0,05.

komorkowych, ktore charakteryzowaty si¢ niska ekspresja badanej czasteczki mikroRNA,
przeprowadzono transfekcj¢ z uzyciem mimetyku miR-31-5p, ktorego celem jest zwigkszenie
ilosci miR-31-5p w komorkach. Poréwnujac zdolnos¢ adhezji do fibronektyny komorek
badanych linii raka gruczotu sutkowego typu dzikiego, stwierdzono, ze najwiekszg zdolnoscia
adhezji do fibronektyny charakteryzowata si¢ linia komérkowa JIMT-1 - zaobserwowano
ponad 100% wyzsza adhezj¢ do fibronektyny w stosunku do linii kontrolnej — MCF-10A.

O ponad 40% wyzsza zdolnoscig adhezji w stosunku do linii kontrolnej charakteryzowata
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si¢ linia BT-474 (Ryc.16, wykres a). Przedstawione roznice zdolnosci adhezji do fibronektyny
wymienionych linii w poréwnaniu do kontroli eksperymentu byly znamienne statystycznie.
Linie komoérkowe MCF-7, SKBR-3 oraz MDA-MB-468 0 odmiennych podtypach
molekularnych cechowaly si¢ nieco wyzszg zdolno$cig adhezji niz linia kontrolna, natomiast
linie komorkowe MDA-MB-231 oraz T47D charakteryzowatly sie¢ nizszg zdolno$cig adhezji
do fibronektyny w poréwnaniu do linii kontrolnej. Roéznice te nie byly znamienne
statystycznie. Zaobserwowano, ze linie komodrkowe, ktore zostaly poddane transfekcji
przy uzyciu mimetyku miR-31 cechowaly si¢ zwickszong zdolnoscig adhezji do fibronektyny
w stosunku do kontroli (Ryc.16, wykresy b, ¢, d, g, h), natomiast linie u ktorych
przeprowadzono transfekcje przy uzyciu inhibitora charakteryzowatly si¢ obnizong zdolnoscia

adhezji do fibronektyny w stosunku do kontroli eksperymentu (Ryc.16, wykres e, f).

4.7 Ocena ekspresji biatek regulowanych przez wybrang czasteczke miR-31-5p
w komorkach ludzkich linii raka gruczolu sutkowego typu dzikiego oraz liniach
transfekowanych.

Poziom wybranych biatek regulowanych przez czasteczke miR-31-5p zbadano réwniez

w lizatach dzikich linii komorkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego. Z wykresu (Ryc.17,
wykres a) wynika, ze linie komérkowe: MCF-7, BT-474 oraz JIMT-1 o r6znych podtypach
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Rycina 17 Poziom wybranych biatek — RNOA, FAK I 11 GAb regulowanych przez czgsteczke miK-31-5p W lizatach dzikich linii
komorkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego oznaczony za pomocq techniki ELISA. Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu testu ANOVA dla powtorzen wielokrotnych *p<0,05. Kontrole eksperymentu stanowita linia
MCF10A.

molekularnych cechujg si¢ podobnym stezeniem biatka RhoA w pordéwnaniu do kontroli

eksperymentu. Najwyzszym — 2-krotnie wigkszym stezeniem badanego biatka w poréwnaniu
do kontroli eksperymentu charakteryzowata si¢ linia SKBR-3. Z kolei zaobserwowano, ze linie
komorkowe: T47D, MDA-MB-231 oraz MDA-MB-468 wykazywaly podobny poziom
ekspresji badanego biatka. Patrzac na wykres (Ryc. 17, wykres b) mozna wywnioskowac,
ze linie komorkowe BT-474 oraz JIMT-1 cechujg si¢ podobnym stezeniem biatka FAK
w poréwnaniu do kontroli eksperymentu. Z danych wynika, ze linia komérkowa MDA-MB-

468 charakteryzuje si¢ najwyzszym - ponad 6-krotnie wyzszym stezeniem badanego biatka
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w poréwnaniu do liniikontrolnej. Zaobserwowano, ze linie komérkowe: T47D, SKBR-3 oraz
MDA-MB-231 wykazuja podobny poziom badanego biatka — ponad 4-krotnie wyzszy
W pordéwnaniu do kontroli. Réznice w poziomie st¢zenia badanego biatka w linii SKBR-3 oraz
MDA-MB-231 w stosunku do kontroli eksperymentu byly znamienne statystycznie.
Dwukrotnie wyzsze st¢zenie badanego biatka w stosunku do kontroli eksperymentu
zaobserwowano w linii komoérkowej T47D. Réznica ta rOwniez byta znamienna statystycznie.
Dane na wykresie (Ryc.17, wykres c) wskazuja, ze linia komorkowa SKBR-3 cechuje
si¢ najwyzszym stezeniem biatka ITGAS5 — 2-krotnie wyzszym w pordéwnaniu do linii
kontrolnej. Rdznica ta jest znamienna statystycznie. Najnizszym st¢zeniem w porownaniu
do kontroli eksperymentu cechujg si¢ linie MCF-7 oraz JIMT-1. Ponadto zaobserwowano,
ze linie komérkowe MDA-MD-231 oraz MDA-MB-468 cechujg si¢ takim samym stezeniem
badanego bialka, natomiast linia BT-474 cechuje si¢ nieco wyzszym stezeniem badanego biatka

w stosunku do linii kontrolnej.
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W lizatach linii komorkowych poddanych

transfekcji  zmierzono poziom

poszczegolnych biatek — RhoA, FAK i ITGAS regulowanych przez czasteczke miR- 31-5p przy

uzyciu testow ELISA. Kontrole eksperymentu stanowila kontrola negatywna przejsciowe;j

a) RhoA b) EAK
0.3 40
JR—
301
~ - 0.2 -
w £ £
o 3 S 201
= c c
0.1
101
0.0 0
d) mimic kontrola e) mimic
0.5 17 80
0.4
60
o - —
~ 50’3 £
< o > 40
F 0.2 c
20
0.1
0.0 0
g) mimic kontrola h) mimic
0.8 25
201
0.6 1
<+ - —
~ J
NP S g1s
F 5 0.4 >
o < =10
0.2
5

kontrola

r

kontrola

-

mim ic kontrola mimic

kontrola

ng/m|

ng/m|

ng/m|

ITGAS

mimic kontrola
mimic kontrola
*
_
—_

mim ic kontrola

Rycina 18. Poziom regulowanych przez czqsteczke miR-31-5p biatek — RhoA, FAK i ITGAS oznaczony za pomocq techniki
ELISA w liniach komoérkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego o podtypie luminalnym A — MCF-7, T47D oraz o podtypie
luminalnym B — linii BT-474 transfekowanych mimetykiem miR-31 wzgledem kontroli (kontrole stanowila transfekcja kontrolg
mimetyka). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu T — Studenta oraz testu Wilcoxon’a. *p<0,05.

MCF-7

Zaobserwowano, ze poziom bialka RhoA w lizatach linii komodrkowej MCF-7 poddanej

transfekcji byl nieco wyzszy w stosunku do kontroli (Ryc.18, wykres a). Z kolei linia

ta charakteryzowata si¢ ponad pigciokrotnym obnizeniem st¢zenia biatka FAK w stosunku

do kontroli negatywnej. R6znica ta byta znamienna statystycznie (Ryc.18, wykres b). Z danych

wynika, ze linia transfekowana charakteryzowata si¢ dwukrotnym obnizeniem stezenia biatka

- ITGA5 w stosunku do kontroli (Ryc.18, wykres c).
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T47D

Linia T47D poddana transfekcji charakteryzowala si¢ obnizeniem st¢zenia biatka RhoA o0 22%
w stosunku do kontroli negatywnej (Ryc.18, wykres d). Podobng tendencje obserwowano
w przypadku biatka ITGAS linia ta charakteryzowata si¢ obnizeniem stezenia badanego biatka
o 17% w poréwnaniu do kontroli negatywnej eksperymentu (Ryc.18, wykres €). Z danych
wynika, ze st¢zenie biatka FAK bylo prawie 6-krotnie nizsze w linii transfekowanej
niz W kontroli eksperymentu (Ryc.18 wykres f).

BT474

Linia BT-474 poddana transfekcji cechowata si¢ ok. 20% wzrostem st¢zenia biatka RhoA
w stosunku do kontroli negatywnej (Ryc.18, wykres g). Z danych wynika, ze stezenie biatka
FAK w linii transfekowanej jak i kontroli oscylowato na podobnym poziomie (Ryc.18, wykres
h). Ponadto zaobserwowano 15% spadek st¢zenia biatka ITGAS5 w linii transfekowanej
w stosunku do kontroli eksperymentu (Ryc.18, wykres i). Podane Réznica w ekspersji biatka

ITGAS byta znamienna statystycznie.
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Rycina 19 Poziom wybranych biatek — RhoA, FAK i ITGAS regulowanych przez czgsteczkg miR-31-5p oznaczony za pomocq techniki
ELISA w liniach komdrkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego o podtypie HER2+ — JIMT — 1 oraz SKBR — 3 transfekowanych
inhibitorem miR-31 wzgledem kontroli (kontrole stanowila transfekcja kontrolg inhibitora). Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu teStu T — Studenta oraz testu Wilcoxon’a. *p<0,05.
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JIMT-1

Linia transfekowana charakteryzowala si¢ nieco wyzszym stezeniem biatka RhoA w stosunku
do kontroli negatywnej eksperymentu (Ryc. 19, wykres a). Z wykresu (Ryc. 19, wykres b)
wynika, ze linia poddana transfekcji cechowata si¢ ponad 1,5 — krotnym wzrostem stezenia
biatka FAK w stosunku do kontroli eksperymentu. Zaobserwowano, ze stezenie biatka ITGAS
W linii transfekowanej jest o 15% wyzsze W poréwnaniu do kontroli eksperymentu. Roznica

ta jest znamienna statystycznie (Ryc. 19, wykres c).

SKBR-3

Wyniki niniejszego eksperymentu wskazuja, ze linia poddana transfekcji charakteryzowata si¢
obnizonym poziomem badanego biatka RhoA o 20% w stosunku do linii kontrolnej (Ryc. 19,
wykres d). Podobng tendencje zauwazono w biatku FAK — obserwowano obnizenie poziomu
badanego biatka w linii transfekowanej o ok. 50% w stosunku do kontroli negatywnej (Ryc. 19,
wykres e). Stezenie biatka ITGAS5 byto 4-krotnie obnizone w linii transfekowanej

w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 19, wykres f).

MDA-MB-231

Zaobserwowano, ze poziom badanych biatek w linii poddanej transfekcji oscylowat
na poziomie takim samym jak w linii kontrolnej lub nieco wyzszym. Analiza statystyczna

wykazala, ze roznice te nie sg znamienne statystyczne (Ryc. 20, wykres a, b i ).
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Rycina 20 Poziom wybranych biatek — RhoA, FAK i ITGAS regulowanych przez czgsteczke miR-31-5p oznaczony za pomocgq
techniki ELISA w liniach komorkowych ludzkiego raka gruczotu sutkowego o podtypie TNBC — MDA -MB-231 oraz MDA-MB-
468 transfekowanych mimetykiem miR-31 wzgledem kontroli (kontrolg stanowila transfekcja kontrolg mimetyka). Analize
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu T — Studenta oraz testu Wilcoxon’a. *p<0,05.
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MDA-MB-468

Patrzac na wykres (Ryc. 20, wykres d) mozna zauwazy¢ Wzrost stezenia badanego biatka RhoA
o ok. 20% w stosunku do linii kontrolnej. Najwyzsze ponad trzykrotne obnizenie stezenia biatka
FAK cechowalo linie poddang transfekcji w poréwnaniu do kontroli eksperymentu (Ryc. 20,
wykres e). Réznica ta byta znamienna statystycznie. 2-krotnie obnizenie stezenia biatka ITGAS

obserwowano w linii poddanej transfekcji (Ryc. 20, wykres f).
ANALIZA STATYSTYCZNA

Analize statystyczng wykonano w programie GraphPad Prism 7.1. Do rozktadu analizy danych,
wykorzystano test normalnosci Shapiro-Wilk’a. Testy statystyczne wykorzystane do analizy
danych zostaly przedstwione w legendach rycin. Za istotne statystycznie uznano réznice

miedzy grupami, dla ktorych p<0,05.
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V. DYSKUSJA

Rak gruczolu sutkowego zdiagnozowany jako nieprzerzutujacy, na wczesnym etapie
rozwoju jest wyleczalny u 70-80% pacjentek, natomiast zaawansowany nowotwor piersi
z przerzutami do narzadow odleglych jest uznawany za nieuleczalny przy uzyciu aktualnie
dostepnych opcji terapeutycznych. Dlatego dazy si¢ do tego, aby przyszte koncepcje
terapeutyczne byly oparte na terapii personalizowanej. Obecnie, badacze skupiaja
si¢ na poszukiwaniu biomarkeréw, ktore pozwolg na diagnoz¢ nowotworu na wczesnym
etapie jego rozwoju*’??’. Obiecujaca grupa czasteczek do poszukiwan biomarkerow okazuja
si¢ by¢ mikroRNA. Zgodnie z pi$miennictwem czasteczki mikroRNA sa zaangazowane
w regulacj¢ kluczowych proceséw w naszym organizmie dlatego nieprawidtowosci w profilu
ich ekspresji mogg byé przyczyng wielu choréb, w tym nowotworow??®, Przeprowadzone
badania z wykorzystaniem czasteczek mikroRNA sugeruja, ze moga okaza¢ si¢ one
przydatnym narzgdziem diagnostycznym W rozpoznawaniu nowotworow piersi — szczeg6lnie
o charakterze zto§liwym na wczesnym etapie przerzutowania. Z tego powodu wielu badaczy
rozpoczeto badania kliniczne nad wykorzystaniem czasteczek mikroRNA w leczeniu wielu

typdw nowotworow.

Dlatego gtownym celem niniejszej pracy bylo wykonanie badan majacych na celu
wytypowanie mikroRNA jako markera pozwalajacego na rozpoznanie przerzutujacego raka

gruczohu sutkowego.

Badania przesiewowe ekspresji mikroRNA

Badania rozpocze¢to od wykonania przesiewowych eksperymentéw in vivo na mysich
modelach raka gruczolu sutkowego - modelu nieprzerzutujacego 67NR oraz jego
przerzutujacego odpowiednika 4T1 w celu wytypowania trzech czasteczek mikroRNA
do dalszych badan. Wymienione modele mysiego raka gruczotu sutkowego sa czgsto
stosowane w badaniach nad przerzutujacym nowotworem piersi. Model 4T1 jest jednym
Z nielicznych modeli raka gruczolu sutkowego zdolnych do przerzutowania do miejsc,
do ktorych przerzutuje ludzki rak piersi — do ptuc, watroby, weztéw chtonnych czy mozgu??.
Co wigcej, stanowi on odpowiednik IV stadium zaawansowania ludzkiego raka gruczotu
sutkowego, a autorzy niektorych prac przypuszczaja, ze linia komorkowa 4T1 jest linig

0 podtypie potrojnie ujemnym?*+2%,
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Podobne badania z wykorzystaniem iloSciowego oszacowania ekspresji mikroRNA
w mysim modelu raka gruczolu sutkowego 4T1 in vivo wykonali Pillar i wsp., ktorzy
oszacowali poziom ekspresji mikroRNA w tkance guza pierwotnego oraz w mikroprzerzutach
uzyskanych z tkanki pluc. Pillar i wsp. w celu zidentyfikowania czasteczek mikroRNA
na wczesnych stadiach powstawania przerzutow przeanalizowali dane NanoString pod katem
czasteczki mikroRNA, ktdra spelnia nastepujace kryteria: wykazuje wysoka ekspresje badane;j
czasteczki mikroRNA, w co najmniej jednej z grup z przerzutami do ptuc, ktore sg istotne
statystycznie oraz krotnosciag zmian wigkszg niz 2. Polaczenie tych trzech kryteriow,
zaowocowalo wytypowaniem nast¢pujacych czgsteczek mikroRNA: miR-96, miR-100, miR-
223 oraz miR-210, nastgpnie eksperyment powtdérzono przy uzyciu techniki PCR, gdzie
dowiedziono, ze tylko miR-96 i miR-100 wykazywaly takie same wzory ekspresji, natomiast
miR-223 i miR-210 niestety nie?®®. W przeprowadzonych badaniach wiasnych rowniez
zaobserwowano podwyzszenie ekspresji czasteczki miR-96 w tkance guza u myszy
obarczonych komoérkami przerzutujacej linii 4T1 - zarowno w 12 jak i 24 dniu rozwoju tego
nowotworu w stosunku do guzoéw od myszy obarczonych komoérkami linii nieprzerzutujgcej
67/NR oraz kontroli eksperymentu. Czasteczka ta nie zostala wybrana do dalszych badan
Zz powodu matych réznic w ekspresji miedzy 12 a 24 dniem rozwoju nowotworu 4T1. Kolejng
czasteczka, ktorej ekspresja rowniez zostatla zaobserwowana w badaniach wlasnych byla
czasteczka miR-223. W przeciwienstwie do badan Pillara i wsp. ekspresja czasteczki miR-223
w przeprowadzonych wiasnych badaniach przesiewowych zostala potwierdzona
w eksperymencie wykonanym na pojedynczych tkankach pluc uzyskanych od myszy
- 0szacowany poziom ekspresji w tkance ptuc byt znacznie podwyzszony w 24 dniu rozwoju
nowotworu 4T1 w porownaniu do 12 dnia i kontroli eksperymentu. Czasteczka ta zostata
wybrana do dalszych badan. W kolejnych badaniach, Phua i wsp. zidentyfikowali m.in.
czasteczke miR-31-5p, ktorej wyzsza ekspresje zaobserwowano w badanych mysich
nowotworach w porownaniu do prawidtowych mysich komorek nabtonka sutka. Poziom miR-
31 oznaczono rowniez W ludzkich liniach komoérkowych raka gruczolu sutkowego.
Zaobserwowano obnizenie poziomu ekspresji miR-31-5p w liniach komérkowych 0 podtypie
TNBC: MDA-MB-231 i MDA-MB-468 oraz o podtypie luminalnym A: MCF-7 oraz T47D,

co byto zgodne z przeprowadzonymi badaniami wtasnymi 2%,

Ilosciowe oszacowanie ekspresji mikroRNA wykorzystano rowniez w badaniach
nad ludzkim rakiem okre¢znicy gdzie autorzy badali poziom ekspresji mikroRNA w tkankach

uzyskanych od pacjentow. Przeprowadzone badania pozwolity na zidentyfikowanie ekspresji
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23 czasteczek mikroRNA. Ponad 2/3 badanych czgsteczek wykazywato nadekspresje
— co moglo wskazywa¢ na ich wiasciwosci onkogenne - wérod nich zidentyfikowano
nastepujace czasteczki mikroRNA wykazujace nadekspresje w tkance objetej nowotworem,
s to: miR-182, miR-183, miR-18a, miR-21, miR-224 i miR-96-5p?*2. W raku zotadka (GC,
ang. gastric cancer) zidentyfikowano tgcznie 24 czasteczki mikroRNA z rozregulowang
ekspresja miedzy prawidtowa tkanka nieobj¢ta nowotworem a tkanka raka zotadka. Sposrod
nich 22 czasteczki mikroRNA (miR-223, miR-106b, miR-147, miR-34a, miR-130b, miR-106a,
miR-18a, miR-17, miR-98, miR-616, miR-181a-2, miR-185, miR-1259, miR-601, miR-196a,
miR-221, miR-302f, miR-340, miR-337-3p, miR-520c-3p, miR-575 i miR-138) byly znaczaco
podwyzszone w GC (P<0,05), podczas gdy tylko miR-638 oraz miR-378 byly znaczaco
obnizone w GC (P<0,05) w poréownaniu z tkanka zotadka nieobjeta nowotworem?*3,
W przeprowadzonych badaniach wtasnych, w tkance ptuc w 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1
rowniez zaobserwowano wzrost ekspresji czasteczki miR-147-3p, ktory zostat potwierdzony
w dalszych badaniach z wykorzystaniem pojedynczych tkanek mysich. Zostat on wybrany
do dalszych badan. U mtodych mezczyzn ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu krokowego
uzyskano inny wzorzec ekspresji niz w prawidlowej nieobjetej nowotworem tkance gruczotu
krokowego i tkance raka gruczotu krokowego uzyskanego od starszych m¢zczyzn. Dziewie
czasteczek mikroRNA (miR-140-5p, miR-146a, miR-29b, miR-9, miR-124-3p, let-7f-5p,
miR- 184, miR-373, miR-146b-5p) wykazywato r6znice w ekspresji w poroéwnaniu z tkanka
guza uzyskang od starszych mezczyzn. Czternascie czasteczek mikroRNA ulegto nadekspresji
(miR-1973, miR-663a, miR-575, miR-93-5p, miR-630, miR-600, miR-494, miR-150-5p,
miR- 137, miR-25-3p, miR-375, miR-489, miR-888-5p, miR-142-3p), podczas gdy u 9
stwierdzono obnizenie ekspresji (MiR-21-5p, miR-363-3p, miR-205-5p, miR-548a, miR-3195,
miR-145-5p, miR-143-3p, miR-222-3p, miR-221-3p) poréwnujac mtodg tkanke raka gruczotu

krokowego z prawidtowa, nieobjeta nowotworem?**

. W badaniach wilasnych nadekspresje
miR-9 w tkance pluc zaobserwowano w 12 oraz 24 dniu rozwoju nowotworu 4T1
W poréwnaniu do zdrowej, nieobjetej nowotworem tkanki ptuc oraz do 67NR. Czasteczka
ta nie zostala wybrana do dalszych badan z uwagi na mate réznice w ekspresji miedzy

badanymi modelami nowotworu.

W przeprowadzonych badaniach witasnych poziom ekspresji czasteczek mikroRNA
zostal oszacowany w trzech materiatach pochodzenia mysiego:
e w fatwym do pozyskania w sposéb nieinwazyjny osoczu gdzie

nieprawidlowosci w ekspresji mogg juz §wiadczy¢ o stanie chorobowym,
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e w tkance ptuc jako najczestszym miejscu przerzutow zaawansowanego raka
gruczotu sutkowego, ktére moze stuzy¢ do badania niszy premetastatycznej,
e W tkance guza w celu zbadania jak mikrosrodowisko guza wptywa na zmiany
w ekspresji czagsteczek mikroRNA.
Najwigksze roznice w ekspresji mikroRNA migdzy linig 67NR a 4T1 na r6znym etapie
rozwoju i przerzutowania nowotworu zaobserwowano dla nast¢pujacych czasteczek
mikroRNA: miR-31-5p w tkance guza oraz miR-147-3p i miR-223-3p w tkance ptuc.

Wymienione czgsteczki mikroRNA zostaty wytypowane do dalszych badan.

miR-147

Badania przeprowadzone przez Liu i wsp. wykazaty, ze ekspresja czasteczki miR-147-
3p jest indukowana w mysich makrofagach po stymulacji LPS-em receptorow TLR2, TLR3
oraz TLR4. Indukcja ekspresji miR-147-3p odbywa si¢ w wyniku przytaczenia do promotora
genu dwoch czynnikow transkrypcyjnych NF-xB oraz STAT1a. Wyniki tych badan pokazuja,
ze miR-147-3p bierze udzial w petli ujemnego sprzezenia zwrotnego, ktora jest zdolna
do hamowania prozapalnej odpowiedzi makrofagéw na wiele ligandow TLR?®. Swoiste dla
nowotworoOw makrofagi TAMs (ang. Tumor Associated Macrophages) sa komodrkami
zrdznicowanymi pod wzgledem fenotypowym oraz czynno$ciowym. Makrofagi moga ulega¢
charakterystycznemu, fenotypowemu przeksztatceniu pod wpltywem wydzielanych przez
komorki nowotworowe cytokin IL-10 i TGF-B (polaryzacji komorkowej z M1 do M2). Moga
one wydziela¢ cytokiny prozapalne, co jest charakterystyczne dla klasy M1 oraz cytokiny
przeciwzapalne i immunosupresyjne, co jest charakterystyczne dla fenotypu M2. Zatem,
nadekspresja miR-147-3p w tkance guza u myszy obarczonych komoérkami 4T1 moze by¢
spowodowana ucieczka nowotworu spod nadzoru ukladu immunologicznego, co skutkuje
niekontrolowanym wzrostem guza nowotworowego 1 wigze si¢ ze wzrostem ekspresji badanej
czasteczki mikroRNA (Ryc.11, wykres €). Co wigcej oszacowany poziom ekspresji miR-147-
3p w mysich tkankach guza, niezaleznie od badanego typu nowotworu — 67NR lub 4T1, byt
wyzszy w stosunku do prawidtowej tkanki gruczotu sutkowego. Podobna tendencja ekspresji
mMiR-147-3p zostala zaobserwowana w tkance guza u pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem
gruczotu sutkowego. Ekspresja miR-147-3p byla podwyzszona zar6wno w grupie
ze zdiagnozowanym nieprzerzutujagcym jak 1 przerzutujagcym rakiem gruczotu sutkowego

w porownaniu do prawidtowej tkanki piersi pobranej od kilku ochotniczek (Ryc. 13, wykres

e).
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Mysi rak gruczotu sutkowego 4T1 na zaawansowanym etapie rozwoju spontanicznie
przerzutuje m.in. do ptuc, co zostato potwierdzone w pracach Tao i wsp??® oraz Aslakson’a
i Miller’a?'®. W niniejszej pracy eksperyment in vivo zostal przeprowadzony na tkankach

pochodzacych od myszy opisanych w pracy Papiernik i wsp??®

. W przytoczonej pracy
policzono liczbe przerzutow w ptucach myszy z nowotworem 4T1 w 24 dniu eksperymentu.
Badania wykazaty, ze w 24 dniu eksperymentu u myszy z nowotworem 4T1 liczba przerzutow

w plucach wahata sie od 15 do 35%%°

. Mozna zatem przypuszczaé, ze wysoka ekspresja
miR- 147-3p obserwowana w tkance ptuc u myszy obarczonych komérkami 4T1 w 24 dniu
eksperymentu moze by¢ zwigzana z przerzutami na tym etapie rozwoju howotworu (Ryc.11,
wykres h). Co wiegcej, na podstawie uzyskanych wynikow mozna przypuszczac,
ze nadekspresja wspomnianej czasteczki mikroRNA w tkance pluc u myszy moze rowniez
odgrywac wazng role w tworzeniu niszy premetastatycznej. Przypuszczenie to jednak wymaga
dalszych badan, poniewaz jak dotad nie opisano zaangazowania tej czasteczki w regulacje tego
procesu. Co ciekawe wysoki poziom ekspresji miR-147b zaobserwowano rowniez w tkance

raka pluc w poréwnaniu do prawidtowej tkanki ptuc u pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem

phuc?®,

W przypadku pacjentek, oszacowany poziom ekspresji miR-147b w osoczu i guzie
nowotworowym- szczegodlnie w grupie pacjentek ze zdiagnozowanym przerzutujagcym rakiem
gruczotu sutkowego - byt wyzszy w porownaniu do kontroli eksperymentu (Rycina 13, wykresy
b, e). Co wiecej, w przypadku tkanki guza w badaniach wlasnych obserwuje si¢ tendencje
wzrostowa ekspresji badanej czasteczki mikroRNA, jednak jej poziom ekspresji
W przeciwienstwie do poziomu ekspresji w osoczu nie jest istotny statystycznie. Jak si¢ okazuje
poziom ekspresji MiR-147b moze by¢ podwyzszony lub obnizony w zaleznosci od danego typu
nowotworu. Podwyzszony poziom obserwuje si¢ w tkance raka watroby u pacjentow
w poréwnaniu do tkanki zdrowej (nieobjetej nowotworem)®’ natomiast nizszy poziom
ekspresji miR-147b zaobserwowano w tkance nowotworowej u pacjentow z innym typem
nowotworu - niedrobnokomoérkowym rakiem ptuc (NSCLC) - w stosunku do zdrowej tkanki
(nieobarczonej nowotworem). Ponadto stwierdzono, ze niska ekspresja miR-147b u pacjentow
z NSCLC byla zwigzana z nieprawidlowymi parametrami klinicznymi takimi jak przerzuty
do weztow chlonnych (ang. Lymph Node Metastasis, LNM) czy zaawansowanym stadium
rozwoju nowotworu, co moze wskazywa¢ na zaangazowanie miR-147 w patogenezg tego

nowotworu'®,
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Dalsze badania z udzialem miR-147b przeprowadzono w lizatach ludzkich linii
komoérkowych raka gruczotu sutkowego w celu sprawdzenia jak jego ekspresja zmienia
si¢ W zalezno$ci od podtypéw molekularnych raka gruczotu sutkowego (Ryc. 14, wykres b).
Jedyng pracg opisujacg zroéznicowanie ekspresji miR-147b w liniach komoérkowych raka
gruczohu sutkowego o réznych podtypach molekularnych byta praca Zhanga i wsp*. W tym
celu autorzy pracy wykorzystali do badania linie o podtypie luminalnym A — MCF-7,
Z nadekspresja HER2 — SKBR-3 oraz potrojnie ujemng — MDA-MB-231. Zauwazyli, ze wzor
ekspresji miR-147b jest zalezny od podtypu molekularnego raka gruczotu sutkowego.
Co wigcej zaobserwowali, ze w linii komorkowej 0 podtypie potrdjnie ujemnym
jest on znacznie obnizony w stosunku do kontroli (linii MCF-10A), natomiast linie o podtypie
luminalnym A i z nadekspresja HER2, wykazuja wyzszy poziom ekspresji W stosunku
do kontroli - linii komorkowej MCF-10A. W przeprowadzonych badaniach wtasnych poziom
ekspresji w liniach komérkowych MCF-7 oraz SKBR-3 jest porownywalny, a jego ekspresja
jest wyzsza od kontroli eksperymentu — linii komorkowej MCF-10A, co jest zgodne z wynikami
w pracy Zhang’a i wsp. Jedyna r6znica w ekspresji wspomnianej czasteczki mikroRNA, miedzy
przeprowadzonymi badaniami wlasnymi a badaniami Zhang’a i wsp. zaobserwowano w linii
komorkowej o podtypie potrojnie ujemnym MDA-MB-231. W badaniach wtasnych, poziom
ekspresji miR-147b w tej linii komdrkowej byt znacznie podwyzszony w stosunku do kontroli
eksperymentu — linii MCF-10A, natomiast w badanach Zhang’a i wsp. znacznie obnizony.

Co wigcej, podwyzszony poziom ekspresji miR-147b obserwowano réowniez w liniach
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komorkowych i tkankach w raku zotadka*®® czy watroby~*’. Analizujac doktadnie przytoczong
prace z wynikami badan wtasnych, mozna przypuszczaé, ze roznice W ekspresji miR-147b
w linii komérkowej MDA-MB-231, moga wynika¢ z innych warunkéw prowadzenia hodowli,
tej linii komorkowej. W badaniach wtasnych podstawa medium hodowlanego linii komérkowe;j
MDA-MB-231 byt ptyn RPMI 1640 (PChO, IITD PAN Wroctaw) oraz surowica firmy Merck
(dawniej Sigma), natomiast w pracy Zhang’a i wsp. uzywano do hodowli ptynu Dulbecco's
minimum essential medium (DMEM) oraz surowicy firmy Lanzhou National Hyclone

Bio-engineering China.
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miR-223-3p

Wysoki poziom ekspresji miR-223-3p w przeprowadzonych badaniach wiasnych
zaobserwowano w tkance guza oraz w tkance pluc w grupie myszy obarczonych komoérkami
4T1 w 24 dniu eksperymentu (Ryc. 11, wykres f, i). miR-223-3p znany jest z zaangazowania
w roznicowanie komorek uktadu hematopoetycznego. Wysoki poziom ekspresji miR-223-3p
obserwuje si¢ w komorkach linii mieloidalnej, przy czym najwyzszy poziom jego ekspresji
wykazuja granulocyty. Co wigcej wysoki poziom ekspresji miR-223-3p obserwuje si¢ rowniez
podczas polaryzacji makrofagow z klasy M1 do M22%. Jak juz wczeéniej wspomniano, swoiste
dla guza nowotworowego makrofagi (TAMSs) mogg ulega¢ polaryzacji pod wptywem réznych
cytokin. Klasa M2, o ktorej wspomniano, wydziela cytokiny przeciwzapalne
I immunosupresyjne. Mozna przypuszczac, ze Wysoki poziom ekspresji miR-223-3p w tkance
guza moze by¢ zwigzany ze zwigkszong liczbg makrofagéw klasy M2 w tkance guza
i wydzielaniem przez nie cytokin przeciwzapalnych i immunosupresyjnych,
co w konsekwencji skutkuje ucieczka nowotworu spod nadzoru uktadu immunologicznego

I prowadzi do niekontrolowanego wzrostu guza.

Kowanetz i wsp. w swoich badaniach dowiedli, ze nowotwory z wysokim potencjatem
do przerzutowania sg zdolne do zmian w mikrosrodowisku phuc, przynajmniej cze$ciowo
poprzez mobilizacje komorek odpornosciowych linii mieloidalnej o fenotypie CD11b*/Grl*
ze szpiku kostnego. Co ciekawe, podwyzszong liczb¢ komorek tej populacji zaobserwowano
w plucach w przypadku innych modeli przerzutujacego raka gruczotu sutkowego: 4TO7,
66cl14, 4T1, LLC, MDA-MB-231 oraz mysiego modelu MMTV-PyMT spontanicznie
rozwijajgcego raka gruczotu sutkowego, odzwierciedlajagcego progresje oraz morfologie
ludzkiego nowotworu piersi?®. Dalsze badania pozwolily zaobserwowaé, ze ptuca byly
znacznie wzbogacone populacja granulocytow oraz w niewielkim stopniu monocytami
i makrofagami?®®. Zatem wysoka ekspresja miR-223-3p w phucach na zaawansowanym etapie
rozwoju nowotworu 4T1 w 24 dniu rozwoju nowotworu (Ryc. 11, wykres i) moze wynikac
z rekrutacji granulocytow do ptuc. Moze to rowniez uzasadniaé¢ podwyzszone parametry Krwi
obwodowej takie jak monocyty, granulocyty, czy leukocyty u myszy obarczonych komorkami
4T1 na zaawansowanym etapie rozwoju tego nowotworu, co zaobserwowano w pracy DuPré

i wsp.24 oraz Papiernik i wsp.?%.

W materiale pochodzacym od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu

sutkowego — w osoczu oraz w tkance guza wykryto podwyzszony poziom ekspresji miR-223-3p
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w stosunku do kontroli eksperymentu (Ryc.13, wykres ¢ oraz f). Réwniez w przypadku
tej czasteczki mikroRNA w tkance guza u pacjentow zaobserwowano tendencje wzrostowa
badanego poziomu ekspresji miR-223-3p, w przeciwienstwie do poziomu jej ekspresji
W osoczu wynik ten nie byt istotny statystycznie. Jak si¢ okazuje, nadekspresje miR-223-3p
obserwowano réwniez w innym typie nowotworu — raku okreznicy. Autorzy pracy Li i wsp.
wykazali, ze w pordwnaniu do pobliskich tkanek nienowotworowych, ekspresja miR-223-3p
w tkance nowotworowej u pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem okreznicy (ang. CRC,
colorelectal cancer) byta znacznie podwyzszona, a jego ekspresja byta skorelowana ze stopniem
TNM, przerzutami do weztow chionnych i przerzutami odlegtymi. Co wigcej, pacjenci
Zz podwyzszong ekspresja miR-223-3p wykazujg gorsze przezycie i rokowanie niz pacjenci

Z nizsza ekspresjg miR-223-3p?4,

W badaniach wtasnych w przypadku oszacowanego poziomu ekspresji miR-223-3p
w liniach komérkowych ludzkiego raka gruczolu sutkowego nie zaobserwowano korelacji
mi¢dzy ekspresja badanej czasteczki miR-223-3p a podtypem molekularnym nowotworu piersi,
jednak poziom ekspresji w niektorych sposrod badanych linii komérkowych byt podwyzszony
(JIMT-1, SKBR-3) w stosunku do kontroli eksperymentu, ktora stanowita linia komorkowa
MCF-10A (Ryc. 14, wykres ¢). W pracy Sun i wsp. zaobserwowano, ze nadekspresja miR-223-
3p w liniach komoérkowych raka okreznicy moze stymulowacé proliferacj¢ komorek przez
regulacje biatka RASALI, co skutkuje aktywacja szlaku sygnatowego RAS/MAPK. Dodatkowo,
przeprowadzone badania in vivo wykazaty, ze nadekspresja miR-223-3p moze sprzyjac
wzrostowi guza u myszy szczepu nude?*?. Zhang i wsp. ujawnili, ze proliferacja, migracja
I inwazja komorek linii Colo320 i LoVo byla znacznie obnizona po transfekcji z uzyciem

inhibitora miR-223-3p%*,

miR-31-5p

Lv i wsp. przeprowadzili badania in vivo wykorzystujac mysi model MMTV-PyVT.
Wspomniany model jest najczgsciej wykorzystywany do badania ludzkiego gruczolakoraka
gruczolu sutkowego. W pracy tej zaobserwowano wyzszg ekspresje miR-31-5p w guzach
indukowanych PyVT w poréwnaniu do komorek gruczotu sutkowego myszy dzikich. Lv i wsp.
wykonali rowniez knockout genu miR-31-5p. Jak si¢ okazuje, utrata genu dla miR-31-5p
powoduje uposledzong progresj¢ guza oraz zmniejszenie liczby nowotworowych komorek

macierzystych'?®, W przeprowadzonych badaniach wlasnych obserwuje si¢ wzrost poziomu
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ekspresji miR-31-5p w guzie zarowno w modelu 4T1 jak i 67NR wzgledem kontroli, co jest
zgodne z wynikiem Lv i wsp.}?® oraz Phua i wsp.2%!, ponadto ekspresja miR-31 rosnie
wraz ze wzrostem guza 4T1 oraz jest znacznie wyzsza w guzach 4T1 w porownaniu do 67NR

(Ryc.11, wykres d), co sugeruje zwigzek z procesem przerzutowania.

Wysoka ekspresje miR-31-5p zaobserwowano rowniez w tkance pluc u myszy
z nowotworem 4T1 i 67NR w 12 i 24 dniu eksperymentu w poréwnaniu do kontroli - zdrowej
tkanki ptuc (Ryc. 11, wykres g). W 24 dniu eksperymentu ekspresja tej czasteczki mikroRNA
byta istotnie wyzsza w guzach 4T1 w poréwnaniu do guzoéw 67NR. Okazuje sie, ze wysokKi
poziom ekspresji miR-31-5p obserwuje si¢ w tkance guza raka ptuc. Co wiegcej, jego

nadekspresja jest zwigzana ze stabym przezyciem wérod pacjentow?s’,

Poziom ekspresji miR-31-5p oszacowano réwniez W 0soczu oraz we fragmencie tkanki
guza uzyskanego od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego. W 0soczu
obserwowano nizszy poziom ekspresji miR-31-5p u pacjentek z rozsianym nowotworem
w stosunku do kontroli eksperymentu, natomiast w tkance guza — tendencj¢ wzrostowsg
poziomu ekspresji badanej czasteczki u pacjentek z rozsianym nowotworem w stosunku
do kontroli eksperymentu (Ryc.13, wykres a i d). W przeciwienstwie do poziomu ekspresji
miR-31-5p w 0soczu wynik ten nie byt istotny statystycznie. W wigkszosci prac — m.in.
w pracach Yan i wsp.2* oraz Sossey-Alaoui i wsp.'®® - obserwuje si¢ obnizenie ekspresji miR-
31-5p w tkance guza u chorych na raka gruczotu sutkowego. Z kolei w badaniach Lu i wsp.
wykazano brak réznic w ekspresji miR-31-5p migdzy tkanka prawidtowa a ta zmieniong
nowotworowo. W przeprowadzonych badaniach wiasnych tendencja do podwyzszonego
poziomu ekspresji miR-31-5p obserwowanego w tkance guza w grupie pacjentek
Z nowotworem przerzutujagcym moze wynika¢ z matej liczby pacjentek w tej grupie badane;.
Poza tym podwyzszony poziom ekspresji tej czasteczki obserwuje si¢ w tkankach guza innych

245

nowotwordw, m.in. w tkance raka jamy ustnej?*® oraz w tkance raka ptuc®®’.

W badaniach wlasnych zaobserwowano podobny wzor ekspresji miR-31 w materiale

pochodzgcym zaréwno od pacjentek jak i od myszy:

e W 0SOCzU - obnizenie ekspresji (Ryc.11, wykres a),

e oraz w tkance guza - podwyzszenie ekspresji (Ryc.11, wykres d),

ale tylko w przypadku raka gruczotu sutkowego przerzutujacego 4T1 w 24 dniu eksperymentu.

Co wiecej, poziom ekspresji miR-31-5p w tkance guza w przeprowadzonych badaniach
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przesiewowych jest zgodny z poziomem ekspresji oszacowanym w pojedynczych tkankach

guza uzyskanych od myszy w tym eksperymencie.

Jak si¢ okazuje odwrotng korelacje wzoru ekspresji miR-31-5p zaré6wno w osoczu jak
I w tkance guza, obserwuje si¢ w przypadku innych typow nowotworéw, m.in. w raku
przetyku. Zaobserwowano, ze poziom ekspresji 0Szacowany W 0soczu uzyskanym

od pacjentéw byt podwyzszony?*®, natomiast w tkance guza obnizony**.

Dalsze badania z udziatem czasteczki miR-31-5p wykonano w lizatach ludzkich linii
komoérkowych raka gruczotu sutkowego o roéznych podtypach molekularnych. Uzyskane
wyniki ekspresji miR-31-5p wykazaty znaczne obnizenie ekspresji badanej czasteczki miR-31-
5p w liniach komérkowych o podtypie luminalnym A (MCF-7 i T47D), luminalnym B (BT-
474) oraz potrojnie uyjemnym (MDA-MB-231) oraz niewielkie obniezenie ekspresji miR-31-5p
w linii komorkowej o podtypie TNBC - MDA-MB-468 w stosunku do kontroli eksperymentu
- linii komoérkowej MCF-10A (Ryc.14). Wyniki przeprowadzonych badan wtasnych dla linii
MCF-7, T47D, MDA-MB-231, MDA-MB-468 oraz MCF-10A s3 zgodne z wynikami ekspresji
badanej czasteczki mikroRNA oszacowanych w wymienionych liniach komérkowych w pracy
Phua i wsp.?!. Jak sie okazuje, w przypadku drugiego modelu raka gruczoli sutkowego
0 podtypie potrdjnie ujemnym - linii komérkowej MDA-MB-231 - obserwuje si¢ brak
ekspresji miR-31-5p, co zostato potwierdzone w pi§miennictwie m.in. w pracy Phua i wsp?®!
oraz Augoff i wsp!®’. Co wiecej, w pracy Augoff i wsp. wyjasniono, ze brak ekspresji
lub obserwowany jej niski poziom, moze by¢ zwigzany z hipermetylacja promotora dla genu
miR-31-5p%”. Wysoka nadekspresjc MIiR-31-5p obserwuje si¢ w linii komoérkowej
z nadekspresja HER2 — JIMT-1. Rola czasteczki miR-31-5p w komoérkach nowotworowych
w kontekscie procesu adhezji komdrkowej nie jest do konca poznana, a czasteczka miR-31-5p
jest zaangazowana w regulacje jednego z etapow w procesie przerzutowania. Dlatego poznanie
roli tej czasteczki w raku gruczotu sutkowego o réznych podtypach molekularnych moze
przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy w tej dziedzinie. Dalsze badania polegaty wigc
na przeprowadzeniu przejsciowej transfekcji z wyciszeniem lub nadekspresja miR-31-5p.
Dodatkowo w lizatach komoérkowych oznaczono poziomy ekspresji biatek majacych wplyw
na ogolny stan adhezji komorkowej — RhoA, FAK oraz ITGAS jednoczesnie regulowanych

przez czasteczke miR-31-5p. Wykonano rowniez test adhezji komoérek do fibronektyny.

Badania korelacji migdzy biatkiem RhoA i miR-31-5p w kontekscie raka gruczotu

sutkowego przeprowadzili Hashemi i wsp. wykonujac nadekspresj¢ miR-31-5p w linii
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komorkowe] przerzutujacej — MDA-MB-231 oraz linii nieprzerzutujacej — MCF-7.
Przeprowadzone badania wykazaty, Zze czasteczka miR-31-5p obnizala wskaznik inwazji
wskazujgc tym samym na wysoki potencjal miR-31-5p jako genu supresorowego. Wyniki
uzyskane przez Hashemi i wsp. wskazujg, ze transfekcja mimetykiem miR-31 w wybranych
liniach komorkowych obnizata poziom biatka RhoA oraz prowadzita do znacznego obnizenia
migracji i inwazji komorek?”’. Podobne badania korelacji miR-31-5p i biatka RhoA
w kontekscie raka zoladka przeprowadzili Ge i wsp. ktorzy zaobserwowali, ze obnizona
ekspresja miR-31-5p w ludzkich liniach komoérkowych raka zotadka byla skorelowana
z wysokg ekspresjg biatka RhoA. Co wiecej nadekspresja miR-31-5p w tych liniach
komorkowych prowadzita do zahamowania procesu inwazji i migracji poprzez obnizenie
ekspresji biatka RhoA?*8, W przeprowadzonych badaniach wtasnych poziom RhoA nie réznit
si¢ istotnie statystycznie w badanych liniach, a nadekspresja miR-31-5p nie wplywala
na ekspresj¢ badanego biatka RhoA. Nadekspresja miR-31-5p powodowata zwiekszenie
adhezji komoérek do fibronektyny, a zahamowanie miR-31-5p pod wplywem transfekcji

inhibitorem miR-31-5p powodowato zmniejszenie adhezji komorek do fibronektyny.

Najwyzszy poziom ekspresji biatka FAK obserwuje si¢ w linii komorkowej o podtypie
potrojnie ujemnym - MDA-MB-468 w stosunku do kontroli eksperymentu. W liniach
komoérkowych MDA-MB-231, MCF-7, SKBR-3 oraz T47D obserwuje si¢ podwyzszony
poziom ekspresji badanego biatka FAK wzgledem MCF-10A. Co wigcej, wysoka ekspresja
biatka FAK jest skorelowana z niska ekspresja czasteczki miR-31-5p dla linii komoérkowych:
MDA-MB-231, MCF-7 oraz T47D wzgledem linii kontrolnej, a w przypadku linii JIMT-1 niska
ekspresja FAK koreluje z wysokim poziomem miR-31-5p. Okazuje si¢, ze nadekspresja biatka
FAK jest skorelowana z agresywno$cia nowotworu i ztg prognoza, co potwierdzono w liniach
komoérkowych raka prostaty i gruczotu sutkowego?*®?°. Poza tym w badaniach in vivo
Zz wykorzystaniem wielu modeli raka gruczotu sutkowego dowiedziono, Ze wyciszenie
ekspresji biatka FAK, hamuje progresje guza i nabywanie przerzutowego fenotypu?l2%,
Dowiedziono rowniez, ze biatko FAK jest waznym efektorem przerzutow stymulowanych
przez TGF-B w rozwijajacych si¢ i postepujacych rakach gruczotu sutkowego. Mozna zatem
przypuszczaé, ze biatko FAK jest odpowiedzialne za kontrole morfologii komorek
nabtonkowych oraz indukowang przez TGF-p deregulacje E-kadheryny, co skutkuje inicjacja

procesu EMT4,

Co wigcej, nadekspresja miR-31-5p w przeprowadzonych badaniach whasnych w linii

komorkowej o podtypie potrdjnie ujemnym - MDA-MB-468 oraz luminalnym A - linii
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komorkowej MCF-7 i T47D, powodowata obnizenie ekspresji biatka FAK i wzrost adhezji
komorek do fibronektyny. W przypadku wyciszenia czasteczki miR-31-5p w linii komérkowe;j
JIMT-1 obserwuje si¢ tendencje¢ wzrostowa ekspresji biatka FAK i obnizenie adhezji komorek
do fibronektyny. Czasteczka miR-31-5p moze zatem odpowiada¢ za hamowanie procesu EMT
poprzez regulacje (obnizenie ekspresji) biatka FAK 1 tym samym moze zapobiegad
powstawaniu przerzutow, jednak to przypuszczenie wymaga przeprowadzenia dalszych badan.
Co ciekawe, podobny efekt zaobserwowano w przypadku innych czasteczek mikroRNA,
miR- 4324 w komorkach raka ptaskonabtonkowego przelyku. Indukowana nadekspresja
tej czasteczki powodowata obnizenie ekspresji biatka FAK przyczyniajgc si¢ do zahamowania
inwazji i migracji komoérek raka przetyku. Co wigcej, nadekspresja badanej czasteczki
zapobiegala inicjacji procesu EMT?*, Podobnie w przypadku raka gruczothu sutkowego, gdzie

czasteczka miR-7 hamuje inicjacje procesu EMT za posrednictwem biatka FAK 2%,

Jak si¢ okazuje, autorzy innych prac w swoich badaniach dowiedli, ze czasteczka miR-
31-5p moze by¢ odpowiedzialna za inicjacj¢ procesu EMT w innych typach nowotworow.
W badaniach przeprowadzonych przez Wang’a i wsp. dowiedziono, ze nadekspresja
miR- 31- 5p w raku szyjki macicy indukowata proces EMT poprzez regulacje biatka BAP-1
w komorkach raka szyjki macicy prowadzac do obnizenia ekspresji E-kadheryny i wzrostu
ekspresji N-kadheryny?®’, a obnizona ekspresja miR-31-5p w raku przetyku stymuluje
ekspresje LATS2 poprzez indukcje szlaku sygnatowego Hipp w wyniku czego promuje proces
EMT,

Schaller w swojej pracy wyjasnit, ze nadekspresja biatka FAK indukuje aktywnos$¢
czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz ekspresje innych biatek antyapoptotycznych takich jak:
c-1AP-1, c-1AP-2 oraz c-IAP, ktére sa endogennymi inhibitorami kaspaz i w ten sposob blokuja
apoptoze komoérek HL-60%%. W ludzkich komorkach biataczki HL-60 aktywacja szlaku
PI3K/Akt w wyniku nadeskpresji biatka FAK indukowata ekspresje inhibitora apoptozy (IAP)
przez NF-«B i chronita komérki przed apoptoza wywotang stresem oksydacyjnym?®, W pracy
Verma i wsp. zbadano poziom wymienionych biatek antyapoptotycznych w osoczu uzyskanym
od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego. Wysoki poziom ekspresji tych
biatek jest zwigzany z agresywnos$cig 1 rozwojem raka gruczotu sutkowego. Co interesujace
sugeruje sie, ze ekspresja biatek antyapoptotycznych IAP moze indukowaé proces EMT?%,
Reasumujac przypuszcza si¢, ze czasteczka miR-31-5p moze odpowiadac za regulacje procesu

EMT za posrednictwem biatka FAK, ktére moze prowadzi¢ do aktywacji bialek IAP
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w komorkach raka gruczolu sutkowego o podtypie TNBC i1 moze peli¢ role markera

W monitorowaniu przerzutowania nowotworow?,

Rozregulowanie ekspresji E-kadheryny w nowotworach jest zwigzane z utratg kontaktu
migdzy komodrkami, co sprzyja ich ruchliwosci i1 predyspozycji do przerzutowania. W pracy
Sawada i wsp. wyjasniono jaki wplyw ma rozregulowanie ekspresji E-kadheryny na proces
adhezji komérkowej w raku jajnika poprzez regulacje ekspresji biatka ITGAS. Uzyskane
wyniki badan w tej pracy potwierdzity, ze wyciszenie genu dla E-kadheryny wplywa na wzrost
ekspresji integryny ITGAS i indukuje adhezje komoérek?®?, a badania in vitro przeprowadzone
przez Pantano i wsp. wykazaty, ze nadekspresja genu ITGAS kodujacego integryng as W linii
komorkowej o podtypie luminalnym A — MCF-7 promuje adhezj¢ komorek nowotworowych
do fibronektyny!’*. W przeprowadzonych badaniach wlasnych taka tendencje zaobserwowano
tylko w przypadku linii komorkowej SKBR-3 z nadekspresja HER2 - brak ekspresji
E- kadheryny korelowat ze wzrostem ekspresji integryny ITGAS, prowadzac do niewielkiego
wzrostu adhezji komorek do fibronektyny — (o 16%) w poréwnaniu do kontroli eksperymentu,
linii MCF-10A. W linii komérkowej o tym samym podtypie molekularnym z nadekspresja
HER2 - JIMT-1 niska ekspresja E-kadheryny korelowala z niskg ekspresja biatka
ITGAS w stosunku do kontroli eksperymentu i powodowata ponad 2-krotny wzrost adhezji
do fibronektyny. W badaniach Hou i wsp. przeprowadzono transdukcje¢ wektorem kodujacym
gen HER2 w linii komérkowej MDA-MB-231 oraz MCF-7, nastgpnie wykonano testy adhezji
z komorkami transdukowanymi. Zaobserwowano, ze nadekspresja genu HER2 powoduje
wzrost adhezji komorek do fibronektyny w poréwnaniu do kontroli eksperymentu (linii
z pustym wektorem)?®2, Co poniekad uzasadnia wiekszg adhezje do fibronektyny komorek linii
SKBR-3 i JIMT-1 w stosunku do kontroli eksperymentu w badaniach wtasnych. Obnizenie
interakcji komorek pozostatych linii badanych do fibronektyny lub podobny poziom adhezji
komorek linii badanych do fibronektyny w stosunku do kontroli eksperymentu moze wynikac

z braku ekspresji genu HER?2.

Biatko ITGAS jest regulowane przez miR-31-5p poniewaz obnizenie ekspres;ji
miR- 31- 5p w linii komodrkowej JIMT-1 powoduje wzrost jego ekspresji, a w przypadku
indukowanej nadekspresji (np. w linii BT474) powoduje obnizenie poziomu badanego biatka.
Nie jest to zgodne dla linii komorkowych: MDA-MB-231 oraz SKBR-3. Co ciekawe, w pracy
Augoff 1 wsp. przeprowadzono badania z nadekspresja czasteczki miR-31-5p w linii
komorkowej MDA-MB-231 (z fizjologicznie niskim poziomem ekspresji miR-31-5p). Badania

wykazaty obnizenie ekspresji integryny as oraz podjednostki B1, z ktorg integryna as tworzy
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receptor dla fibronektyny*®2

. W pracy tej udowodniono, ze nadekspresja miR-31-5p powoduje
zahamowanie rozprzestrzeniania si¢ komoérek nowotworowych, co moze tlumaczy¢
zwigkszong adhezje komorek pod wpltywem indukowanej nadekspresji miR-31-5p
do fibronektyny w przeprowadzonych badaniach wtasnych. Poza tym, wynik ten sugeruje,
7ze  czasteczka miR-31-5p moze wykazywaé wlasciwosci  przeciwprzerzutowe.
W przeprowadzonych badaniach wtasnych, nie zaobserwowano réznic w poziomie ekspresji
badanego biatka w linii komérkowej MDA-MB-231 pod wptywem indukowanej nadekspresji
miR-31-5p. W przypadku innego modelu, linii komoérkowej 0 podtypie TNBC - MDA-MB-468
— obserwowano tendencj¢ spadkowg ekspresji biatka ITGAS i1 wzrost adhezji komorek
do fibronektyny. Ten sam efekt, co w pracy Augoff i wsp. uzyskano w przypadku linii
komorkowej o podtypie luminalnym B — BT-474, obserwowano wowczas obnizenie ekspresji
biatka ITGAS i wzrost adhezji komorek do fibronektyny. Natomiast indukowane obnizenie
ekspresji miR-31-5p w linii komoérkowej o podtypie HER2+ - JIMT-1 powodowato wzrost
ekspresji biatka ITGAS oraz obnizenie adhezji komorek do fibronektyny, co moze wskazywaé

na jej wazng role w procesie powstawania przerzutow.

Co wigcej, zaobserwowano, ze obnizanie ekspresji miR-31-5p w liniach komérkowych
z nadekspresja HER2 - JIMT-1 oraz SKBR-3 powoduje obnizenie adhezji komorek
do fibronektyny, natomiast nadekspresja miR-31-5p w liniach komorkowych raka gruczotu
piersiowego — MCF-7, T47D, BT-474, MDA-MB-231 oraz MDA-MB-468, niezaleznie
od podtypu molekularnego powoduje wzrost adhezji komorek do fibronektyny. Zatem mozna
stwierdzi¢, ze czasteczka miR-31-5p moze by¢ waznym regulatorem adhezji komorkowe;j

w procesie (kaskadzie) przerzutowania nowotworow.

Ze wzgledu na szeroki zakres przeprowadzonych badan moga one stanowi¢ dobry
poczatek do dalszych prac i zglgbiania wiedzy na temat czasteczek mikroRNA w kontekscie

nowotworu piersi i ich roli w procesie przerzutowania.

107



VI WNIOSKI

e wyrazne obnizenie ekspresji miR-31-5p w 0soczu W przerzutujacym raku gruczotu
sutkowego u myszy z nowotworem 4T1 oraz u pacjentek ze zdiagnozowanymi
przerzutami odlegltymi sugeruje, ze czasteczka ta moze petic istotng rolg w procesie
przerzutowania raka gruczotu sutkowego;

e endogenna nadekspresja miR-31-5p w linii komorkowej 0 podtypie HER2 — JIMT-1
moze wskazywac na szczegolng role tej czasetczki w tym podtypie raka gruczotu
sutkowego, jednak szczegdtowe poznanie jej funkcji wymaga dalszych badan;

e czasteczka miR-31-5p jest regulatorem procesu adhezji komoérkowej w procesie
(kaskadzie) przerzutowania nowotworéw — jej indukowana nadekspresja powoduje
wzrost adhezji komorek do fibronektyny, natomiast indukowane obnizenie ekspresji
prowadzi do zmniejszenia interacji komoérek nowotworowych z fibronektyng
niezaleznie od badanego podtypu molekularnego raka gruczotu sutkowego;

e Indukowana nadekspresja miR-31-5p w linii komérkowej MDA-MB-468 oraz MCF-7
powoduje obnizenie poziomu biatka FAK i przyczynia si¢ do zwigkszenia adhezji
komorek do fibronektyny. Biatko to, moze by¢ zatem jedng z wazniejszych czasteczek
regulowanych przez miR-31-5p w kontekscie jego wptywu na proces adhezji komorek
do fibronektyny;

e na podstawie uzyskanych wynikow trudno jest jednoznacznie okresli¢ funkcje
miR- 31- 5p. Proprzerzutowa funkcja miR-31-5p jest widoczna podczas rozwoju
nowotworu przerzutujacego 4T1 w modelu mysim (jej ekspresja w guzach wzrasta, jest
duzo wyzsza w poréwnaniu do kontroli i nieprzerzutujacego 67NR), podobna tendencjg
obserwuje si¢ w przypadku pacjentek. Przeciwprzerzutowa funkcje¢ badanej czasteczki
mikroRNA obserwuje si¢ w liniach komorkowych niezaleznie od badanego podtypu
nowotworu w regulacji adhezji komoérkowej, jednak poznanie mechanizmu

za to odpowiedzialnego wymaga dalszych badan.
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Poziom wybranych czasteczek mikroRNA, ktére wykazywaly najwigksze réznice w
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przeprowadzono przy uzyciu testu ANOVA oraz Kruskal — Willis’a dla poréwnan
wielokrotnych.  *p<0,05. Kontrole eksperymentu stanowilo mikroRNA
wyizolowane z osocza i tkanek — z fragmentu ptuc oraz z fragmentu listwy mleczne;j
uzyskanych od myszy zdrowych — nieobarczonych nowotworem.
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komoérkowych mysiego raka gruczotu sutkowego. Linie komoérkowe podzielono pod
wzglgdem pochodzenia oraz stopnia zlo§liwosci. Analiz¢ statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu testu ANOVA — dla wielokrotnych powtorzen.
*p<0,05.

81

Rycina 13

Poziom ekspresji wybranych czasteczek mikroRNA zbadano réwniez w osoczu i
guzie nowotworowym uzyskanym od pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem
piersi. Grupe kontrolng w przypadku osocza stanowilo osocze uzyskane od
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Wyniki pozostalych powtorzen znajduja si¢ w Suplemencie. Analiz¢ statystyczng
wykonano przy uzyciu testu ANOVA dla powtorzen wielokrotnych.*p<0,05.
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MCF10A.
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BT 474. Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu T — Studenta oraz
testu Wilcoxon’a. *p<0,05.
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*p<0,05.
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Wilcoxon’a. *p<0,05.
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Rycina 21 Poziom bialek charakterystycznych dla przejscia nablonkowo — mezenchymalnego w lizatach ludzkich linii
komorkowych raka gruczotu sutkowego.

Rycina 22 Sprawdzenie wydajnosci transfekcji w liniach komorkowych ludzkiego raka gruczolu sutkowego za pomocq cytometrii
przeplywowej. Wyniki przedstawiono w formie histogramow. Na zielono zaznajczono populacje komorek typu dzikiego, na czarno %
komarek stransfekowanych inhibitorem lub mimetykiem miR-31-5p, a na czerwono % komdrek transfekowanych kontrolg negatywnq.

SKBR-3 JIMT-1
P1 " ]e2 wt Jea Wt 1s, Wt
inhibitor 11459 fos ko 11480 fos innibitor 11192 fog «n 11193 fos
1 1 1 63,31%
64,02% 1 1 64,03% J
1 41,26% 1 1 1
P2 1 P2 1 P2 1 P2
FITC-& FITC-4& FITC-&
BT-474 MDA-MB-231
Wt ] wt 1 wt ] wt
P1 mimic 16167 fcs) I kn 16168 .fcd 1 P2 mimic 13559 .fcs Te2 kn 13560 fcy
1 41.76% 1 1
64,73% 1 1 [°78T% 1 55,15%
P2 T ) T P2
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Rycina 23 Poziom ekspresji wybranych czgsteczek mikroRNA w mysim osoczu W badaniach przesiewowych, wykonanych
tecnikq Real-Time PCR.
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Rycina 24 Poziom ekspresji miR-31-5p uzyskany metodq Real-Time PCR po przeprowadzeniu transfekcji z wyciszeniem

e mir-315p

T47D

mIR-315p. KN

MDA-MB-231

mic miR-31-5p

mIR-315p, KN

e mir-31-5p

BT-474 JIMT-1
:
o
z
:]U
A
Sos
00 g
matsp biormin 31

MDA-MB-468

1000

o

2 w00

= 600

.

2 a00

S

.

(wykresy na rycinie zaznaczono w ramce) oraz z nadekspresjq miR-31-5p.

137

mimic miR-31-5p  miR-31-5p. KN




Tabela 18 Wyniki ekspresji czgsteczek mikroRNA w  badaniach przesiewowych zwigzanych z zaburzeniami ukiadu
immunologicznego (miScript miRNA PCR Immunopathology), uczestniczgce w regulacji nowotworowych komdrek
macierzystych (miScript miRNA PCR Cancer Stem Cells) oraz obecnych w osoczu i surowicy (miScript miRNA
Serum&Plasma).

miScript miRNA PCR Immunopathology

Position Mature ID 12 67NR 124T1 24 67NR 24471
Fold Change Fold Change Fold Fold
Change Change
A01 mmu-let-7a-5p 43,0435 29,5957 44,2954 23,053
A02 mmu-let-7¢c-5p 7,0016 5,1245 7,9607 3,7304
AO3 mmu-let-7d-5p 7,1712 5,4241 8,427 4,2958
A04 mmu-let-7e-5p 29,5156 24,1322 32,9588 16,5462
A05 mmu-let-7g-5p 2,2896 1,7997 2,4247 1,8408
A06 mmu-miR-103-3p 1,8459 1,6289 1,8016 1,8798
A07 mmu-miR-105 1,5861 1,0329 1,9223 1,4135
A08 mmu-miR-106a-5p 1,8766 2,4525 2,259 3,5081
A09 mmu-miR-125a-5p 2,123 1,7741 1,9232 1,2569
Al10 mmu-miR-125b-5p 2,2999 2,3823 1,8184 1,5833
All mmu-miR-126a-3p 2,0519 1,3928 1,991 1,543
Al2 mmu-miR-129-5p 2,1451 2,3052 3,1957 3,4518
BO1 mmu-miR-130a-3p 1,3694 1,1916 1,437 1,1489
B02 mmu-miR-132-3p 1,7901 3,1523 1,8203 2,7053
B03 mmu-miR-134-5p 1,508 1,44 1,5694 1,1803
B04 mmu-miR-135a-5p 2,1659 2,1228 2,3183 2,4937
B05 mmu-miR-135b-5p 0,8404 0,79 0,6546 0,9277
B06 mmu-miR-138-5p 2,7384 3,0243 2,3988 3,1402
BO7 mmu-miR-140-5p 1,2062 0,9613 1,1152 1,3383
B08 mmu-miR-142a-3p 1,234 1,1776 1,7137 5,9861
B09 mmu-miR-142a-5p 0,7502 0,9091 1,2775 5,3596
B10 mmu-miR-145a-5p 0,9615 0,6961 0,9163 0,8364
B11 mmu-miR-146a-5p 1,1368 0,7078 1,0695 0,6776
B12 mmu-miR-146b-5p 1,1092 0,9847 1,1016 1,7651
C01 mmu-miR-147-3p 0,8299 2,9692 1,2066 36,0073
C02 mmu-miR-148a-3p 1,5242 1,177 1,5775 1,6951
C03 mmu-miR-149-5p 0,9802 1,6514 1,0388 2,2633
Co4 mmu-miR-150-5p 1,0177 0,8946 0,7816 0,8305
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CO05
Co06
Co7
Co8
C09
C10
Cl1
C12
D01
D02
D03
D04
D05
D06
D07
D08
D09
D10
D11
D12
EO1
E02
EO03
EO04
EO5
E06
EQ7
EO08
EQ9
E10
Ell
E12
FO1
F02

F03

mmu-miR-152-3p
mmu-miR-155-5p
mmu-miR-15a-5p
mmu-miR-15b-5p
mmu-miR-16-5p
mmu-miR-181a-5p
mmu-miR-182-5p
mmu-miR-183-5p
mmu-miR-184-3p
mmu-miR-185-5p
mmu-miR-186-5p
mmu-miR-187-3p
mmu-miR-18a-5p
mmu-miR-18b-5p
mmu-miR-191-5p
mmu-miR-194-5p
mmu-miR-195a-5p
mmu-miR-196a-5p
mmu-miR-19a-3p
mmu-miR-19b-3p
mmu-miR-200a-3p
mmu-miR-203-3p
mmu-miR-205-5p
mmu-miR-207
mmu-miR-20a-5p
mmu-miR-20b-5p
mmu-miR-21a-5p
mmu-miR-210-3p
mmu-miR-214-3p
mmu-miR-223-3p
mmu-miR-23b-3p
mmu-miR-26a-5p
mmu-miR-26b-5p
mmu-miR-27a-3p

mmu-miR-27b-3p

0,99
1,794
0,5645
1,2336
0,8745
0,8926
0,9831
1,1182
0,83
1,7571
0,7207
0,7628
0,5614
1,1732
0,9231
0,9467
0,9789
2,1137
0,8449
0,5293
0,7097
0,7831
0,651
3,1856
0,6774
1,3013
0,7113
0,6595
0,888
0,7143
1,0849
0,8683
10,7729
0,8456

0,8008
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0,7463
1,9856
0,4871
1,2423
0,7351
0,8163
1,5955
1,625

0,6898
1,6123
0,7416
0,5332
0,8893
1,0298
0,8097
0,6257
0,8002
4,7062
1,0389
0,6342
0,5143
0,6584
0,9086
2,7533
0,8605
1,6297
0,8639
0,957

0,8783
1,8445
0,8374
0,6574
8,3847
0,711

0,6828

0,9847
2,1359
0,7526
1,312
0,9535
0,9705
1,1001
1,1165
1,0779
1,8662
0,7856
0,7536
0,7166
1,2197
0,8291
1,053
0,9797
3,4423
1,1192
0,6727
0,6931
0,7978
0,6353
5,6057
0,8415
1,5325
0,7413
0,6509
0,9724
0,7677
1,005
0,831
10,4326
0,9531

0,7669

0,6967
1,9101
0,9589
1,7217
0,9557
0,9264
1,1335
0,9442
0,8426
1,742
0,9214
0,7642
2,308
2,1035
0,8698
0,6799
0,8495
8,0552
1,5352
0,9055
0,5674
0,6567
0,515
4,0366
1,2434
2,0491
1,3365
1,0043
0,7408
13,3498
0,7559
0,6018
7,9643
0,7533

0,7513



F04
F05
FO06
FO7
FO8
F09
F10
F11
F12
G01
G02
GO03
G04
G05
G06
G07
G08
G09
G10
G11
G12
HO1
HO02
HO3
HO4
HO05
H06
HO7
HO08
HO09
H10
H11

H12

mmu-miR-28c
mmu-miR-298-5p
mmu-miR-299a-3p
mmu-miR-29b-3p
mmu-miR-29¢-3p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-30c-5p
mmu-miR-30e-5p
mmu-miR-31-5p
mmu-miR-320-3p
mmu-miR-325-3p
mmu-miR-335-5p
mmu-miR-34a-5p
mmu-miR-34c-5p
mmu-miR-383-5p
mmu-miR-409-3p
mmu-miR-451a
mmu-miR-493-3p
mmu-miR-574-3p
mmu-miR-9-5p
mmu-miR-98-5p
cel-miR-39-3p
cel-miR-39-3p
SNORDG61
SNORD68
SNORD72
SNORD95
SNORD96A
RNUG6-6P

miRTC

miRTC

PPC

PPC

0,7518
1,3102
0,7374
0,4037
0,7864
0,7037
0,8379
0,9843
0,7528
0,9342
1,1973
0,739
0,5244
0,3631
3,6042
0,7043
0,6883
1,2008
0,9021
1,1949
3,0975
1,4676
1,7728
0,7372
1,8244
1,2571
0,7139
0,8592
0,966

1,5004
1,4278
1,5904

1,5354
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0,7233
1,4226
1,1987
0,3805
0,7179
0,5663
0,6659
0,8239
1,461

0,8374
0,9723
0,5951
0,5451
0,3261
4,6111
0,9107
0,5326
1,7737
0,8411
5,1688
2,6027
2,1645
1,3265
0,7359
1,6547
1,2268
0,7673
0,7717
1,1423
1,6139
1,5023
1,4235

1,3898

0,74
2,1874
1,1818
0,5516
0,9479
0,7155
0,7991
1,0419
0,7164
1,0452
1,2447
0,7239
0,6075
0,4557
8,4943
0,8546
0,7805
2,4607
0,7595
1,4599
2,9578
3,3894
2,8697
0,8363
1,5891
1,2477
0,7583
0,7453
1,1074
2,7157
2,5248
1,5844

1,5057

0,7289
1,9915
0,6988
0,6752
0,8877
0,6377
0,6525
0,8833
0,9958
0,5763
1,333

1,0371
0,5674
0,4752
4,5355
0,8628
0,4877
2,0344
0,6584
8,4887
2,8853
2,1667
3,2367
0,7121
1,3859
1,173

0,7804
0,6952
1,6644
3,1256
2,9516
1,9027

1,7656



Position

A01

A02

AO3

AO4

A05

A06

A07

A08

A09

A10

All

Al2

B01

B02

B03

B04

B05

B06

BO7

B08

B09

B10

B11

B12

C01

C02

C03

C04

C05

CO06

Mature ID

mmu-let-7a-5p
mmu-let-7b-5p
mmu-let-7¢-5p
mmu-let-7d-5p
mmu-let-7e-5p
mmu-let-7f-5p
mmu-let-7g-5p
mmu-let-7i-5p
mmu-miR-103-3p
mmu-miR-105
mmu-miR-106b-5p
mmu-miR-107-3p
mmu-miR-10a-5p
mmu-miR-122-5p
mmu-miR-125b-5p
mmu-miR-128-3p
mmu-miR-130a-3p
mmu-miR-132-3p
mmu-miR-134-5p
mmu-miR-135b-5p
mmu-miR-137-3p
mmu-miR-141-3p
mmu-miR-142a-3p
mmu-miR-142a-5p
mmu-miR-145a-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-146b-5p
mmu-miR-150-5p
mmu-miR-151-3p

mmu-miR-151-5p

miScript miRNA PCR Cancer Stem Cells

12 67NR

Fold Change
0,4585
2,5673
5,9537
1,5798
1,5491
4,6963
4,016
11,0443
7,9715
4,7276
18,5728
15,4527
1,6738
2,7032
5,3432
4,1094
2,6725
3,9874
1,9249
2,3426
1,6141
2,8324
1,9861
2,72
1,8577
2,1438
8,4344
5,1526
2,9416

3,3997

141

12471
Fold Change

0,1496
0,1607
0,1511
0,2019
0,2438
0,1606
0,363
1,5824
1,2982
0,1299
13,7692
0,6591
0,1884
0,1313
4,1254
0,7481
2,3465
17,1169
0,7864
3,1493
0,134
6,8089
10,4762
6,1318
0,5578
0,1641
0,9888
0,0329
0,5959

0,627

24 67TNR
Fold Change

1,4325
2,083

2,6812
1,6316
1,5746
1,5886
1,5591
3,542

2,5074
1,9232
6,5709
6,5059
1,502

1,7759
2,4239
1,5301
1,3541
1,2879
1,5689
2,2309
1,3294
1,2467
1,6538
1,4579
1,4232
1,8097
2,1418
1,5349
1,516

1,0494

24 4T1

Fold Change
0,1643
0,1296
0,1253
0,1497
0,2154
0,1635
0,3406
1,331
1,0873
0,1669
15,9288
0,5457
0,1124
0,289
6,5267
0,359
2,2326
22,8463
0,2964
7,3633
0,0598
10,3325
7,9019
5,8152
0,1444
0,11
0,5656
0,0045
0,4392

0,4816



Co7

Co08

C09

C10

Cl1

C12

D01

D02

D03

D04

D05

D06

D07

D08

D09

D10

D11

D12

EO1

E02

EO3

E04

EO5

E06

EO7

EO08

E09

E10

Ell

E12

FO1

F02

F03

mmu-miR-155-5p
mmu-miR-15a-5p
mmu-miR-15b-5p
mmu-miR-16-2-3p
mmu-miR-16-5p
mmu-miR-17-5p
mmu-miR-181a-5p
mmu-miR-181b-5p
mmu-miR-181c-5p
mmu-miR-182-5p
mmu-miR-183-5p
mmu-miR-184-3p
mmu-miR-185-5p
mmu-miR-193a-3p
mmu-miR-193b-3p
mmu-miR-196a-5p
mmu-miR-199b-5p
mmu-miR-199a-5p
mmu-miR-200a-3p
mmu-miR-200b-3p
mmu-miR-200c-3p
mmu-miR-203-3p
mmu-miR-205-5p
mmu-miR-20a-5p
mmu-miR-210-3p
mmu-miR-212-3p
mmu-miR-214-3p
mmu-miR-215-5p
mmu-miR-21a-5p
mmu-miR-221-3p
mmu-miR-222-3p
mmu-miR-223-3p

mmu-miR-22-3p

13,0406
1,6904
1,0603
4,9746
6,7065
2,7393
4,0946
2,7805
3,7929
5,5616
4,0962
2,2453
2,9359
6,4848
2,5097
3,1118
3,242
13,1338
3,098
1,4289
1,8883
8,2245
9,5335
4,2943
2,2503
2,5224
4,0327
3,2317
2,4567
3,7274
3,2033
11,2974

2,1503
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0,1291
6,6436
0,9099
3,8834
2,099
14,3546
1,8622
0,4083
2,2677
7,0172
2,8073
0,0239
05792
0,1977
0,1708
9,0504
5,3944
5,3888
2,6008
0,414
0,3372
0,8347
1,3672
14,5866
3,4446
20,6797
0,4279
0,0435
4,0197
2,2667
2,6619
2,002

4,6844

1,8715
1,4045
0,9707
4,0528
1,7855
1,3561
1,7716
1,9461
1,6561
1,3277
1,5063
1,4415
1,3234
3,955

1,4093
1,8164
1,6955
2,9758
1,4618
0,7733
1,9138
1,8507
2,0376
1,9994
1,5205
1,7678
1,4775
2,7033
1,0528
1,8775
2,0822
3,7686

1,0979

0,0723
5,5583
0,6389
2,7896
1,3601
13,3096
1,7163
0,3964
2,5083
6,7319
3,3617
0,0026
0,4636
0,1326
0,1325
10,613
1,7998
1,8578
4,8612
0,5822
0,3532
0,644
0,0203
14,2183
3,4914
30,4163
0,116
0,0234
3,5033
2,1726
2,5236
1,5966

2,2475



F04

F05

FO6

FO7

FO8

F09

F10

F11

F12

Go1

G02

G03

G04

G05

G06

G07

G08

G09

G10

G11

G12

HO1

HO02

HO03

HO04

HO05

HO06

HO7

HO08

H09

H10

H11
H12

mmu-miR-25-3p
mmu-miR-296-5p
mmu-miR-299b-5p
mmu-miR-29b-3p
mmu-miR-302a-3p
mmu-miR-320-3p
mmu-miR-31-5p
mmu-miR-34a-5p
mmu-miR-365-3p
mmu-miR-409-3p
mmu-miR-423-5p
mmu-miR-425-5p
mmu-miR-429-3p
mmu-miR-451a
mmu-miR-455-3p
mmu-miR-455-5p
mmu-miR-486b-5p
mmu-miR-494-3p
mmu-miR-744-5p
mmu-miR-9-5p
mmu-miR-96-5p
cel-miR-39-3p
cel-miR-39-3p
SNORD61
SNORDG68
SNORD72
SNORD95
SNORD96A
RNUG-6P

miRTC

miRTC

PPC
PPC

0,7354
12,215
8,9093
14,7648
7,1647
17,6154
1,062
2,5588
5,1123
1,5864
3,0216
4,7651
0,9339
3,5506
2,175
0,7005
2,08
4,2938
3,7252
4,6065
1,1192
18,7173
18,3807
3,5116
0,5461
0,0875
1,3414
0,4034
0,3694
10,5288
13,2819

4,1361
3,5705

143

0,9949
0,7869
1,7964
4,0296
0,1272
0,3227
87,2468
9,4151
0,4034
2,1834
0,2748
6,3459
0,5059
1,9646
0,171
2,0729
0,1357
3,0725
0,0914
14,6798
37,1826
0,1364
0,157
1,395
1,1277
0,2901
1,26
0,5336
14,9079
4,7988
4,9589

0,1237
0,1298

1,6401
1,7274
3,5103
3,2171
2,1953
3,2462
1,1178
1,5974
1,0944
2,2927
1,4531
0,6734
1,0241
1,1144
2,3235
0,8107
1,5746
1,863

2,0883
1,8838
1,267

4,108

7,4998
1,8125
0,8844
0,246

0,9302
0,6932
1,2477
2,9584
3,7777

1,2517
1,0588

0,8791
05325
0,562
4,9371
0,0683
0,2103
113,2264
7,3305
0,2543
0,4673
0,156
4,4466
0,7699
0,9767
0,0483
0,9135
0,0842
1,5377
0,0629
17,543
48,0569
0,0739
0,0694
1,7059
1,012
0,2343
1,1454
0,544
10,7771
2,7436
2,9034

0,0654
0,0677



Position

A01
AQ2
AO3
A04
AQ5
AQ6
AO7
AO8
A09
Al0
All
Al2
BO1
B02
BO3
B04
BO5
B06
BO7
BO8
B09
B10
B11
B12
Co1
Co2
Co3
Co4
CO05
Co06
co7
Co8
C09
C10
Cl1
C12
D01
D02
D03
D04
D05
D06
D07
D08
D09
D10

Mature 1D

mmu-let-7a-5p
mmu-miR-1a-3p
mmu-miR-100-5p
mmu-miR-106a-5p
mmu-miR-106b-5p
mmu-miR-10b-5p
mmu-miR-122-5p
mmu-miR-124-3p
mmu-miR-125b-5p
mmu-miR-126a-3p
mmu-miR-133a-3p
mmu-miR-133b-3p
mmu-miR-134-5p
mmu-miR-141-3p
mmu-miR-143-3p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-150-5p
mmu-miR-155-5p
mmu-miR-17-5p
mmu-miR-17-3p
mmu-miR-18a-5p
mmu-miR-192-5p
mmu-miR-195a-5p
mmu-miR-196a-5p
mmu-miR-19a-3p
mmu-miR-19b-3p
mmu-miR-200a-3p
mmu-miR-200b-3p
mmu-miR-200c-3p
mmu-miR-203-3p
mmu-miR-205-5p
mmu-miR-20a-5p
mmu-miR-21a-5p
mmu-miR-210-3p
mmu-miR-214-3p
mmu-miR-215-5p
mmu-miR-221-3p
mmu-miR-222-3p
mmu-miR-223-3p
mmu-miR-224-5p
mmu-miR-23a-3p
mmu-miR-25-3p
mmu-miR-27a-3p
mmu-miR-296-5p
mmu-miR-29a-3p
mmu-miR-30d-5p

miScript miRNA PCR Serum&Plasma

12 67NR

Fold Change
0,4585
2,5673
5,9537
1,5798
1,5491
4,6963
4,016
11,0443
7,9715
4,7276
18,5728
15,4527
1,6738
2,7032
5,3432
4,1094
2,6725
3,9874
1,9249
2,3426
1,6141
2,8324
1,9861
2,72
1,8577
2,1438
8,4344
5,1526
2,9416
3,3997
13,0406
1,6904
1,0603
4,9746
6,7065
2,7393
4,0946
2,7805
3,7929
5,5616
4,0962
2,2453
2,9359
6,4848
2,5097
3,1118

124T1
Fold Change

0,4167
0,6473
2,6434
0,7792
0,7174
1,6739
1,3225
3,9704
2,4066
1,0854
4,2852
3,5011
0,7353
0,676

0,8352
0,8519
1,4429
0,9161
0,7337
1,1034
0,6593
0,6446
0,7505
0,6463
0,7308
0,8087
1,1015
0,8766
0,8612
0,5381
1,5597
0,5908
0,436

2,2703
1,3015
0,4941
1,5408
1,125

3,2889
1,0364
1,1952
0,9226
0,8172
3,112

0,7162
1,3131

144

24 67TNR
Fold Change

1,4325
2,083

2,6812
1,6316
1,5746
1,5886
1,5591
3,542

2,5074
1,9232
6,5709
6,5059
1,502

1,7759
2,4239
1,5301
1,3541
1,2879
1,5689
2,2309
1,3294
1,2467
1,6538
1,4579
1,4232
1,8097
2,1418
1,5349
1,516

1,0494
1,8715
1,4045
0,9707
4,0528
1,7855
1,3561
1,7716
1,9461
1,6561
1,3277
1,5063
1,4415
1,3234
3,955

1,4093
1,8164

24 4T1
Fold Change

0,1132
0,1602
1,1111
0,3174
0,3357
0,4019
0,1402
1,2361
0,5854
0,3816
1,5169
1,362

0,4794
0,4346
0,2977
0,3881
0,4625
0,3362
0,3573
0,511

0,3651
0,1993
0,357

0,2642
0,4125
0,4703
0,4059
0,2441
0,2747
0,2067
0,6292
0,3346
0,2064
1,4612
0,4863
0,1009
1,2929
0,4372
4,2147
0,2755
0,5783
0,2948
0,5284
1,0478
0,456

0,5772



D11
D12
EO1
E02
EO3
EO04
EO5
E06
EO7
EO08
E09
E10
Ell
E12
FO1
F02
F03
F04
F05
F06
FO7
F08
F09
F10
F11
F12
G01
G02
G03
G04
G05
G06
G07
G08
G09
G10
G11
G12
HO1
HO02
HO03
HO04
HO05
H06
HO7
HO08
H09
H10
H11
H12

mmu-miR-34a-5p
mmu-miR-375-3p
mmu-miR-423-5p
mmu-miR-499-5p
mmu-miR-31-5p
mmu-miR-574-3p
mmu-miR-199a-5p
mmu-miR-9-5p
mmu-miR-92a-3p
mmu-miR-93-5p
mmu-let-7¢-5p
mmu-miR-107-3p
mmu-miR-10a-5p
mmu-miR-128-3p
mmu-miR-130b-3p
mmu-miR-145a-5p
mmu-miR-148a-3p
mmu-miR-15a-5p
mmu-miR-184-3p
mmu-miR-193a-3p
mmu-miR-204-5p
mmu-miR-206-3p
mmu-miR-211-5p
mmu-miR-26b-5p
mmu-miR-30e-5p
mmu-miR-34c-5p
mmu-miR-181a-5p
mmu-miR-181b-5p
mmu-miR-376¢-3p
mmu-miR-7a-5p
mmu-miR-96-5p
mmu-miR-103-3p
mmu-miR-15b-5p
mmu-miR-16-5p
mmu-miR-191-5p
mmu-miR-22-3p
mmu-miR-24-3p
mmu-miR-26a-5p
cel-miR-39-3p
cel-miR-39-3p
SNORD61
SNORD68
SNORD72
SNORD95
SNORD96A
RNUG6-6P

miRTC

miRTC

PPC

PPC

3,242
13,1338
3,098
1,4289
1,8883
8,2245
9,5335
4,2943
2,2503
2,5224
4,0327
3,2317
2,4567
3,7274
3,2033
11,2974
2,1503
0,7354
12,215
8,9093
14,7648
7,1647
17,6154
1,062
2,5588
5,1123
1,5864
3,0216
4,7651
0,9339
3,5506
2,175
0,7005
2,08
4,2938
3,7252
4,6065
1,1192
18,7173
18,3807
3,5116
0,5461
0,0875
1,3414
0,4034
0,3694
10,5288
13,2819
4,1361
3,5705

0,9156
1,7453
1,2777
0,5826
0,8559
2,2159
1,2245
1,0893
1,1367
0,8578
0,8647
1,2071
1,1526
0,998

1,3143
2,4341
0,6783
0,5628
1,4078
3,0754
3,6792
0,9229
3,5227
0,4734
0,8038
0,897

1,0428
0,7566
0,5728
0,3474
0,9738
1,0111
0,3011
0,7398
1,4117
1,2055
1,1365
0,4987
2,5318
2,817

1,4116
0,7894
0,1194
1,3944
0,6593
0,8576
2,8355
3,4355
1,0553
0,8707

145

1,6955
2,9758
1,4618
0,7733
1,9138
1,8507
2,0376
1,9994
1,5205
1,7678
1,4775
2,7033
1,0528
1,8775
2,0822
3,7686
1,0979
1,6401
1,7274
3,5103
3,2171
2,1953
3,2462
1,1178
1,5974
1,0944
2,2927
1,4531
0,6734
1,0241
1,1144
2,3235
0,8107
1,5746
1,863

2,0883
1,8838
1,267

4,108

7,4998
1,8125
0,8844
0,246

0,9302
0,6932
1,2477
2,9584
37777
1,2517
1,0588

0,9246
0,6041
0,4887
0,1902
0,4429
0,8765
0,3896
0,3952
0,4301
0,4833
0,3202
0,9788
0,5773
0,4583
0,6762
0,7113
0,3911
0,3222
0,46
1,6706
0,8519
0,2243
0,8447
0,1997
0,4754
0,2421
0,7744
0,3091
0,2938
0,1696
0,2111
0,6026
0,1588
0,4583
0,6342
0,74
0,7597
0,2293
0,8247
1,0008
1,2336
0,6985
0,1566
1,9543
0,62
3,8706
0,967
1,1923
0,2392
0,1927



