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I. WYKAZ SKROTOW

e BM — basement membrane — btona podstawna

e CTH - chemotherapy — chemioterapia

e DCIS - ductal carcinoma in situ — rak srodprzewodowy

e EGF —epidermal growth factor — naskorkowy czynnik wzrostu

e EGFR - epidermal growth factor receptor — receptor naskorkowego czynnika wzrostu
e EMT - epithelial mesenchymal transition — przemiana nabtonkowo-mesenchymalna
e ER —estrogen receptor — receptor estrogenow

e ET-1--endothelin-1 — endotelina 1

e HCC — hepatocellular cancer — rak watrobowokomoérkowy

e HGF - hepatocyte growth factor — czynnik wzrostu hepatocytow

e IHC — immunohistochemistry — immunohistochemia

e MET — mesenchymal epithelial transition — przemiana mezenchymalno-nabtonkowa
e PR — progesteron receptor — receptor progesteronu

e SD —standard deviation — odchylenie standardowe

e SE —standard error — btad standardowy

e TGF-p —transforming growth factor-f — transformujacy czynnik wzrostu 8

e TNBC - triple negative breast cancer — rak potréjnie negatywny

e TNF-a — tumor necrosis factor-a — czynnik martwicy nowotworow o



I. WSTEP

I1.1. Epidemiologia raka piersi

W Polsce rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym u kobiet, a
wspotczynnik zachorowalno$ci systematycznie rosnie [1,2,3]. Dla poréwnania w 1963 roku
wynosit on 30,6/100 000 kobiet, a w 2015 roku 91,2/100 000. W 2015 roku zachorowania na
raka piersi stanowity w Polsce 22,2% ogotu zachorowan na nowotwory ztosliwe u kobiet, za$
zgony z tego powodu wyniosty 14%. Ryzyko wystapienia raka piersi ro$nie wraz z wiekiem.
Czestos¢ wystepowania szybko zwieksza si¢ po 30 roku zycia. Najwigcej rakow tego narzadu
wystepuje u kobiet miedzy 50 i 69 rokiem zycia, za$§ szczyt zachorowan przypada na 60-64
rok zycia. W roku 2013, w skali globalnej, raka piersi rozpoznano u ponad 1,8 miliona kobiet,
a spo$rod nich zmarto 471 tysigey [2]. Blisko 90% zgondw z powodu raka piersi wynika z
obecnosci przerzutow [2,4,5,6,7,8]. Istnieje szereg czynnikow zwigkszajacych ryzyko

zachorowania na ten nowotwor.

I1.2. Czynniki zwi¢kszonego ryzyka

Rak piersi wystepuje gtownie u kobiet, jest on okoto 100 razy czestszy niz u
me¢zczyzn. Wezesna pierwsza miesigezka 1 pézna menopauza wydluzaja czas ekspozycji na
estrogeny, przyczyniajac si¢ do wzrostu ryzyka wystapienia raka piersi. Kobiety, ktore nie
rodzity lub rodzily pierwsze dziecko po 30 roku zycia rowniez cz¢sciej choruja na raka piersi.
Innymi czynnikami zwigkszonego ryzyka sg: otylo$¢, doustne $rodki antykoncepcyjne,
uzywki, promieniowanie jonizujace, dieta wysokotluszczowa i wysokobiatkowa, rasa biata
[2,3]. Promieniowanie jonizujace obejmujace klatke piersiowg zwigksza ryzyko wystapienia
raka piersi jesli ekspozycja wystapi gdy piersi wcigz si¢ rozwijaja [3]. Otylo$¢ po
menopauzie, hormonalna terapia zast¢gpcza i spozywanie alkoholu réwniez s3 uwazane za
czynniki zwigkszonego ryzyka [2,9].

Rak piersi jest klinicznie 1 patologicznie niejednorodng chorobg. Najwyzszy wskaznik
zachorowania na raka piersi wystgpuje u kobiet pochodzenia europejskiego. Afroamerykanki
zapadaja na raka piersi wczesdniej, tj. przed 40 rokiem zycia. W patogenezie tego nowotworu

maja udziat czynniki genetyczne, $rodowiskowe 1 hormonalne. Najwigksze ryzyko



wystgpienia raka piersi dotyczy oséb, u ktérych tym nowotworem s3 dotknieci krewni
pierwszego stopnia [3]. Wsrdd czynnikéw genetycznych znaczaca role odgrywaja geny
BRCA1l i BRCA2, chociaz raki z mutacja BRCAL stanowig mniejszy odsetek rakow
przewodowych niz raki sporadyczne. Rak piersi wystgpuje takze w rzadkich zespotach
dziedzicznie uwarunkowanych predyspozycji do powstawania nowotwordw, takich jak:
zespot Li-Fraumeni, zespdt Peutza-Jeghersa, zespot Nijmegen, niedokrwisto$¢ Fanconiego.
Uwaza si¢, ze najwazniejszymi czynnikami wplywajacymi na odsetek przezy¢ kobiet
z naciekajacym rakiem piersi s3: wielko$¢ guza i obecnos$¢ przerzutow w weztach chlonnych

pachowych [2,3,10].

11.3. Czynniki rokownicze w raku piersi

Czynniki rokownicze dzieli si¢ na dwie grupy: czynniki prognostyczne 1 czynniki
predykcyjne [2]. Czynniki prognostyczne pozwalaja na ocen¢ ryzyka wznowy lub zgonu u
chorych, ktorzy nie zostali poddani systemowemu leczeniu uzupelniajgcemu. Czynniki
predykcyjne za$ okreslaja wrazliwo$¢ na zastosowane leczenie [2,3]. Do gléwnych
czynnikow rokowniczych raka sutka zaliczamy:

e typ histologiczny raka

e rozmiary guza

e stan weztow chlonnych pachowych

e indeks proliferacyjny

e stopien histologicznej ztosliwosci

e ploidie DNA

e ekspresje receptora estrogenéw (ER) i progesteronu (PR)

e wiek chorej

Do typow histologicznych raka sutka majacych lepsze rokowanie zaliczamy: raka
cewkowego, raka sluzowego i raka brodawkowatego.

Rozmiary guza majg istotny wplyw na rokowanie. Ryzyko nawrotu choroby lub zgonu
wzrasta wraz ze wzrostem S$rednicy guza [2]. Przy S$rednicy mniejszej niz 5 mm,
prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia jest rowne okolo 96%. Z Kolei $rednica guza
wigksza niz 50 mm obniza t¢ wartos¢ do 63%. Pacjentki bez przerzutow w weztach

chtonnych pachowych (pNO) i z guzami mniejszymi niz 10 mm (<pT1b), majg bardzo dobre



rokowanie. Im wigksza $rednica guza tym wigksze prawdopodobienstwo przerzutow w
weztach chtonnych pachowych [2,3,10].

Stan weztow chtonnych ma duze znaczenie rokownicze u pacjentek z rakiem piersi.
Jest on brany pod uwage przy podejmowaniu decyzji co do systemowego leczenia
uzupelniajacego. W materiale z resekcji zawarto$ci dotu pachowego nalezy zbadaé
histologicznie co najmniej 10 weztow chtonnych. Powinny one zosta¢ skrojone seryjnie w
catosci, dodatkowo dla zwigkszenia prawdopodobienstwa znalezienia komodrek rakowych
mozna wykorzysta¢ odczyny immunohistochemiczne. Obecno$¢ przerzutéw i naciekanie
przez komorki rakowe torebki wezta pogarsza rokowanie. Biopsja wezta chlonnego
wartowniczego jest standardem oceny zajecia we¢ztow chtonnych. Wigkszos¢ przypadkow
chorych z rakiem sutka nie wykazuje obecnosci przerzutow w weztach chtonnych pachowych
(okoto 66% rozpoznanych rakow sutka) [1,2,3].

Za pomocg przeciwciala MIB-1 mozna oceni¢ ekspresje biatka Ki67 stanowigca
indeks proliferacyjny komorek rakowych. Jest on uwazany za mocny czynnik rokowniczy.
Stwierdzono zwigzek miedzy wysokim indeksem proliferacyjnym a ztym rokowaniem. Ma on
Scisty zwigzek z prawdopodobienstwem przezycia 5 lat zarGwno w calej grupie pacjentek z
inwazyjnym rakiem przewodowym jak i w grupach chorych bez przerzutow lub z przerzutami
w weztach chtonnych pachowych [2,10].

Stopien histologicznej ztosliwosci raka okresla jego cechy fenotypowe. Jest bardzo
waznym elementem klasyfikacji takich jak m.in. Nottingham Prognostic Index
umozliwiajacych podejmowanie decyzji klinicznych. Wysoki stopien ztosliwosci
histologicznej (G3) wskazuje na gorsze rokowanie, niezaleznie od chemioterapii czy
hormonoterapii. Jednoczesnie raki G3 s bardziej wrazliwe na chemioterapig¢ [2,3].

Ploidia DNA, a wiec zawartos¢ DNA w jadrach komorek rakowych odgrywa réwniez
role¢ w rokowaniu. Raki aneuploidalne, zawierajace nieprawidlowg ilos¢ DNA (hipo- lub
hiperdiploidalng) maja nieco gorsze rokowanie [2,3].

Wigkszos¢ rakow sutka (okoto 50-85%) wykazuje ekspresje receptorow steroidowych.
Guzy ER czy PR dodatnie majg lepsze rokowanie.

Mtody wiek chorej jest czynnikiem ztego rokowania, niezaleznym od rozmiarow guza,
stanu weztow chtonnych, ekspresji ER czy stopnia histologicznej ztosliwosci. Jednakze
chemioterapia daje lepsze rezultaty u miodych kobiet, natomiast tamoksyfen znacznie

zmniejsza $miertelnos¢ u kobiet po menopauzie [2,3,10].



Do pozostatych czynnikow rokowniczych nalezg m.in. molekularny typ raka, liczba
naczyn krwiono$nych wlosowatych w obrebie guza, ekspresja EGFR (receptor naskorkowego
czynnika wzrostu), st¢zenie selenu w surowicy krwi.

Molekularne typy rakoéw sutka wyrdzniane sg w oparciu o ekspresj¢ ER, PR, HER2 i
Ki67. Raki luminalne A to zwykle raki inwazyjne przewodowe o niskim stopniu
histologicznej ztosliwosci i niektore typy histologiczne rakéw o dobrym rokowaniu (rak
sluzowy, rak cewkowy, rak sitowaty). W przeciwienstwie do rakow luminalnych A, raki
luminalne B sa zwykle rakami o wysokim stopniu zlosliwosci histologicznej (G3). Raki
potrdjnie negatywne maja najgorsze rokowanie.

Gesto$¢ naczyn wlosowatych w guzie i proliferacja komoérek $rodblonka sg
regulowane przez rézne mechanizmy. Angiogeneza stanowi cel nowych sposobow terapii
umozliwiajacych skuteczne leczenie juz we wczesnym etapie rozwoju raka sutka [2,3].

Ekspresja EGFR moze mie¢ znaczenie predykcyjne. Ekspresja tego biatka wystepuje
w ponad 44% rakow sutka z obecnoscig mutacji w genie BRCAL oraz w podobnym odsetku
przypadkoéw rakow potrdjnie negatywnych. W leczeniu mozna zastosowaé inhibitory EGFR
tj. drobnoczasteczkowe inhibitory kinazy tyrozynowej i monoklonalne przeciwciala [2].

Poziom selenu przed leczeniem raka piersi ma zwigzek z rokowaniem po leczeniu. Im

wyzszy poziom selenu tym lepsze rokowanie i wyzszy odsetek 5-letnich przezy¢ [2].

11.4. Klasyfikacja nowotworow piersi

Pod koniec 2019 roku opublikowana zostala przez WHO nowa klasyfikacja
nowotworéw piersi [11,12]. Wprowadzono dwie dodatkowe jednostki chorobowe, tj.
torbielakogruczolakoraka §luzowego oraz raka wysokokomorkowego o odwrOconej
polaryzacji. Klasyfikacja WHO nabtonkowych guzéw piersi obejmuje tagodne proliferacje
nabtonkowe i ich prekursory, zmiany o charakterze gruczolistosci i tagodne zmiany
obejmujace gruczolaki, guzy nablonkowo-mioepitelialne, nowotwory brodawkowate,
nienaciekajaca neoplazje zrazikowa, raka przewodowego in situ, raki inwazyjne, raki

neuroendokrynne oraz guzy rzadkie i guzy typu sliniankowego [12].

e raki nieinwazyjne:
1. rak wewnatrzprzewodowy nienaciekajacy NOS (ductal carcinoma in situ)

2. nieinwazyjna neoplazja zrazikowa (non-invasive lobulare neoplasia)



w

najnowszej klasyfikacji zawarto rowniez zmieniong ocen¢ mikroskopowa raka

przewodowego in situ.

e raki inwazyjne:

1.
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12.
13.

rak przewodowy naciekajacy NOS (infiltrating duct carcinoma NOS)
rak onkocytarny (oncocytic carcinoma)

rak bogaty w lipidy (lipid-rich carcinoma)

rak bogaty w glikogen (glycogen-rich carcinoma)

rak tojowy (sebaceous carcinoma)

rak zrazikowy NOS (lobular carcinoma NOS)

rak cewkowy (tubular carcinoma)

rak sitowaty NOS (cribriform carcinoma NOS)

gruczolakorak §luzowy (mucinous adenocarcinoma)

. torbielakogruczolakorak sluzowy NOS (mucinous cystadenocarcinoma NOS)

. mikrobrodawkowaty rak inwazyjny piersi (invasive micropapillary carcinoma of

breast)
gruczolakorak apokrynowy (apocrine adenocarcinoma)

rak metaplastyczny NOS (metaplastic carcinoma NOS)

Ponadto  wyodr¢bniona  zostala  grupa  nowotworéow  brodawkowatych,

neuroendokrynnych oraz rzadkich guzow i guzow typu $liniankowego tj.:

1
2
3
4.
5
6

rak zrazikowokomaorkowy (acinar cell carcinoma)

. rak gruczotowo-torbielowaty (adenoid cystic carcinoma)

rak wydzielniczy (secretory carcinoma)

rak $Sluzowo-naskdérkowy (mucoepidermoid carcinoma)

gruczolakorak wielopostaciowy (polymorphous adenocarcinoma)

rak wysokokomorkowy o odwroconej polaryzacji (tall cell carcinoma with
reversed polarity)

W ocenie histopatologicznej guzOow piersi najwazniejszym jest rdéznicowanie rakow

nieinwazyjnych 1 inwazyjnych. Ma to ogromny wpltyw na dalsze postgpowanie jak i

rokowanie u pacjentek.

W raku nieinwazyjnym komorki nowotworowe rosng w obrebie nabtonka przewodow lub

wypelniaja pecherzyki gruczotowe i przewodziki koncowe zrazikéw. Wyrdzniamy raki



przewodowe in situ (srodprzewodowe) oraz nicinwazyjng neoplazj¢ zrazikowg. Wiekszos$¢
rakow wykrytych w trakcie mammografii stanowia raki §rodprzewodowe, jednak ponad 80%
kobiet z rakami $rodprzewodowymi nie ma zmian stwierdzonych klinicznie [2,3]. Raki te nie
naciekaja blony podstawnej nabtonka a przez to rowniez otaczajacego podscieliska. Czg¢sto sa
to zmiany wieloogniskowe zlokalizowane gléwnie w jednym sutku. Na ich podtozu moze
rozwing¢ si¢ rak inwazyjny. W tego typu rakach czesto wystepuja mikrozwapnienia. Oprocz
oceny histopatologicznej tych zmian, istotne jest, aby oceni¢ ekspresj¢ ER w komorkach
rakowych. Silna ekspresja odczyn obniza ryzyko wznowy lub progresji do raka inwazyjnego.

Nieinwazyjna neoplazja zrazikowa, jest zmiang niewyczuwalng palpacyjnie, zwykle
wykrywang przypadkowo. Jest to zazwyczaj zmiana obustronna i czg¢$ciej wystepujaca U
kobiet przed menopauza. Najwazniejszymi cechami komorek w te] neoplazji sa
monomorfizm i dyskohezja, wynikajaca z braku ekspresji E-kadheryny. Ponad 50%
pecherzykow gruczotowych i przewodzikow w TDLU jest poszerzonych i wypelnionych
przez populacje komorek z dyskohezja [1,2,3].

Sposrod rakow inwazyjnych omowione zostaly tu najczestsze dwa typy, ktore
badalam w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Inwazyjny rak przewodowy stanowi najczgstszy typ histologiczny naciekajacego raka
piersi, obejmujac 75% rakow piersi. Rakowi temu towarzyszy desmoplastyczna reakcja
podscieliska i1 zastgpowanie tkanki thuszczowej tkankg taczng wtoknista. Makroskopowo raki
te maja posta¢ twardego guza o nieregularnym obrysie. Powierzchnia przekroju jest zwykle
zaciggni¢ta z drobnymi ogniskami i pasmami o zoéttawo-bialawym zabarwieniu. Raki te
wykazuja w wickszosci ekspresj¢ receptoréw ER i PR, a w okoto 1/3 nadekspresje HER2
[2,3].

Wedlug klasyfikacji SBR/Nottingham raki przewodowe NOS dzieli si¢ na trzy stopnie
histologicznej ztosliwosci [2]. Klsyfikacja ta bierze pod uwage takie cechy jak: tworzenie
struktur przewodowych, stopien polimorfizmu jader komoérkowych oraz aktywno$é
mitotyczng, kazda z cech oceniana jest w punktach od 0 do 3 a taczna suma punktow moze
wynosi¢ od 3 do 9. Wyrdznia si¢ trzy stopnie ztosliwosci histologicznej: G1 (maty, od 3-5
punktéw), G2 ($redni, 6-7 punktéw) i G3 (duzy, 8-9 punktéw) [2,3,10].

W raku zrazikowym inwazyjnym komorki rakowe tworzg pasma (tzw. Indian files).
Komorki te czesto zawierajg w cytoplazmie wodniczke ze Sluzem. Komorki raka zrazikowego
sg rozproszone w normalnym podscielisku, bez reakcji desmoplastycznej. Wszystkie warianty
raka wykazuja ujemny odczyn immunohistochemiczny na obecnos¢ E-kadheryny. Rak

zrazikowy wykazuje ekspresje receptorow estrogenOw i progesteronu, a nie wykazuje

10



nadekspresji HER2. Mozna wyrdzni¢ nastgpujace warianty raka zrazikowego: klasyczny,
pleomorficzny, cewkowo-zrazikowy, pecherzykowy, lity, mieszany [2,10].

Rak piersi daje przerzuty droga naczyn limfatycznych do we¢zloéw chtonnych oraz
droga naczyn krwiono$nych gtdwnie do ptuc, kosci, watroby, nadnerczy, mézgu, oplucnej czy
otrzewnej.

W raku zrazikowym przerzuty do pluc, watroby 1 mdézgu wystepuja rzadziej niz w
raku przewodowym. Z kolei rak zrazikowy ma wigksza sktonno$¢ do przerzutéw do opon
mozgowych, otrzewnej, przestrzeni zaotrzewnowej, przewodu pokarmowego, narzgdow

plciowych czy kosci [2,3,10].

I1.5. Typy molekularne rakow piersi

W kazdym raporcie patomorfologicznym powinna by¢ zawarta ocena ekspresji
receptorow steroidowych (estrogendw, progesteronu), nadekspresji biatka HER2 i indeksu
proliferacyjnego Ki67. Parametry te majg duze znaczenie prognostyczne i predykcyjne [2,13].
W immunohistochemicznej ocenie ekspresji receptoréw steroidowych okresla si¢ reakcje
barwng w jadrach komorek raka, jej intensywnos$¢ 1 odsetek dodatnich jader komoérkowych.
Okreslenie nadekspresji biatka HER2 jest bardziej ztozone i obejmuje ocene ekspresji w
obrebie blony komorkowej. Wykorzystuje si¢ czterostopniowa skalg oceny reakcji barwnej: 0,
+1, +2, +3. W przypadkach o niejednoznacznym stanie nadekspresji HER2 (+2) jako metoda
weryfikacji zalecana jest hybrydyzacja in situ (FISH) [10,13].

Konferencja w St.Gallen w 2013 roku przyjeta jako surogat klasyfikacji molekularnej
klasyfikacj¢ immunofenotypowa, opierajaca si¢ na ocenie ekspresji ER, PR, HER2 1 indeksu
Ki67 [2,14].

Wyrdznia ona nastepujace typy raka:

1. Luminalny A: ER (+), PR (+), HERZ2 (-), Ki67 niski (<20%)

2. Luminalny B (HER2-): ER (+), HER2 (-) oraz przynajmniej: albo wysoki Ki67
(>20%), albo PR ujemny lub niski

3. Luminalny B (HER2+): ER (+), HER2 (+), jakikolwiek Ki67 i PR

4. HER2 (+), nieluminalny: HER2 (+) PR (-), ER (-)

5. Potrgjnie negatywny (basal-like): ER (-), PR (-), HER2 (-)
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ER jest jadrowym czynnikiem transkrypcyjnym, ktory kontroluje rozwdj i
zréznicowanie normalnych, hyperplastycznych 1 nowotworowych komorek gruczotu
piersiowego. Ekspresja ER jest r6zna w raku przewodowym i zrazikowym [13]. Wyrézniamy
dwa podtypy tego receptora: ERa kodowany przez gen ESR1 oraz ERp kodowany przez gen
ESR2. Okoto 75% inwazyjnych rakow sutka wykazuje dodatni odczyn
immunohistochemiczny na obecno$¢ receptora ER. Raki cewkowe, dobrze zréznicowane raki
przewodowe oraz klasyczne raki zrazikowe sg prawie zawsze ER i PR pozytywne. Do rakow
sutka, ktore nie wykazuja ekspresji receptora estrogenOw zalicza si¢ m.in. nisko zréznicowane
raki przewodowe, raki rdzeniaste, raki gruczotowo-torbielowate i raki wydzielnicze [2,9].
Guzy, ktoére s ER pozytywne majg tendencj¢ do przerzutow do kosci, tkanek miekkich oraz
uktadu moczowo-plciowego. Z kolei guzy ER negatywne czg$ciej przerzutuja do narzadow
wisceralnych i mozgu. Kobiety, u ktorych rozpoznany nowotwor jest ER i PR pozytywny
lepiej odpowiadajg na terapi¢ hormonalng.

ER odgrywa wazng rol¢ w regulowaniu proliferacji komorek nablonka sutka,
powstawaniu i réznicowaniu nowotworow. Wielu badaczy skupito si¢ na zrozumieniu
korelacji pomiedzy utrata ekspresji ER i przemiang nablonkowo-mezenchymalng (EMT —
epithelial mesenchymal transition), inwazjg i przerzutami w TNBC (TNBC — triple negative
breast cancer) [7,9,14,15]. ER sprzyja wzrostowi pierwotnych nowotworow piersi, ale moze
réwniez antagonizowac szlaki sygnatowe, ktore prowadza do EMT. Dowiedziono, iz brak
ekspresji ER jest $cisle powigzany z bardziej ztosliwym zachowaniem i gorszym przezyciem
u pacjentek z TNBC [15].

Raki luminalne B charakteryzuje niska ekspresja PR. Jest to wazny negatywny
czynnik rokowniczy [9,13]. Raki PR(-) czesciej wystepuja u starszych chorych, sg czesciej
aneuploidne i duzo czesciej wykazuja nadekspresje HER2. Ponadto cechuje je ograniczona
odpowiedz na leczenie hormonalne [10,13].

HER?2 jest onkogenem, ktory koduje transblonowsa glikoproteing o aktywnosci kinazy
tyrozynowej. Zaktada si¢, ze u chorych na raka piersi z nadekspresja biatka HER2, zaburzenie
onkogenu odpowiedzialnego za produkcje tego receptora btonowego, tj. amplifikacja genu
HER2 lezy u podstaw karcinogenezy. Gen HER2 (NEU, ERBB-2) jest zlokalizowany na
chromosomie 17921, a kodowana przez niego glikoproteina zbudowana z 1255 reszt
aminokwasowych ma cigzar czasteczkowy 185 kDa i okreslana jest symbolem pl185 [9].
Nadekspresja biatka HER2 spotykana jest czgsciej w rakach o niskim stopniu zréznicowania
histologicznego: w rakach przewodowych G3, w rakach s$rodprzewodowych, szczegdlnie

cechujacych sie martwicg typu czopiastego oraz w chorobie Pageta piersi. W zrazikowych
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rakach piersi w porownaniu z rakami przewodowymi, nadekspresje biatka HER2 spotyka si¢
wzglednie rzadko. W licznych badaniach wykazano ponadto, ze w 70-80% przypadkdow raka
piersi status receptora HER2 nie zmienia si¢ w przebiegu choroby, jest taki sam w guzie
pierwotnym, jak i w ogniskach przerzutéw [10].

Ocena indeksu Ki67 w raku piersi stanowi istotny element w réznicowaniu typu
luminalnego A od luminalnego B (HER2 minus). Przyjeto wartos¢ <20% jako granice
niskiego indeksu. Warto podkresli¢, iz wysoki poziom Ki67 ma warto$¢ rokownicza, ale nie

jest wskaznikiem skutecznosci terapii. Jest to wigc czynnik prognostyczny, a nie predykcyjny

2]

I1.6. Przemiana nablonkowo-mezenchymalna (epithelial mesenchymal
transition, EMT)

Przemiana nabtonkowo-mezenchymalna (EMT) jest procesem fizjologicznym, ktdry
rowniez odgrywa role w tworzeniu przerzutow nowotworowych [16,17]. Komorki
nabtonkowe 1 mezenchymalne biora udzial w prawidlowym rozwoju embrionalnym jak i w
organogenezie. Przemiana nabtonkowo-mezenchymalna jest programem komdrkowym
zaangazowanym w rozw¢j zarodkowy, gojenie si¢ ran, zapalenie, wtoknienie, ale takze w
proces nowotworzenia. EMT jest zlozonym programem, w ktérym komorki nabtonkowe
moga uzyska¢ mezenchymalny fenotyp i ruchliwo$¢ poprzez kaskade zdarzen biologicznych
[4,5,15].

W pewnych warunkach komorka nabtonkowa moze prezentowac fenotyp komorki
mezenchymalnej. Dzigki temu zyskuje charakterystyczne dla niej cechy strukturalne 1
funkcjonalne [9,18,19].

EMT zostala po raz pierwszy opisana przez Elizabeth Hay w latach osiemdziesiatych
XX wieku jako glowny proces wczesnej morfogenezy embrionalnej [3,19]. Proces EMT
zaczyna si¢ od utraty polgczen obwodki zamykajacej (zona occludens) i wymieszania
szczytowych 1 bocznych elementéw btony komorkowej. Komorka traci swojg polaryzacje, za$
btona podstawna ulega degradacji. Dochodzi do zastgpienia biatek powierzchniowych
komoérki nabtonkowej gléwnie E-kadheryny przez biatka typowe dla komorki
mezenchymalnej: N-kadherynge i wimentyne. Ostatecznie ksztalt komorki staje sie
Wrzecionowaty. Zwigksza si¢ jej mobilnos¢. Mozliwe jest przechodzenie komorki do miejsca

docelowego [18,20,21].
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Rys.1. Markery immunohistochemiczne EMT w zaleznosci od fenotypu komorki (fenotyp

EMT). Zrodto: The basics of epithelial-mesenchymal transition [21].

Wyr6zni¢ mozna trzy rodzaje programéw EMT: typ 1 dotyczy embriogenezy,
gastrulacji 1 tworzenia grzebienia nerwowego; typ 2 wigze si¢ z regeneracja tkanek 1 gojeniem
si¢ ran; typ 3 zwigzany jest z chorobg nowotworowa, inwazjg i przerzutami [13,18,22,23].
EMT typu 1 odgrywa wazng rol¢ w implantacji zarodka, embriogenezie i rozwoju narzadow
[21,23]. W tym samym czasie, odwrotne przejscie mezenchymalno-nablonkowe (MET —
mesenchymal epithelial transition) jest niezbedne do wytworzenia wtérnego nabtonka nerki i
innych narzadow. Wtdérny nablonek moze pozosta¢ niezmieniony lub moze zosta¢ ponownie
zroznicowany do pierwotnych komorek pochodzenia nablonkowego lub komorek
mezenchymalnych takich jak fibroblasty, adipocyty, chondrocyty, osteoblasty czy komorki
mig$niowe [14,15]. Proces EMT jest niezbedny do tworzenia komoérek progenitorowych, np.
pochodzacych z nasierdzia i ich migracji w przestrzeni podnasierdziowej [13,15]. EMT typu 2
opisana zostala nie tylko w fizjologii procesdéw naprawczych, ale takze w procesie widknienia
w nerkach, ptucach i watrobie, a nawet w patogenezie przetok w chorobie Crohna [13,15].

Roézne procesy biologiczne aktywuja kaskade, ktora prowadzi nie tylko do zmiany
fenotypu od nabtonkowego do mezenchymalnego, ale pozwala na oderwanie komorek guza
pierwotnego, ich inwazj¢ oraz migracj¢. Zrozumienie biologicznych zawitosci EMT moze
dostarczy¢ cennych informacji majacych wpltyw na zastosowane leczenie zmniejszajace
ryzyko przerzutéw [16,17,23]. Zasadniczym wyzwaniem w badaniu EMT jest fakt, ze
reprezentuje ona stan przejsciowy. Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze w niektorych
sytuacjach, po migracji komorki rakowe;j, ktora przeszta EMT do odleglego miejsca, mozliwy

jest proces odwrotny czyli przemiana mezenchymalno—nabtonkowa [24]. Rozne publikacje
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opisuja zmian¢ fenotypu nabtonkowego i mezenchymalnego w procesach EMT i MET w
modelach jelita grubego, pgcherza moczowego, jajnika i raka piersi [20,25]. Chociaz EMT
jest znana jako naturalny proces petnigcy wazng role w rozZwoju oraz np. w gojeniu si¢ ran,
komorki rakowe moga ja wykorzystac jako proces umozliwiajacy tworzenie przerzutow [7,9].

Niedawno stato si¢ jasne, ze proces EMT jest $cisle zwigzany z chemioopornos$cia raka [18].

1.7. Markery EMT

Ekspresja bialek markerowych EMT jest w duzej mierze regulowana przez czynniki
transkrypcyjne, zwlaszcza Snail 1 Slug. Aktywacja Snail 1 Slug odgrywa centralng role w
inicjacji procesu EMT i represji ekspresji markerOw nabtonkowych [4,18,23,26]. Ekspresja
Snail, Slug, Twist w raku piersi jest zwigzana ze ztym rokowaniem.

Slug nalezy do rodziny czynnikow transkrypcyjnych typu palca cynkowego [13,22,26,27].
Jest on zaangazowany w regulacje migracji komoérek podczas embriogenezy oraz w regulacje
inwazji 1 migracji komoérek nowotworowych odgrywajac zasadniczg rolg¢ w rozwoju EMT
[24]. Biatko Slug zmniejsza transkrypcj¢ E-kadheryny w raku sutka, raku zotadka i raku
ptaskonabtonkowym przetyku [13]. Wykazano réwniez, ze ekspresja ER zmniejsza poziom
Slug [13]. Ekspresja Slug wykazuje Scisty zwigzek z obecnoscig przerzutéw lokalnych i
odleglych. Zmniejszenie poziomu Slug hamuje proliferacje komodrek. Ekspresja Slug wigze
si¢ ze ztym rokowaniem [23]. Odkryto, ze Slug nie ma zwigzku z wiekiem, rozmiarem guza,
statusem weztow chlonnych. Jednak ma silny zwigzek z ER, statusem PR i typem
molekularnym raka sutka [28].

Bialko Snail podobnie jak biatko Slug rowniez nalezy do rodziny czynnikow
transkrypcyjnych typu palca cynkowego [26]. Biatko to indukuje proces EMT i jest silnym
represorem E-kadheryny. Ekspresja Snail przyczynia si¢ do inwazji nowotwordow tj. raka
piersi, raka jajnika czy raka jelita grubego [26,27]. W naciekajacym raku przewodowym sutka
ekspresja Snail koreluje z obecnoscig przerzutdéw do weztow chtonnych pachowych [26].

Snail i Slug majg znaczenie w rozwoju ré6znych nowotworow, a ich ekspresja jest czesto
zwigzana z niskim stopniem zroznicowania histologicznego, nawrotem nowotworu,
przerzutami i ztym rokowaniem [26]. Chociaz Snail i Slug moga indukowa¢ EMT odgrywaja
one rowniez rol¢ w utrzymaniu podobnych do komorek macierzystych wtasciwosci komorek
nowotworowych, co jest powigzane z odpornos$cig na radioterapi¢ i chemioterapi¢ w réznych

typach raka [27].
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Przeprowadzone badania w populacjach pacjentéw z rakiem przetyku, rakiem jelita
grubego i1 rakiem pluc potwierdzilty, ze pacjenci Slug-dodatni majg gorsze wyniki leczenia
[29]. Ekspresja Slug moze by¢ niekorzystng cechg prognostyczng w kilku rodzajach rakoéw u
ludzi oraz w niektorych migsakach. Slug bierze udziat w progresji raka i zmniejsza ekspresje
E-kadheryny, desmoplakiny i keratyny-18, ale doktadny mechanizm tych zmian nie jest
znany. Jesli EMT rzeczywiscie bierze udzial w opornosci komoérek guza na okreslone leki,
takie jak substancje anty-EGFR, tamoksyfen i klasyczna chemoterapia antracykling,
identyfikacja $ciezek przejsciowych moze by¢ istotna dla opracowania odpowiedniej terapii
celowanej dla rakow i ztosliwych guzow mezenchymalnych w tym GIST [17,29].

Wimentyna jest biatkiem cytoszkieletu o masie 57 kDa, ktdére nalezy do III typu
filamentéw posrednich [30]. Wystepuje ono w prawidtowych komoérkach mezenchymalnych
oraz petlni wiele funkcji. Przede wszystkim zapewnia odporno$¢ na stres oraz wplywa na
zachowanie integralnosci komorkowej. Wimentyna odgrywa role w rozwoju gruczotu
piersiowego, uktadu nerwowego oraz w procesie angiogenezy. Ponadto hamuje przyleganie
komorek i wplywa na ich migracje [31]. Bialko to ulega nadekspresji w niektorych
nowotworach pochodzenia nabtonkowego, m.in. raku stercza, sutka, ptuc, a takze czerniaku i
nowotworach osrodkowego uktadu nerwowego. W raku jasnokomoérkowym nerki stwierdza
si¢ za$ koekspresje cytokeratyny i wimentyny. Wykazano §cisty zwiazek ekspresji wimentyny
z przemiang nabtonkowo-mezenchymalng. Podczas procesu EMT komorka uzyskuje fenotyp
mezenchymalny, dzieki czemu zwigksza si¢ jej zdolno$¢ do migracji oraz zyskuje ona
odpornos¢ na apoptoz¢. Ekspresja wimentyny dodatnio koreluje ze wzrostem i inwazjg
nowotworu. Jej obecno$¢ w komorkach raka przewodowego piersi §wiadczy o ich
przeprogramowaniu w kierunku mezenchymalnym 1 jest zwykle zwigzana ze ztym
rokowaniem [31]. Wyniki niektorych badan wskazujg, ze podwyzszony poziom wimentyny
koreluje z wyzszym stopniem zlosliwosci histologicznej nowotworu, podwyzszonym
indeksem proliferacyjnym (Ki67>15%) oraz nizszym poziomem ekspresji receptora
estrogenow [32]. Ekspresja wimentyny jest zalezna od typu histologicznego nowotworu.
Opisano, iz jej poziom jest najwyzszy w raku piersi potrojnie negatywnym [30,32].
Jednoczesnie wskazuje to, iz ekspresja wimentyny jest powigzana z gorszym rokowaniem
nowotworu. Ponadto opisano, iz raki z podwyzszonym poziomem wimentyny czgsciej
wystepuja w grupie mtodszych kobiet [30]. Wimentyna odgrywa wazng role regulatorowa w
r6znych grupach nowotworéw 1 jest cennym markerem w okreslaniu skutecznos$ci
zastosowanego leczenia [30,31]. W kilku pracach stwierdzono, iz guzy z wysokim poziomem

ekspresji wimentyny wykazuja lepsza odpowiedz na zastosowang chemioterapi¢ [31].
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Kadheryny sa rodzing biatek przezbtonowych, ktére uczestniczg w oddziatywaniach
mi¢dzy komoérkami z udzialem jonow wapnia [33,34]. Domena wewnatrzkomorkowa
kadheryny moze wigza¢ si¢ z biatkami z grupy katenin, ktore z kolei wigza si¢ z filamentami
aktynowymi. Kompleksy kadheryna-katenina sg kluczowe dla zdolnosci wzajemnego
przylegania komorek. Rozne typy komoérek wykazuja obecnos¢ réznych podgrup kadheryn
[35]. Glownymi klasycznymi kadherynami typu I sa P-tozyskowa, E-nabtonkowa i N-
neuronalna.

Nabtonkowa E-kadheryna jest kluczowym skladnikiem potaczen typu adherens w
komorkach nabtonka i dziata jako supresor wzrostu guza i inwazji. Nerwowa N-kadheryna
ulega ekspresji w tkankach nerwowych i fibroblastach, gdzie posredniczy w mniej stabilnej i
bardziej dynamicznej postaci adhezji komorkowej [35]. Lozyskowa P-kadheryna wykazuje
znaczacy ekspresje w tozysku, gdzie bierze udziat w adhezji miedzy trofoblastem zarodka a
komorkami matczynymi.

Deregulacja ekspresji kadheryn, w szczegolnosSci utrata nablonkowej E-kadheryny i
wzrost ekspresji neuronalnej N-kadheryny, jest zaangazowana w progresj¢ raka [35,36].
Wiaze si¢ to ze wzrostem mozliwos$ci migracji, inwazji i przerzutow komorek guza [34].

W kilku pracach opisano zwigzek utraty ekspresji E-kadheryny z gorszym
rokowaniem i krotszym przezyciem u pacjentéw z rakiem piersi [36,37]. Wynika to gtownie
ze zdolnosci do angioinwazji oraz obecnosci przerzutow do weztdw chtonnych pachowych

[37].

11.8. Rola EMT w tworzeniu przerzutow

Inwazja jest jedng z gléwnych cech charakterystycznych raka. Dowody na role procesu
EMT w zdolnosci przerzutowania nowotworu pochodza z badan eksperymentalnych, w
ktorych EMT mozna indukowa¢ w warunkach in vitro [38,39,40,41]. Przeprogramowana
komorka nablonkowa zyskuje ksztalt wrzecionowaty 1 zwigksza si¢ jej mobilnosé.
Opublikowane wyniki badan sugeruja, ze EMT ma duze znaczenie dla inwazji tkanek i
naczyn [42]. EMT rzadko wyst¢puje jednorodnie w calym guzie. Postawiono hipotezeg, ze
komorki nowotworowe raka piersi na granicy guza tracg wlasciwosci nablonkowe i nabywajg
cech komoérek mezenchymalnych. Wykazano, ze biatka Snail, Slug, Twist i Zeb1l maja r6zna
ekspresje w normalnym nablonku piersi, raku przewodowym in situ i inwazyjnym raku piersi

[7]. Rak in situ zawiera mniej biatka Slug i Twist a wiecej Zebl w poréwnaniu do
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normalnego nabtonka. W przeciwienstwie do innych rakow piersi w raku zrazikowym
ekspresja markeréw EMT pojawia si¢ jednakowo w catym guzie [7].

Zdolno$¢ raka piersi do tworzenia przerzutow mozna lepiej zrozumie¢ poprzez
zrozumienie mechanizméw EMT. Pod tym wzgledem EMT moze stwarza¢ mozliwosci dla
nowo ukierunkowanych terapii [43,44]. Badanie szlakow zwigzanych ze zrdéznicowaniem
ekspresji genow wykazalo, ze sa one gléwnie zwigzane z adhezja, migracja, rozwojem,
réznicowaniem komorek, proliferacjg, angiogeneza, gojeniem si¢ ran i metabolizmem [7].

Chociaz wiele prac badawczych zostalo juz wykonanych, specyficzne S$ciezki
molekularne EMT odnoszace si¢ do rozwoju guza i jego lokalizacji wymagaja dalszych
badan. Rak piersi wywodzi si¢ z tkanki nabtonkowej, a zatem pierwotnie charakteryzuje si¢
tworzeniem $cistych potaczen komoérkowych typu adherens. Markery mezenchymalne EMT
takie jak wimentyna, N-kadheryna, Snail i Slug czgéciej wystepuja w rakach piersi o nizszym
stopniu zroéznicowania histologicznego i1 s3 zwigzane z wyzsza agresywnoscig nowotworu
[38]. Jednym z wyzwan w trakcie prowadzenia badan nad EMT jest to, ze trudno jest
uchwyci¢ komorke rakows, ktora w danym momencie przeszta przemiang. Zazwyczaj
podczas oceny histopatologicznej obserwujemy komorki ,,zatrzymane w wybranym
momencie”.

Wigkszo$¢ dowoddow pochodzacych z badan na liniach komoérek rakowych i/lub
modelach zwierzgcych, wskazuje na zwigzek pomiedzy progresja raka piersi a EMT.
Ekspresja biomarkerow zwigzanych z EMT u wielu pacjentow bedzie miala kluczowe
znaczenie dla identyfikacji 0s6b zagrozonych rozwojem lekoopornosci i wystgpieniem
przerzutéw. Wiaze si¢ to z mozliwos$cig lepszej diagnostyki i poprawa sposobow leczenia

[6,13,23,24,45].
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I11. CEL PRACY

Ocena ekspresji markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej, tj. E-kadheryny, N-

kadheryny, Slug, Snail i wimentyny w komdrkach raka sutka oraz ich korelacja z:

a) wiekiem chorych

b) $rednica guza

¢) stanem weziéw chtonnych

d) obecnoscig przerzutow odlegtych

e) typem histologicznym raka

f) stopniem histologicznej ztosliwosci raka
g) obecnoscig angioinwazji

h) typem molekularnym raka

i) ekspresja PR, ER, HER2, Ki67

j) zastosowang chemioterapig przedoperacyjng (CTH)
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IV. MATERIAL Il METODY

IV.1. Charakterystyka grupy badanej

Badanie przeprowadzono na materiale tkankowym od 65 pacjentek, u ktorych
wykonano catkowita mastektomi¢ z powodu pierwotnego naciekajgcego raka sutka. Pacjentki
byly operowane w latach 2013-2018 w Klinice Chirurgii Ogdlnej i Onkologicznej
Samodzielnego Publicznego Szpitala Klinicznego nr 1 Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie (SPSK1 PUM). Rozpoznanie histopatologiczne w kazdym
przypadku zostalo postawione w Zakladzie Patomorfologii SPSK1 PUM. Grupa badana
zostata scharakteryzowana wedlug nastgpujacych parametrow kliniczno-morfologicznych:
wiek w chwili rozpoznania, $rednica guza, obecno$¢ przerzutow w weztach chtonnych
pachowych, obecnos¢ przerzutow odlegtych, typ histologiczny raka, stopien histologicznej
ztosliwosci, obecno$¢ angioinwazji, typ molekularny raka, ekspresja receptoréw ER, PR,
HER2, indeks proliferacyjny (Ki67) oraz zastosowanie chemioterapii przedoperacyjnej
(CTH). Z materiatu tkankowego utrwalonego standardowo w zbuforowanej formalinie oraz
zatopionego w bloczkach parafinowych zostaty sporzadzone macierze tkankowe przy pomocy
urzadzenia MTA — Manual Tissue Arrayer (Beecher Instruments, Inc. Silver Spring, MD,
USA). Procedura przygotowania macierzy tkankowych polegata na pobraniu trzech rdzeni
tkankowych z kazdego z bloczkéw parafinowych zawierajacych material histologiczny z raka
sutka i umieszczeniu ich w trzech zbiorczych bloczkach parafinowych. Materiat do
konstrukcji macierzy tkankowych pobierano z inwazyjnego obwodu guza. Na badanie
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej PUM w Szczecinie (KB-0012/224/06/17 z dnia
26.06.2017r.). Charakterystyke grupy badanej zawarto w tabeli 1.

20



Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej (n=65).

Parametr Liczba chorych (N = 65)
Wiek
<65 34 (52,3%)
>65 31 (47,7%)
Srednica guza
<lcm 10 (15,4%)
1-2 cm 26 (40,0%)
>2.cm 29 (44,6%)

Stan wezléw chlonnych

bez przerzutow

38 (58,5%)

przerzuty w 1-3 weztach

18 (27,7%)

przerzuty w 4-9 weztach

7 (10,8%)

przerzuty >10 weztow

2 (3,0%)

Obecnos$¢ przerzutéw odleglych

bez przerzutow

65 (100%)

Z przerzutami

0 (0%)

Typ histologiczny raka

rak przewodowy

45 (69,2%)

rak zrazikowy 14 (21,5%)
inne* 4 (6,2%)
rak przewodowy + rak zrazikowy 2 (3,1%)
Stopien zlosliwosci histologicznej
G1 10 (15,4%)
G2 45 (69,2%)
G3 10 (15,4%)
Angioinwazja
brak 46 (70,8%)
obecna 19 (29,2%)
Typ molekularny raka
A 27 (41,5%)
B HER2 (-) 25 (38,5%)
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B HER2 (+) 6 (9,2%)
potréjnie ujemny i nieluminalny 7 (10,8%)
Pozostale parametry

ER (-) 11 (16,9%)
ER (+) 54 (83,1%)
PR (-) 12 (18,5%)
PR (+) 53 (81,5%)
HER2 (-) 55 (84,6%)
HER2 (+) 10 (15,4%)
Ki67<20 % 30 (46,2%)
Ki67>20 % 35 (53,8%)
CTH nie 58 (89,2%)
CTH tak 7 (10,8%)

*/rak brodawkowaty (n=2), rak rdzeniasty (n=1), rak sitowaty (n=1)

W badanej grupie pacjentek rozpietos¢ wieku wahata si¢ miedzy 35 a 88 lat. Wartos¢
srednia wynosila 64,6 lat a mediana 65 lat. Wyodrgbniono dwie grupy pacjentek wzgledem
mediany wieku: w wieku rownym lub mtodsze niz 65 lat (34 pacjentki) i starszym niz 65 lat
(31 pacjentek).

Podziat grup wzgledem wielkosci guza i stanu weztdow chtonnych byt oparty na 6smej
edycji klasyfikacji patologicznej TNM.

Ze wzgledu na $rednice guza wyodrgbniono trzy grupy tzn. srednica guza < 1 cm (10
pacjentek), 1-2 cm (26 pacjentek), >2 cm (29 pacjentek). Wartos¢ srednia rozmiarow guza
wynosita 2,2 cm, za§ mediana 1,8 cm.

Ze wzgledu na liczbe zajetych weztéw chlonnych wyodrebniono cztery grupy tj.: bez
przerzutow w weztach chtonnych (38 pacjentek), 1-3 wezty z przerzutami (18 pacjentek), 4-9
weztow z przerzutami (7 pacjentek) i > 10 wezlow z przerzutami (2 pacjentki).

Biorac pod uwage typ histologiczny rakow wyodrebniono 4 grupy: rak przewodowy
(45 przypadkow), rak zrazikowy (14 przypadkow), rak mieszany: rak zrazikowy wraz z
rakiem przewodowym (2 przypadki) oraz inne raki: rak brodawkowaty (2 przypadki), rak
rdzeniasty (1 przypadek), rak sitowaty (1 przypadek).
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Grupe badang podzielono rowniez w oparciu o stopien ztosliwosci histologicznej wg
klasyfikacji SBR/Nottingham. Wyodrebniono trzy stopnie ztosliwosci histologicznej: G1 (10
przypadkow), G2 (45 przypadkow), G3 (10 przypadkow).

W zalezno$ci od ekspresji receptorow steroidowych (ER lub PR) i biatka HER2
analizowane raki piersi zostaly podzielone na typy molekularne: typ luminalny A (27
przypadkow), typ luminalny B HER2-ujemny (25 przypadkow), luminalny B HER2-dodatni

(6 przypadkow) i pozostate: potrdjnie ujemny i nieluminalny (7 przypadkow).

IV.2. Reakcje immunohistochemiczne

W  preparatach z macierzy tkankowych  wykonane  zostaly reakcje
immunohistochemiczne z przeciwciatami przeciwko:
e E-kadherynie (IR059; DAKO, Glostrup, Denmark),
e N-kadherynie (orb213706 Biorbyt, Cambridge UK),
e wimentynie (IR630; DAKO, Glostrup, Denmark),
e Snail (orb221325, Biorbyt, Cambridge, UK)
e Slug (orb11382, Biorbyt, Cambridge, UK).
Do wizualizacji reakcji IHC zastosowany zostal system DAKO FLEX+. Reakcje
immunohistochemiczne wykonywane byly w oddzielnych preparatach dla kazdego z

badanych biatek.

a) Procedura reakcji immunohistochemicznych dla oceny ekspresji E-kadheryny, N-
kadheryny i wimentyny:

1. odparafinowanie preparatow w temperaturze 69°C przez 40 minut,

2. odstanianie antygenu w temperaturze 98°C przez 20 minut przy pH 9,0, (DM828;
DAKO, Glostrup, Denmark),

3. plukanie w Wash Buffer (DM831; DAKO, Glostrup, Denmark) przez 10 minut,

4. blokowanie endogennej peroksydazy (SM801; DAKO, Glostrup, Denmark) przez
5 minut i ponowne ptukanie w Wash Buffer,

5. inkubowanie preparatow w komorze wilgotnej z przeciwcialem przeciwko E-
kadherynie (rozcienczenie 1:100, IR059; DAKO, Glostrup, Denmark), przeciwko
N-kadherynie (rozcienczenie 1:100; orb213706 Biorbyt, Cambridge UK),
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10.

przeciwko wimentynie (rozcienczenie 1:100, IR630; DAKO, Glostrup, Denmark)
przez 20 minut, w temperaturze 4°C

trzykrotne plukanie preparatow w Wash Buffer przez 5 minut oraz inkubowanie
ich z polimerem HRP (SM802; DAKO, Glostrup, Denmark) w temperaturze
pokojowej przez 20 minut.

ponowne trzykrotne ptukanie preparatow w Wash Buffer przez 5 minut oraz
inkubowanie z chromogenem tj. mieszaning 1 ml Substrate Buffer z 1 kropla DAB
przez 10 minut,

plukanie preparatow w wodzie destylowanej oraz barwienie hematoksyling
Mayera (SM806; DAKO, Glostrup, Denmark) przez 10 minut,

ptukanie preparatow w wodzie biezacej przez 10 minut oraz odwadnianie ich w
rosngcym stezeniu etanolu 70%, 90%, 100%,

dwukrotne zanurzenie preparatow w ksylenie oraz przykrycie wybarwionych
skrawkow szkietkiem nakrywkowym z uzyciem balsamu histologicznego Consul -

Mount (Shandon, 999040, Pittsburg, PA, USA).

b) Procedura reakcji immunohistochemicznych dla oceny ekspresji Snail i Slug:

1.
2.

odparafinowanie preparatow w cieplarce w temperaturze 69°C przez 40 minut,
odstanianie antygenu w temperaturze 98°C przez 20 minut przy pH 6,0 (DM829;
DAKO, Glostrup, Denmark),

plukanie preparatow w Wash Buffer (DM831; DAKO, Glostrup, Denmark) przez
10 minut,

blokowanie przez 5 min endogennej peroksydazy (SM801; DAKO, Glostrup,
Denmark),

ponowne ptukanie preparatow w Wash Buffer trzy razy przez 5 minut,
inkubowanie preparatow w komorze wilgotnej z przeciwciatem przeciwko biatku
Snail (rozcienczenie 1:50; orb221325, Biorbyt, Cambridge, UK) oraz z
przeciwcialem przeciwko biatku Slug (rozcienczenie 1:50; orb11382, Biorbyt,
Cambridge, UK) przez noc w temperaturze 4°C,

ponowne trzykrotne ptukanie preparatow w Wash Buffer przez 5 minut,
inkubowanie preparatow z polimerem HRP (SM802; DAKO, Glostrup, Denmark)
w temperaturze 37°C przez 60 minut,

trzykrotne ptukanie preparatow w Wash Bufer przez 10 minut,
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10. inkubowanie preparatow przez 10 minut z chromogenem tj. mieszaning 1 ml
Substrate Buffer z 1 kropla DAB,

11. ptukanie preparatow w wodzie destylowanej oraz barwienie hematoksyling
Mayera (SM806; DAKO, Glostrup, Denmark) przez 10 minut,

12. ptukanie preparatéw w wodzie biezacej przez 10 minut oraz odwadnianie w
rosngcym stezeniu etanolu 70%, 90%, 100%,

13. dwukrotne zanurzanie preparatow w ksylenie oraz przykrycie wybarwionych
skrawkow szkietkiem nakrywkowym z uzyciem balsamu histologicznego Consul-

Mount (Shandon, 999040, Pittsburg, PA, USA).

IV.3. Analiza obrazu mikroskopowego

Ekspresja E-kadheryny (odczyn btonowy), N-kadheryny (odczyn blonowy),
wimentyny (odczyn cytoplazmatyczny), biatka Snail (odczyn jadrowy i cytoplazmatyczny) i
biatka Slug (odczyn jadrowy) zostala oceniona w komorkach rakowych za pomoca
komputerowej analizy obrazu (Aperio System; Aperio Technologies Inc. Vista, CA, USA).
Okres$lona zostata intensywno$¢ ekspresji w/w biatek w skali 4-stopniowej (0 — brak reakcji
immunohistochemicznej, 1 — staba reakcja, 2 — reakcja o $redniej intensywnosci; 3 — silna
reakcja) oraz w skali 5-stopniowej oceniono odsetek komorek wykazujacych dodatnig reakcje
immunohistochemiczng (0: < 5%; 1: pomiedzy > 5% 1 < 25%; 2: pomigdzy >25% 1 <50%; 3:
pomiedzy >50% i <75%; 4: >75%). W oparciu o powyzsze parametry obliczano
wspotczynnik QS (quick score), ktory jest iloczynem intensywnosci reakcji (od 0 do 3) i

odsetka komorek (od 0 do 4). Wspdtczynnik QS moze osigga¢ wartosci od 0 do 12.

IV.4. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej za pomoca programu statystycznego
MedCalc (ver. 19.2.6, Ostend, Belgia). Normalno$¢ rozktadow zmiennych -ciggltych
weryfikowano testem Shapiro-Wilka. Do opisu zmiennych ciagglych zastosowano S$rednig,
odchylenie standardowe i mediang, za§ w analizach statystycznych skorzystano z testow
nieparametrycznych (testy U Manna-Whitneya lub Kruskalla-Wallisa). Zmienne jakosciowe
charakteryzowano podajac liczebno$¢ wyrazong takze w procentach. Za poziom istotnosci

przyjeto dwustronnie p<0,05. W tabelach podano $rednie oraz odchylenia standardowe (SD —
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standard deviation), na wykresach podano $rednie, odchylenia standardowe i btad
standardowy (SE — standard error). Dokonano analizy statystycznej ekspresji E-kadheryny,
N-kadheryny, wimentyny, Slug i Snail w zaleznosci od badanych parametrow morfologiczno-

klinicznych i klasyfikacji molekularnej rakdw piersi.
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V. WYNIKI

Ponizej przedstawitam dystrybucje QS (quick score) dla poszczegdlnych markerow
EMT. Uwage zwraca wicksza heterogenno$¢ dystrybuciji ekspresji wigkszo$ci markerow
mezenchymalnych (Slug, Snail, wimentyna) w stosunku do markera nablonkowego (E-

kadheryna).

Rycina 1. Dystrybucja QS dla E-kadheryny.
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Rycina 2. Dystrybucja QS dla N-kadheryny.
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Rycina 3. Dystrybucja QS dla Slug.
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Rycina 4. Dystrybucja QS dla Snail.
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Rycina 5. Dystrybucja QS dla wimentyny.
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V.1. Ekspresja markerow EMT a wiek pacjentek

Poszukiwatam roznic ekspresji markeréw przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej
wyrazonej za pomocg parametru QS w zaleznos$ci od wieku pacjentek podzielonych na dwie

grupy wzgledem mediany wieku. Wyniki przedstawitam w tabeli 2.

Tabela 2. Wartos¢ QS markerow EMT (E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny)

w zaleznosci od wieku pacjentek.

n=234 n=31
wiek <65 wiek >65
srednia = SD srednia = SD p
E-kadheryna 9,85+4,02 9,58 +4,34 0,80
N-kadheryna 11,88 + 0,69 11,87 £+ 0,72 0,95
Slug 5,94 + 3,14 5,29 + 2,83 0,37
Snail 6,56 + 2,11 6,13 +2,19 0,59
Wimentyna 5,09 + 3,20 4,32 + 3,35 0,21

Nie stwierdzitam roznic ekspresji badanych markerow w zaleznosci od wieku

badanych kobiet (p>0,05).

V.2. Ekspresja markerow EMT a Srednica guza

Ocenifam ekspresj¢ markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej wyrazong za

pomoca parametru QS w zaleznosci od $rednicy guza. Wyniki przedstawitam w tabeli 3.
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Tabela 3. Wartos¢ QS markeréw EMT (E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny)

a srednica guza.

E-kadheryna N srednia = SD p
<lcm 10 11,4 +1,90
1-2 cm 26 10,0 £ 3,61 0,35
>2.cm 29 8,9 +4,97
N-kadheryna
<lcm 10 12,0+0,0
1-2 cm 26 11,69 +£1,09 0,22
>2cm 29 12,0+0,0
Slug
<lcm 10 7,3+2,83
1-2 cm 26 5,0+2,98 0,12
>2cm 29 5,62 +293
Snail
<lcm 10 6,8+14
1-2 cm 26 6,42 +2,34 0,82
>2cm 29 6,14 + 2,20
Wimentyna
<lcm 10 4,9 +3,03
1-2 cm 26 3,81 +£3,20 0,28
>2cm 29 548 +£3,31

Nie stwierdzitam réznic ekspresji badanych markeréw w zaleznosci od $rednicy guza
(p>0,05).

V.3. Ekspresja markero6w EMT a stan wezlow chlonnych

Ocenitam ekspresj¢ markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej wyrazong za
pomoca parametru QS w zaleznosci od stanu weztow chtonnych. Wyniki przedstawilam w

tabeli 4.
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Tabela 4. Wartos¢ QS markerow EMT (E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny)

a stan weztow chtonnych.

E-kadheryna N srednia = SD p
0 38 10,08 + 3,73
1-3 wez 18 9,67 + 4,31
4-9 qu:syw 7 10,71 + 3,40 0.04
>10 weztow 2 0,0+£0,0
N-kadheryna
0 38 11,79 £ 0,91
1-3 wezly 18 12,0+0,0 0.70
4-9 weztow 7 12,0+0,0
>10 weztow 2 12,0+0,0
Slug
0 38 5,53 + 3,08
1-3 wezly 18 5,61 + 2,70
4-9 weztow 7 5,71 +2,87 0,85
>10 weztow 2 7,5+6,36
Snail
0 38 6,29 +£1,97
1-3 wezly 18 6,5+1,89 0,96
4-9 weztow 7 6,14 + 3,76
>10 weztow 2 70£141
Wimentyna
0 38 4,87 + 3,53
1-3 wezly 18 3,94 £ 251
4-9 weztow 7 6,57 + 3,41 0,20
>10 weztow 2 25+0,71

Stwierdzitam brak ekspresji E-kadheryny w komdrkach rakowych w guzie
pierwotnym w przypadku zaje¢cia przerzutami wiecej niz 10 weztdw chtonnych (p=0,04).
Warto§¢ wspotczynnika QS dla ekspresji E-kadheryny w zalezno$ci od stanu wezlow

chtonnych przedstawitam w postaci graficznej na rycinie 6.
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Rycina 6. Ekspresja E-kadheryny a liczba we¢ziéw chlonnych z przerzutami.
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V.4. Ekspresja markerow EMT a obecno$¢ przerzutow odleglych

W analizowanych przypadkach nie stwierdzitam obecnos$ci przerzutow odlegtych. Z

tego wzgledu wynik nie zostal poddany analizie statystyczne;.

V.5. Ekspresja markerow EMT a typ histologiczny raka

Ocenitam ekspresje markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej wyrazong za
pomocg parametru QS w =zalezno$ci od typu histologicznego raka piersi. Wyniki

przedstawilam w tabeli 5.
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Tabela 5. Wartos¢ QS markeréow EMT (E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny)

a typ histologiczny raka piersi.

E-kadheryna N srednia = SD p
Rak przewodowy 45 11,13 +2,45 0,0001
Rak zrazikowy 14 4,71 +5,36
N-kadheryna
Rak przewodowy 45 11,91 £0,59
Rak zrazikowy 14 11,71 £1,07 0,79
Slug
Rak przewodowy 45 5,38 +2,97
Rak zrazikowy 14 7,29 + 2,58 0,03
Snail
Rak przewodowy 45 6,11+2,21
Rak zrazikowy 14 6,79 £1,93 0.13
Wimentyna
Rak przewodowy 45 511+3,21
Rak zrazikowy 14 3,5+3,20 0,33

Stwierdzitam, ze ekspresja E-kadheryny jest istotnie nizsza w raku zrazikowym w
poréwnaniu do raka przewodowego (p=0,0001). W przypadku biatka Slug jego ekspresja byta
istotnie wyzsza w raku zrazikowym w poréwnaniu do raka przewodowego (p=0,03). Wartos¢
wspotczynnika QS dla ekspresji E-kadheryny w zaleznosci od typu histologicznego raka
przedstawilam w postaci graficznej na rycinie 7 a wartos¢ wspoétczynnika QS dla ekspres;ji

Slug przedstawitam w postaci graficznej na rycinie 8.
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Rycina 7. Ekspresja E-kadheryny a typ histologiczny raka piersi.
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V.6. Ekspresja markerow EMT a stopien histologicznej ztosliwosci raka

piersi

Ocenitam ekspresje markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej wyrazong za
pomocg parametru QS w zaleznosci od stopnia histologicznej ztosliwosci raka (grade)

ocenionej wg klasyfikacji SBR/Nottingham. Wyniki przedstawitam w tabeli 6.

Tabela 6. Wartos¢ QS markeréw EMT (E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny)

a stopien ztosliwosci histologicznej (grade) raka sutka.

E-kadheryna N srednia £ SD p
Gl 10 9,6 £5,06
G2 45 9,71+411 0,95
G3 10 9,9+3,75
N-kadheryna
Gl 10 12,0+0,0
G2 45 11,82 £ 0,83 0,64
G3 10 12,0+£0,0
Slug
Gl 10 5,3+2,87
G2 45 553+3,15 0,75
G3 10 6,4 +2,46
Snail
Gl 10 6,7 +1,89
G2 45 6,27 +1,99 0,75
G3 10 6,4 £ 3,06
Wimentyna
Gl 10 3,6 +2,17
G2 45 4,76 + 3,58 0,27
G3 10 5,7+250

Nie stwierdzilam réznic w ekspresji badanych markeréw w zaleznosci od stopnia

histologicznej ztosliwosci raka (p> 0,05).
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V.7. Ekspresja markerow EMT a angioinwazja

Ocenitam ekspresje markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej wyrazong za

pomoca parametru QS w zalezno$ci od obecnosci angioinwazji. Wyniki przedstawitam w

tabeli 7.

Tabela 7. Warto$¢ QS markeréw EMT (E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny)

a obecnos¢ angioinwazji.

angio (+) n=19 angio (-) n=46
srednia = SD srednia = SD p
E-kadheryna 10,74 + 3,36 9,30+4,40 0,17
N-kadheryna 11,79 £ 0,92 1191 +0,59 0,52
Slug 5,42 + 2,57 572 +£3,17 0,80
Snail 6,68 + 2,63 6,22 +1,92 0,30
Wimentyna 437+ 277 4,87 + 3,47 0,66

Parametr QS badanych marker6w nie roznit si¢ istotnie w kategoriach obecnosci

angioinwazji (p>0,05).

V.8. Ekspresja markerow EMT a typ molekularny raka piersi

Ocenitam ekspresje markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej wyrazong za
pomocg parametru QS w zaleznosci od typu molekularnego raka piersi. Wyniki

przedstawitam w tabeli 8.
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a typ molekularny raka piersi.

Tabela 8. Wartos¢ QS markerow EMT (E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny)

E-kadheryna N Srednie+SD P
A 27 8,52 +£5,04
B HER2 minus 25 10,68 + 3,13 0,39
B HER2 plus 6 10,5 + 3,67
Potrdjnie ujemny i nieluminalny 7 10,29 + 3,40
N-kadheryna
A 27 11,85+ 0,77
B HER2 minus 25 11,84 + 0,80
B HER2 plus 6 12,0+ 0,00 0,92
Potrdjnie ujemny i nieluminalny 7 12,0 £ 0,00
Slug
A 27 5,89 +2,99
B HER2 minus 25 4,88 + 3,27
B HER2 plus 6 5,17 + 2,56 014
Potrojnie ujemny i nieluminalny 7 7,71 +£0,76
Snail
A 27 6,48 + 2,23
B HER2 minus 25 6,0 £1,96
B HER2 plus 6 5,33+ 1,97 0.09
Potrdjnie ujemny i nieluminalny 7 8,0£2,00
Wimentyna
A 27 3,81+ 3,40
B HER2 minus 25 50+342
B HER2 plus 6 7,17+ 2,04 0.04
Potrojnie ujemny i nieluminalny 7 5,14 +£1,95

Analiza ekspresji wimentyny w zalezno$ci od typu molekularnego raka wykazata
roznice istotne statystycznie (p=0,04). Dalsza analiza (test U Manna-Whitneya) wykazata
istotnie statystycznie nizsza ekspresje wimentyny w rakach luminalnych A (QS: 3,81 £ 3,40)
w stosunku do pozostatych typow molekularnych rakow w badanej grupie (QS: 5,37 £ 3,06;
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warto$¢ sumaryczna nieprzedstawiona w tabeli 8.), (p=0,02). Jednoczes$nie wykazatam
istotnie statystycznie wyzsza ekspresj¢ wimentyny w rakach luminalnych B HER2 plus (QS:
7,17+2,04) w stosunku do pozostatych typéw molekularnych rakéw (4,47 * 3,28; warto$¢
sumaryczna nieprzedstawiona w tabeli 8.) (p=0,04). Warto$¢ wspotczynnika QS dla ekspresji
wimentyny w zalezno$ci od typu molekularnego raka przedstawilam w postaci graficznej na

rycinie 9.

Rycina 9. Ekspresja wimentyny a typ molekularny raka piersi.
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V.9. Ekspresja E-kadheryny a ER, PR, HER2, Ki67, CTH

Ocenitam ekspresje E-kadheryny wyrazong za pomoca parametru QS w zaleznos$ci od
obecnosci ER, PR, nadekspresji HER2, indeksu proliferacyjnego i zastosowania

chemioterapii przedoperacyjnej. Wyniki przedstawitam w tabeli 9.

Tabela 9. Wartos¢ QS dla E-kadheryny a ER, PR, HER2, Ki67 oraz CTH

E-kadheryna N srednia £ SD p
ER (-) 11 10,55 + 2,88
0,76
ER (+) 54 9,56 + 4,36
PR (-) 12 10,00 £ 4,11
0,80
PR (+) 53 9,66 +4,19
HER2 (-) 55 9,47 + 4,32
0,19
HER?2 (+) 10 11,10 +2,85
Ki67<20% 30 8,77 £ 4,85 009
Ki67>20% 35 10,54 + 3,28 ’
CTH nie 58 9,86 + 4,06
0,38
CTH tak 7 8,57 £ 5,03

Parametr QS dla E-kadheryny nie roznit si¢ istotnie w zaleznosci od kategorii ER, PR,
HER2, Ki67, CTH (p>0,05).
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V.10. Ekspresja N-kadheryny a ER, PR, HER2, Ki67, CTH

Ocenitam ekspresje N-kadheryny wyrazong za pomocg parametru QS w zaleznosci od
obecnosci ER, PR, nadekspresji HER2, indeksu proliferacyjnego i zastosowania

chemioterapii przedoperacyjnej. Wyniki przedstawitam w tabeli 10.

Tabela 10. Wartos¢ QS dla N-kadheryny a ER, PR, HER2, Ki67 oraz CTH.

N-kadheryna N Srednie+SD P
ER () 11 12,00 0,00
0,52
ER (+) 54 11,85 0,76
PR (-) 12 12,00 0,00
0,50
PR (+) 53 11,85 0,77
HER2 (9 55 11,85 0,76
0,54
HER2 (+) 10 12,00 £ 0,00
Ki67<20% 30 1187 0,73 001
Ki67>20% 35 11,89 + 0,68 ’
CTH nie 58 11,86 + 0,74
0,62
CTH tak 7 12,00 0,00

Parametr QS dla N-kadheryny nie roznit si¢ istotnie w zaleznoS$ci od kategorii ER, PR,
HERZ2, Ki67, CTH (p>0,05).
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V.11. Ekspresja Slug a ER, PR, HER2, Ki67, CTH

Ocenitam ekspresje Slug wyrazona za pomocg parametru QS w zalezno$ci od
obecnosci ER, PR, nadekspresji HER2, indeksu proliferacyjnego i zastosowania

chemioterapii przedoperacyjnej. Wyniki przedstawitam w tabeli 11.

Tabela 11. Wartos¢ QS dla Slug a ER, PR, HERZ2, Ki67 oraz CTH.

Slug N srednia £ SD p
ER () 11 6,18 + 2,44
0,55
ER (+) 54 5,52 £ 3,10
PR () 12 7.17 1,80
0,06
PR (+) 53 528 3,11
HER2 () 55 5,71 + 3,07
0,72
HER2 (+) 10 5,20 £ 2,66
Ki67<20% 30 5,90 + 2,98 0e
Ki67>20% 35 5,40 + 3,03 ’
CTH nie 58 543 + 3,05
0,08
CTH tak 7 729 1,89

Parametr QS dla Slug nie roznit si¢ istotnie w zaleznosci od kategorii ER, PR, HER2,
Ki67, CTH (p>0,05).
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V.12. Ekspresja Snail a ER, PR, HER2, Ki67, CTH

Ocenitam ekspresje¢ Snail wyrazong za pomoca parametru QS w zaleznosci od

obecnosci ER, PR,

chemioterapii przedoperacyjnej. Wyniki przedstawitam w tabeli 12.

nadekspresji

indeksu proliferacyjnego

Tabela 12. Warto$¢ QS dla Snail a ER, PR, HER2, Ki67 oraz CTH.

zastosowania

Snail N srednia £ SD p
ER (-) 11 7,45 +181
0,18
ER (+) 54 6,13+2,15
PR (-) 12 7,67 +1,67
0,04
PR (+) 53 6,06 + 2,13
HER2 (-) 55 6,51 + 2,07
0,19
HER2 (+) 10 5,50 + 2,42
Ki67<20% 30 6,57 +2,14 0.20
Ki67>20% 35 6,17 + 2,15 ’
CTH nie 58 6,16 + 2,08
0,06
CTH tak 7 8,00 +2,00

Stwierdzitam, Ze ekspresja Snail jest istotnie nizsza W rakach piersi wykazujacych

ekspresje receptora progesteronu [PR (+)] (p=0,04). Wartos¢ wspotczynnika QS dla ekspres;ji

Snail w zaleznos$ci od ekspresji receptora progesteronu w raku piersi przedstawitam w postaci

graficznej na rycinie 10.
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Rycina 10. Ekspresja Snail a PR.
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V.13. Ekspresja wimentyny a ER, PR, HER2, Ki67, CTH

Ocenitam ekspresje wimentyny wyrazong za pomocg parametru QS w zaleznosci od

obecnosci ER, PR, nadekspresji HER2, indeksu proliferacyjnego i zastosowania

chemioterapii przedoperacyjnej. Wyniki przedstawitam w tabeli 13.
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Tabela 13. Wartos¢ QS dla wimentyny a ER, PR, HER2, Ki67 oraz CTH.

Wimentyna N srednia = SD p
ER (-) 11 5,00 £2,57
0,42
ER (+) 54 4,67 +3,41
PR () 12 4,67 £2,10
0,61
PR (+) 53 4,74 + 3,50
HER2 (-) 55 4,51 +331
0,13
HER2 (+) 10 5,90 £2,92
Ki67<20% 30 3,80 £ 3,22 001
Ki67>20% 35 551+3,15 ’
CTH nie 58 4,88 + 3,40
0,77
CTH tak 7 3,43+1,51

Stwierdzitam, ze ekspresja wimentyny jest istotnie wyzsza W rakach piersi o indeksie

proliferacyjnym Ki67> 20% (p=0,01). Warto$¢ wspotczynnika QS dla ekspresji wimentyny w

zalezno$ci od wartos$ci indeksu proliferacyjnego Ki67 w raku sutka przedstawilam w postaci

graficznej na rycinie 11.
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Rycina 11.

Ekspresja wimentyny a Ki67.
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VI. PODSUMOWANIE WYNIKOW

v' Wykazatam brak ekspresji E-kadheryny w komdrkach rakowych w guzie pierwotnym
w przypadku zajecia przerzutami wigcej niz 10 weztow chtonnych (p=0,04).

v’ Stwierdzilam, ze ekspresja E-kadheryny jest istotnie nizsza w raku zrazikowym w
poréwnaniu do raka przewodowego (p=0,0001). W przypadku ekspresji Slug w raku
zrazikowym wyniki byly istotnie wyzsze w poréwnaniu do raka przewodowego piersi
(p=0,03).

v' Wykazalam, ze ekspresja Snail jest istotnie nizsza w rakach PR plus (p=0,04).

v' Wykazalam istotnie statystycznie nizszg ekspresje wimentyny w rakach luminalnych
A w stosunku do pozostatych typéw molekularnych rakoéw w badanej grupie (p=0,02).
Jednoczesnie wykazatam istotnie statystycznie wyzsza ekspresj¢ wimentyny w rakach
luminalnych B HER2 plus w stosunku do pozostatych typéw molekularnych rakow
(p=0,04).

v Stwierdzilam, ze ekspresja wimentyny jest istotnie wyzsza w rakach o indeksie
proliferacyjnym Ki67> 20% (p=0,02).

v" Nie wykazatam zwigzku ekspresji badanych markerow w kategoriach przedziatu
wiekowego badanych kobiet (p>0,05).

v" Nie wykazalam zwigzku pomiedzy ekspresja badanych markeréw a $rednicg guza
(p>0,05).

v" W analizowanych przypadkach nie stwierdzitam obecnosci przerzutow odlegtych. Z
tego wzgledu wynik nie zostal poddany analizie statystyczne;.

v' Nie wykazalam zaleznodci pomiedzy stopniem histologicznej zto$liwosci raka a
ekspresja badanych markerow (p>0,05).

v' Ekspresja badanych markeréw nie réznita si¢ istotnie w kategoriach obecno$ci
angioinwazji (p>0,05).

v" Nie wykazatam zwigzku miedzy ekspresjg E-kadheryny a ER, PR, HER2, Ki67 oraz
CTH (p>0,05).

v Ekspresja N-kadheryny nie réznita si¢ istotnie w kategoriach ER, PR, HER2, Ki67,
CTH (p>0,05).

v’ Nie wykazatam zwigzku mig¢dzy ekspresja Slug a ER, PR, HER2, Ki67 oraz CTH
(p>0,05).
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VII. DYSKUSJA

Celem niniejszej pracy byla ocena ekspresji wybranych markerow przemiany
nablonkowo-mezenchymalnej, tj. E-kadheryny, N-kadheryny, Slug, Snail oraz wimentyny w
komoérkach raka piersi oraz okreslenie zwiazku ich ekspresji z parametrami kliniczno-
morfologicznymi o znaczeniu rokowniczym (wiekiem w chwili rozpoznania, $rednica guza,
stanem weztow chtonnych pachowych, obecnoscig przerzutow odlegltych, typem
histologicznym nowotworu, stopniem histologicznej ztos§liwosci, obecnoscia angioinwazji,
typem molekularnym, obecnoscia receptorow PR, ER, biatka HER2, indeksem
proliferacyjnym  oraz  zastosowaniem  chemioterapii ~ przedoperacyjnej).  Wyniki
dotychczasowych badan wyr6zniajg kilka markerow przemiany nablonkowo-mezenchymalnej
wsrdd nich markery nabtonkowe np. E-kadheryna oraz mezenchymalne np. N-kadheryna,

Slug, Snail i wimentyna.

VIl.1. Znaczenie EMT

Inwazja raka oznacza naciekanie miejscowe oraz dawanie odleglych przerzutow.
Jednak mimo swojego klinicznego znaczenia, jest wcigz mato poznanym procesem z punktu
widzenia zjawisk na poziomie komorek [46]. Istnicje takze coraz wigcej dowodow na udziat
przemiany nablonkowo-mezenchymalnej w procesie przerzutowania [47].

Wyniki wielu badan wskazuja, iz EMT w guzach jest powigzana z inwazja,
przerzutami oraz opornoscig na chemioterapi¢. Zarowno EMT jak i MET s3 dynamicznymi
procesami podczas progresji raka. W raku piersi wykazano zwigzek miedzy EMT a
opornoscig na tamoksyfen oraz trastuzumab [48,49].

Zmnigjszenie adhezji komérek nowotworowych zaleznej od E-kadheryny powoduje
zwiekszenie ich ruchliwosci, dzigki czemu mogg one przenika¢ do otaczajacych tkanek
[50,51]. E-kadheryna jako jeden z markerow EMT moglaby zosta¢ wykorzystana jako
czynnik prognostyczny [52,53,54].

Podczas EMT komorki nablonkowe traca potaczenia miedzykomorkowe, nabieraja
morfologicznych i molekularnych cech komoérek mezenchymalnych i sg zdolne do migracji.
W trakcie EMT komorka zyskuje wrzecionowaty ksztatt [55-59].
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EMT jest tez niezbedna do prawidlowego funkcjonowania tkanek i narzadow.Proces
ten jest opisywany w przebiegu embriogenezy [60], w tkankach skory czy przewodu
pokarmowego [61]. Ponadto odgrywa role w zapaleniach, widknieniu [61].

Zarazem EMT jak i MET sa procesami wymaganymi do skomplikowanego
modelowania ciala i morfogenezy [62]. Komorki nabtonkowe zapewniaja utrzymanie
integralnosci organizmu wielokoméorkowego [63]. Epitelializacja zachodzi juz u zarodka,
podczas tworzenia blastuli [64,65]. W zapewnieniu elastycznosci tkanek udziat biorg komorki
mezenchymalne [66,67]. Przemiana nablonkowo-mezenchymalna odgrywa rolg nie tylko w
trakcie embriogenezy, ale pozwala na dynamiczng przebudowe¢ komoérek podczas gojenia si¢
ran 1 petng regeneracje¢ tkanek [68]. Umozliwia ona proces gastrulacji, tworzenie grzebienia
nerwowego [69], tworzenie zastawek serca [70], proces nefrogenezy [71] i miogenezy [72].
W warunkach patologicznych proces EMT zostat opisany w raku piersi [73], jajnika [74],
okreznicy [75] czy przetyku [76]. Rokowanie u chorych na raka piersi jest $ci$le skorelowane
z mozliwoscia tworzenia przerzutéw [77]. Mechanizmy dzigki ktorym nabtonkowe komorki
nowotworowe moga skolonizowa¢ odlegte miejsca nie sg do konca poznane. Wyniki jednych
z ostatnich badan dowiodly udzialtu EMT w tym procesie [78]. Fenotyp komorek
nabtonkowych po przej$ciu nabtonkowo-mezenchymalnym moze by¢ nie do odroznienia od
fenotypu fibroblasta. W zaleznosci od mikrosrodowiska proces EMT moze si¢ cofngé [79].
Obecnie stosuje si¢ srodki chemioterapeutyczne, ktore sa ukierunkowane na komorki, ktore
przeszty EMT i wykazujg zwigkszone zdolnosci inwazji [80,81]. Czynniki transkrypcyjne jak
Snail, Slug czy Twist s3 powigzane ze ztym rokowaniem w raku piersi i krotszym czasem
przezycia [82,83,84]. Rodzina biatek typu palcow cynkowych tj. Snail, Slug, Zeb, Twist oraz
rodzina czynnikow transkrypcyjnych, to gtowne czynniki regulujace proces EMT [83,84]. Sa
one takze odpowiedzialne za obnizong ekspresj¢ E-kadheryny. Snail, Twist oraz Slug s3
najbardziej znaczacymi induktorami EMT w komorkach nowotworowych [85-97]. Reguluja
one stabilnos$¢ polaczen zamykajacych [89], ekspresj¢ bialek potaczen typu gap [90], rozktad

desmosomow [91] oraz ekspresj¢ proteaz [92].

VI1.2. Ekspresja EMT a parametry kliniczno-morfologiczne rakdw piersi

Stan weztow chionnych jest uwazany za jeden z najmocniejszych czynnikéw
rokowniczych w raku piersi. Ryzyko zgonu ro$nie wraz z liczbg zajetych przerzutami weztow

chlonnych. U pacjentek bez obecnosci przerzutow w wezlach piecioletnie przezycie wynosi
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okoto 72%. Z kolei w przypadku obecnos$ci przerzutow w 6-10 weztach, odsetek ten maleje
do 40% [2,3]. W moich badaniach stwierdzitam brak ekspresji E-kadheryny w guzie
pierwotnym w przypadku zajecia przerzutami wigcej niz 10 weztow chtonnych (p=0,04).
Ekspresja E-kadheryny jest istotna dla inwazji nowotworu. Obnizony jej poziom stwierdza si¢
w raku zrazikowym piersi czy w rozlanym raku zotadka [78,95]. E-kadheryna jest markerem
nablonkowym, jej podwyzszony poziom  wystepuje gldéwnie w  komodrkach
nienowotworowych, w ktérych nie doszlo jeszcze do przemiany nabtonkowo-
mezenchymalnej. Taka komdrka bez fenotypu mezenchymalnego (komorki wrzecionowatej)
ma obnizong zdolnos¢ do przerzutowania. Zazwyczaj zajecie wickszej liczby weztow
chlonnych wystepuje w nowotworach o wyzszym stopniu histologicznej ztosliwos$ci, co moze
wskazywa¢ na gorsze rokowanie. Dodatkowo w pisSmiennictwie mozna znalez¢ dane
wskazujace na zwigzek Snail z obecnoscig przerzutow do weztdéw chtonnych. Moody S. et al.
podaje, iz ekspresja Snail w raku piersi nie jest skorelowana z obecno$cig przerzutow do
weztow chtonnych ani z typem histologicznym nowotworu, wielkos$cig guza 1 statusem HER2
[82]. Z kolei Blanco M. et al. opisuje, ze im wyzszy poziom ekspresji Snail tym samym
wiegksza jest liczba weztow chlonnych z obecnoscig przerzutéw [83]. Zatem autorzy wysungli
wniosek, 1z Snail moze by¢ markerem prognostycznym w raku piersi. Podwyzszony poziom
ekspresji Slug jest zwigzany z tworzeniem przerzutow do weztdw chlonnych, przerzutow
odlegtych i nawrotem nowotworu [84]. Wyniki pracy Heatley M. et al. wskazuja, ze w
przypadku podwyzszonej ekspresji wimentyny tylko obecno$¢ przerzutow do weziow
chlonnych okazala si¢ niezaleznym czynnikiem prognostycznym [98].

EMT nie jest jedynym warunkiem dla wystapienia przerzutéw, ale moze stanowic
mechanizm zwigkszajacy agresywnos¢ nowotworu. Ponadto wystgpowanie EMT moze
wptywac¢ na inne aspekty biologii raka, np. moze zapewni¢ komérkom nowotworowym
zdolnos$¢ adaptacji do niskiego poziomu tlenu lub sktadnikéw odzywczych [73].

W moich badaniach porownatam ekspresj¢ wybranych markerow EMT w dwoéch
najczestszych podtypach raka inwazyjnego piersi, tj. raku przewodowym i raku zrazikowym.
Stwierdzitam, iz ekspresja E-kadheryny jest istotnie statystycznie nizsza w raku zrazikowym
w porownaniu do raka przewodowego (p=0,0001). Cechg komorek raka zrazikowego piersi
jest dyskohezja co wiaze si¢ z brakiem lub znacznie obnizong ekspresja E-kadheryny.
Wykazana przeze mnie nizsza jej ekspresja w rakach zrazikowych podkresla prawidlowosé
przeprowadzonej procedury immunohistochemicznej stosowanej w mojej pracy doktorskiej.
Z kolei ekspresja Slug jest istotnie statystycznie wyzsza w raku zrazikowym w poréwnaniu

do raka przewodowego (p=0,03). Ekspresja Slug ma zwigzek z obecnos$cig przerzutow do
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weztow chtonnych i przerzutow odlegltych [97,99]. W przypadku raka zrazikowego przerzuty
najczesciej wystepuja do opon mozgowych, otrzewnej, przestrzeni zaotrzewnowej, przewodu
pokarmowego, narzadow piciowych czy kosci. Za$ przerzuty wisceralne do ptuc, watroby sa
rzadsze niz w raku przewodowym [10].

Podobnie do wynikow badan Micalizzi D. et al. stwierdzitam, Ze istnieje zwigzek
niektorych markerow EMT z typem histologicznym nowotworu i klasyfikacjg molekularng.
Wyniki innych badan wykazaty podwyzszony poziom markerow mezenchymalnych w rakach
o wysokim stopniu histologicznej ztosliwosci oraz w typie molekularnym potrdjnie
negatywnych nowotworéw [100].

Raki przewodowe sa w wigkszosci ER pozytywne, PR pozytywne i w okoto 1/3
wykazuja nadekspresje HER2, podczas gdy raki zrazikowe sa zwykle ER pozytywne, PR
pozytywne, ale nie wykazuja nadekspresji HER2. W moich badaniach wykazatam, istotnie
statystycznie nizsza ekspresj¢ wimentyny w rakach luminalnych A w stosunku do
pozostatych typoéw molekularnych rakéw w badanej grupie (p=0,02). Jednocze$nie
wykazatam istotnie statystycznie wyzsza ekspresj¢ wimentyny w rakach luminalnych B
HER?2 plus w stosunku do pozostatych typéw molekularnych rakow (p=0,04).

Wimentyna jest cytoplazmatycznym filamentem biatkowym stanowigcym komponent
cytoszkieletu. Jest powigzana z kliniczng agresywnoscia nowotwordw, co zostato to
potwierdzone w licznych badaniach [101,102,103,104]. Wedlug Hoiseon J. et al. ekspresja
markerow mezenchymalnych jest charakterystyczna dla rakow sutka potréojnie negatywnych
oraz EMT wykazuje zwigzek z typem molekularnym raka sutka [105]. Autorzy stwierdzili, iz
ekspresja wimentyny, EGFR, oraz NF-kB s3 znaczaco podwyzszone w raku potrojnie
negatywnym. Ta wysoka ekspresja markerow EMT w rakach sutka potrojnie ujemnych moze
wyjasnia¢ rézne biologiczne zachowanie tej grupy guzow [105,106,107].

W badaniu Hoiseon J. et al. opisali tgcznie grupe 492 przypadkoéw rakow piersi
(ER/PR dodatnich, HER2 pozytywnych i potrdjnie negatywnych). Sposrod 102 przypadkoéw
rakOw piersi potrojnie negatywnych (TN-type) 24,5% wykazywalo ekspresje wimentyny,
13,7% ekspresje N-kadheryny oraz 9,8% ekspresje aktyny migsniowej (SMA). Sposrod 221
przypadkow rakoéw piersi z ekspresja receptorow hormonalnych (ER/PR dodatnich) tylko
4,1% wykazywato ekspresj¢ wimentyny, 5,9% N-kadheryny oraz 0,4% SMA [100]. Ekspresja
markero6w nablonkowych w potrdjnie negatywnych rakach piersi byta obnizona (ekspresja E-
kadheryny w 16,7%, cytokeratyny 19 w 45,1% oraz cytokeratyny 8 i 18 w 60,8%) [100]. W
rakach HR-type ekspresja E-kadheryny byta obnizona w 11,8%, cytokeratyny 19 w 6,8% oraz

cytokeratyny 8 i 18 w 3,2%. Z cytowanych wynikéw badan wynika, ze ekspresja markerow
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mezenchymalnych jest charakterystyczna dla rakéw piersi potréjnie negatywnych [100].
Niektorzy autorzy nie uwazaja ekspresje markeréw mezenchymalnych w raku piersi za
oznak¢ EMT [16]. Potwierdzaja swoja tezg tym, ze ekspresj¢ wimentyny obserwowano
rowniez w niektorych rakach przewodowych in situ, ktore nie majg zdolnosci inwazji.
Obecnos¢ ekspresji wimentyny w DCIS mozna réwniez interpretowac jako oznake¢ sktonnosci
do EMT, a zatem komorki dodatnie na wimentyne sg podatne na pdzniejsze nabycie dalszych
markerow mezenchymalnych i zwickszony potencjat inwazyjny [16].

Raki luminalne B (HER2-) charakteryzuja si¢ ekspresja receptora estrogenow,
brakiem nadekspresji receptora HER2 oraz brakiem lub niskimi poziomami ekspresji
receptora progesteronu oraz wysokim indeksem proliferacyjnym Ki67. W moich badaniach
wykazalam, iz ekspresja wimentyny jest istotnie statystycznie wyzsza w typie luminalnym B
(HER2+) (p=0,04) oraz w rakach z indeksem proliferacyjnym Ki67 wigkszym niz 20%
(p=0,02). Oceniona przeze mnie ckspresja biatka Snail jest istotnie nizsza w rakach PR
dodatnich (p=0,04). Wedlug Kuncman W. et al. raki typu luminalnego B to w klasyfikacji
klinicznej raki z ekspresja ER, jednak cechujace si¢ gorszym rokowaniem [22]. Wynika z
tego, ze poziom ekspresji markeréw mezenchymalnych jest wysoki w rakach o wigkszej
ztosliwosci. Fenotyp z brakiem ekspresji PR wigze si¢ z ograniczong odpowiedzig na leczenie
hormonalne. W pracy Whittle M. et al okreslili receptory progesteronu jako potencjalne
supresory EMT takze w raku endometrium. Ekspresja PR w raku endometrium jest dobrym
czynnikiem prognostycznym dla pacjentek i wigze si¢ ze skutecznym leczeniem za pomoca
octanu medroksyprogesteronu (MPA). Wynika to z utraty $Sciezki sygnatowej progesteronu.
Wykazano, ze leczenie MPA u pacjentow z modulacja PR zmniejsza ekspresj¢ markerow
mezenchymalnych [108,109].

W publikacji Aleskandarany M. et al. autorzy przedstawili wyniki badan na
mikromacierzach tkankowych z panelem biomarkeréw E-cad, N-cad, TGFB1, PIK3CA, pAkt
1 inne. Zdefiniowano cztery grupy fenotypowe reprezentujace zmiang ekspresji kadheryny, w
tym E-cad (+) / N-cad (-), E-cad (-) / N-cad (-), E-cad (+) / N-cad (+) i E-cad (-) / N-cad (+)
[39]. Autorzy zauwazyli statystycznie istotny zwigzek mig¢dzy tymi fenotypami a typem
histologicznym guza, $rednica guza oraz stopniem zaawansowania nowotworu. Zmiana E-cad
/ N-cad wystgpowata czg¢éciej w klasie molekularnej rakow potrojnie negatywnych, oraz w
podtypie HER2 (+) niz w typie luminalnym A i B. Raki o wyzszym stopniu histologicznej
ztosliwosci, raki potrdjnie negatywne i o wigkszej $srednicy miaty gtownie fenotyp E-cad (-) /

N-cad (-) [39]. Ponadto autorzy wykazali zalezno$¢ miedzy ekspresja Snail a stopniem
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histologicznej ztosliwosci raka piersi. Podwyzszony poziom tego biatka stwierdzono gléwnie
w rakach o najwyzszym stopniu ztos§liwosci hitologicznej (G3)[83].

W moich badaniach nie wykazatam zaleznosci migdzy ekspresja markeréw EMT a
srednica guza, obecno$cig przerzutow odleglych, stopniem histologicznej ztosliwosci.
Parametr QS badanych markerow nie roéznil si¢ istotnie w kategoriach obecnosci
angioinwazji, zastosowanej chemioterapii przedoperacyjnej oraz wieku pacjentek (p>0,05).
Dalsze badania nad markerami przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej moga przyczyni¢ si¢
do wprowadzenia leczenia uniemozliwiajacego przerzutowanie nowotworéw ztosliwych

piersi.

V11.3. Rola EMT w innych zmianach nowotworowych i nienowotworowych

Proces EMT odgrywa role¢ takze w innych nowotworach ztosliwych. Rak jelita
grubego jest chorobg bardzo heterogenng. W badaniach opisano dwa gléwne typy
molekularne raka okr¢znicy: nablonkowy i mezenchymalny [108]. Przerzuty raka jelita
grubego majg nizszy indeks proliferacyjny niz pierwotne nieprzerzutujace guzy. Wiaze si¢ to
z tym, 1z zmiany przerzutujace moga przechodzi¢ przemian¢ mezenchymalno-nabtonkows.
Dane potwierdzaja réwniez koncepcje, ze typ mezenchymalny, powigzany jest z aktywacja
TGF-B (TGF-p - transforming growth factor-g), odpowiedzialnym za zaawansowane stadium,
niski stan réznicowania i odlegte W czasie nawroty choroby [108]. Gtownym regulatorem
EMT jest TGF-B. Wplywa on na wzrost poziomu markerow mezenchymalnych takich jak
Snail czy wimentyna oraz spadek poziomu markeru nabtonkowego, tj. E-kadheryny [109].

Wybidrcza utrata btony podstawnej (BM — basement membrane) w raku jelita grubego
jest powigzana z EMT 1 odgrywa role¢ w tworzeniu odlegtych przerzutéw i skraca okres
przezycia. BM jest niezb¢dna do rdéznicowania nablonkowego. Jej utrata moze wywolaé
EMT. Pochodzace ze srodowiska induktory utraty BM i EMT to cytokiny takie jak TGF-
czy TNF-a (TNF-a - tumor necrosis factor-a) [54]. EMT w komérkach raka jelita grubego
jest zwigzana z jadrowa akumulacjg B-kateniny. Odgrywa ona réwniez role w tworzeniu
komorek macierzystych. Jednoczesnie obie sytuacje prowadza to do progresji nowotworu
ztosliwego [75].

Nizsza przezywalnos¢ w rakach ptuc czy trzustki jest rowniez zwigzana z EMT, co ma
wplyw na oporno$¢ na zastosowane leczenie [109,110]. Wczesne i odleglte przerzuty

pozostaja powaznym wyzwaniem dla skutecznego leczenia gruczolakoraka trzustki. Przy
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obecnym braku badan przesiewowych dochodzi do pdznego rozpoznania i wigkszos¢
pacjentOw ostatecznie umiera na chorobe przerzutowa. Przemiana nablonkowo-
mezenchymalna odgrywa wazng role¢ w tym procesie. Gléwnym regulatorem EMT jest TGF-
B, ktory indukuje dimeryzacje receptoréw powierzchniowych promujacych fosforylacje
SMAD, powoduje zwigkszong ekspresj¢ markerdw mezenchymalnych, takich jak Snail i
wimentyny oraz obnizenie poziomu markeréw nabtonkowych takie jak E-kadheryna [109].
Komorki nowotworowe w kragzeniu musza wykazywaé wysoki stopien plastycznosci aby
wytrzyma¢ obcigzenia m.in. mechaniczne, ktore zagrazaja ich przetrwaniu. Nabycie cech
zwigkszajacych ich ruchliwo$¢ i przetrwanie jest wigc $cisle zwiazane z EMT.

Uwaza si¢, ze EMT jest zaangazowana w patogeneze wielu choréb ptuc poczawszy od
zaburzen rozwojowych, zwtoknienia ptuc az po raka ptuc. EMT wptywa na proces witdknienia
w sercu, plucach, watrobie czy nerkach [58]. W publikacjach opisano, iz wrazliwo$¢ na
erlotynib (bedacy inhibitorem kinazy receptora EGFR) w niedrobnokomorkowym raku phuc
zwigzana jest z przejsciem procesu EMT [58].

Waznym pytaniem jest jakie jest znaczenie i wktad EMT w rozwdj kilku przewlektych
chorob ptuc (astma, przewlekle obturacyjne choroby ptuc, zarostowe zapalenie oskrzelikow i
zwtoknienie ptuc) [110]. Choroby ptuc przebiegajace z przewleklym zapaleniem powodujg
blizny, zwloknienia i przebudowg tkanki ptuca. Tym samym prowadza do pogorszenia
czynno$ci phluc, niewydolno$ci oddechowej 1 ostatecznie $miercii W badaniach
doswiadczalnych na myszach wykryto, iz komérki nabtonkowe w astmie alergicznej czy
zwloknieniu ptuc przeszty EMT jednoczesnie zwigkszajac liczbg fibroblastow [110].

Stwierdzono, ze wiele szlakow wyzwala EMT: tyrozyna, receptory kinaz (naskorkowy
czynnik wzrostu, czynnik wzrostu fibroblastow, czynnik wzrostu tkanki facznej,
ptytkopochodny czynnik wzrostu, insulinopodobny czynnik wzrostu itp.), integryny, Wnt,
szlaki czynnika jadrowego NF-«kB i TGF-B. Wspolna cecha tych $ciezek molekularnych
polega na tym, ze aktywuja one ,,glowne czynniki transkrypcyjne” (Slug, Snail, Zeb-1, Twist
itp.), ktore wlaczaja program EMT w komorkach nabtonka. Aktywacja sygnalizacji Wnt 1 -
kateniny sprawia, ze komorki nablonka stajg si¢ podatne na EMT indukowang przez TGF-f.
Uwaza si¢, ze cytokiny zapalne aktywujace NF-kB dodatkowo nasilaja widknienie i EMT w
ptucach [110].

Wyniki badan wskazuja, ze EMT przyczynia si¢ do inwazji raka i tworzenia
przerzutdw poprzez umozliwienie migracji ztosliwie transformowanych komoérek nabtonka,
ktore atakujg otaczajacy je zrab i rozprzestrzeniaja si¢ drogg naczyn krwionosnych i

limfatycznych do odlegtych miejsc. Poprzez proces EMT komorki rakowe nie tylko traca

53



swoje polaczenia komoérkowe 1 wykazujg zwigkszong ruchliwo$¢ i1 inwazje, ale takze
zwigkszaja odporno$¢ na apoptoze, leki chemioterapeutyczne, a nawet rozwijaja wlasciwosci
podobne do komoérek macierzystych [110,111]. Zgodnie z obecnymi pogladami, EMT ma
znaczenie prognostyczne w przypadku réznych rodzajéow raka co jest silnie skorelowane z
inwazyjnym fenotypem i zdolno$cig do tworzenia przerzutow. Ten tak zwany ,,fenotyp EMT”
jest pierwotnym wyznacznikiem rokowania. Zostalo to wykazane m.in. w komorkach
niedrobnokomorkowego raka ptuc. Jednak pomimo rosngcej liczby badan nadal nie ma
bezposredniego dowodu, iz EMT faktycznie zachodzi jako dynamiczny proces i przyczynia
si¢ do tworzenia przerzutéw raka [110].

Rak watrobowokomorkowy (HCC — hepatocellular cancer) wykazuje heterogennos$¢
na poziomie komorkowym w wyniku transformacji nowotworowej hepatocytéw i komorek
progenitorowych, ktore sg komorkami nablonkowymi. Heterogennos¢ komorkowa jest
zwigkszona przez zmiany plastycznosci tych komorek nabtonka, powszechnie okreslane jako
przemiana nabtonkowo-mezenchymalna. TGF-f jest waznym czynnikiem inicjujgcym EMT
w przypadku widknienia w watrobie jak i raka watrobowokomorkowego [111,112]. Podkresla
si¢ takze role Snail jako znaczacego induktora EMT w HCC. Nie ma watpliwosci, ze EMT
odgrywa kluczowa rol¢ w rozwoju HCC, podczas gdy kwestia ta jest nadal kontrowersyjna w
przypadku wioknienia watroby. U dorostych komorki watroby moga przechodzi¢ procesy
EMT czy MET, ktére tym samym mogg bra¢ udzial w regeneracji watroby [68]. Zatem
regulatory EMT mogg by¢ potencjalnym celem terapeutycznym w HCC [112,113].

Identyfikacja biomarkerow zwigzanych z EMT jest do$¢ trudnym procesem. Badania
ukierunkowane na nowe terapie obejmuja czasteczki indukujace EMT, takie jak c-Met i TGF-
. Badania te moga dostarczy¢ waznych dowodow mogacych rzuci¢ §wiatto na proces EMT i
zrozumie¢ jego kliniczng role. W medycynie spersonalizowanej c-Met okazal si¢ wazny w
lepszym przewidywaniu pomyslnego wyniku klinicznego w leczeniu raka jelita grubego
[108]. Zgodnie z badaniami przypuszcza si¢, ze pacjenci z wysokim st¢zeniem TGF-f i
niskim st¢zeniem E-kadheryny beda mieli gorsze rokowanie. Ta podgrupa pacjentow
najprawdopodobniej odniesie korzysci z terapii hamujacej szlak TGF-B. EMT pelni wazna
role w rozwoju embrionalnym jak rowniez w inwazji 1 tworzeniu przerzutow
nowotworowych. W raku jajnika EMT jest indukowana przez TGF-B, EGF (EGF — epidermal
growth factor), HGF (HGF — hepatocyte growth factor) i ET-1 (ET-1 — endothelin-1).
Substancje wplywajace na te szlaki komoérkowe moga zosta¢ uzyte w leczeniu raka jajnika

[74].
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W badaniach nad rakiem plaskonabtonkowym przetyku odkryto, iz zwigkszona
ekspresja biatka Snail jest zwigzana z podwyzszong ekspresja wimentyny 1 zmniejszeniem
poziomu E-kadheryny. Wptywa to jednocze$nie na tworzenie przerzutow drogg naczyn
limfatycznych do weztow chtonnych oraz droga naczyn krwiono$nych i ma zwigzek z
wyzszym Sstopniem zaawansowania nowotworu [76].

Zrozumienie biologii EMT i wykorzystanie najnowszych technologii moze pomoc w
leczeniu nowotworow zto§liwych i tym samym moze mie¢ wpltyw na wydtuzenie

przezywalnosci pacjentow [113].
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VIII. WNIOSKI

. Utrata ekspresji jednego z markerow nablonkowych (E-kadheryny) przemiany
nabtonkowo-mezenchymalnej moze mie¢ zwigzek ze zwigkszong inwazyjnoscia raka
piersi w zakresie przerzutoéw do regionalnych weziéw chionnych.

Ekspresja wybranych markerow mezenchymalnch (Slug, Snail, wimentyny)
przemiany nablonkowo-mezenchymalnej stanowi dodatkowa charakterystyke
molekularng rakow piersi.

Markery przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej moga w przysztosci sta¢ si¢ celem
terapii redukujacych zdolno$¢ raka piersi do dawania przerzutdow do regionalnych

weztéw chtonnych.
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IX. STRESZCZENIE

Wstep:

W Polsce rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym u kobiet, a
wspotczynnik zachorowalnosci na niego systematycznie ro$nie. Rak piersi jest klinicznie i
patologicznie niejednorodng chorobg. Przemiana nabtonkowo-mezenchymalna (EMT) jest
procesem fizjologicznym, ktéry rowniez odgrywa role w patologii m.in. w tworzeniu
przerzutow nowotworowych. EMT jest zlozonym programem, w ktorym komorki
nabtonkowe moga uzyska¢ fenotyp mezenchymalny i ruchliwo$¢ poprzez kaskade zdarzen
biologicznych. Wsréd réznych markeréw przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej wyréznié
mozna nabtonkowe (m.in. E-kadheryna) i mezenchymalne (m.in. N-kadheryna, Slug, Snail,

wimentyna).

Cel pracy:

Ocena ekspresji markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej, tj. E-kadheryny,
N-kadheryny, Slug, Snail i wimentyny w komorkach naciekajacego raka piersi oraz ich

korelacja z parametrami kliniczno-morfologicznymi i klasyfikacja molekularng raka piersi.

Material i metody:

Badania przeprowadzitam na materiale tkankowym od 65 pacjentek, u ktorych
wykonano catkowita mastektomi¢ z powodu pierwotnego naciekajacego raka sutka. Grupa
badana zostala scharakteryzowana wedlug nastgpujacych parametrow kliniczno-
morfologicznych: wiek w chwili rozpoznania, $rednica guza, obecnos¢ przerzutow w weztach
chlonnych pachowych, obecnos$¢ przerzutow odleglych, typ histologiczny raka, stopien
ztosliwosci  histologicznej, obecno$¢ angioinwazji, typ molekularny raka, ekspresja
receptorow ER, PR, HER2, indeks proliferacyjny (Ki67) oraz zastosowanie chemioterapii
przedoperacyjnej (CTH). Z materiatu tkankowego zatopionego w bloczkach parafinowych
zostaly sporzadzone macierze tkankowe. Ekspresja bialek E-kadheryny, N-kadheryny, Slug,
Snail i wimentyny zostala oznaczona metoda immunohistochemiczng. Otrzymane wyniki

poddano analizie statystycznej przyjmujac za poziom istotnosci p<0,05.
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Wyniki:

W swoich badaniach wykazatam:

brak ekspresji E-kadheryny w komérkach rakowych w guzie pierwotnym w

przypadku obecno$ci przerzutow raka w wiecej niz 10 wezldw chlonnych,

jednoczesnie ekspresja E-kadheryny jest istotnie nizsza w raku zrazikowym w

poréwnaniu do raka przewodowego,

- istotnie wyzsza ekspresje Slug w raku zrazikowym w stosunku do raka
przewodowego,

- istotnie nizsza ekspresje Snail w rakach piersi wykazujacych ekspresje receptora
progesteronu,

- istotnie wyzsza ekspresj¢ wimentyny w rakach piersi o indeksie proliferacyjnym
Ki67> 20%.

- istotnie nizsza ekspresje wimentyny w rakach luminalnych A w stosunku do

pozostalych typow molekularnych rakéw a jednoczes$nie istotnie wyzszg W rakach

luminalnych B HER2-plus.

Nie wykazatam roznic w ekspresji badanych markerow EMT w kategoriach przedziatu
wiekowego badanych kobiet, $rednicy guza, stopnia histologicznej ztosliwosci raka,

obecnosci angioinwazji czy zastosowanej CTH.

Whnioski:

v' Utrata ekspresji jednego z markeréw nablonkowych (E-kadheryny) przemiany
nabtonkowo-mezenchymalnej moze mie¢ zwigzek ze zwiekszong inwazyjnoscig raka
piersi w zakresie przerzutow do regionalnych wezidw chionnych.

v Ekspresja wybranych markeréw mezenchymalnch (Slug, Snail, wimentyny)
przemiany nablonkowo-mezenchymalnej stanowi dodatkowa charakterystyke
molekularng rakéw piersi.

v" Markery przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej moga w przysztosci staé si¢ celem
terapii redukujacych zdolno$¢ raka piersi do dawania przerzutdow do regionalnych

weztéw chionnych.
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X. SUMMARY

Introduction:

Breast cancer is the most common malignant carcinoma among women in Poland and
its incidence is increasing. Breast cancer is a non-homogenous disease, both clinically and
pathologically. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a physiological process which
also can plays a role in a formation of metastases. EMT is a complex program in which
epithelial cells may acquire mesenchymal phenotype and mobility through the cascade of
biological events. Several markers of epithelial-mesenchymal transition are found and
studied, which are divided into epithelial (i.a. E-cadherin) and mesenchymal (i.a. N-cadherin,

Slug, Snail, Vimetin) ones.

Aim of the study:

Assessment of expression of epithelial-mesenchymal transition markers, i.e. E-
cadherin, N-cadherin, Slug, Snail and Vimetin in cells of invasive breast cancer and their

correlation with the clinical and morphological parameters as well as molecular classification.

Materials and methods:

The study was carried out on the tissue material from 65 patients who underwent full
mastectomy due to the invasive primary breast cancer. The study group was characterised
according to the following clinico-morphological parameters: age at time of diagnosis, tumour
diameter, metastases in the axillary lymph nodes, distant metastases, histological type of
cancer, cancer grade, angioinvasion, molecular classification of cancer, expression of ER, PR,
HER2 receptors, proliferation index (Ki67) as well as administration of neoadjuvant
chemotherapy (CTH). Tissue microarrays were constructed from the tissue sample embedded
in the paraffin blocks. E-cadherin, N-cadherin, Slug, Snail and Vimetin expression was
detected immunohistochemically and analyzed with image analysis software. Obtained results

were subjected to the statistical analysis applying p<0,05 statistical significance level.
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Results:

Results of my research are as followed:

Expression of E-cadherin in the breast cancer cells in the primary tumours is
significantly lower in case of cancer metastases in more than 10 lymph nodes,
simultaneously expression of E-cadherin is significantly lower in case of lobular
carcinoma than in invasive duct carcinoma,

Slug expression is significantly higher in lobular carcinoma than in invasive duct
carcinoma,

Snail expression is significantly lower in breast cancer with progesterone receptor
expression,

Vimetin expression is significantly higher in breast carcinoma with the Ki67>20%
proliferation index,

Vimetin expression in the luminal A cancers is significantly lower than in case of other
molecular carcinomas but at the same time, it is statistically significantly higher in

luminal carcinoma B HER2-plus.

No differences in the expression of analyzed EMT markers and women age, tumour

diameter, cancer grade, angioinvasion or administration of CHT were found.

Conclusions:

v

Loss of expression of one epithelial EMT marker (E-cadherin) may be related to
increased invasiveness of breast cancer in term of metastases to local lymphnodes.
Expression of selected mesenchymal EMT (Slug, Snail, Vimentin) is additional
molecular characteristic of breast cancers.

Markers of EMT may be a target of therapies reducing metastatic potential of breast
cancer to local lymphnodes.
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XII. ANEKS

Nr badania | wiek typ raka N2 | MP | §r.guza grade angioinwazja
31534/13 | >65 ca.ductale 0 0 42 mm G2 brak
47790/13 | >65 ca.ductale 7 | 0| 42mm G3 obecna
27369/13 | <65 ca.ductale 0|0 7mm G1 brak
23165/13 | <65 ca.ductale 5 0 17 mm G2 obecna
38286/13 | >65 ca.ductale 710 32 mm G2 obecna
50875/13 | >65 ca.ductale 5] 0| 30mm G2 brak
4785/14 <65 ca.ductale 0 0 10 mm G2 brak
4782/14 <65 ca.lobulare 0|0 11 mm G2 brak
45590/14 | >65 ca.lob+duc 0O 25 mm G2 brak
4476/14 >65 ca.ductale 1 | 0| 38mm G2 obecna
6863/14 <65 ca.ductale 1|0 14 mm G2 brak
14363/15 | <65 ca.ductale 0|0 30 mm G2 brak
17794/15 | <65 ca.ductale 0|0 11 mm G2 brak
14364/15 | >65 ca.ductale 0|0 22 mm G3 brak
19690/15 65 ca.ductale 1| 0| 40mm G2 brak
4695/15 <65 ca.papilare 0 0 12 mm G2 brak
12320/15 | <65 ca.ductale 310 5mm G2 obecna
17640/15 | >65 ca.ductale 0|0 17 mm G3 brak
21615/15 | <65 ca.ductale 0 0 25 mm G2 brak
22607/15 | >65 ca.lobulare 0 0 32 mm G2 brak
18815/15 | <65 ca.ductale 0| O 8 mm G2 brak
23488/15 | <65 ca.ductale 0 0 25 mm G2 brak
6208/17 <65 ca.ductale 110 16 mm Gl brak
7920/17 >65 ca.lobulare 0 0 22 mm G1 brak
17312/17 | <65 ca.ductale 8 | 0 30 mm G3 obecna
4361/17 <65 ca.ductale 0 0 14 mm G3 brak
8496/17 <65 ca.papilare0 0 0 19 mm G2 brak
11115/17 65 ca.lobulare 0 0 17 mm G2 brak
5548/17 <65 ca.lobulare 10 | O 90 mm G2 brak
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15579/17 | >65 ca.ductale 7 | 0| 90mm G2 obecna
5079/18 >65 ca.ductale 2 0 8 mm G1 brak
3890/18 >65 ca.lobulare 1 0 20 mm G2 brak
8630/18 >65 ca.ductale 0|0 17 mm G2 obecna
8487/18 >65 ca.ductale 0|0 12 mm G2 brak
7359/18 >65 ca.ductale 0|0 5mm G2 brak
6610/18 >65 ca.medulare 0|0 30 mm G2 obecna
10355/18 | >65 ca.lobulare 0|0 19 mm G2 Brak
10674/17 | <65 ca.lobulare 1|0 31 mm G1 brak
11495/17 | >65 ca.ductale 0 0 17 mm G1 brak
20798/17 | <65 ca.ductale 110 7 mm Gl obecna
21170/17 | <65 ca.ductale 3 0 | 7,5mm G2 brak
22090/17 | <65 ca.lobulare 0| O 14 mm G2 obecna
23171/17 | <65 ca.ductale 0 1 18 mm G1 brak
24328/17 | >65 ca.ductale 1|0 24 mm G3 obecna
24387/17 | >65 ca.lobulare 1 0 30 mm G2 brak
25247/17 | >65 ca.ductale 0 0 22 mm G3 obecna
7482/17 <65 ca.ductale 4 |0 17 mm G3 obecna
25490/17 65 ca.ductale 1 0 50 mm G2 brak
25883/17 | <65 ca.ductale 0|0 10 mm G2 brak
10780/18 | >65 | ca.cribriforme | 0 0 16 mm G2 brak
1011/17 >65 ca.lobulare 131 0 22 mm G2 obecna
3756/18 >65 ca.ductale 0| O 22 mm G3 obecna
6379/18 <65 ca.lob+duc 1 0 35 mm G2 obecna
2770/18 >65 ca.lobulare 0| 0| 35mm G2 brak
3971/18 >65 ca.ductale 110 13 mm Gl obecna
2003/16 >65 ca.ductale 1|0 25 mm Gl brak
23347/18 | <65 ca.ductale 0O 15 mm G2 brak
2179/16 <65 ca.ductale 0|0 30 mm G2 brak
10584/17 | <65 ca.ductale 0|0 12 mm G2 brak
22150/16 | <65 ca.ductale 0|0 7mm G2 brak
24493/18 | <65 ca.lobulare 1 0 15 mm G2 brak
26136/16 | >65 ca.ductale 0 0 24 mm G3 brak
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24497/16 | >65 ca.lobulare 0| O 7 mm G2 brak
23074/16 | >65 ca.ductale 1 0 18 mm G2 obecna
6870/18 <65 ca.ductale 0| O 8 mm G2 brak

& — stan pachowych weztow chtonnych
b _ obecnoéé¢ przerzutéw odlegtych
Nr badania | typ luminalny E-kad N-kad wim Snail Slug
31534/13 B HER2 minus 12 12 8 6 1
47790/13 B HER2 minus 12 12 8 2 2
27369/13 B HER2 minus 12 12 6 6 3
23165/13 B HER2 plus 12 12 8 6 3
38286/13 A 12 12 8 1 3
50875/13 B HER2 minus 12 12 12 6 8
4785/14 B HER2 minus 12 12 3 3 2
4782/14 B HER2 minus 12 12 12 8 1
45590/14 B HER2 minus 9 12 8 3 1
4476/14 A 12 12 3 2 2
6863/14 B HER2 plus 12 12 8 6 2
14363/15 A 12 12 12 3 8
17794/15 B HER2 minus 12 12 2 3 1
14364/15 B HER2 plus 3 12 8 3 6
19690/15 B HER2 minus 3 12 8 6 2
4695/15 A 12 12 8 8 2
12320/15 B HER2 minus 12 12 8 6 8
17640/15 B HER2 plus 12 12 8 3 8
21615/15 A 12 12 8 8 2
22607/15 A 12 12 8 6 8
18815/15 A 12 12 12 6 8
23488/15 B HER2 plus 12 12 8 6 4
6208/17 B HER2 minus 12 12 8 3 3
7920/17 A 0 12 3 8 8
17312/17 potréj.ujemny 3 12 4 8 8
4361/17 potroj.ujemny 9 12 4 8 8
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8496/17 A 8 12 1 8 6
11115/17 A 6 8 4 1 8
5548/17 A 0 12 2 6 12
15579/17 A 12 12 2 8 8
5079/18 B HER2 minus 12 12 2 4 2
3890/18 A 6 12 3 8 8
8630/18 B HER2 minus 12 8 0 8 3
8487/18 B HER2 minus 12 12 0 6 3
7359/18 A 12 12 3 8 8
6610/18 B HER2 minus 12 12 8 8 6
10355/18 B HER2 minus 0 12 0 8 8
10674/17 A 0 12 3 8 8
11495/17 A 12 12 0 8 2
20798/17 B HER plus 12 12 3 8 8
21170/17 nie luminalny 12 12 4 8 8
22090/17 A 12 12 0 8 8
23171/17 B HER2 minus 12 12 4 8 8
24328/17 B HER2 minus 12 12 3 8 8
24387/17 A 12 12 0 8 6
25247/17 A 12 12 2 6 2
7482/17 potréj.ujemny 12 12 4 12 8
25490/17 A 12 12 0 8 3
25883/17 potroj.ujemny 12 12 4 6 8
10780/18 A 12 12 0 8 1
1011/17 A 0 12 3 8 3
3756/18 potrdj.ujemny 12 12 8 8 6
6379/18 B HER2 minus 12 12 3 8 6
2770/18 A 0 12 4 6 8
3971/18 A 12 12 4 6 3
2003/16 A 12 12 3 8 8
23347/18 A 6 12 3 6 8
2179/16 B HER2 minus 12 12 4 6 8
10584/17 B HER2 minus 12 12 3 6 2
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22150/16 B HER2 minus 12 12 4 8 12
24493/18 A 0 12 4 6 8
26136/16 potroj.ujemny 12 12 8 6 8
24497/16 B HER2 minus 6 12 3 6 8
23074/16 B HER2 minus 9 12 4 6 8
6870/18 B HER2 minus 12 12 4 8 8
Nr badania ER PR HER?2 Ki67 CTH
31534/13 plus plus minus 22
47790/13 plus plus minus 28
27369/13 plus plus minus 26
23165/13 plus plus plus 41
38286/13 plus plus plus 10
50875/13 plus plus minus 25
4785/14 plus plus minus 35
4782/14 plus plus minus 30
45590/14 plus plus minus 25
4476/14 plus plus minus 18
6863/14 minus plus plus 30
14363/15 plus plus minus 13
17794/15 plus plus minus 30
14364/15 plus plus plus 50
19690/15 plus plus minus 40
4695/15 plus plus minus 10
12320/15 plus plus minus 50
17640/15 plus plus plus 48
21615/15 plus plus minus 16
22607/15 plus plus minus 12
18815/15 plus plus minus 8
23488/15 minus plus plus 60
6208/17 plus plus minus 23
7920/17 plus minus minus 5
17312/17 minus minus minus 40 po CTH
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4361/17 minus minus minus 2 po CTH
8496/17 minus plus minus 8
11115/17 plus plus minus 1
5548/17 plus plus minus 15
15579/17 plus minus minus 15
5079/18 plus plus minus 22
3890/18 plus plus minus 11
8630/18 plus plus minus 45
8487/18 plus plus minus 52
7359/18 plus plus minus 5
6610/18 plus minus minus 35
10355/18 plus plus minus 25
10674/17 plus plus minus 17
11495/17 plus plus plus 15
20798/17 plus plus plus 23
21170/17 minus minus plus 18 po CTH
22090/17 plus plus minus 15
23171/17 plus plus minus 24
24328/17 plus plus minus 50
24387/17 plus plus minus 4
25247/17 minus plus minus 20
7482/17 minus minus minus 62 po CTH
25490/17 plus plus minus 20 po CTH
25883/17 minus minus minus 70 po CTH
10780/18 plus plus minus 10
1011/17 plus plus minus 10
3756/18 minus minus minus 48
6379/18 plus plus minus 30
2770/18 plus plus minus 5 po CTH
3971/18 plus plus minus 20
2003/16 plus plus minus 20
23347/18 plus plus minus 1
2179/16 plus minus plus 46
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10584/17 plus minus minus 20
22150/16 plus plus minus 25
24493/18 plus plus minus 5

26136/16 minus minus minus 43
24497/16 plus plus minus 24
23074/16 plus plus minus 44
6870/18 plus plus minus 24
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