Streszczenie

Wstep

Rak piersi jest najczgséciej diagnozowanym nowotworem zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie.
W ostatnich latach co roku diagnozuje si¢ ponad 2 miln nowych przypadkow,
a $miertelno$¢ wsrdd kobiet z rakiem piersi jest weigz bardzo wysoka. Nowotwor ten jest
mocno zrdznicowang jednostka chorobowa, stad tez stosuje si¢ rozne klasyfikacje opierajgce
si¢ gtdwnie na diagnostyce kliniczno-patologicznej, profilu molekularnym czy zr6znicowaniu
histologicznym. Etiologia nowotworu moze by¢ wielokierunkowa, jednakze onkogeneza
ostatecznie zalezy od zmienno$ci genetycznej oraz epigenetycznej. Powszechnie wiadomo,
ze uwarunkowania genetyczne moduluja odpowiedZ na okreslone terapie, dlatego tez przy
jej opracowywaniu wskazana jest diagnostyka wybranych zaburzen genetycznych. Mimo,
iz obecnie prym w tym zakresie wiodg mutacje wyselekcjonowanych genow, to zasadne jest,
ze skoro hipermetylacja, czy inne modyfikacje epigenetyczne moga mie¢ wptyw na regulacje
ekspresji, to przy tym rowniez na lekoopornos$¢ lub wrazliwos¢ na terapeutyki. Wérdd badaczy
czesto podejmowanym tematem jest metylacja gendw i obszarow je regulujacych, a ktorej
wplyw na patogenez¢ nowotworu ma mocne udokumentowanie w literaturze. Zmienno$¢
ta opiera si¢ na reakcji, w ktorej produktem jest S-metylocytozyna, zazwyczaj hamujac przy
tym aktywno$¢ transkrypcyjna, jezeli metylacja obejmuje region promotorowy. Kluczowa jest
tutaj obnizona aktywno$¢ biatek kodowanych przez geny supresorowe, a skutkiem jest
deregulacja krytycznych w onkogenezie mechanizméw molekularnych, z ktérych
najwazniejszymi jest kontrola replikacji, proliferacja, naprawa uszkodzonego DNA czy $mier¢
komorkowa. Coraz wigcej doniesien potwierdza wartos¢ prognostyczng dtugich niekodujacych
RNA (ang. long non-coding RNA, IncRNA) w raku piersi, ktore sg czasteczkami
regulatorowymi na r6znych poziomach. Ponadto rozwdj i progresja nowotworéw moze by¢

regulowana poprzez aktywno$¢ genéw kodujacych biatka adhezyjne.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu metylacji regionéw promotorowych pigciu gendow
na rozwoj raka piersi oraz wplywu metylacji genéw i poziomu ekspresji jednego z nich
na okre$lone uwarunkowania kliniczno-patologiczne. Dodatkowo podj¢to si¢ oceny korelacji

pomiedzy badanymi do§wiadczalnie czynnikami.



Materialy i metody

Badania zostaly przeprowadzone na grupie 106 pacjentek z rakiem piersi, w tym
z potrdjnie negatywnym rakiem piersi (ang. triple negative breast cancer, TNBC) (N=59) oraz
pozostalymi grupami molekularnymi nowotworu (non triple negative breast cancer, NTNBC)
(N=47). Grupa kontrolna obejmowata kobiety, u ktérych nie zaobserwowano zadnych zmian
patologicznych, badz jedynie zmiany fagodne. Material badawczy stanowita tkanka mrozona
lub tkanka utrwalona oraz zatopiona w parafinie (ang. formalin-fixed and paraffin-embedded,
FFPE). Pacjentki w wigkszosci zostaty scharakteryzowane pod katem parametréw kliniczno-
patologicznych. Analiza metylacji regionéw promotorowych obejmowata wyselekcjonowane
na podstawie pismiennictwa geny MGMT, BRCAL, CDH1, ITGA4 oraz MEGS3, z ktérych kazdy
zdaje si¢ mie¢ istotne znaczenie w nowotworzeniu czy jego progresji. Dodatkowo oceniono
poziom ekspresji MEG3 u 36 pacjentek. Metoda stosowang do oceny statusu metylacji byta
odmiana klasycznej metody reakcji tancuchowej polimerazy PCR (ang polymerase chain
reaction), metylo-specyficzny PCR (ang. methyl-specific PCR, MSP). Do analizy ekspresji
natomiast zastosowano ilosciowy PCR z odwrotng transkrypcja (ang. quantitative reverse

transcription PCR, RT-qPCR).

Wyniki

Przeprowadzone badania wykazaty kilka korelacji, z czego wiekszo$¢ pozostaje
w zgodzie z dostgpnym pisSmiennictwem. Zaobserwowano znacznie czg¢stszg metylacje genu
BRCA1 w grupie TNBC (p=0.02509), genu ITGA4 w catej grupie raka piersi (p=0.00321) oraz
genu MEG3 w grupie NTNBC (p=0.05341). Ponadto metylacja genéw MGMT, ITGA4 oraz
MEG3 byta cze¢stsza u 0sob z rakiem piersi w starszym wieku, przy czym dla dwoch ostatnich
sposrod wymienionych genow wynik byt granicznie istotny (odpowiednio p=0.0269, p=0.0594,
p=0.0530). Rozpatrujac natomiast korelacj¢ w podgrupach indywidualnie, w grupie NTNBC
pacjentki z obecng metylacja ITGA4 mialy wyzszg mediang wieku (p=0.0362). Réznica wieku
obserwowana byla pomiedzy grupa raka piersi a kontrolng, pierwsza z nich réwniez
wykazywata wyzsza mediang wieku (p=0.0316). Nie stwierdzono natomiast wplywu metylacji
na okreslone uwarunkowania kliniczno-patologiczne (stopien zlosliwosci histologicznej,
rozmiar guza, stopien zajecia weztow chtonnych, obecno$¢ komponentu DCIS), jednakze brak
metylacji MGMT obserwowano czgéciej u pacjentek z najwyzszym stopniem ztos§liwosci
(p=0.02555). Analiza porownawcza dla podtypow nowotworu TNBC i NTNBC, réwniez nie
wykazala r6znic pod wzgledem wyzej wspomnianych czynnikow kliniczno-patologicznych.

Z kolei na podstawie wynikow analiz ekspresji, stwierdzono zalezno$¢ zajgcia regionalnych



weztéw chlonnych od obnizonego poziomu ekspresji, przy czym korelacja ta byta granicznie
istotna (p=0,05704). Nie wykazano natomiast istotnych r6znic w poziomie ekspresji wzgledem
metylacji genu, wieku, parametréw klinicznych, czy podtypu molekularnego. Podczas
doswiadczalnego doboru genu referencyjnego do analiz ekspresji MEG3, stwierdzono, ze gen
podstawowego metabolizmu GAPDH jest znaczaco obnizony w grupie TNBC (p=0,0001),
zostal wiec odrzucony jako gen referencyjny. Zatem wzgledng ekspresj¢ MEG3 oceniano
wobec ACTB.

Whioski

Na podstawie wykonanych analiz mozna stwierdzi¢, ze metylacja promotoréw genow BRCAL,
ITGA4 oraz MEG3 jest czynnikiem ryzyka raka piersi lub okreslonych jego podtypéw. Ponadto
wyzszy wiek jest roOwniez czynnikiem zwigkszajacym ryzyko rozwoju nowotworu oraz
wptywajacym dodatnio na pojawienie si¢ metylacji genow MGMT, ITGA4 oraz MEGS.
Co wigcej, analizy ekspresji ujawnily, ze obnizona ekspresja MEG3 wptywa na obecnos¢
przerzutéw do weztow chlonnych, a obnizona ekspresja GAPDH jest obserwowana w potrojnie

ujemnym raku piersi.



