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Summary

TP53 Gene Mutations in Canine Mammary Tumors

In 2022, breast cancer was diagnosed in 24,418 Polish women, of whom §,723
died. These data illustrate the scale of the problem and highlight the urgent need for novel
therapeutic approaches. The implementation of innovative treatment strategies, however,
requires the use of an appropriately selected animal model. Rodents are currently the most
commonly employed, yet the origin and course of neoplastic diseases in these species
differ significantly from those observed in humans. Increasingly, the dog is being
considered as an alternative research model, since it shares the human environment,
undergoes routine medical examinations as a companion animal, and develops tumors
that require clinical management.

Therefore, the dog is increasingly being considered as an alternative research
model, as it shares environmental conditions with humans, undergoes routine veterinary
examinations, and the development of tumors in this species necessitates appropriate
therapeutic interventions. The p53 protein, referred to as the “guardian of the genome”,
plays a crucial role in oncogenesis by protecting cells against neoplastic transformation
through the activation of DNA repair pathways or the initiation of apoptosis.

Mutations in the 7P53 gene are present in over 50% of tumors, and in breast
cancer, approximately 30% of cases harbor such mutations. These alterations are
associated with poorer prognosis, increased chemoresistance, and enhanced metastatic
potential. To date, no studies have evaluated the extent to which canine mammary tumors
reflect human breast cancer with regard to the presence of 7P53 mutations, nor whether
such mutations correlate with clinical manifestations. The research material for this study
consisted of 50 mammary gland tumors collected from 37 female dogs during therapeutic
mastectomy. Clinical information was additionally obtained for each patient both prior to
surgery and during a follow-up period of at least 6 months to one year postoperatively.
Tumors were subjected to histopathological and molecular analyses, and from 32 tumors,
cell lines were established for in vitro studies.

Molecular analyses revealed mutations in 7 of 47 sequenced tumors, accounting
for less than 15% of the examined cohort. Each detected mutation was unique.
Unfortunately, the heterogeneity of the study population prevented the generation of
results with sufficient statistical power. Nevertheless, this study resulted in the
development of an extensive database comprising clinical, histopathological, and
molecular findings, including gene expression analyses of markers not previously
investigated in dogs but associated with breast cancer diagnostics in humans (PAMS50
panel), as well as unique, stable cell lines characterized in detail with respect to
malignancy parameters. Despite certain limitations, the analyses demonstrated a
significant correlation between the presence of 7P53 mutations and the histopathological
type of tumor (p=0,0121). Furthermore, in vitro assays revealed a significant difference
in migratory capacity between mixed-type carcinoma and solid carcinoma (p=0,0378).
Studies of cellular responses to different classes of chemotherapeutics indicated
significant differences depending on the specific type of mutation present. Gene
expression analyses further revealed significant differences between 7P53-mutated
(MUTp53) and wild-type (WTp53) tumors for ESRI (p=0,0009), MLPH (p=0,0028), and
MYBL?2 (p=0,0267). Histological grade correlated significantly with the expression of
ESRI, FOXAl, MLPH, MYBL2, and CDH3.
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The obtained results underscore the need for expanding the study cohort. In the
future, it will also be necessary to broaden the panel of analyzed genes and
chemotherapeutic agents. Despite its limitations, the collected research material provides
a foundation for further studies on the application of the canine model in breast cancer
research as well as in other neoplasms collected during the study that did not originate
from the mammary gland. Based on the data obtained, it cannot be definitely stated
whether the dog constitutes an adequate model for research on human breast cancer;
however, the analyses conducted indicate its potential significant translational value.

Keywords: tumor, breast cancer, p53, cell model, animal model, 7P53
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Streszczenie

Mutacje genu 7P53 w nowotworach gruczolu mlekowego u suk.

W 2022 roku raka piersi zdiagnozowano u 24 418 Polek, z czego 8 723 zmarlo z
powodu tej choroby. Dane te jednoznacznie obrazuja skale problemu oraz podkreslaja
konieczno$¢ poszukiwania nowych strategii terapeutycznych. Wprowadzanie
innowacyjnych metod leczenia wymaga jednak zastosowania odpowiednio dobranych
modeli zwierzecych.

Obecnie w badaniach in vivo najczescie] wykorzystuje si¢ gryzonie, jednak
zaroOwno etiologia, jak 1 przebieg procesOw nowotworzenia u tych gatunkow rdznig si¢
istotnie od obserwowanych u ludzi. Coraz czesciej rozwaza si¢ zatem psa jako
alternatywny model badawczy, ze wzgledu na fakt, iz dzieli on z cztowiekiem warunki
srodowiskowe, podlega regularnym badaniom weterynaryjnym, a rozwo6j nowotworow u
tego gatunku wigze si¢ z koniecznos$cig wprowadzania adekwatnych terapii.

Istotng role w procesach nowotworzenia odgrywa biatko p53 okreslane mianem
»straznika genomu”, ktore chroni komorki przed transformacjg nowotworowa poprzez
aktywacje szlakéw naprawy DNA lub inicjacje apoptozy.

Mutacje w genie 7P53 sg obecne w ponad 50% guzach nowotworowych, a w raku
piersi w 30% guzdéw potwierdza si¢ obecnos$¢ mutacji, ktére odpowiadajg za gorsze
rokowania, wigksza chemioopornos¢, czy zdolno$¢ do przerzutowania. Dotychczas nie
przeprowadzono badan oceniajagcych, w jakim stopniu model nowotworu gruczotu
mlekowego u suk odzwierciedla raka piersi u kobiet pod wzglgdem obecnosci mutacji w
genie TP53 oraz czy ich obecnos¢ koreluje z wystepowaniem objawow klinicznych.

Materialem badawczym w niniejszej pracy bylo 50 guzéw nowotworowych
gruczotu mlekowego, pobranych od 37 suk podczas terapeutycznej mastektomii.
Dodatkowo, zebrano informacje kliniczne pacjentek zarowno przed zabiegiem, jak 1 w
okresie od co najmniej 6 miesigcy do roku po operacji. Guzy poddano analizie
histopatologicznej 1 molekularnej, a z 32 guzoéw wyprowadzono linie komorkowe, ktére
wykorzystano w badaniach in vitro. Badania molekularne wykazaly wystepowanie
mutacji u 7 z 47 zsekwencjonowanych guzdéw, co stanowi niecale 15% zebranej
populacji. Kazda wykryta mutacja byla innego typu. Niestety, heterogennos¢ badanej
grupy zwierzat uniemozliwita uzyskanie wynikow o odpowiedniej mocy statystyczne;.
W ramach pracy powstala jednak obszerna baza danych obejmujaca wyniki kliniczne,
histopatologiczne, molekularne, w tym analizy ekspresji genow dotychczas niebadanych
u psow, a zwigzanych z diagnostyka raka piersi u kobiet (panel PAMS50) oraz unikalne,
stabilne linie komorkowe, szczegdtowo scharakteryzowane pod wzgledem parametrow
ztosliwosci. Pomimo pewnych ograniczen, analiza wykazala, istotng korelacj¢ pomiedzy
obecnos$cig mutacji w genie 7P53, a typem histopatologicznym guza (p=0,0121). Z kolei
analiza in vitro wykazala istotng roznice w zdolno$ci do migracji komoérek pomiedzy
rakiem o typie mieszanym, a rakiem litym (p=0,0378). Badania dotyczace odpowiedzi
komorek na rézne chemioterapeutyki wykazaty istotne rdznice w zalezno$ci od rodzaju
mutacji obecnej w danym guzie. Analizy ekspresji gendow ujawnily istotne rdznice
pomigdzy guzami z mutacja TP53 (MUTp53) a guzami z dzikim typem tego genu
(WTp53) w przypadku gendéw: ESRI (p=0,0009), MLPH (p=0,0028) oraz MYBL2
(p=0,0267). Stopien ztosliwosci guzow korelowat istotnie z ekspresja genow ESRI,
FOXAI, MLPH, MYBL2 1 CDH3.

Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebe poszerzenia badan o wigksza grupe
badawcza. W przysztosci zasadne bedzie rowniez rozszerzenie panelu analizowanych

13



gendéw oraz zastosowanych chemioterapeutykdw. Pomimo ograniczen, zgromadzony
material badawczy stanowi podstawe do dalszych prac nad wykorzystaniem psiego
modelu w badaniach nad rakiem piersi u ludzi oraz innymi nowotworami, pozyskanymi
w trakcie badan, lecz nie spelniajagcymi kryterium zmiany wywodzacej si¢ z gruczotu
mlekowego. Na podstawie uzyskanych danych, nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy
pies stanowi adekwatny model do badan nad rakiem piersi u cztowieka, jednakze
uzyskane analizy §wiadcza o potencjalnej istotnej warto$ci translacyjne;.

Stowa kluczowe: nowotwor, rak piersi, p53, model komorkowy, model zwierzecy, TP53
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1 Wstep i przeglqd literatury

1.1 Prewalencja raka piersi w Polsce i na swiecie

Postgp w medycynie, wynikajacy z rozwoju nowych technologii, umozliwil powrot
do zdrowia wielu pacjentom onkologicznym dzieki lepszej diagnostyce oraz precyzyjniej
dobranym schematom leczenia.

Nowotwory towarzysza ludzkosci od poczatku jej istnienia, jednak dopiero w
ostatniej dekadzie znaczaco poprawita si¢ wiedza na temat mechanizméw powstawania
nowotworow 1 mozliwosci ich diagnostyki, tym samym pozwalajac na prowadzenie z
nimi skutecznej walki. Pod terminem ,,nowotwor” kryje si¢ cala grupa chorob, z ktérych
kazda moze charakteryzowa¢ si¢ zupelnie odmiennymi mechanizmami opornosci
komorek nowotworowych na stosowang terapig, a zatem wymaga¢ odmiennych metod
leczenia. Z tego wzgledu opracowane standardy postgpowania w diagnostyce a przede
wszystkim w leczeniu pacjentow onkologicznych nie do konca przynoszg oczekiwane
efekty. Dlatego zadaniem badaczy jest opracowanie nowych, dokladniejszych i
szybszych metod diagnostycznych, pozwalajacych na dobranie precyzyjnej a przez to
skuteczniejszej terapii, ograniczajacej wystepowanie ucigzliwych dla pacjenta skutkow
ubocznych. Pierwotnie zostaty zdefiniowane gtowne cechy, ktore sa wspdlne dla kazdego
nowotworu w skali komorkowej, a sg to: nieograniczona zdolno$¢ do podziatow,
stymulacja angiogenezy, unikanie apoptozy, unikanie supresorow wzrostu oraz zdolnos¢
do inwazyjnos$ci (tworzenia przerzutow) (Hanahan 1 Weinberg 2011).

W ostatnich latach dodano kolejne cechy, takie jak: przeprogramowanie
metabolizmu komoérkowego oraz unikanie eliminacji przez ukiad odpornosciowy.
Wszystkie wymienione wlasciwosci komoérek nowotworowych nazwano cechami
fundamentalnymi (ang. core hallmarks), poza nimi wystgpuja jeszcze nastepujace cechy:
utrzymywanie sygnaléw  pro-podziatlowych, niemutacyjne epigenetyczne
przeprogramowanie, zapalenie sprzyjajace nowotworzeniu, polimorficzne mikrobiomy,
starzenie komorkowe (komorki senescentne lub ,,zombie”), niestabilno$¢ genomowa i
mutacje, odblokowanie plastycznos$ci fenotypowej. Ostatecznie wszystkie tworza zbior
14 cech nowotworéw (Hanahan 2022).

W wyniku wcigz trwajacych badan, poszerza si¢ ogolna wiedza o mechanizmach
chemioopornosci, przerzutowania, wzrostu 1 angiogenezy nowotworow, co pozwala na
rozw0] nowych mozliwosci diagnostycznych 1 terapeutycznych. Dzigki temu, w

obecnych czasach dysponujemy metodami leczenia skierowanymi przeciwko
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konkretnym nowotworom, a nawet konkretnym mutacjom. Nowotwor gruczolu
mlekowego, zwany rakiem piersi u kobiet jest obiektem wielu badan, poniewaz pomimo
zgromadzonej do tej pory wiedzy na temat diagnostyki i dostgpnych coraz to bardziej
zaawansowanych metod leczenia, jest to najczesciej wystepujacy nowotwor u kobiet,
ktory jednoczesnie wykazuje si¢ najwyzszym wskaznikiem $miertelnosci (Ciuba et al.
2022, Ciuba 2024). W 2018 roku na $wiecie zdiagnozowano 2 miliony nowych
przypadkéw raka piersi, co przetozylo si¢ na 620 000 zgonow. Wedtlug bazy danych
Globocan Swiatowej Organizacji Zdrowia, w tamtym czasie w Polsce bylo 20 203
przypadkow 1 6921 zgonow. Wedtug Krajowego Rejestru Nowotwordw w 2023 w Polsce
zdiagnozowano 21 716 pacjentek, a zmarto 6757. Takie statystyki wskazuja na skale
problemu 1 sktaniajg do refleksji. Udoskonalenie terapii oraz lepsza diagnostyka, nie tylko
poprawilyby przezywalno$¢ 1 komfort pacjentek onkologicznych, ale rowniez
odcigzytyby publiczny system opieki zdrowotnej. Postawienie diagnozy na wczesnym
etapie rozwoju nowotworu znaczaco zwicksza przezywalnos¢ chorych. Zdolnos¢ do
przezycia 5 lat od postawienia diagnozy wynosi 97% dla pacjentek z rakiem I stopnia,
88% dla I 1 70% dla III, jezeli nie wystapily przerzuty lub wystapity tylko w obrebie
lokalnych weztéw chtonnych. Przezywalno$¢ pacjentek z rakiem IV stopnia, gdzie
wystapity przerzuty do odlegtych tkanek 1 weztdéw chlonnych wynosi juz tylko 25%
(Macia et al. 2012, Gray et al. 2020).

Przezywalnos$¢ oraz dobor odpowiedniej metody leczenia zalezy tez od obecno$ci
okreslonych mutacji w komoérkach tworzacych guz pierwotny. Najczesciej zmutowanym
genem we wszystkich chorobach nowotworowych jest gen 7P53 (ang. Tumor Protein
53), ktérego zmutowana forma wystepuje w ponad 50% nowotworéw (Bykov et al.
2018). W raku piersi, zgodnie z The Cancer Genome Atlas (TCGA) Pan-Cancer Atlas
(PanCanAtlas), mutacje TP53 potwierdzono w 353 z 1084 przebadanych prébek co

stanowi ok. 33%.

1.2 Bialko p53- strainik genomu, czy strainik komorki nowotworowej?

Biatko p53 po raz pierwszy opisano w 1979 roku, kiedy powigzano jego obecnos¢
z powstawaniem guzow nowotworowych u szczuréw zarazonych wirusem SV40.
Zaobserwowana korelacja stanowila pierwszy dowdd na to, ze biato p53 moze by¢
odpowiedzialne za transformacj¢ nowotworowa (Chang et al. 1979, Alvarado-Ortiz et al.

2020). W trakcie identyfikacji biatka pod wzgledem fizyko-chemicznym okazalo sig, ze
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podczas rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE biatko lokalizowalo si¢ na wysokosci
odpowiadajacej 53-54 kDa, stad zostalo nazwane p53. Rzeczywista masa czasteczkowa
biatka wynosi 43,7 kDa, a obserwowana réznica w lokalizacji na zelu wynika z duzej
ilosci reszt prolinowych w sekwencji aminokwasowej, ktore spowalniaja jego migracje
(Wang et al. 2023). Wlasciwa funkcja biatka zostata poznana dopiero w latach 80-tych
ubiegtego stulecia, wtedy tez nie bez przyczyny dostalo miano ,,Straznika Genomu”
(Lane 1992). Biatko p53 jest kodowane przez gen T7P53 zlokalizowany na 17
chromosomie (locus 17p13) 1 nalezy do grupy supresoréw transformacji nowotworowe;j.

Fizjologicznie, poziom biatka p53 w komorkach jest bardzo niski 1 zwigksza si¢ w
przypadku transformacji nowotworowej. Nieaktywna forma biatka zostaje aktywowana
poprzez fosforylacje oraz konwersje dimeru w tetramer (Kitayner et al. 2006). Dzigki
temu p53 nabywa zdolno$¢ wigzania si¢ z sekwencjami regulatorowymi w DNA 1
modulowania ekspresji licznych genéw docelowych. Biatko p53 jako czynnik
transkrypcyjny jest odpowiedzialny za regulacje procesow komorkowych takich jak cykl
komorkowy, apoptoza (programowana $mier¢ komorki), starzenie komorkowe
(senescencja - trwate zatrzymanie podziatu komoérkowego), czy zmian w metabolizmie
komorki (Tab. 1). Zmiany metaboliczne zachodza m.in poprzez regulacje transkrypcji
fosfatazy indukowanej p53 regulujaca glikolize 1 apoptoze (ang.: TP53-inducible
glycolysis and apoptosis regulator; TIGAR) oraz glutaminazy 2 (ang.: Glutaminase 2,
GLS2). Ponadto, p53 zwicksza ekspresj¢ receptora $mierci DRS (ang.: Death Receptor
5), co umozliwia posredniczenie w procesie apoptozy réwniez za posrednictwem tego
receptora (Sheikh i Fornace 2000, Kastenhuber i Lowe 2017, Simabuco et al. 2018,
Alvarado-Ortiz et al. 2020, Roszkowska, et al. 2022). Poziom biatka p53 jest negatywnie
regulowany przez biatko Mdm2 (ang.: Mouse Double Minute 2), wykazujace aktywnos¢
ligazy ubikwitynowej. Mechanizm ten polega na oznaczeniu p53 do degradacji
proteosomalnej (Chao 2015). Rozwdj choroby nowotworowej moze by¢ zwigzany z
obnizong aktywnoscig p53, szczegolnie w sytuacjach, gdy mutacja zaktoca jego funkcje

(Marei et al. 2021).
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Tabela 1. Geny, ktorych ekspresja jest regulowana przez biatko p53 oraz efekt ich
regulacyji.

Gen Produkt bialkowy Funkcja bialka

CDKNIA  p21 (ang. Cyclin-dependent kinase inhibitor 14) Zaﬁgﬁr;?(rgfvggglu

Regulacja cyklu

CDKNIC  p57 (ang. Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C) Komorkowego, roznicowanie

BBC3 Puma (ang. Bcl-2 binding component 3) Indukcja apoptozy

. Indukcja apoptoz
BAX Bax (ang. Bcl-2-associated X) (szlak mitJochI())n%riaf/ny)

Noxa (ang. Phorbol-12-myristate-13-acetate-

PMAIP1 induced protein 1) Indukcja apoptozy
CDKNIB p27Kipl (ang: Cyc{zn-dependent kinase ’IndukCJa starzenia )
inhibitor 1B) komorkowego (senescencji)

Regulacja starzenia i inwazji

SERPINE1 Pail (ang. Plasminogen activator inhibitor-1) komorek nowotworowych

TIGAR (ang. TP53-inducible glycolysis and Regulacja zmian

C12orf5 . metabolicznych (glikoliza,
apoptosis regulator) stres oksydacyiny)
Regulacja metabolizmu
GLS?2 Glutaminaza 2 (ang.: Glutaminase 2) glutaminianu i rownowagi

energetycznej

1.3 Mutacje w genie TP53 - manifestacje in vitro

W literaturze, biatko, ktore powstalo w wyniku mutacji w genie 7P53, dostalo
miano ,,Straznika komoérki nowotworowe)” (ang.: Guardian of the Cancer Cell)
(Mantovani et al. 2019). Nowotwory z potwierdzong mutacjg w genie TP53 (MUTp53)
wykazujg zwickszong chemioopornos¢, odpornosé na stres oksydacyjny, genotoksyczny,
proteotoksyczny, zwigkszong inwazyjnos¢ oraz zdolno$¢ do tworzenia przerzutow.
Miejsce i rodzaj wystgpienia mutacji wptywa na to jakie nowo powstate biatko bedzie
miato funkcje (Asl et al. 2023).

Mutacje 7P53 mozna podzieli¢ wedlug funkcji, ktére biatko moze straci¢ (LOF-
ang. Loss of Function) lub naby¢ (GOF-ang. Gain of Function). Utrata aktywnosci p53
w wyniku mutacji typu LOF (utrata funkcji) czgsto prowadzi do wzrostu aktywnosci
czynnikow transkrypcyjnych Snail (ang.: Zinc finger protein SNAII) i Twistl (ang.:
Twist-related protein 1), obnizenia ekspresji E-kadheryny oraz indukcji EMT
(ang.: Epithelial-Mesenchymal-Transition) (Chang et al. 2011, Wang et al. 2013, Yang
et al. 2019), co wiaze si¢ ze zwigkszong zdolnoscia komoérek nowotworowych do
tworzenia przerzutow. Dodatkowo wykazano, ze utrata p53 aktywuje GTPazy Rho, co
sprzyja nasilonej migracji komorek, efekt ten zaobserwowano w badaniach in vitro z

wykorzystaniem zarodkowych fibroblastow myszy, jak i ludzkich komorek czerniaka
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A375P (Guo and Zheng 2004, Gadea et al. 2007). Poniewaz bialko jest aktywne jedynie
w formie tetrameru, nawet punktowa mutacja w pojedynczym allelu, moze powodowac,
ze produkt biatka z allelu typu dzikiego traci swoje wlasciwos$ci transkrypcyjne (Milner
and Medcalf 1991, Chan et al. 2004, Willis et al. 2004).

Jednak sama utrata aktywnos$ci p53 (mutacje typu LOF) nie zawsze wystarcza do
promowania inwazji komoérek nowotworowych i1 przerzutowania, co wykazano w
badaniach in vivo na ksenograftach raka watrobowokomoérkowego PVTT-1 oraz w
transgenicznym modelu migsniakomigsaka prazkowanego u myszy. Wyniki te wskazuja,
ze mutacje typu GOF (nabycie funkcji) w genie 7P53 stanowg silniejsze aktywatory
kaskady przerzutow (Gadea et al. 2007, Wang et al. 2013, Novikov et al. 2021).

Mutacje typu GOF nadaja biatku p53 nowe, patologiczne funkcje. Opisano
roznorodne mechanizmy aktywnosci MUTp53, zaleznie od lokalizacji mutacji.
Zdecydowana wigkszo$¢ zmian wystepuje w domenie wigzace] DNA (ang. DNA Binding
Domain; DBD), przy czym okoto 90% stanowig mutacje zmiany sensu, a blisko 30%
wystepuje w tzw. ,,aktywnych miejscach mutacji” (ang.: hotspot): R175, G245, R248,
R249, R273 oraz R282 (Baugh et al. 2018). Do najlepiej scharakteryzowanych mutacji
punktowych naleza: R175H, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273C, R273H, oraz
R282W.

Mutacje typu ,hotspot” w genie TP53, w zalezno$ci od mechanizmu dziatania
zmutowanego bialka, mozna podzieli¢ na dwie gtdéwne kategorie: mutacje kontaktowe
(R248Q), R248W, R273H, R273C) oraz mutacje konformacyjne (R175H, G245S, R249S,
R282H). W obu przypadkach zmiany dotycza domeny wigzacej] DNA (DBD) biatka p53.

Mutacje kontaktowe zachowuja konformacje¢ charakterystyczng dla biatka p53 typu
dzikiego (W1p53) w obrebie szkieletu rusztowania DBD, jednak prowadza do
modyfikacji reszt aminokwasowych istotnych dla bezposredniego wigzania DNA.
Natomiast mutacje konformacyjne powoduja istotne zmiany w strukturze
trzeciorzgdowej biatka, w tym zaburzenia jego prawidlowego fatdowania, co skutkuje
utratg koordynatow cynkowych (ang.: zinc coordinates), a w konsekwencji znacznym
ograniczeniem zdolno$ci do wigzania DNA. (Bullock et al. 2000, Baugh et al. 2018,
Alvarado-Ortiz et al. 2020).

Poszczegbdlne mutanty p53 opisano zaréwno pod wzgledem fenotypu, jak i
mechanizmu dziatania. Wyr6zniono fenotypy wplywajace na EMT oraz na interakcje
biatka z chemokinami. (Roszkowska et al. 2020, Asl et al. 2023). Mechanizmy

chemioopornosci wywolywane mutacjami w 7P53 moga rézni¢ si¢ w zaleznosci od
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rodzaju mutacji, co uzasadnia intensywne poszukiwania lekéw ukierunkowane na

okreslone warianty mutacyjne (Duffy ef al. 2022, Kennedy i Lowe 2022, Wang et al.

2022). Szczegdtowe mechanizmy zostaly przedstawione w Tabeli 2.

Tabela 2. Fenotypy oraz proponowane mechanizmy molekularne zwigzane z EMT
regulowane przez zmutowany p53 (Roszkowska et al. 2020; Asl et al. 2023).

Aktywne % ]
miejsce . Fenotyp Mechanizm molekularny Zrodla
.. mutacji
mutacji
Zmniejszona ekspresja miR-142
R172H dbrak inwazyjnos¢ przez] hipermetﬁacjjq DNA za Godfrey et al.
anych , . 2018
posrednictwem Dnmt1
Nadekspresja TWISTI, thumienie
miR-130b (0§ miR-130b—ZEB]I);
sekwestracja KIf17 (zwigkszona
migracja, oporno$é na apoptoze, ~ Kogan-Sakin ez
chemiooporno$c); selektywne al. 2011
) ) wigzanie, Smad3 i zaburzenie Dong et al.
R175H 5,6 EMT, migracja, roéwnowagi Smad2/3 (aktywacja . 2013
przerzuty, ; Ali et al. 2014
szlakow onkogennych); wzrost Ti et al. 2015
ekspresji chemokin CXCL35, Chiang ef al.
CXCLS, CXCL12,; aktywacja 2021
szlaku PIK3K/AKT poprzez
wigzanie si¢ do supresora
DAB2IP
zwigkszona Formowanie sferoidéow oraz Meneghetti ef
G245S 2,11 proliferacja, regulacja szlakow 4l 2022
rozwoj guza metabolicznych '
. . . , Cooks et al.
proliferacja, Przeprogramowanie makrofagdow 2018
R248W 3,53 inwazyjnos¢, przez egzosomy z miR-1246; Klemke ef al
migracja Aktywacja szlaku STAT3 2001 '
Zaklocanie transaktywacji
WTp53; opornos¢ na apoptoze i 21353%;6612 ;
rozwoj guza, zatrzyrpanie cyklu komérkgwego 4 l.’ 2013,
R248Q 437 zdolno$¢ d(_) _ W faz.16 Gl (przerwa pomiedzy Boettcher ef al.
przerzutowania i podziatem mitotycznym, a faza 2019
inwazyjnos¢ wzrostowg komorki; ang. Gap 1) Neilsen ef al
sekwestracja p63 (nadekspresja 2013 '
miR-155)
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Zwiazek z infekcja HBV w raku
watrobowokomorkowym (HCC); Baugh et al.

R249S 2,04 zw1le%1;szoga zwigkszana agresywnos¢ 2018, Wang et
profiicracja nowotworu; oporno$¢ na stres al. 2019
siateczki endoplazmatyczne;.
Zwickszona ekspresja PDGFRf
zalezna od p73 i NF-Y; Weissmueller
przeprogramowanie makrofagéw etal. 2014
przez egzosomy z miR-1246; Cooks et al.
EMT, przerzuty,  gpadek ekspresji let-7i; regulacja 2018
ch.ermoop.orn’czsc, miR-132 oraz miR-147b; Subramanian et
R273H 3.5 1rr(1)\;vve:/2y]nosc, nadekspresja Inc273-31i al. 2015
’ Vo) guza, Inc273-34 (proliferacja, migracja, Datta et al.
migracja, chemiooporno$¢); egzosomy z 2019
proliferacja miR-21 i miR-769 indukujace Zhao et al.
TGF-B w fibroblastach; 2019
aktywacja szlaku AKT Juetal 2019
(pluripotencjalnosé, przezyciei  Tan et al. 2015
oporno$¢ na apoptoze)
R273C 331 OI; lcl)gnrr(l)i?- ?a Indukowanie ir}ﬁltracji Zhang et al.
. . makrofagow 2022
radioterapi¢
migracja komorek, Hamowanie p63 poprzez
R280K  brak inwazyjnosé i kompleks MUTp53 i Smad2/3, Ad";‘é‘(’);f al.
danych przerzuty Ras1
R282W 2,83 EMT Hamowanie ekspresji KLF17 Zha;1§ 1e6t “

1.4 Charakterystyka i klasyfikacja typow raka piersi w swietle badan

histopatologicznych oraz molekularnych

Z badan histopatologicznych, ktéore wcigz stanowig podstawowa metode
diagnostyczng na podstawie ktérej podejmuje si¢ decyzje o sposobie leczenia, wynika, ze
wiekszo$¢ rakow piersi wywodzi si¢ z nablonka i nalezy do dwodch gléwnych typow
rakow; przewodowego lub zrazikowego. W zaleznosci od poziomu ekspresji receptorow
estrogenowych (ER), receptorow progesteronowych (PR) oraz receptorow ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu 2 (HER-2) potwierdzonego w badaniach
immunohistochemicznych, typ przewodowy, najczgéciej wystepujacy (80-85%
przypadkoéw), mozna podzieli¢ na podtypy: luminalny A, luminalny B, HER dodatni oraz
potrojnie negatywny (Tabela 3). Trzy pierwsze podtypy sa hormonozalezne, dobrze

reaguja na chemioterapi¢ 1 stanowig o lepszym rokowaniu, natomiast rak potrdjnie
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negatywny jest hormononiezalezny, charakteryzuje si¢ duza agresywnoscia i opornoscia
na leczenie (Sorlie et al. 2003). Z kolei rak piersi typu zrazikowego stanowi pozostate
15 - 20%. Wsrod tego typu nowotwordw mozna wyrdzni¢ rowniez okreslone podtypy o
sygnaturze receptorowej (ER+, HER-2-) 1 sg one gléwnie klasyfikowane jako Luminal

A, z matym odsetkiem Luminal B (Williams et al. 2019).

Tabela 3. Molekularne podtypy raka piersi (Valdivia et al. 2021).

Podtypy

ER PR HER-2 Ki-67 HGM Sygnatura
molekularne
Luminal A -+ - Niski Niski ER+/PR+/HER-2-
Luminal BHER-2 -~ Wysoki O pp PR 4/HER-2-
negatywny wysoki
Luminal BHER-2 |, 0 ywyeoki D9 pppR HER-2+
pozytywny wysoki
Nadekspresja - - +++  Wysoki Wysoki  ER-/PR-/HER-2+
HER-2 Y Y
Potrojnie . - - Wysoki Wysoki  ER-/PR-/HER-2-
negatywny

ER- receptor estrogenowy, PR- receptor progesteronowy, HER-2 receptor ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu 2, Ki-67-antygen jadrowy (wskaznik proliferacji), HGM-histologiczny stopien
ztosliwosci (ang. histological grade of malignancy). Oznaczenia; +++ wysoka ekspresja receptora, ++
srednia ekspresja receptora, + receptor obecny, - brak receptora

Poza badaniami histopatologicznymi, w najnowszej diagnostyce stosuje si¢
rébwniez testy pozwalajagce na identyfikacje podtypow molekularnych. Obecnie
najpopularniejszy jest test PAMS50 pozwalajacy na ocen¢ poziomu ekspresji 50 genow
zwigzanych z proliferacja, receptorami ER, PR oraz HER-2, cechami mioepitelialnymi i
bazalnymi. Na podstawie wynikéw testu mozliwe jest dokonanie nie tylko odpowiedniej
klasyfikacji raka piersi na okreslony podtyp, ale mozliwe jest rowniez dokonanie
predykcji strategii terapeutycznej oraz ryzyka nawrotu choroby (Liu et al. 2016, Ohnstad
et al. 2017). Nalezy zaznaczy¢, ze warto§¢ diagnostyczna dla wynikow uzyskanych z
testu  genetycznego oraz  immunohistochemicznego dla  podtypow  raka
luminalnego A i1 B, z nadekspresja HER-2 oraz potrojnie negatywnego pokrywaja si¢ w
80-85% (Sorlie et al. 2003). Poza testem PAMS50 w diagnostyce klinicznej stosowane sg
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réwniez inne testy takie jak OncotypeDX 21, ktéry ocenia ryzyko nawrotu choroby (Paik
et al. 2004); BreastOncPx 14, bazujacy na sygnaturze genowej przerzutow odlegtych
(Tutt et al. 2008), czy test MammaPrint, opierajacy si¢ na analizie ekspresji 70 genow w
celu prognozowania przebiegu choroby (van de Vijver et al. 2002, Beumer et al. 2016).
Niemniej jednak zastosowanie panelu ekspresji gendéw PAMS0 w diagnostyce raka piersi
ma dodatkowa zalete, gdyz zwicksza skuteczno$¢ przewidywania nawrotdw u pacjentek
z podtypem ER+ i zajetymi weztami chlonnymi, przewyzszajac panele, ktore
uwzgledniajg jedynie zmienne kliniczne (Parker et al. 2009, Ellis et al. 2011, Goncalves
and Bose 2013) (Tabela 4). Poza powyzszymi funkcjonujg jeszcze w diagnostyce testy
Endopredict i1 BCI (ang. Breast Cancer Index) (Zeng and Zhang 2022).
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Tabela 4. Porownanie wybranych testow wielogenowych

(Goncalves and Bose 2013).

Test .
Oncotype DX PAMS0 MammaPrint
Cecha
Liczba
oznaczanych 21 50 (+5 kontrolnych) 70
genow
Wymagania Tkanka utrwalona w Tkanka utrwalona w Y. .
.. . . . Swiezo zamrozona
dotyczace formalinie, zatopiona formalinie, zatopiona w
P ) . tkanka
probki w parafinie parafinie
. , Ilosciowy PCR oraz Mikromacierze
Technika losciowy PCR technologia nCounter* DNA
Kobiety <61 roku
Pop.ulac’]a Pacjentki z rakiem zycia, z rak1e.m’ T1-
pacjentow . . . . - T2 (stopien
. piersi ER+, z Pacjentki z rakiem piersi w .
uwzgledniona . . . . ) zZaawansowania
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1.5 Biologiczne podstawy wykorzystania psa jako modelu w badaniach nad

nowotworami czlowieka w poréownaniu 7 modelami gryzoni

Myszy od wielu lat stanowig podstawowy model zwierzecy wykorzystywany w
badaniach biomedycznych. Pomimo istotnych réznic w funkcjonowaniu organizmow
mysiego 1 ludzkiego, a co za tym idzie w mechanizmach rozwoju chorob
nowotworowych, modele mysie pozostaja gtléwnym narzedziem badawczym w onkologii
eksperymentalnej. Przewaga modelu mysiego uwidocznita si¢ szczegdlnie po
wprowadzeniu technik inzynierii genetycznej 1 uzyskaniu genetycznie zmodyfikowanych
szczepOw (ang. genetically engineered mice; GEM), u ktérych rozwoj wielu typow
nowotworow przebiega w sposob zblizony, pod wzgledem morfologicznym,
histopatologicznym, fenotypowym i genotypowym, do nowotworow obserwowanych u
ludzi. Niestety, nowotwory rozwijajace si¢ u myszy GEM sa jedynie zblizone do
nowotworow ludzkich - nigdy nie sg ich wiernym odzwierciedleniem (Balmain 2002,
Zhou et al. 2023). Powoduje to konieczno$¢ opracowywania nowych modeli,
umozliwiajacych lepsza, bardziej szczegdtowa analiz¢ pod wzgledem patologii 1 biologii
nowotworow. W przypadku raka gruczotu mlekowego stworzono okoto 100 mysich
modeli nowotworow gruczotu mlekowego, z ktorych zaden nie jest idealny
(Szymanska 2007). Z tego wzgledu proby wykorzystania innych gatunkéw zwierzat
wydajg si¢ w petni uzasadnione. W tym kontekscie na szczegodlng uwage, jako model
zwierzecy nowotworu gruczotu mlekowego, zastuguja psy.

Model psi raka piersi przewyzsza model mysi w kilku kluczowych aspektach. Psy
rozwijajg nowotwory gruczolu mlekowego spontanicznie, z poprawnie funkcjonujagcym
uktadem odpornosciowym. Choroba u psow czgsto charakteryzuje si¢ podobng etiologia
hormonalng, wiekiem zachorowania oraz obecno$cig zmian $rodnabtonkowych jak w
przypadku raka piersi u ludzi (Visan ef al. 2016). Pomimo r6znic ewolucyjnych, genom
psa i cztowieka wykazuje liczne podobienstwa, co podkresla znaczenie psa jako istotnego
modelu zwierzecego. Na poziomie molekularnym wykazano rowniez, Ze genom psa jest
znacznie bardziej stabilny niz genom gryzoni (Lindblad-Toh et al. 2005, Nance et al.
2022). Psy dzielg $rodowisko zycia z ludZzmi i s3a narazone na te same czynniki
rakotworcze. W poréwnaniu z myszami i szczurami wykazuja tez wigksze podobienstwo
do ludzi pod wzgledem mechanizméw rozwoju nowotwordéw, biologii guza oraz
funkcjonowania mechanizméw obronnych ukladu odpornosciowego (Krdl and Motyl

2014, Gardner et al. 2016). Czynniki sprzyjajace powstawaniu nowotworow u ludzi i
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psOw s3a rowniez zblizone i obejmuja m.in. wiek, sposdb odzywiania, ple¢ oraz
srodowisko (Paoloni and Khanna 2008).

Ograniczenia modeli mysich wynikaja dodatkowo z innej biologii nowotworow,
niewielkiego rozmiaru (przekladajacego si¢ m.in. na poziom natlenienia guza) oraz
niestabilnosci genetycznej, co skutkuje tatwiejszg transformacja nowotworowa niz u
ludzi (Abdelmegeed and Mohammed 2018, Nance et al. 2022). Ze wzgledu na
powszechne wystepowanie pséw w gospodarstwach domowych mozliwa jest ich stata
obserwacja, a troskliwa opieka wlascicieli pozwala na prowadzenie pelnej diagnostyki.
U psow mozliwe jest wykonanie biopsji, regularnych pobran krwi oraz prowadzenie
dhugoletniej obserwacji skutkow terapii, co w przypadku gryzoni, z uwagi na ich maty
rozmiar 1 krotszy czas zycia, pozostaje znacznie utrudnione (Paoloni and Khanna 2008,
Gordon et al. 2009, Rowell et al. 2011).

Pomimo wielu zalet, model psi nie jest tak powszechnie stosowany jak modele
gryzoni, co prawdopodobnie wynika z wigkszej roznorodnosci genetycznej (brak
izogenicznych linii), wyzszych kosztow utrzymania 1 kwestii etycznych. W konsekwencji
zalety 1 ograniczenia psa jako modelu badawczego dla ludzkiego raka piersi nie sg tak
dobrze zdefiniowane jak w przypadku myszy, a dalsze badania sg niezbedne, aby
sformutowac ostateczne wnioski. Niemniej jednak, w ostatnich latach przeprowadzono
wiele badan dotyczacych podobienstw i roznic w rozwoju nowotworow, ktérych wyniki
sg obiecujace.

W kontekscie badan onkologicznych coraz wigksza uwage zwraca si¢ na role
mikrobiomu. Mikrobiom psa, wykazujacy wigksze podobienstwo do ludzkiego niz
mikrobiom myszy, stanowi bardziej adekwatny model badawczy (Filippo et al. 2024). W
literaturze podkresla si¢ rowniez zasadno$¢ wykorzystania psOw w badaniach nad
procesem starzenia si¢ czlowieka (Dias-Pereira 2022). Czas 1 szybkos¢ starzenia si¢ psow
oraz ich dlugo$¢ zycia, daje mozliwos$¢ prowadzenia badan nad rozwojem nowotworow
w perspektywie lat, a nie dekad, jak ma to miejsce w przypadku ludzi (Parker et al. 2010).
Nowotwory stanowig powazny problem zdrowotny w populacji psow 1 sa jedng z
glownych przyczyn ich zgonéw. Badania wykazatly, Zze w ponad 2000 przeanalizowanych
przypadkéw $mierci psow, az 460 (23%) byto spowodowanych choroba nowotworowa.
Nalezy zaznaczy¢, ze wielu wiascicieli psoéw podejmuje zdecydowane dzialania majace
na celu nie tylko wydtuzenie Zycia, ale przede wszystkim poprawienie komfortu zycia

zwierzat z chorobg nowotworowga (Bronson 1982).
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Przeprowadzanie badan klinicznych w weterynarii trwa znacznie krocej niz w
przypadku badan klinicznych prowadzonych u ludzi (Fowles et al. 2016), co znaczaco
obniza koszty i przyspiesza wprowadzenie nowych terapii na rynek. Dzigki temu mozliwe
jest nie tylko poprawienie jakosci zycia psich pacjentow, ale takze wyznaczenie nowych
trendow w terapii nowotwordéw u ludzi. W ten sposob model psi moze wypetni¢ luke
pomigdzy badaniami przedklinicznymi a klinicznymi u czlowieka, stajac si¢ kluczowym
elementem procesu badawczego. W odpowiedzi na ten potencjal, w 2019 roku
uruchomiono inicjatyw¢ majacg na celu badanie nowotwordw u psoéw, obejmujaca
prowadzenie badan klinicznych oraz stworzenie zintegrowanej bazy danych ICDC (ang.
Integrated Canine Data Commons) wzorowanej na portalu TCGA (ang. The Cancer
Genom Atlas). Inicjatywa ta zostata zapoczatkowana przez NCI (ang. National Cancer
Institute). Rbwnolegle rowniez prywatne instytucje prowadzg badania z wykorzystaniem
psow, m.in. w zakresie testowania szczepionek przeciwnowotworowych (Alsaihati et al.
2021).

Obecnie w zintegrowanej bazie danych ICDC (prowadzonej przez NCI)

(https://caninecommons.cancer.gov/#/, pazdziernik 2025) znajduje si¢ m.in. badanie

dotyczace podobienstw miedzy nowotworami gruczotu mlekowego u suk a rakiem piersi
u kobiet (badanie MGTO1 ang. ,,Molecular Homology and Differences Between
Spontaneous Canine Mammary Cancer and Human Breast Cancer”). W badaniu
wykorzystano materiat biologiczny pobrany z 13 nowotworéw gruczotu mlekowego
psow przed 2010 rokiem. Pokazuje to, ze wcigz istnieje wiele brakéw informacyjnych do
uzupehnienia, aby w peni potwierdzi¢ zasadno$¢ wykorzystania psa jako modelu dla

ludzkiego raka piersi (Liu et al. 2014).

1.6  Poréwnanie biologii nowotworow gruczotu mlekowego u psow i ludzi oraz metod

ich analizy

Nowotwory gruczotu mlekowego u suk sg coraz czgsciej analizowane w kontekscie
ich przydatnosci jako modelu translacyjnego raka piersi u ludzi. Pomimo rosnacej liczby
dostgpnych danych, wiele kwestii nadal pozostaje niewyjasnionych i1 wymaga
pogtebionych badan (Gray et al. 2020, Frenel 2023, Gherman et al. 2024). Coraz czgsciej
prowadzone sa badania uwzgledniajace podobienstwa w wystegpowaniu mutacji w genie
TP53 w nowotworach gruczotu mlekowego u ludzi i psow (CMT ang. Canine Mammary

Tumor). Niestety, dostepne wyniki badan zawieraja, albo nickompletne dane, albo dane
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z bardzo matlej proby. Niemniej jednak stwierdzono istnienie podobienstw m. in. we
wskazniku obcigzenia ilo$cig mutacji guza (ang. Tumor Mutational Burden; TBM) w
r6znych nowotworach na wybranych genach u psow i ludzi. Mutacje w TP53 wykazuja
podobng zaleznos$¢ u psow i ludzi, co potwierdza przydatnos¢ modelu psiego w badaniach
nad rakiem piersi w konteks$cie tego genu. Takiej zaleznos$ci nie stwierdzono natomiast
dla mutacji w genie PIK3CA (ang.: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase
Catalytic Subunit Alpha) (Alsaihati et al. 2021).

Nowotwory gruczolu mlekowego u suk s3 najczgsciej] diagnozowanymi
nowotworami w tej grupie zwierzat. Stanowig od 50% (Moe 2001) do nawet 70%
wszystkich przypadkéw nowotworow, z czego potowa to zmiany ztosliwe (Gherman et
al. 2024). Szacuje sie, ze roczna zapadalnos¢ na CMT wynosi okoto 198 przypadkow na
100 000 suk (Meuten 2016), podczas gdy u ludzi zachorowalnos$¢ na raka piersi wynosi
okoto 85 przypadkow na 100 000 kobiet (Bray et al. 2018). Co istotne, wykazano
podobienstwa miedzy nowotworami gruczotu mlekowego u suk a rakiem piersi u kobiet
w zakresie czynnikow predysponujacych takich jak wspotczynnik BMI (ang. Body Mass
Index) czy wiek (Gherman et al. 2024). U ludzi nowotwory piersi sg diagnozowane
miedzy 50 a 58 rokiem zycia, natomiast u psé6w migdzy 8 a 11 rokiem zycia. W obu
przypadkach nowotwory te rzadko wystepuja przed 25. rokiem zycia u cztowieka 1 5
rokiem zycia u psa (Schneider 1970, Dobson et al. 2002, Salas et al. 2015, Gray et al.
2020).

W diagnostyce CMT, podobnie jak w przypadku ludzi, stosowany jest system
klasyfikacji oparty na ocenie histopatologicznej guza. Raki, w zaleznosci od rodzaju
komorek, z ktorych si¢ wywodza, dzielg si¢ na dwa gldwne typy: proste i zlozone. Raki
proste sktadaja wylacznie z jednego rodzaju komorek tj. luminalnych epitelialnych lub
mioepitelialnych. Natomiast raki ztozone zbudowane sa z dwoch rodzajow komorek:
luminalnych i mioepitelialnych. Poza tymi dwiema gtownymi kategoriami, w przypadku
rakow ztosliwych (ang. malignant) wyrdznia si¢ dodatkowo takie typy jak: rak lity, rak
mieszany, rak przewodowy, rak in situ, czy rak anaplastyczny. W diagnostyce
weterynaryjnej stosuje si¢ ponadto system stopniowania ztosliwosci rakéw od stopnia I
(najtagodniejszego; dobrze zrdéznicowanego) do stopnia III (wykazujacego duza
ztosliwos¢ 1 stabe zroznicowanie) (Goldschmidt er al. 2011, Peha et al. 2013,

Goldschmidt ef al. 2016).
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Pomimo dostgpnych obecnie metod diagnostycznych CMT oraz licznych korelacji
1 podobienstw pomigdzy nowotworami gruczotu mlekowego u pséw a rakiem piersi u
kobiet, zasadno$¢ stosowania profili sygnaturowych PAMS50 do guzéw pséw nie zostata
jeszcze wystarczajaco potwierdzona. Jak dotad podjeto jedynie kilka préb, ktore
przyniosty czeSciowo sprzeczne wyniki (Sassi et al. 2010, Lee et al. 2018). Jedynym
kompleksowym badaniem obejmujagcym sekwencjonowanie catego genomu i
profilowanie ekspresji gendw u psoOw pozostaje analiza Liu i wsp., przeprowadzona na
zestawie 12 prostych 1 ztozonych rakéw (Liu ef al. 2014). Wyniki wykazaty, ze profile
ekspresji gendw w prostych 1 ER— ztozonych rakach gruczolu mlekowego u pséw grupuja
si¢ blisko z ludzkimi guzami podtypu bazalnego, podczas gdy ER+ ztozone raki nie
wykazuja podobienstwa molekularnego do zadnych ludzkich nowotworow. Walidacja
petnego panelu ekspresji PAMS0 na $redniej lub duzej kohorcie psow stanowi istotny
projekt badawczy, ktory powinien zosta¢ zrealizowany.

U psow w rutynowych badaniach histopatologicznych nie dokonuje si¢ klasyfikacji
nowotworow gruczotu mlekowego pod wzgledem obecnosci receptoroéw ER, PR, czy
HER-2, chociaz wiele badan wskazuje na zasadno$¢ wprowadzenia takiej praktyki
(Tabela 5). Wykazano, ze w przypadku CMT mozna wyr6zni¢ podtypy molekularne
odpowiadajace luminalnemu B, HER-2— i potrojnie negatywnemu. W praktyce kliniczne;j
taka informacja ma niebagatelne znaczenie ze wzgledu na podjecie odpowiedniej strategii
terapeutycznej oraz okreslenia rokowania (Abadie et al. 2018). Zastosowanie terapii
dostosowanej do podtypu molekularnego moze znaczaco poprawi¢ wyniki leczenia, a
tym samym przezywalno$¢ pacjentéw (Frenel and Nguyen 2023). Profilowanie CMT
jako modelu dla ludzkiego raka piersi stanowi obecnie intensywnie eksplorowany obszar
badan. Najnowsze prace przegladowe podkreslaja konieczno$¢ prowadzenia analiz na
wiekszych kohortach oraz w obrebie konkretnych ras, aby jak najdoktadniej okresli¢

mozliwo$ci 1 ograniczenia tego modelu. (Gherman ef al. 2023, Gherman ef al. 2024).
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Tabela 5. Klasyfikacja molekularnych podtypow raka gruczotu mlekowego (wg analogii
do ludzkiego raka piersi) (Goldschmidt, Pefia et al. 2016).

. Bazalne
Podtyp Luminalne markery
molekularny m;nik;rl))f I({])EZR HER-2 (CK5/6, Charakterystyka
u EGFR)
ER+/PR+, HER-2-, niski
Luminal A Tak Nie Zwykle nie Ki-67, najlepsze
rokowanie
Luminal B ER+/PR+, HER-2-,
Tak Nie Czasem tak wysoki Ki-67, gorsze
(HER-2-) .02
rokowanie niz A
Luminal B ER+/PR+, HER-2+,
(HER-2+) Tak Tak Crasem tak wyzsza proliferacja
-2- . . -/PR- 2+
HER-2- i (lubstabo) ~ Tak  Zwyklenie ~ CR7/DR- HER-2H,
enriched agresywny
ER-/PR-/HER-2-,
Basal-like Nie Nie Tak CK5/6+, EGFR+,
odpowiada TNBC
Podtyp dyskusyjny, nie
Normal-like * Zmiennie Nie Zmiennie Zawsze uznawany w

praktyce

*Normal-like uwazany jest przez czg$¢ autorow za artefakt techniczny, a nie odrgbny podtyp.

1.7 Analiza porownawcza genu TP53 i biatka p53 u ludzi i psow w kontekscie

nowotworow gruczotu mlekowego

Ludzki gen TP53 znajduje si¢ na 17 chromosomie (locus 17p13) i sktada si¢ z 11
eksonow, z ktorych pierwszy jest niekodujacy. Produkt biatkowy genu 7P53, biatko p53,
obejmuje 393 aminokwasy 1 pelni role czynnika transkrypcyjnego. Pelnej dtugosci biatko
sktada si¢ z pieciu gtownych domen oraz elastycznego regionu tgczacego domene

wiazacg DNA z domeng tetrameryzacyjng (TET) (Rycina. 1).
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Domena N Domena rdzenia Domena C

17254856 58 9294 292 334 358 363 393
i ]
N PRR Domena wiazaca DNA ;Domena._ C
 TET
TAD

Rycina 1. Struktura ludzkiego biatka p53 (Roszkowska et al. 2022).

TAD - domena transaktywacyjna (ang.: transactivation domain), PRR — domena bogata w sekwencje
prolinowe (ang.: proline-rich region); DBD - domena rdzeniowa wiazaca DNA (ang.: DNA biding
domain); TET- domena tetrameryzacji (ang:. ftetramerization domain), RD- domena regulacyjna
(ang. regulatory domain).

U pséw gen TP53 zlokalizowany jest na chromosomie 5 i, podobnie jak u
cztowieka, sktada si¢ z 11 eksonoéw, z czego 10 jest kodujacych. Biatko p53 u pséw
zbudowane jest z 381 aminokwaséw. Przewidywang strukture psiego p53 przedstawiono

na Rycinie 2

Domena N Domena rdzenia Domena C

6\ 30 57 2 9 7T 307 36 356 381

N TAD c

Rycina 2. Przewidywana struktura psiego biatka p53.

TAD - domena transaktywacyjna (ang.: transactivation domain), PRR — domena bogata w sekwencje
prolinowe (ang.: proline-rich region); DBD - domena rdzeniowa wigzagca DNA (ang.: DNA biding
domain); TET- domena tetrameryzacji (ang:. tetramerization domain), RD- domena regulacyjna
(ang.: regulatory domain).

Porownanie sekwencji  biatka p53 ludzkiego (AACI2971.1) 1 psiego
(AHZ62767.1) za pomocg narzedzia BLAST (ang.: Basic Local Alignment Search Tool),
(Camacho, Coulouris ef al. 2009), wykazato 81% podobienstwo, z czego 86% stanowity
konserwatywne podstawienia aminokwasdéw. W Tabeli 6 zestawiono kodony w ktorych

najczesciej wystepuja mutacje (hotspot) u cztowieka i psa.

Tabela 6. Porownanie kodonow w ktorych najczesciej dochodzi do mutacji (hotspot) w
genie TP53 u cztowieka z odpowiadajgcymi im kodonami u psa.

Gatunek Najczestsze miejsca hotspot w genie TP53
Czlowiek R175 R213 G245 R248 R273 R282
Pies R162 R201 G233 R236 R261 R270
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Psie biatko p53 jest stosunkowo dobrze poznane (Veldhoen and Milner 1998), a
jego ekspresja w raku sutka byta badana w wielu kohortach (Lee et al. 2004, Zacchetti,
van Garderen ef al. 2007, Rodo and Malicka 2008, Liider Ripoli et al. 2016, Oliveira et
al. 2017). Co wigcej mutacje w genie 7P53 w nowotworach gruczotu mlekowego u psow

wykazano juz w latach 90 ubieglego stulecia (Rungsipipat et al. 1999).

A

Rycina 3. Porownanie struktury przestrzennej biatka p53 u psa (A) i czlowieka (B).

Grafiki wygenerowane w Ensembl z uzyciem funkcji AlphaFold predicted model (Harrison, Amode et al.
2023, wersja 112 — maj 2024). Kolory oznaczaja poziom pewnosci przewidywanych fragmentow
(pLDDT): granatowy — wysoka pewnos¢ >90, turkusowy 70-90, z6tty 50-70, pomaranczowy <50.

W wielu pracach analizowano czesto$¢ wystepowania mutacji w genie 7P53 w
nowotworach gruczotu mlekowego u pséw. Wyniki wskazuja, ze podobnie jak 1 u ludzi,
czestotliwos$¢ wystepowania mutacji w genie 7P53 w nowotworach gruczotu mlekowego
wynosi ok. 20% (Chu et al. 1998, Muto et al. 2000, Lee et al. 2004, Queiroga et al. 2011).
W badaniu Chu ef al. mutacje wykryto w 6 z 20 badanych guzéw, natomiast Sakthikumar
1 wsp. (2024) potwierdzili wystgpowanie mutacji w 7 z 12 guzéw wykazywato mutacje
w genie 7P53. Co ciekawe w tym ostatnim badaniu 4 zdiagnozowane przypadki CMT
dotyczyly samcow (Chu ef al. 1998). Z kolei badanie porownawcze Alsaihati 1 wsp.
wykazalo, Zze mutacje w genie 7P53 wystgpowaly w 33% rakow piersi u kobiet, podczas
gdy u pséw odsetek ten nie przekraczal 5%. Co wigcej, niemal wszystkie ludzkie raki
piersi w tej analizie zakwalifikowano jako ztosliwe, podczas gdy u pséw tylko potowa
guzoéw wykazywata charakter zto§liwy (Alsaihati ef al. 2021).

Veldhoen et al. (1999) opisali mutacje w eksonach 2, 4 1 5 psiego 7P53, w tym
punktowa mutacje A125V, odpowiadajaca znanej mutacji A138V w ludzkim genie 7P53,

ktorej obecnos¢ koreluje ze zlosliwoscia nowotworu.

36



W niektérych badaniach rozwazano takze obecno$¢ polimorfizmow w genie 7P53
u pséw. Zespot Borge’a i wsp zsekwencjonowat materiat genetyczny pobrany od 32
psow 1 nie wykazat polimorfizméw w tym genie, natomiast potwierdzono je w genie

HER-2 (Borge et al. 2011).

1.8 Metody diagnostyczne i mozliwosci terapeutyczne w leczeniu nowotworow

gruczolu mlekowego u suk

Szanse na wyleczenie nowotworu znaczaco wzrastajg, przy wczesnej diagnozie. W
przypadku diagnostyki psow w kierunku chor6b nowotworowych, w tym raka gruczotu
mlekowego, powszechnie wykorzystywane sa badania histopatologiczne 1 na ich
podstawie podejmowana jest decyzja o metodzie leczenia. Najnowsza klasyfikacja
nowotworow zostala zaproponowana w 2011 roku (Goldschmidt et al. 2011), a w 2013
roku zostala uzupeilniona o system okreslania stopnia ztosliwosci dla guzow
mioepitelialnych (ztozonych 1 o typie mieszanym) (Pefia et al. 2013). System klasytikacji
jak 1 samej diagnostyki zmienia si¢ do§¢ dynamicznie ze wzgledu na wyniki nowych
badan, ktoére dostarczajg co raz wigcej informacji na temat rokowania. Ma to znaczenie,
poniewaz w zalezno$ci od typu, stopnia zawansowania, umiejscowienia czy wielkosci
zdiagnozowanego nowotworu zmienia si¢ ryzyko przerzutowania oraz szanse na
przezycie. Przyktadowo, przy rozpoznaniu raka gruczotowo-ptaskonabtonkowego
(ang.: adenosquamous carcinoma) spodziewana dlugo$¢ zycia wynosi 18 miesiecy,
podczas gdy raka anaplastycznego (ang.: anaplastic carcinoma) sg to tylko 3 miesiace
(Rasotto et al. 2017). Rasy psow takie jak cocker spaniel, pudel, jamnik, bokser, owczarek
niemiecki, labrador retriever, angielski springer spaniel, doberman, a takze cavalier king
charles spaniel, yorkshire terrier, szpic miniaturowy, maltanczyk, czy papillon sg bardziej
podatne na CMT niz pozostale rasy (Salas ef al. 2015, Kwon et al. 2023). Dodatkowo
wykazano, ze psy rasowe czesciej zapadaja na raka sutka (62%) w porownaniu do psow
mieszancow (38%) (Kwon et al. 2023). Co wigcej obecno$¢ pojedynczego guza,
gwarantuje wystapienie kolejnych (Kuruoglu et al. 2024).

Badano rowniez zalezno$¢ pomigdzy poziomem biatka p53, obecnos$cia receptorow
estrogenowych oraz markerem proliferacji Ki-67, a charakterystyka histopatologiczna
guza 1 rokowaniem. (Brunetti et al. 2020). Guil-Luna i wsp. wykazali podwyzszong
ekspresje TP53 w surowicy u pséw z nowotworami ztosliwymi, jednak nie stwierdzono

mutacji tego genu (Guil-Luna et al. 2023).

37



W odrebnym badaniu okres§lono profile ekspresji genéw zwigzanych z przerzutami
do weztow chtonnych w CMT 1 wykazano podobiefistwa do profili genetycznych
ludzkiego raka piersi. Ponadto poziomy ekspresji niektorych genow réznity sie w
zaleznosci od obecnosci lub braku zdolnosci guza do tworzenia przerzutow. W badaniu
wykazano roéwniez, ze sposrod 27 guzéw zaden nie byt ER pozytywny (ER+), natomiast
wickszo$¢ wykazywata ekspresjc HER-2 (HER-2+) , niezaleznie od statusu zajecia
weztéw chionnych (Klopfleisch et al. 2010).

Jedno z nowszych badan, w ktorym przeanalizowano probki pobrane od 1447
psow, wykazalo, ze wigkszos¢ nowotworow gruczolu mlekowego (83,3%) stanowily
guzy ztosliwe. Wsrdd typow histopatologicznych najczesciej rozpoznawano raki proste
(ang,: simple carcinoma, 35,3%), a kolejne pod wzgledem czgstosci wystepowania byty
raki ztozone ( ang.: complex carcinomas, 13,3%). U wielu psoOw diagnozowano wigcej
niz jeden typ raka (Dolka et al. 2024). W badaniach wykazano, ze przypadku
nowotworow hormonozaleznych, dominowal typ potrojnie negatywny (76,3%), a
hormononiezaleznych podtyp luminalny A stanowil 14.3%, luminaly B 9,4%, natomiast
nie wykryto guzéw HER-2 dodatnich (Abadie et al. 2018). Z kolei w innym badaniu
obejmujacym szes$¢ suk, cztery przypadki stanowity podtyp potrdjnie negatywny a dwa
podtyp luminalny (hormonozalezny) (Raffo-Romero et al. 2023). Wynika z tego, ze
wickszo$¢ guzdéw u psoOw wykazuje cechy hormononiezalezne, co odrdznia je od
nowotworow piersi u ludzi, z ktorych wigkszo$¢ stanowi nowotwory hormonozalezne
(Pandit et al. 2020). Nalezy jednak podkresli¢, ze ze wzgledu na ograniczong liczebnos§¢
badanych grup zwierzat, wnioski te majg charakter wstepny. Niemniej jednak, zardwno
u pséw jak 1 u ludzi rak potrdjnie negatywny wiaze si¢ z wieksza ztosliwoscig 1 krotszym
przezyciem w poréwnaniu do innych podtypow (Gray et al. 2020). Jedno z najnowszych
badan, przeprowadzone na wigkszej grupie bo liczacej 30 osobnikow, wskazato, ze
najczgsciej wystgpowaly guzy podtypu luminalnego A (59,25%) oraz potrojnie
negatywnego (25,92%), podczas gdy podtypy luminalny B 1 HER-2+ stanowily ok. 7 %
(Kuruoglu et al. 2024).

W kontekscie badan nad obecno$cia mutacji w genach BRCAI 1 BRCA2 w
nowotworach gruczolu mlekowego u psow wykazano, ze moga one odgrywac istotng
role, chociaz dotychczasowe wyniki nie s3 jednoznaczne, co wskazuje na konieczno$¢
dalszej weryfikacji tego zagadnienia. Niemniej jednak na podstawie dostgpnych danych
mozna stwierdzi¢, ze pies jako gatunek, stanowi obiecujacy model zwierzgcy w

badaniach nad ludzkim rakiem piersi (Nosalova ef al. 2024).
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Jezeli chodzi o terapi¢ nowotworéw gruczolu mlekowego u psow, podobnie jak u
ludzi, leczeniem pierwszego rzutu jest leczenie chirurgiczne, a rozlegto$¢ zabiegu zalezy
od stopnia zaawansowania choroby. W zaawansowanych przypadkach wykonuje si¢
mastektomig, obejmujaca usunigcie calej listwy mlecznej, w ktorej wystgpita zmiana
nowotworowa. Rozleglo§¢ zabiegu chirurgicznego, podobnie jak u ludzi, zalezy od
wielkosci, umiejscowienia oraz liczby guzow i moze obejmowac prosta, regionalng lub
radykalng mastektomi¢ badz kombinacje tych procedur. U pacjentdw z duzymi guzami,
przerzutami do weziow chlonnych lub niekorzystnymi cechami histopatologicznymi,
miejscowa terapia zwykle nie jest skuteczna co wymaga zastosowania leczenia
systemowego, obejmujacego chemioterapie¢, radioterapi¢ lub terapi¢ hormonalng. Po
zabiegu chirurgicznym opcjonalnie wdraza si¢ leczenie uzupelniajace w celu obnizenia
ryzyka wznowy. W przypadku guzéw nieoperacyjnych chemioterapia i radioterapia moga
stanowi¢ jedyng opcje terapeutyczng (Valdivia et al. 2021). W przeciwienstwie do
medycyny ludzkiej, rodzaj 1 zakres zabiegéw chirurgicznych oraz rodzaj leczenia
systemowego w nowotworach gruczolu mlekowego u pséw nie zostaly jak dotad
wystandaryzowane. Co wigcej, nie wszystkie metody terapeutyczne stosowane u ludzi
sprawdzajg si¢ w terapii CMT, dobrym tego przyktadem jest tamoksifen, ktorego
podawanie psom wigze si¢ z cigzkimi dziataniami niepozadanymi (Tavares et al. 2010).
Do lekow najczgsciej stosowanych w chemioterapii CMT nalezg: doksorubicyna (Ogilvie
et al. 1989, Zambrano-Estrada et al. 2018), karboplatyna (Lavalle et al. 2012),
mitoksantron (Arenas et al. 2016, Tran et al. 2016), paklitaksel (Poirier et al. 2004, von
Euler et al. 2013), gemcytabina oraz S-florouracyl. Leki te stosuje si¢ najczescie] w
okreslonych kombinacjach (Nosalova et al. 2024). Podejmuje si¢ rowniez proby
stosowania odpowiedniej terapii hormonalnej oraz immunoterapii, jednak
dotychczasowe wyniki badan dotycza malych grup, lub sa to opisy pojedynczych
przypadkéw, co ogranicza mozliwo$¢ wyciggania jednoznacznych wnioskow
(Finocchiaro and Glikin 2017). Z tego wzgledu, potrzebne s3 randomizowane badania
kliniczne obejmujace znacznie wigksze grupy pséw, co umozliwiloby pehiejsze
zrozumienie mechanizmoéw rozwoju CMT 1 oceng skuteczno$ci stosowanych terapii.

Psy, u ktorych nowotwory rozwijaja si¢ spontanicznie, stanowig obiecujacy model
zwierzecy w badaniach nad nowotworami cztowieka. CMT jest jednym z gléwnych
probleméw onkologicznych u pséw i ze wzgledu na swoje cechy takie jak podobna
wielkosci, szybki wzrost 1 poréwnywalne stadia kliniczne oraz zachowany sprawny uktad

immunologiczny uznawane sg za interesujacg alternatywe dla modeli gryzoni, w ktérych
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wiele aspektow biologii guza nie znajduje odzwierciedlenia w warunkach klinicznych u

ludzi (Ke et al. 2024).

1.9 Modele komorkowe jako narzedzie w badaniach nad nowotworami gruczotu

mlekowego

Badania in vitro w pewnym stopniu w uproszczony sposob odwzorowujg fizjologie
okreslonych komorek i tkanek, co pozwala ograniczy¢ wykorzystanie zwierzat do celow
naukowych. Poza prostymi modelami 2D z wykorzystaniem linii komorkowych, mozliwe
jest tworzenie rozlegtych struktur, zréznicowanych komoérek oraz tzw. organoidow.
Hodowla komorek w uktadzie 2D niesie ze sobg wiele ograniczen w poroOwnaniu do
badan na ztozonych organizmach. Czgs¢ tych ograniczeh mozna jednak zminimalizowac,
wykorzystujac przestrzenne modele komérkowe tzw. modele 3D, ktore w wigkszym
stopniu odtwarzajg mikrosrodowisko guza, cho¢ wcigz nie odwzorowuja w petni uktadu
tkanek, nie posiadajg unaczynienia 1 komponentu immunologicznego (Reynolds et al.
2017).

W ostatnich latach coraz czes$ciej wykorzystuje si¢ tumoroidy (organoidy
nowotworowe, ktore odzwierciedlaja architekture guza pierwotnego) oraz sferoidy
(agregaty komorek, zazwyczaj wyprowadzane z linii komorkowych) jako bardziej
adekwatne narzedzia do badan podstawowych. Umozliwiaja one poznanie cech
biologicznych danego nowotworu, a takze ocen¢ potencjalnych zwigzkow
przeciwnowotworowych (ang.: drug screening) jeszcze przed rozpoczgciem badan z
udziatem zwierzat.

Poza eksperymentami prowadzonymi na wyprowadzonych 1 dobrze
scharakteryzowanych liniach komorkowych, coraz wigksze znaczenie zyskuja badania z
wykorzystaniem komorek wyprowadzonych z eksplantdéw pobranych od pacjentow.
Takie podejscie zbliza badania do koncepcji medycyny spersonalizowanej, umozliwiajac
dobdr odpowiedniego leku lub ich kombinacji do konkretnego nowotworu rozwijajacego
si¢ u danego pacjenta. Ponadto bankowanie komorek pochodzacych z eksplantéw
pozwala na tworzenie bibliotek linii pierwotnych, ktore moga stanowi¢ cenne zrodto do
prowadzenia dalszych badafh nad opracowaniem nowych terapii.

Nowotwory nie stanowig jednej jednostki chorobowej, lecz obejmujg szeroka grupe
schorzen o wspolnych cechach, takich jak niekontrolowany podzial komorek, czy

unikanie apoptozy (Hanahan 2022). Kazdy guz moze zawiera¢ subpopulacje komorek,
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powstate w wyniku odmiennych mutacji, charakteryzujace si¢ roznym fenotypem. To
dodatkowo komplikuje charakterystyke guza, a w konsekwencji utrudnia leczenie.

Badania z wykorzystaniem modeli 2 i 3D maja swoje ograniczenia (m.in. brak
uktadu krwiono$nego, zrgbu (tkanek otaczajacych) i pelnej aktywnosci uktadu
odpornosciowego), niemniej nalezy uzna¢ hodowle komoérkowe za bardzo przydatne
narzedzie, ktore znaczaco wptywa na rozwdj medycyny ludzkiej, jak i weterynaryjne;j.
Szczegolnie istotne jest precyzyjne okreslenie nie tylko typu nowotworu, co ma znaczenie
przy doborze odpowiedniego chemioterapeutyku, ale tez dawki, co przektada si¢ na
skutecznos¢ terapii. Poglebienie badan o analiz¢ mechanizméw molekularnych moze
istotnie poprawi¢ jakos¢ leczenia.

Poznanie tych aspektow w badaniach in vitro pozwala nie tylko na poglebienie
wiedzy w zakresie biologii nowotworow, ale takze na dalsze doskonalenie modelu psiego
jako reprezentatywnego dla cztowieka. Dzieki temu mozliwe bedzie wykorzystanie
terapii opracowanych w medycynie ludzkiej w leczeniu psow, jak rowniez wzbogacenie
medycyny ludzkiej o dane uzyskane w oparciu o badania prowadzone na modelu psim.
Warto podkresli¢, ze rozwdj tej wiedzy nie musi bezposrednio oznacza¢ konieczno$ci
prowadzenia badan klinicznych, poniewaz wiele cennych informacji mozna uzyska¢ juz
na etapie przedklinicznym, w szczeg6lnosci w badaniach in vitro. (Breslin and O'Driscoll
2016, Visan et al. 2016, Tevis, et al. 2017, Osaki et al. 2023).

Inglebert 1 wsp., prowadzac badania nad rakiem gruczotu mlekowego u suk,
wykorzystywali modele komoérkowe oparte na organoidach. Odwotujac si¢ do wigkszego
podobienstwa w biologii nowotwordéw psow 1 ludzi w poréwnaniu do modeli gryzoni,
autorzy stworzyli pierwszy biobank organoidéw tego typu. Autorzy uwazajg, ze takie
organoidy zachowujg cechy morfologiczne guza 1 ekspresj¢ biomarkerow, takich jak
receptory ER, PR 1 HER-2, a takze inne cechy molekularne. Dodatkowo, wyprowadzili
organoidy z prawidlowej tkanki gruczotu mlekowego tego samego psa, od ktorego
pobrano probki guza. Jest to podejscie niezwykle trudne, a wrgcz niemozliwe w
przypadku badan z wykorzystaniem tkanek ludzkich, gdzie prawidlowa tkanke gruczotu
piersiowego uzyskuje od innych pacjentdéw poddawanych zabiegom profilaktycznym, co
ogranicza mozliwo$ci badan poréwnawczych. Wyniki te wskazuja, ze wyprowadzanie
linii komodrkowych z nowotworéw gruczolu mlekowego suk w celu opracowania jak
najlepszego modelu badawczego, stuzacego do badan nad mechanizmami
chemioopornos$ci, inwazyjno$ci, migracji oraz odpowiedzi na nowe leki, jest w petni

zasadne (Inglebert et al. 2022).
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2 Hipoteza badawcza

Nowotwory gruczotu mlekowego stanowig jedno z najczgstszych schorzen
onkologicznych zaro6wno u kobiet, jak i u suk, wykazujac liczne podobienstwa na
poziomie histopatologicznym, molekularnym oraz klinicznym. Ws$réd czynnikow
kluczowych dla patogenezy i progresji tych nowotwordw szczeg6lng rolg przypisuje si¢
mutacjom w genie 7P53, kodujacym biatko p53. W raku piersi u ludzi mutacje w genie
TP53 sa powszechnie opisywane i zwigzane z agresywnym fenotypem guza, opornoscia
na leczenie oraz gorszym rokowaniem.

Chociaz pies nie jest w pelni uznanym modelem zwierzegcym w badaniach nad
nowotworami, coraz wigcej danych wskazuje na jego istotny potencjal translacyjny. W
szczegblnosci guzy gruczotu mlekowego u suk rozwijajg si¢ spontanicznie, w naturalnym
srodowisku immunologicznym, a ich przebieg kliniczny 1 odpowiedZz na leczenie
przypominaja przebieg obserwowany u ludzi. Ponadto coraz czgsciej opisywane sg u
psow zmiany molekularne analogiczne do tych identyfikowanych w nowotworach
ludzkich.

W zwiazku z powyzszym postawiono hipoteze, ze mutacje w genie TP53
wystepujace w nowotworach gruczolu mlekowego suk wplywaja zaréwno na
wlasciwosci biologiczne komodrek nowotworowych in vitro, jak i na wybrane
parametry kliniczne obserwowane u badanych zwierzat. Weryfikacja tej hipotezy
moze nie tylko pogtebi¢ wiedze na temat biologii guzéw gruczotu mlekowego u suk, lecz
takze dostarczy¢ przestanek przemawiajacych za wykorzystaniem tego gatunku jako

wiarygodnego modelu w badaniach nad nowotworami piersi u ludzi.
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3 Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest ocena, czy spektrum mutacji w genie
TP53 w nowotworach gruczolu mlekowego u suk wykazuje podobienstwo do tego
obserwowanego w raku piersi u kobiet, a takze czy obecno$¢ tych mutacji koreluje z
parametrami klinicznymi 1 molekularnymi, takimi jak typ histologiczny nowotworu,
stopien ztosliwosci, inwazyjnos¢, zdolnos¢ migracji komorek, chemioopornos¢ (oceniane
w modelu in vitro), oraz z poziomem ekspresji wybranych genéw z panelu PAMS50:
MYBL?2, CCNE1, PHGDH, CDC20, CDH3, ESRI, MAPT, FOXA1, MLPH, SLC39A46, a
dodatkowo takze TP53 oraz jego negatywnego regulatora MDM?2.

Praca koncentruje si¢ na genie 7P53 jako kluczowym antyonkogenie, ktérego
mutacje mogg przyczynia¢ si¢ do transformacji nowotworowej, zwigkszenia opornosci
komorek na chemioterapi¢ oraz zwigkszenia ich potencjalu przerzutowego. Zestawienie
danych klinicznych z wynikami eksperymentow in vitro moze umozliwi¢ oceng
przydatnosci nowotwordéw gruczotu mlekowego suk jako modelu zwierzecego dla

ludzkiego raka piersi, a takze pozwoli na jego dalszg optymalizacje.

Szczegbdlowe zadania badawcze obejmowaty:

e opracowanie kryteriow kwalifikacji pacjentek oraz pobieranych guzow do badan;

e identyfikacj¢ 1 charakterystyk¢ mutacji genu 7P53 w uzyskanych probkach
nowotworowych;

e opracowanie procedur izolacji 1 hodowli komorek przy zachowaniu mozliwie
najwyzszej zgodnosci z cechami guza pierwotnego;

e opracowanie 1 standaryzacj¢ protokoldéw in vitro umozliwiajagcych ocen¢
parametréw biologicznych zwigzanych ze ztosliwo$cia nowotworu oraz ich
korelacj¢ z danymi klinicznymi i molekularnymi;

e okre$lenie profilu ekspresji wybranych gendéw 1 jego zestawienie z pozostalymi
wynikami badan w celu identyfikacji potencjalnych markeréw prognostycznych i

predykcyjnych.

Oczekuje si¢, ze uzyskane wyniki przyczyniag si¢ do opracowania lepszego
zwierzgcego modelu raka piersi, ale rowniez do poprawy doboru terapii u pacjentek klinik

weterynaryjnych.
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4 Materialy i metody

4.1 Pozyskanie guzow nowotworowych gruczotu mlekowego

Material do badan stanowily guzy listwy mlecznej pobrane przez lekarza
weterynarii w trakcie terapeutycznej mastektomii. W wigkszosci przypadkow usuwano
calg listwe mleczna, z ktérej nastgpnie, w warunkach laboratoryjnych, wycinano
poszczegblne guzy i odpowiednio je dzielono. W pojedynczych przypadkach do badan
przekazywano jedynie czes¢ listwy lub wstepnie oczyszczony guz. Guzy dzielono na
odpowiednie fragmenty, przeznaczone do badan in vitro, analiz molekularnych oraz
oceny histopatologicznej. Dodatkowo, tam gdzie byto to mozliwe, pobierano réwniez
fragmenty tkanek kontrolnych (bez zmian nowotworowych), w celu dalszych analiz
poréwnawczych. Zbierano takze szczegdtowy wywiad kliniczny.

W celu zgromadzenia odpowiedniej ilosci materiatu badawczego, nawigzano
wspotprace z dr hab. Stawomirem Gizinskim adiunktem Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW. Dzigki tej wspoOlpracy mozliwe bylo systematyczne
pozyskiwanie zar6wno materiatu biologicznego z klinik weterynaryjnych zajmujacych
si¢ leczeniem malych zwierzat na terenie Warszawy 1 okolic, jak 1 danych klinicznych
pacjentow, obejmujacych informacje dotyczace przebiegu choroby w okresie od roku do

dwoch lat po zabiegu. Uproszczony, ogdlny schemat do§wiadczenia przedstawiono na

Rycinie 4.
Zebranie o : Badanie
danych it I 9 i i
| ciimonyeh Tr § ) histopatologiczne
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< Analiza

e — molekularna

Badania
in vitro

Rycina 4. Uproszczony schemat planowanego badania.

Podczas zabiegdbw mastektomii gromadzono dane kliniczne w formie ankiety, a pobrany materiat
dzielono na trzy czesci i zabezpieczano do dalszych analiz: histopatologicznych, molekularnych oraz in
Vitro.

Grafike wykonano w programie Biorender https://BioRender.com
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Badania nie wymagaly zgody Lokalnej Komisji Etycznej, poniewaz nie
obejmowaty procedur eksperymentalnych wykonywanych na zwierzetach, a
materialem badawczym byly guzy stanowigce odpad po terapeutycznej mastektomii.
Wiasciciele zwierzat oraz lekarze weterynarii sprawujacy opieka nad pacjentami
wyrazali ustng zgode na wykorzystanie materiatu, a w ramach wspotpracy otrzymywali
wyniki badania histopatologicznego. W celu ujednolicenia zbieranych danych
klinicznych, opracowano ankiete, ktora byta wypehiania przez lekarza weterynarii lub
technika weterynarii po kazdym zabiegu. Na podstawie tych danych uzyskiwano

informacje, ktore przedstawiono w ankiecie zaprezentowanej na Rycinie 5.

Ankieta: Nowotwory gruczotu sutkowego data: ........cceee N
Imie suki Wiek Rasa
Sterylizacja T/N data: jeteli nie - data ostatniej cieczki

Czy suka rodzita T/N data:

Czy byto podjete wczesniejsze leczenie hormonalne progestynami T/N

Inne leczenie T/N jakie:

Dodatkowe badania: krew, RTG, USG, CT, MRIINNE: ...ccvveeeverirn e ee v cmsmnaresn e
Przerzuty do weztéw T/N  pachwinowy/pachowy

Daneguza:

Lokalizacja: Wielkosé Konsystencja

Uwagi:

Rycina 5. Ankieta dla lekarza/technika weterynaryjnego, do zbierania danych
klinicznych w trakcie zabiegu mastektomii.

Grafika zaadaptowana z pracy (Rutteman and Teske 2009).
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Z listwy mlecznej, po jej chirurgicznej resekcji, w warunkach laboratoryjnych
pobierano wszystkie guzy oraz, o ile bylo to mozliwe, fragment tkanki zdrowej. W
przypadku obecnosci kilku guzow w jednej listwie, kazdy z nich analizowano oddzielnie,
co wynikalo z braku jednoznacznych informacji lub przewidywan dotyczacych
kolejnosci ich wystepowania, a tym samym wskazania z cala pewnoscig guza
pierwotnego. Uwzgledniono réwniez hipoteze, ze komorki, wywodzace sie¢ z guza
pierwotnego, nie nabyly wtérnych mutacji. Z tego wzgledu kazda probke analizowano
osobno.

W laboratorium prowadzono stosowng dokumentacje pobieranego materiatu.
Kazdy guz opisywano pod wzgledem wielkosci, lokalizacji na listwie (oznaczenie
nanoszono na ankiecie) oraz dokumentowano fotograficznie. Kazdy guz dzielono na co
najmniej dwie do trzech czgsci w zaleznosci od jego rozmiaru. Obowigzkowo wydzielano
fragmenty przeznaczone do analizy histopatologicznej oraz molekularnej. Do tych analiz
wybierano guzy o masie co najmniej 100 mg. W przypadku guzéw o S$rednicy
przekraczajacej 1cm, czgs¢ materiatu przeznaczano réwniez do badan in vitro.

Fragmenty guzow natychmiast po pobraniu umieszczano w odpowiednich
roztworach. Prébki o masie 50 — 100 mg, przeznaczane do badan histopatologicznych
umieszczano w 10% roztworze formaliny (4% formaldehyd). Natomiast fragmenty o
masie 30 — 50 mg, dedykowane analizie molekularnej (izolacja RNA), umieszczano w
roztworze fixRNA (EURx, E0280). Probki o masie >100 - 200 mg, przeznaczane na
hodowle komorkowe umieszczano w buforze fosforanowym (ang.: phosphate-buffered
saline; PBS, Sigma Aldrich, P4417), a nastgpnie przechowywano w lodzie do czasu
wstepnej obrobki w warunkach sterylnych.

Podane wartosci masy tkanek stanowig warto§ci minimalne, z ktérych
uzyskiwano wiarygodne i1 powtarzalne wyniki. W przypadku guzéw o Srednicy
przekraczajacej 5 cm dodatkowo pobierano wycinki z centralnej czgsci (rdzenia) oraz z

obwodowych obszaréw guza.
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4.2  Analiza histopatologiczna

Fragmenty guza umieszczano w 10% roztworze formaliny i transportowano w
warunkach chlodniczych (temp. okoto 4°C) do laboratorium LAB-WET (ul. Wita
Stwosza 30, 02-661 Warszawa) gdzie przygotowywano preparaty histologiczne zgodnie
z wewnetrzng procedurg obowigzujaca w placowece.

Opis histopatologiczny preparatow zawierat m.in.: typ histologiczny nowotworu,
stopien ztosliwosci, liczbe figur podzialu mitotycznego w polu widzenia (wspotczynnik
mitoz) oraz komentarz dotyczacy prawdopodobienstwa wystgpienia przerzutow.
Klasyfikacje histologiczng nowotworow przeprowadzano na podstawie kryteriow
zaproponowanych przez Goldschmidta 1 wsp. (Goldschmidt et al. 2011), natomiast
stopien ztosliwosci okreslano zgodnie z wytycznymi Pefia 1 wsp. (Pena et al. 2013).

Po potwierdzeniu, ze zmiana wywodzi si¢ z gruczolu mlekowego i1 posiada
charakter nowotworowy, materiat tkankowy wykorzystywano w kolejnych etapach
badan. Nalezy zaznaczy¢, ze niezaleznie od potwierdzenia statusu histopatologicznego,
fragmenty kazdego guza zabezpieczano rowniez do analiz molekularnych oraz izolacji

komorek, aby umozliwi¢ ich wykorzystanie w przysztych, rozszerzonych badaniach.

4.3  Przygotowanie roztworow i buforow do izolacji komorek 7 guzow nowotworowych

Roztwér kolagenazy 1 (Thermofisher Scientific, 17100-017) przygotowywano w
zrownowazonym roztworze soli Hanka (ang.: Hanks' Balanced Salt Solution; HBSS;
Biowest, X0510), tak aby uzyskac¢ stezenie 100 000 U/ml. Roztwor hialuronidazy (Sigma
Aldrich, H3506) przygotowywano w 0,01% roztworze albuminy bydlecej (ang.: Bovine
Serum Albumin; BSA; Sigma Aldrich, A9418) w PBS, tak aby uzyska¢ stezenie
563 U/ml. Oba roztwory przepuszczano przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow
0,22 pum. Roztwory enzymdw poporcjowano do probéwek wirowniczych o poj. 1,5 ml i
przetrzymywano w temperaturze - 20°C. Z kolei 1M roztwor CaCl, (chlorek wapnia,
Sigma Aldrich, C5670) przygotowywano w wodzie Milli-Q po czym przepuszczano
przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,22 um. Pozywke¢ hodowlang peing
stanowila: pozywka DMEM F12 zawierajaca: stabilng glutaming 542 mg/l, 15 mM
HEPES (Biowest, L0092), ptodowa surowice bydleca (ang.: Fetal Bovine Serum; FBS)

w koncowym stezeniu 5% oraz mieszaning antybiotykow przeciw bakteriom i grzybom
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(ang.: Antibiotic Antimycotic;, AA; Biowest, L0010) o koncowym stezeniu 1%. Pozywke

petng DMEM F12 stosowano na wszystkich etapach izolacji oraz hodowli komorek.

4.4 [Izolacja komorek 7 tkanki oraz ich dalsza propagacja in vitro

Do izolacji komoérek z tkanek nowotworowych zastosowano zmodyfikowany
protokot opracowany przez Piscitelli 1 wsp., dostosowany do warunkéw dostgpnego
laboratorium (Piscitelli et al. 2015). Komorki izolowano z uprzednio zamrozonego
materialu biologicznego. Takie podej$cie umozliwito: rozpoczecie procesu izolacji
dopiero po uzyskaniu pozytywnego wyniku z badania histopatologicznego, jednoczesne
przeprowadzenie izolacji komoérek z guzow pozyskanych w réznych terminach, a takze
zapewnienie poroéwnywalnych warunkéw izolacji 1 hodowli komorek pochodzacych z
r6znych nowotworow.

Tkanke nowotworowg pozyskang podczas zabiegu mastektomii umieszczano w
zimnym buforze PBS (ang.: Phosphate-buffered saline) i transportowano w warunkach
chtodniczych do laboratorium. Wszystkie czynno$ci przeprowadzano w warunkach
aseptycznych, pod komorag laminarng klasy BSL II, w celu uniknig¢cia kontaminacji
mikrobiologicznych.

Po kilkukrotnym przeptukaniu buforem PBS, fragment guza umieszczano na kilka
sekund w 80% etanolu w celu wstepnej dezynfekcji, a nastepnie ponownie plukano w
buforze PBS (odptukanie pozostalosci etanolu). Tkanke rozdrabniano przy uzyciu
skalpela 1 nozyczek na szalce Petriego na fragmenty o objetosci kilku milimetrow
szesciennych. Poszczegolne fragmenty tkanek wazono 1 grupowano wedlug masy w
zakresie od 100 mg do 600 mg, po czym umieszczano je w pozywce mrozeniowej, 10%
roztwor dimetylosulfotlenku (ang.: dimethyl sulfoxide; DMSO; Sigma Aldrich Aldrich,
D2438) w inaktywowanej surowicy FBS (Biowest, S181H), w probowkach
mrozeniowych. Proboéwki z tkankami przenoszono do zamrazarki niskotemperaturowe;j
(-80°C) w specjalnie do tego celu przeznaczonych pojemnikach zapewniajacych
stopniowe zamrazane tkanek (obnizanie temperatury co 1°C/min). W celu
dlugoterminowego przechowania, probéwki przenoszono do pojemnikéw z cieklym
azotem (Piscitelli ef al. 2015). Po zebraniu grupy 4-6 guzoéw, przystgpowano do izolacji
komoérek z tkanki. Przed rozpoczeciem procedury przygotowywano odpowiednie

roztwory (pkt. 4.3.).
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Po przygotowaniu odczynnikdw przystepowano do izolacji komodrek (Rycina 7).
Probki tkanek rozmrazano w tazni wodnej (37°C). Rozmrozone tkanki guzéw
przenoszono sterylng pgseta do probowek o obj. 15 ml, dodawano 10 ml pozywki petnej
(etap plukania), wirowano (200 x g/ 5 min) i usuwano supernatant. Nast¢pnie tkanki
umieszczano w $wiezej pozywce peinej, inkubowano na wytrzasarce przy predkosci
90 rpm, w temperaturze 37°C przez 15 min w celu odptukania z tkanki pozostatosci
pozywki do mrozenia. Probki ponownie wirowano (200 x g/5 min), supernatant
usuwano 1 dodawano roztwor z enzymami trawigcymi tkanki (roztwor trawiacy).
Objetos¢ roztworu trawigcego zalezala od masy zamrozonej tkanki. Standardowo
przygotowano 1 ml roztworu trawigcego na 100 mg tkanki, ale nie mniej niz 2 ml.
Roztwér trawigcy do dyspersji tkanek przygotowywano w pozywce zawierajace]
dodatkowo: 3 mmol CaCl,, kolagenaz¢ I (1000 U/ml) oraz hialuronidaze (100 U/ml).
Tkanki, w roztworze trawigcym, inkubowano na wytrzasarce (90 rpm) w temperaturze
37°C przez 2-3 godziny. Czas inkubacji, a tym samym wydajnos¢ trawienia, zalezaty od
struktury tkanki. Proces trawienia tkanek caly czas monitorowano. Po osiggnigciu
catkowitej dyspersji tkanki, probke przepuszczano przez sito komérkowe o wielkosci
poréw 70 um. Zawartos¢ sita kilkukrotnie przemywano pozywka peitng. Nastepnie
probke wirowano (200 x g/ 5 min) a uzyskany osad komérkowy zawieszano w 25 ml
swieze] pozywki pelnej zawierajacej dodatkowe antybiotyki: kanamycyna (PanReac,
A1493,0005) i gentamycynyna (Biowest, P4020) o stezeniach koncowych 100 pg/ml i
50 pg/ml, odpowiednio (pozywka selekcyjna). Catos¢ przenoszono na szalke hodowlang
o srednicy 15 cm (ang. Tissue Culture Treated Plate; TC) i umieszczono na 24 godz. w

inkubatorze w 37°C w atmosferze 5% CO,.
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Rycina 7. Schemat izolacji komorek z zamrozonej tkanki wg zmodyfikowanego
protokotu Piscitelli i wsp (2015).

Grafik¢ wykonano w programie Biorender https://BioRender.com

Po pierwszych 24 godzinach od wysiania, hodowle komdrkowa przemywano
3 - krotnie buforem PBS, a nastgpnie dodawano $wiezej pozywki selekcyjnej. Po
kolejnych trzech dniach wymieniano pozywke selekcyjng na pozywke pelng (bez
dodatkowych antybiotykow). Jezeli hodowla byta w 70% konfluentna wykonywano
pierwszy pasaz. W tym celu komorki przemywano buforem PBS (bez jonow Ca**, Mg?"),
dodawano 3 ml trypsyny (0,05% z EDTA) (Biowest, L0930) (odklejenie komorek od
powierzchni wzrostu), inkubowano w 37°C przez 5 do 15 min. Proces trypsynizacji
kontrolowano przy uzyciu mikroskopu optycznego z kontrastem fazowym DM IL LED
(Leica, Niemcy). Nastepnie dodawano 7 ml pozywki, zawiesing komorkowsa
przenoszono do probowki wirowniczej, wirowano w 200 X g przez 3 min, usuwano
supernatant, ponownie komorki zawieszano w §wiezej pozywce pelnej (5 ml) 1 liczono
gestos$¢ zawiesiny oraz oceniano zywotnos¢ komorek przy uzyciu licznika komorek EVE
(NanoEntek, Korea Potudniowa) z wykorzystaniem 0,4% roztworu blekitu trypanu w
stosunku 1:1 (10 pl:10 pl). Komoérki ponownie wysiewano do naczynh hodowlanych w
gestosci 1.5x10° komorek na 1 cm?,

Po pierwszym pasazu, w zaleznosci od tempa proliferacji, komorki regularnie
pasazowano lub zmieniano pozywke. Czynnosci te powtarzano do czasu osiggnigcia
dostatecznej liczby komorek (min. 1.6x10° ), umozliwiajacej ich zamrozenie, jednak nie
pdzniej niz po trzecim pasazu. Mrozenie komorek na tym etapie po pierwsze zapewnialo

mozliwo$¢ rozpoczecia analiz in vitro na komorkach znajdujacych si¢ na zblizonym
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etapie pasazowania, po drugie, pozwalato na utrzymanie mozliwie niskiej liczby pasazy
w trakcie prowadzenia doswiadczen, co byto kluczowe dla opracowania modelu jak
najwierniej odzwierciedlajacego guz pierwotny.

Mrozenie komorek wykonywano po ich uprzedniej trypsynizacji (jak opisano
wczesniej). Pozywke mrozeniowa stanowita pelna pozywka hodowlana DMEM F12
zawierajagca 10% DMSO. Komoérki zamrazano w probowkach mrozeniowych
(krioprobowki) w gestosci 0.5-1 x 10° komoérek na 1ml i przenoszono do zamrazarki
niskotemperaturowej (-80°C), a w celu dtuzszego przechowania do pojemnika z ciektym
azotem.

Do realizacji kolejnych etapow pracy komorki rozmrazano najpdzniej na trzy dni
przed rozpoczeciem eksperymentéw, tak aby w momencie ich przeprowadzania
znajdowaly si¢ w wyktadniczej fazie wzrostu. Proces rozmrazania przebiegat
analogicznie jak w trakcie izolacji, z tg rdznicg, Ze po rozcienczeniu pozywki
mrozeniowej, odwirowaniu komorek 1 usunigciu supernatantu, powstaty osad
komorkowy zawieszano w $wiezej pozywce petnej, po czym komorki przenoszono do

odpowiedniego naczynia hodowlanego.

4.5 Przygotowanie naczyn hodowlanych do badan w modelu 2D

W ramach optymalizacji badan komoérek w hodowli adherentnej (2D),
zauwazono, ze nie wszystkie komoérki ulegajg adhezji do powierzchni wzrostu, co
utrudniato analizy m.in. przy wykorzystaniu barwien fluorescencyjnych. W trakcie
procedury barwienia wiele komorek ulegato odptukaniu. Dlatego w celu zwigkszenia
adhezji komorek naczynia hodowlane wykorzystywane do badan chemioopornosci,
migracji, czy testu zarastania rysy, pokrywano kolagenem (Corning, 354236) zgodnie z
protokotem zamieszczonym w ulotce producenta (firma Corning). Kolagen rozcienczano
do stgzenia 60 pg/ml w 0,02M kwasie octowym. W zaleznosci od zastosowanego
naczynia hodowlanego dodawano taka objetos¢ roztworu, ktora odpowiadata 6 pg/cm?
kolagenu. Pokryte kolagenem naczynia inkubowano przez godzing pod komorg
laminarng w temperaturze pokojowej, po czym powierzchni¢ wzrostu naczyn dwukrotnie
przemywano buforem PBS. Jezeli naczynie nie bylo wykorzystane od razu po
przygotowaniu, zalane buforem PBS przechowywano do kilku dni w warunkach

chtodniczych, zabezpieczone przed kontaminacja.
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4.6 Formowanie sferoidow 3D do analiz chemioopornosci i inwazgyjnosci

W ramach niniejszej pracy opracowano protokél formowania trojwymiarowych
sferoidow (3D) z wyprowadzonych linii komérek nowotworowych. Na podstawie serii
eksperymentow okreslono optymalnga wyjsciowa liczbe komoérek (5x10°) zdolng do
utworzenia pojedynczego, jednorodnego sferoidu o srednicy ok. 300 um, odpowiedniego
do prowadzenia dalszych analiz biologicznych (np. chemioopornos¢, inwazyjnosc).

Przygotowanie hodowli 3D wymagato zastosowania technik ograniczajgcych
przyleganie komodrek do powierzchni naczynia hodowlanego, co sprzyjato
spontanicznemu tworzeniu si¢ sfer. W tym celu zastosowano ptytki 96-dotkowe z
zaokraglonym dnem (tzw. U-bottom, VWR, 734-2782), ktére uprzednio pokryto
roztworem Poly-HEMA (Sigma Aldrich, P3932), zgodnie z procedurg opisang przez
Phung i wsp. (Phung et al. 2011).

Roztwér Poly-HEMA o st¢zeniu 120 mg/ml sporzadzono w 95% etanolu (roztwor
wyj$ciowy) 1 pozostawiono na noc na mieszadle magnetycznym w temperaturze
pokojowej do catkowitego rozpuszczenia polimeru. Roztwor roboczy przygotowywano
przez 24-krotne rozcienczenie 95% etanolem roztworu wyjsciowego. Do kazdego dotka
ptytki dodawano po 60 ul roztworu roboczego, ptytki pozostawiano do catkowitego
wyschnigcia w warunkach jalowych pod komorg laminarng. Bezposrednio przed
wysiewem komorek, plytki poddawano naswietlaniu promieniowaniem UV przez 30
minut (sterylizacja).

W trakcie wysiewania komorek do pozywki peinej dodawano roztwoér kolagenu,
ktory wspomagal agregacj¢ komorek i stabilizacj¢ formujacych si¢ sferoidow. Koncowe
stezenie kolagenu w kazdej studzience wynosito 12 ug/ml. Na ptytki przenoszono
zawiesing komorkowa, o obj. 100 pl na dotek i ggstoéci 5x10°, w czterech powtorzeniach
technicznych. Nastepnie ptytki wirowano przez 10 minut przy predkosci 500 x g, co
sprzyjato skupieniu si¢ komoérek na dnie studzienki i inicjalizacj¢ procesu formowania
jednej, dobrze zdefiniowanej sfery.

Po 24 godzinach inkubacji obserwowano wyraznie uformowane sferoidy, ktore

byty gotowe do dalszych analiz biologicznych.
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4.7 Analiza inwazyjnosci

Sferoidy, do analiz inwazyjnosci, przygotowywano jak opisano w punkcie 4.6.
W pierwszym etapie, po 24 godzinach, gdy sfery byly uformowane, usuwano 75 ul
pozywki z kazdego dolka, tak aby nie naruszy¢ znajdujacej si¢ na dnie sfery. Nastgpnie
dodawano 25 ul pozywki zawierajacej dodatkowo 14 mM NaOH oraz kolagen w st¢zeniu
2 mg/ml. Procedur¢ wykonywano na lodzie, aby op6zni¢ zelowanie kolagenu, ktore
ostatecznie odbywato si¢ jednoczesnie dla wszystkich sferoidow na danej ptytce podczas
wirowania (500 x g/15 min) w temperaturze pokojowej (RT). Po wirowaniu do kazdego
dotka dodawano 50 pL pozywki 1 obrazowano (czas To) przy zastosowaniu urzadzenia
Cytation 5 (Bio-Tek, USA). Kolejne obrazowania wykonywano po 24 (T1) oraz 48 (T2)
godzinach od zatopienia. Schemat doswiadczenia zostat przedstawiony na Rycinie 8. Po
ostatnim obrazowaniu sferoidy utrwalano dodajac po 10 ul formaliny (formaldehyd 38%)
do kazdego dotka, tak aby jej koncowe stezenie w dotku wynosito 10%. Nastepnie
sferoidy barwiono roztworem Gel Green (Biotium, #41005). W tym celu do dotkow
dodawano po 40 pl roztworu barwigcego 1x Gel Green (roztwor wyjsciowy 100X w
wodzie Mili-Q) w 2% roztworze Triton X-100 (Sigma Aldrich, X100) w PBS) w ten
sposob uzyskano koncowe stezenie poszczegolnych sktadnikéw: Triton X-100 0,5%, Gel
Green 10 000 razy rozcienczony w kazdym dotku. Ptytke inkubowano w ciemnosci przez
15 min po czym, bez odptukiwania roztworu barwigcego, wykonywano zdjecia przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego SpinSR10 (OLYMPUS, Japonia). Obrazowanie
prowadzono na obu urzadzeniach w trybie Z-stack (rzut w osi Z), polegajacym na
rejestracji serii obrazow kolejnych warstw sfery wzdluz osi Z, a nastepnie

wygenerowaniu projekcji maksymalnej w tej osi.
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Stopien inwazyjnosci oceniano w momencie pojawienia si¢ pierwszych oznak
migracji komorek poza obrgb sfery, obserwowanych na zdjeciach wykonanych w $wietle
przechodzacym w ciggu 48 godzin od momentu zatopienia sferoidu w macierzy
kolagenowej. Komorki, wykazujace migracje juz po 24 godzinach, klasyfikowano jako
bardzo inwazyjne; komodrki migrujace poza sferoid po 48 godzinach, jako inwazyjne;
natomiast brak jakichkolwiek oznak migracji komorek po 48 godzinach kwalifikowano

jako nieinwazyjne.

+25ul zelowanie
14 mM NaOH kolagenu
i / ‘E 2 mg/ml kolagen
-75 ul | 500x g
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Rycina 8. Schemat przedstawiajgcy proces zatapiania sferoidow w matrycy kolagenowej
oraz sekwencje etapow obrazowania wykorzystywang do analizy inwazyjnosci komorek.

Grafike wykonano w programie Biorender https://BioRender.com
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4.8 Analiza migracji komorek — test zarastania rysy in vitro

Do badan migracji, wykorzystywano ptytki 96 dotkowe NUNC (Thermo Scientific,
165305), ktore uprzednio pokrywano kolagenem (6pg/cm?) wedtug protokotu opisanego
w rozdziale 4.5. Do dotkéw plytki dopasowane byty specjalne silikonowe korki ORIS
(Platypus Technologies, LLC, CMAUS505), pozwalajace na przygotowanie, podczas
wysiewu komorek, rownej strefy migracji. Badanie wykonywano zgodnie z protokolem

producenta. Metodg¢ dziatania korkoéw przedstawiono na Rycinie 9.

1000 pim

Rycina 9. Schemat przedstawiajgcy zasade dziatania testu zarastania rysy z
wykorzystaniem korkow ORIS.

Obraz po lewej stronie przedstawia korek ORIS umieszczony w dotku hodowlanym wraz ze §wiezo
wysianymi komoérkami. Zdjecie wykonano przy uzyciu mikroskopu Leica DM IL LED (obiektyw 5x).
Obraz po prawej stronie ukazuje komorki w punkcie czasowym To, po usunigciu korka ORIS, utrwaleniu
oraz wybarwieniu cytoszkieletu aktynowego barwnikiem Actin Green (zdjgcie wykonano przy uzyciu

urzadzenia Cytation 5). Oba obrazy zostaly odpowiednio przeskalowane, aby umozliwi¢ porownanie
wielko$ci korka z obszarem pozbawionym komorek powstatym po jego usunieciu, skala - 1000 pm

Gestos¢ komorek do badan migracji zostata zoptymalizowana. Ostatecznie, do
doswiadczenia wykorzystywano 6x10* komérek/cm? czyli 1.8x10* komérek na dotek. Po
24 godzinach od wysiania komorek usuwano silikonowy korek, komoérki delikatnie
przemywano buforem PBS, dodawano 100 pl pozywki pelnej i inkubowano przez 24
godz. (5% CO,, 37°C). Po zakonczonej inkubacji odciggano pozywke, przemywano
komorki delikatnie roztworem PBS 1 pozostawiano ptytke do wyschnigcia pod komorg
laminarng. Nastgpnego dnia, komorki barwiono wykorzystujac odczynnik na bazie
faloidyny Actin Green (Thermofisher Scientific, R37110). Do kazdego dotka dodawano

40 pl roztworu Actin Green 20-krotnie rozcienczonego w 0,5% roztworze Triton X-100
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w PBS i pozostawiano na 15 min w temperaturze pokojowej w ciemnosci. Po tym czasie
roztwor odciggano. Nie wykonywano plukania, poniewaz warstwa utrwalonych komoérek
byta bardzo podatna na odklejanie i mogta zosta¢ odptukana. Komoérki obrazowano przy
uzyciu urzadzenia Cytation 5 (Bio-Tek, USA). Schemat catego doswiadczenia
przedstawiono na Rycinie 10. Analiz¢ obrazu przeprowadzano w programie Image J

(Wayne Rasband, National Institutes of Mental Health, USA).

O ® ©)

Umieszezeme wysterylizowanych Wysianie komorek w gestoscl Usunigcie korkéw 1 delikatne
korkéw w dolkach plytka 18 000 komorek/dolek przeplukame buforem PBS
s e 9
®
/
Inkubacja
N S

T 24 37 °C
J,I\LZAJ-gOdZ.&_? C

— Inkubacja
Migracja |
| SSSE— [-F
' 24 godz. g 37°C

Ti: 24 godz. To: wyjecie
pozniej korka

® © © @)

Odciagnigele pozywkil Utrwaleme poprzez Barwienie faloidyna- Obrazowanie
delikatne plukanie suszenle w komorze W ClemIl08c1
buforem PBS laminarnej _»
} Oﬂg;t_‘gv 01?1'; 1 i Odciagnigele
) - “ 7. rozltworu
/ ’ — (@) — ;

T 15 min.

Rycina 10. Schemat przeprowadzania analizy migracji komorek.

Grafike wykonano w programie Biorender https://BioRender.com

Szybkos$¢ migracji komorek okre§lano na podstawie zmiany promienia obszaru
niezajetego przez komorki miedzy czasem To a 24 godzinami po usuni¢ciu korka
blokujacego migracj¢. Zatozono, ze §rednica obszaru poczatkowego w czasie To jest stata
1 wynosi 2 mm (£ 50 um), co potwierdzono w trakcie opracowywania protokotu

eksperymentalnego.
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Szybkos¢ migracji (v) wyrazono w mikrometrach na godzing (um/h) i obliczono

zgodnie ze wzorem:

Gdzie:

e Ry)= ;" - promien obszaru niezaj¢tego przez komorki w czasie To

e R = \E - promien obszaru niezajetego przez komorki w czasie Ti (po 24

godzinach),

e So- pole powierzchni niezajete] przez komoérki w czasie To, obliczone w
programie Image].

e Si- pole powierzchni niezajete] przez komoérki w czasie Ti, obliczone w
programie ImageJ,

® t- czas inkubacji po usuni¢ciu korka, wynoszacy 24 godziny.

4.9 Przygotowanie roztworow chemioterapeutykow

Do badan, na podstawie dostepnej literatury, zostaly wybrane chemioterapeutyki o
roznym mechanizmie dzialania (Valdivia et al. 2021). Wzory strukturalne wybranych
zwigzkow przedstawiono na Rycinie 11, a schemat przygotowania roztwordw

wyjs$ciowych zawarto w Tabeli 7.

A B ®d C

Rycina 11. Wzory strukturalne chemioterapeutykow wykorzystanych w badaniach.

A- doksorubicyna, B- kabroplatyna, C- fosforan toceranibu
Wzory zaczerpnigto z bazy PubChem NCI [108-110]
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Tabela 7. Zwigzki wykorzystywane w badaniu oraz sposob ich przygotowania.

. . Fosforan
Zwiazek Doksorubicyna Karboplatyna Toceranibu
Producent MCE MCE Adooq
Nr Kkat. HY-15142 HY-17393 A15263
Masa molowa 579,98 g/mol 371,25 g/mol 494,45 g/mol
Stezenie
roztworu 30 mM 10 mM 2 mM
wyjsciowego
Rozpuszczalnik DMSO dH>O DMSO
Ki
Warunki -80°C. -80°C 20°C
przechowywania

Roztwory cytostatykdéw rozporcjowano w matych objetosciach i przetrzymywano
w odpowiednich temperaturach wskazanych przez producenta. Do analiz substancje byty
kazdorazowo rozmrazane w temperaturze pokojowej i wykorzystywane tego samego

dnia.
4.10 Analiza chemioopornosci komorek w modelu 2D

Badania nad chemioopornoscig prowadzono w ptytkach 96-dotkowych pokrytych
kolagenem (punkt 4.5). Komorki wysiewano w gestosci 3 x 10° komorek/dotek
(1 x 10%cm?) w pozywce petnej. Po 24 godzinach pozywke wymieniano na §wieza,
zawierajaca odpowiedni cytostatyk. Kazdy zwiazek testowano w trzech stezeniach, w
czterech powtdrzeniach technicznych. W kazdej serii doswiadczen kontrole stanowity
komorki nietraktowane, ktorym w dniu eksperymentu wymieniano jedynie pozywke.
Inkubacja komorek z cytostatykiem trwata 48 godz., po tym czasie komorki utrwalano i
wykonywano odczyt. Ze wzgledu na fakt, ze koncowym wynikiem byta liczba
wybarwionych jader komérkowych, nie stosowano kontroli typu blank.

W ramach opracowywania protokotu, dla linii komoérkowe; CMT 026 1
wyznaczono krzywe zalezno$ci dawka-efekt dla kazdego chemioterapeutyku. Nastgpnie
do pozostatych doswiadczen dobrano 3 st¢zenia, ktoére znajdowaly sie na przegieciu
krzywej (Rycina 12). Wybrane stezenia oznaczono odpowiednio zaczynajac od
najnizszego: Ci, C; oraz C; dla kazdego stosowanego cytostatyku, osobno dla hodowli

2D 13D (Tabela 8). Uzyskane warto$ci umozliwity okreslenie warunkéw dalszych analiz.
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Rycina 12. Krzywe zaleznosci dawka-efekt dla komorek CMT 026 1 po 48 godzinnej
inkubacji z wybranymi cytostatykami.

Do oceny przezywalnosci komoérek wykorzystano metodg barwienia jader komorkowych roztworem
barwinka DAPI. Na podstawie zliczonej liczby jader opracowano znormalizowane krzywe odpowiedzi
komoérek na zastosowane cytostatyki w dawkach: doksorubicyna: 3,35 nM-80 uM; karboplatyna:
488 nM-1 mM; fosforan toceranibu: 48 nM-100 nM.

Tabela 8. Wartosci C dla kazdego stosowanego cytostatyku w hodowli 2D.

Cytostatyk . Fosforan
W Doksorubicyna Karboplatyna Toceranibu

Ci 0,3 pM 100 uM 2,5 uM
C: 1 uM 250 uM 5 uM
Cs 4 uM 500 uM 15 uM

Inkubacje komorek z cytostatykami prowadzono przez 48 godzin w objetosci
100 pul pozywki na dotek. Po zakonczeniu inkubacji komoérki ptukano buforem PBS,
utrwalano w 10% roztworze formaliny przez 15 minut, ponownie plukano buforem PBS,
a nastepnie barwiono roztworem 4’,6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) (PanReac,
cA1001,0010) w stezeniu 2 pg/ml DAPI w 0,5% roztworze Triton X-100 w PBS przez
15 minut w ciemnosci. Po tym czasie roztwor z barwnikiem odciggano, dodawano 0,5%
roztwor Triton X-100 w PBS, zostawiano na 5 min, a nast¢pnie 2-krotnie ptukano dotki
buforem PBS. Nastepnie, bufor odciggano i dodawano do kazdego dotka 100 pl wody
Milli -Q. Do czasu obrazowania plytke przechowywano w ciemnosci w warunkach
chlodniczych. Wybarwione jadra komoérkowe obrazowano za pomoca urzadzenia
Cytation 5, a analiz¢ iloSciowa przeprowadzono z wykorzystaniem programu ImagelJ

(Wayne Rasband, National Institutes of Mental Health, USA).

4.11 Analiza chemioopornosci komorek w modelu 3D

Steroidy wysiewano w czterech powtorzeniach technicznych dla kazdego stezenia

badanego zwiazku, z zastosowaniem dwodch kontroli, pozytywnej i negatywnej, na
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ptytkach pokrytych Poly-HEMA (patrz pkt.4.6). Dla hodowli 3D wyznaczono wartos$ci
Ci.3 Tabela 9 dla doksorubicyny i karboplatyny dla liniit CMT 026 1 analogicznie jak w
analizie chemioopornosci 2D opisanej w podrozdziale 4.10. Dla fosforanu toceranibu w
zwigzku z utrudnionym oznaczeniem (autofluorescencja) wykorzystano dawki
dwukrotnie wyzsze dla Ci1i Cz (Rycina 13) niz dla analizy 2D. Dla dawki Csz ustalono
maksymalng ilo$¢ roztworu jaka mozna byto dodaé, gdzie rozpuszczalnik (DMSO) nie

wplywal negatywnie na zywotnos¢ komorek.
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Rycina 13. Krzywe zaleznosci dawka-efekt dla komorek CMT 026 1 po 48 godzinnej
inkubacji z wybranymi cytostatykami.

W tesScie wykorzystano metode barwienia jader komodrkowych roztworem barwnika Gel Green.
Catkowita fluorescencje, odpowiadajaca liczbie komorek martwych, zarejestrowano i wykorzystano do

opracowania znormalizowanych krzywych zaleznosci dawka—efekt. W badaniu zastosowano cytostatyki
w stezeniach: doksorubicyna: 3,35 nM - 80 uM; karboplatyna: 63 nM - 1,5 mM.

Tabela 9. Wartosci Cy-3 dla poszczegolnych cytostatykow stosowanych w hodowli 3D.

Cytostatyk . Fosforan
W Doksorubicyna Karboplatyna Toceranibu

Ci 1uM 380uM S5uM
C 2,5uM 750uM 10uM
GCs 5uM 1500uM 20uM

Do powyzszej analizy, jak i reszty do§wiadczenia komorki wysiewano w gestosci
5x10° na dolek w objetosci 100 pl pozywki petnej z dodatkiem kolagenu w
stezeniul2 pg/ml. Po 24 godzinach od uformowania si¢ sferoidow (opisane w
podrozdziale 4.6), dodawano cytostatyki w objetosci 50 pl w takim stezeniu aby osiggnac

odpowiednie stezenia koncowe. Do kontroli dodawano 50 pl pozywki petnej. Zwiazki
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przygotowywano w pozywce pelnej z dodatkiem kolagenu, (12 pg/ml). Inkubacje z
cytostatykami prowadzono przez 48 godzin, po czym do kazdego dotka dodawano 50 pl
roztworu barwnika Gel Green (Biotium, BTIU41005) rozcienczonego w pozywce pelnej
(rozcienczenie wyjsciowe 1:2500, rozcienczenie koncowe 1:10 000). Do kolumny z
kontrolg pozytywna dodawano 50 pul mieszaniny Gel Green w pozywce petnej z Triton
X-100 (koncowe stezenie 2%). Tak przygotowany uktad umozliwiat ocene intensywnosci
fluorescencji proporcjonalnej do liczby martwych komorek, przy czym najwyzszy sygnat
fluorescencji pochodzil z dotkow zawierajacych najwigkszg liczbe komorek martwych.
Kontrola pozytywna zawierajgca detergent umozliwita wyznaczenie maksymalnej
intensywnosci fluorescencji, dla probki reprezentujacej 100% martwych komorek.

Wyniki odczytywano na czytniku ptytek Spark (TECAN, Szwajcaria). Wykonywano
rowniez dokumentacje¢ fotograficzng przy wykorzystaniu urzadzenia Cytation 5. Do

analizy statystycznej wykorzystano dane ilo§ciowe uzyskane z czytnika ptytek.

4.12 Test klonogenicznosci

Test klonogeniczno$ci przeprowadzano na plytkach 6-dotkowych. Komorki
wysiewano w gestosci 5 x 10% na dotek i pozostawiano przez noc w inkubatorze w
standardowych warunkach hodowlanych. Schemat doswiadczenia obejmowat dwie
grupy: w trzech dotkach komorki traktowano cytostatykiem, natomiast komorki w
pozostatych trzech dotkach stanowily kontrole. W dotkach eksperymentalnych
stosowano doksorubicyne w stezeniu 500 nM przez okres 2 tygodni W tym czasie
pozywke wymieniano raz w tygodniu (w grupie kontrolnej stosowano pozywke petna, w
grupie badanej pozywke zawierajaca cytostatyk). Po upltywie dwoch tygodni,
wymieniono pozywke we wszystkich dotkach na §wieza pozywke peing. Inkubacje
kontynuowano przez kolejny tydzien. Po tym czasie komoérki utrwalano w formalinie i
barwiono roztworem Gel Green, analogicznie do procedury barwienia DAPI opisanej w
punkcie 4.10, zachowujac zgodno$¢ koncowego stezenia barwnika (1:10 000).
Intensywnos$¢ fluorescencji rejestrowano z catej powierzchni dotkow przy uzyciu

wielofunkcyjnego czytnika ptytek SPARK 10 (TECAN, Szwajcaria).
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4.13 [Izolacja RNA 7 materiatu biologicznego

RNA izolowano z tkanki o masie minimalnej 25-50 mg, ktorej sposob pobrania
opisano w podrozdziale 4.1. Pobrang tkanke, w przypadku wigkszej ilosci materiatu
porcjowano, wazono i zamrazano w ciektym azocie. Materiat biologiczny mrozono w
taki sposob, aby masa tkanki nie przekroczyta 100 mg.

Po rozmrozeniu, tkank¢ umieszczano na sterylnej szalce i w warunkach
chlodniczych rozdrabniano skalpelem. Do izolacji RNA wykorzystano komercyjny
zestaw Universal RNA/miRNA Purification Kit (EURx, E3599-01). Procedur¢ izolacji
prowadzono zgodnie z protokotem producenta.

Rozdrobniony materiat umieszczano w probowkach z kulkami LYSING MATRIX
D (ABO, 116913050), dodawano 300 pl buforu RL 1 homogenizowano mechanicznie
(Bertin Precellys Evolution Touch Homogenizer, Francja). Do homogenizacji tkanek
stosowano program dopasowany do tkanek twardych (6800 rpm, 3 razy przez 20 s, z
przerwami 30 s). Nastepnie dodawano 200 pl buforu LyseAll 1 postepowano doktadnie z
protokotem producenta. 1lo$¢ oraz czysto$¢ otrzymanego RNA okreslano poprzez pomiar
absorbancji na spektrofotometrze (DeNovix DS-11, USA) przy dlugosci fal 230, 260 oraz
280 nm. Czysto$¢ wyizolowanego materiatu okreslano poprzez warto$¢ stosunku
absorbancji przy dlugosciach 260/230 nm (zanieczyszczenia solami) 1 260/280 nm
(zanieczyszczenia biatkami). Material uznawano za wystarczajaco czysty dla obu
wartosci wigkszych od 1,8. RNA do czasu dalszych analiz przechowywano w

temperaturze -80°C.

4.14 Synteza cDNA i sekwencjonowanie transkryptu TP53

Reakcje odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) wykonano przy zastosowaniu zestawu
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, K1622), zgodnie
z protokotem producenta. Do kazdej reakcji uzyto 1 pg wyizolowanego RNA. Po
przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej przeprowadzano reakcje syntezy cDNA w
termocyklerze PeqSTAR (PeqLab,Niemcy) (Tabela 10) poprzez inkubacje mieszaniny w
42°C przez okres 1 godziny, a nastepnie zakonczenie reakcji poprzez podgrzanie do 70°C

przez 5 min.
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Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej do RT-PCR

Odczynnik Objetos¢ (ul) Inkubacja
Matryca RNA(1pg) X
Etap dHO 11-X
65°C /5’
I Oligo dT 1
Razem 12
5X reaction buffer 4
Et RiboLock 1
I*I‘p dNTP 10 mM 2 42°C /60”
RevertAid 1
Razem 20
Etap o ,
1 70°C /5

Otrzymang matrycg cDNA wykorzystywano bezposrednio do namnozenia
transkryptu 7P53 w reakcji PCR jak 1 do okreslenia ilosci transkryptéw badanych genow
w reakcji qPCR. Pozostaly material przechowywano do czasu dalszych analiz w
temp. - 80°C.

Namnazanie materiatu do sekwencjonowania genu 7P53 odbywato si¢ w ramach
standardowej reakcji PCR, w tym celu zaprojektowano odpowiednie sekwencje
nukleotydowe starteréw zsyntezowanych przez firm¢ Genomed SA (Warszawa, Polska).
Do reakcji PCR wykorzystywano startery cf-p53-ORF-F oraz cf-p53-ORF-R, w
przypadku sekwencjonowania wykorzystywano dodatkowy starter cf-p53-449-F (Tabela
11).

Tabela 11. Startery do reakcji PCR oraz sekwencjonowania.

Tm
Starter Rodzaj Sekwencja 0) Stezenie Dlugosé
cf-pS3-ORF-F  Forward CGCTCCCCTGAGGTTCG 54,3 100uM 17 nt
cf-pS3-ORF-R  Reverse GAGGGTGTGCGTGTTGGG 54,9 100uM 18 nt

cf-p53-449-F Forward CCATCTATAAGAAGTCGGAGTTCG 55,7 100uM 24 nt

Oczekiwana dtugos¢ produktu PCR 1163 bp; Tm — temperatura przytaczania si¢ starterow

Do reakceji PCR wykorzystano zestaw Phusion Green Hot Start II High-Fidelity
DNA Polymerase (Thermofisher Scientific, MANO0012397). Mieszaning reakcyjna
przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta (Tabela 12) a nastgpnie

przeprowadzano reakcje PCR w termocyklerze peqSTAR (Tabela 13).
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Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej qPCR.

Odczynnik ws;jeéicigise Stezenie robocze Objetos¢ [ul]/probke
Bufor 5X 1X 5
dNTP 10 mM 0,3 mM 0,8
cf-p53-ORF-F 10 uM 0,3 uM 0,8
cf-p53-ORF-R 10 uM 0,3 uM 0,8
Polimeraza 2 U/ul 0,5 U/ul 0,3
Matryca 2
ddH20 - 15,3
SUMA 25

Tabela 13. Warunki reakcji namnazania materiatu do sekwencjonowania.

ETAP Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja 98°C 30> 1
Denaturacja 98°C 10>
Przylaczenie 60°C 450 )

starterow

Elongacja 72°C 45>
Koncowa elongacja 72°C 5’ 1
Zakonczenie reakcji 4°C o0 1

Obecnos¢ produktu reakcji potwierdzano rozdziatem elektroforetycznym w zelu
agarozowym (1%) w buforze TAE (Tris-octan-EDTA, pH 8,3) z wykorzystaniem wzorca
wielkosci DNA (E3131-01, EURx) oraz znacznika DNA Gel Green. Elektroforeze
przeprowadzano przy napieciu 150 V przez 30 minut. Wynik rozdziatu archiwizowano
wykorzystujac urzadzenie ChemiDoc (Bio-Rad, USA).

Probki o potwierdzonej diugosci, widoczne w postaci pojedynczego prazka
oczyszczano bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej za pomoca zestawu PCR Clean Up
(Omegabiotek, D6492-02 E.Z.N.A.®) wg protokolu producenta. Ilo$¢ oczyszczonego
materialu oraz jego czysto$¢ (obecnos$¢ pojedynczego prazka na okreslonej wysokosci)
okre$lano poprzez barwienie Zelu agarozowego barwnikiem Gel Green, po czym

przeprowadzano ocen¢ intensywnosci fluorescencji uwidocznionych prazkow DNA w
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odniesieniu do wzorca wielkosci DNA jako wskaznika nie tylko wielkosci fragmentow
DNA ale réwniez jego stezenia. Do laboratorium Genomed wraz z prébkami i starterami
do sekwencjonowania metoda Sangera, dostarczano zdj¢cia prazkdéw, wzorca wielkosSci

oraz probek z odpowiednimi informacjami (Rycina. 14).

M
14-2 37-1
o
-
——
|
1kb 16 nglil |
0.75 kb =
0.50 kb —
0.25 kb e

Rycina 14. Rozdzial elektroforetyczny probek DNA na Zelu agarozowym (1%) z
wykorzystaniem wzorca wielkosci DNA (E3131-01, EURx).

Reprezentatywne zdjecie przedstawia rozdziat elektroforetyczny probek 14-2 oraz 37-1. Na podstawie
potilosciowej oceny stezenia DNA w poszczegolnych probkach do sekwencjonowania zaakceptowano
probke 37-1, natomiast dla probki 14-2 powtdrzono reakcje w celu uzyskania odpowiedniej ilosci
materialu, M - wzorzec wielko$ci

Otrzymane wyniki w postaci chromatogramow analizowano w programie Vector
NTI. Version 1.6.0 (Invitrogen Corporation, USA) w poszukiwaniu mutacji w
transkrypcie genu 7P53. Przykladowe chromatogramy =z sekwencjonowania

przedstawiono na Rycinie 15.

65



£3 Contig 1 (read-only)

510 5Z0 530

#» 45-1_449-F HT 6 c TC TG ALCLAELGTALGTOGLRCGGT CTTOGOSCCCTOGCC
TGoCTOCTGACLMLGTLHLGTOGLCGGTCTTOGOCOCOCCTIOCC

«45-1_ORF-R | 136

» 45-1_DRF-- e
T

Rycina 15. Chromatogramy probki CMT 045 1 uzyskane w reakcji sekwencjonowania
metodg Sangera.

Dla kazdej probki uzyskiwano trzy chromatogramy (po jednym dla kazdego startera), ktore nastepnie
sktadano w jeden contig i poréwnywano z sekwencja referencyjng NM_001389218.1 (NCBI).

Na rycinie przedstawiono chromatogramy uzyskane kolejno dla starteréw (od gory): 449-F, ORF-R oraz
ORF-F. W przypadku dostgpnosci kilku chromatograméw do analizy wybierano najbardziej
reprezentatywny. Dla przedstawionego fragmentu najlepsza jako$¢ uzyskano dla chromatogramu
pochodzacego ze startera ORF-F.

4.15 Ilosciowa analiza transkryptow metodg qPCR

Do oceny ekspresji genow zastosowano uprzednio otrzymane cDNA (pkt.4.14),
ktore postuzyto jako matryca w reakcji qPCR. Ilo$¢ traskryptow poszczegolnych gendw
oznaczano metodg TagMan, wykorzystujac dostgpne komercyjnie sondy dla
nastepujacych genow: TP53, ESR1, MAPT, FOXA1, MLPH, SLC3946, MYBL2, CCNE]I,
CDC20, CDH3, MDM?.

Dla genu PHGDH, w przypadku ktorego nie byta dostgpna gotowa sonda
komercyjna, zaprojektowano autorska sond¢ TagMan oraz odpowiednie startery.

wykorzystujagc  program GenScript  (https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-

tagman-primer-design-tool). Jako gen referencyjny wykorzystano 18S rRNA, dla ktoérego

zastosowano dedykowana sonde¢ referencyjna. Szczegodlowe informacje dotyczace
zastosowanych sond, wraz z numerami katalogowymi zestawiono w Tabeli 14.

Reakcje qPCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu HS-RTPCR (A&A
Biotechnology, 2017-2000P) zgodnie z protokotem producenta. Analizy wykonano przy
uzyciu aparatu QuantStudio 6 Flex (Thermo Scientific, USA). Warunki przeprowadzania

reakcji qPCR przedstawiono w Tabeli 15.
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Tabela 14. Zestawienie sond TagMan wykorzystanych w reakcji gPCR.

nr nazwa nr kat Symbol kolor
1 TP53 4331182 Cf02623148 m1 FAM-MGB
2 ESRI 4351372 Cf02741588 m1 FAM-MGB
3 MAPT 4331182 Cf02667486_ m1 FAM-MGB
4 FOXAl 4351372 Cf02703138 m1 FAM-MGB
5 MLPH 4351372 Cf02625501 m1 FAM-MGB
6 SLC3946 4351372 Cf02644701_ ml1 FAM-MGB
7 MYBL2 4351372 Cf02697063 m1 FAM-MGB
8 CCNEI 4351372 Cf02647505 m1 FAM-MGB
9 CDC20 4331182 C102648956 gl FAM-MGB
10 CDH3 4351372 Cf02662016 m1 FAM-MGB
11 MDM?2 4351372 Cf02675926 m1 FAM-MGB
PHGDH-CANIS2
Starter forward
,,  CTTCCATGAAGGACGGCAAG 4331348 APPRRAT v
Starter reverse Zaprojektowana -MGB
ACGGTCTTCATCCCAAAGGA sonda
Sekwencja sondy
CGAGTGGCCACCTCTCTCCCA
13 18S rRNA 4319413E Hs99999901 sl VIC-MGB
Tabela 15. Warunki reakcji gPCR.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja 95°C 15°20” 1
Denaturacja 95°C 15”

Przylaczenie 40
starterow i 60°C 307
elongacja
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https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Cf02648956_g1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351372
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Cf02662016_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351372
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Cf02675926_m1?CID=&ICID=&subtype=

4.16 Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikoOw przeprowadzono przy uzyciu
programu GraphPad Prism 10.0.0 wersja Windows (Dotmatics, GraphPad Software,
USA).

Dystrybucje  zmiennych dyskretnych, takich jak typ mutacji, typ
histopatologiczny, stopien zlosliwosci oraz inwazyjnos¢ nowotwordéw, analizowano za
pomoca testu chi-kwadrat (y?).

Dla danych liczbowych, obejmujacych m.in. szybkos¢ migracji komorek,
poziomy ekspresji transkryptow oraz wartosci parametrow chemioopornosci, dobor
metod statystycznych uzalezniono od spelnienia zatozen dotyczacych rozktadu
normalnego.

Rozktad normalny, oceniono testem Shapiro-Wilk. W przypadku danych o
rozkladzie normalnym stosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA, a
nastepnie test post-hoc Tukeya. W sytuacjach, gdy dane nie spetnialy zatozen rozktadu
normalnego, wykorzystywano test nieparametryczny Kruskala-Wallisa.

We wszystkich analizach statystycznych przyjeto poziom istotnosci p < 0,05 oraz

przedziat ufnosci na poziomie 95%
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5 Woyniki i analiza statystyczna

5.1 Materiat pozyskany do badan

Pozyskane guzy zostaly poddane badaniu histopatologicznemu, na podstawie
ktoérego okreslono ich typ oraz stopien ztosliwosci. Uzyskane informacje stanowily
podstawe do kwalifikacji materialu do dalszych analiz. Zmiany nienowotworowe,
rozrosty oraz nowotwory niewywodzace si¢ z gruczolu mlekowego, takie jak
mastocytoma czy nabloniak wtosowy, wykluczono z dalszych badan.

W trakcie realizacji projektu pozyskano lacznie 80 guzéw od 48 zwierzat.
Materiatl zbierano od 4 marca 2020 do 29 listopada 2021 roku. Cze$¢ guzdw, po
oczyszczeniu, okazata si¢ niewystarczajaca do przeprowadzenia niezbednych analiz,
dlatego do badan histopatologicznych wybrano najbardziej reprezentatywne okazy (Ryc.
1). Ostatecznie okreslono typ histopatologiczny dla 60 guzéw, z czego 52 guzy
zakwalifikowano do dalszych analiz jako nowotwory gruczotu mlekowego, ktore
pochodzity od 37 zwierzat. W tym, jedna suka byta pacjentkag dwukrotnie, dlatego
zabezpieczono materiat z 2 guzoéw pierwotnych oraz 1 wznowy z drugiej listwy. Nalezy
zaznaczy¢, ze u wspomnianej pacjentki kazdy guz charakteryzowal si¢ odmiennym
typem histopatologicznym.

Tabela 16 zawiera zestawienie zgromadzonego materialu badawczego oraz

wynikow analiz przeprowadzonych dla poszczegdlnych zmian nowotworowych.

Tabela 16. Liczba guzow i materiatu biologicznego pobranych od psow, wykorzystanych
w kolejnych etapach badan.

Rodzaj badania Liczba proébek/ pacjentek
Analiza histopatologiczna 60 guzow
Sekwencjonowanie 7P53 47 guzow
Analiza transkryptéow metoda qPCR 52 guzéw
Wyizolowane linie komdérkowe 32 guzéw
Calkowita liczba pacjentek w badaniu 47

Pacjentki, ktorych material zakwalifikowano do

badan 37
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Rycina 16. Przykladowe zdjecie z pobrania materiatu biologicznego.

Guz usuni¢ty w Klinice Bemowo dnia 4.01.2021; rak prosty cewkowo-brodawkowaty (Autor: lek. wet.

Magdalena Nowak).

Priorytetem bylo pozyskanie materiatlu biologicznego do przeprowadzenia
podstawowych badan histopatologicznych oraz analiz molekularnych. Badania in vitro
stanowity element uzupelniajacy, przeprowadzany wylacznie w przypadku guzow o
odpowiednio duzej masie umozliwiajacej uzyskanie wystarczajacej ilosci materiatu do
wszystkich zaplanowanych procedur, w tym izolacji komérek. Srednica pozyskanych
zmian nowotworowych miescita si¢ w przedziale od 0,5 cm do 16 cm. Kazdy pozyskany
guz mierzono oraz, w miar¢ mozliwosci, dokonywano dokumentacji fotograficznej.
Minimalna ilo$¢ materialu umozliwiajaca wykonanie pelnego zakresu analiz wynosita
250 mg. Szczegolne trudnosci stwarzaty guzy o $rednicy przekraczajacej 5 cm, ze
wzgledu na wyrazng heterogennos¢ strukturalng oraz problemy z uzyskaniem
reprezentatywnosci probek. W takich przypadkach osobno pobierano fragmenty z czgsci
peryferyjnej oraz centralnej (rdzeniowej) zmiany. Z uwagi na fakt, ze w materiale z czgsci
centralnej czesciej wystepowaty obszary martwicze, do dalszych analiz wykorzystywano
gloéwnie obwodowe fragmenty guza. Niewykorzystany material zabezpieczono w
warunkach umozliwiajacych jego uzycie w przysztosci.

W celu ograniczenia zmiennosci biologicznej oraz zapewnienia jednoznacznej
interpretacji wynikow, zdecydowano o pobieraniu jednego guza od kazdego osobnika ze
wzgledu na fakt iz u suk mogg jednocze$nie wystepowacé guzy o zréznicowanym typie
histopatologicznym oraz zmiany nienowotworowe, co uniemozliwia jednoznaczne
okreslenie kolejnosci ich powstawania. Przyktadem takiej sytuacji byta suka CMT 014
od ktorej pozyskano trzy zmiany: CMT 014 1 (rak zlozony), CMT 014 2 (rak
przewodowy) oraz CMT 014 3 (mioepithelioma ztosliwa). W Tabeli 17 przedstawiono
zestawienie liczby uzyskanych guzoéw z podzialem na typ histopatologiczny oraz ich

kwalifikacje do dalszych analiz.
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Tabela 17. Zestawienie typow histopatologicznych pobranych guzow
oraz ich kwalifikacje do dalszych analiz.

Typ histopatologiczny  Liczba guzow I;;::Zl;izl;a;i ?1:;1)
Rak 46 TAK
Guz mieszany 1 TAK
Gruczolak 2 TAK
Mioepitelioma 3 TAK
Mastocytoma 2 NIE
Nabloniak wlosowy 1 NIE
Rozrost 5 NIE

Suma 60 52

Istotnym  spostrzezeniem  wynikajacym z  przeprowadzonych  analiz
histopatologicznych, byto stwierdzenie, ze obecnos¢ zmian w obrgbie listwy mlecznej nie
jest réwnoznaczna z obecno$cig nowotworu. Jednocze$nie nie kazda zmiana
nowotworowa wykazywata zwigzek z gruczotem mlecznym. Zmiany takie jak
mastocytoma, nabtoniak wlosowy, czy nienowotworowe rozrosty stanowity okoto 13%
wszystkich przypadkow-

Sposrod guzoéw zakwalifikowanych do dalszych analiz, dominujaca grupe
stanowity raki (tac.: Carcinoma). Szczegdtowy podziat na typy histopatologiczne wraz z
liczba przypadkow przedstawiono w Tabeli 18. Wiekszos$¢ stanowity guzy o I stopniu

ztosliwosci (n = 27), nastepnie II stopnia (n = 12) oraz III stopnia (n=9).

Tabela 18. Typy histopatologiczne zebranych guzow gruczotu
mlekowego suk.

Nazwa polska Nazwa lacinska LlCZ’b a
guzow
Rak prosty Carcinoma simplex 17
Rak ztozony Carcinoma complexum 9
Rak w guzie
) Carcinoma mixtum 8
mieszanym
Rak lity Carcinoma solidum 6
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5.1.1 Dane kliniczne dotyczgce wystgpowania nowotworow gruczotu mlekowego u

suk w populacji warszawskiej

Zebrane dane kliniczne od pacjentek warszawskich klinik weterynaryjnych,
wykazaty, ze do rozwoju choroby dochodzi w wieku 5-9 lat dla ras duzych (6/9 guzow
duzych pséw) oraz 10-15 lat dla ras matych (22/28 guzéw matych psow).

Materiat do badan pobrano od suk nalezacych do réznych ras. Najliczniejsza
grupe¢ stanowity mieszance, jednak z uwagi na ich wewnetrzne zroznicowanie, grupa ta
nie zostata potraktowana jako jednorodna kategoria analityczna. Druga pod wzgledem
liczebnosci grupe stanowity suki rasy yorkshire terrier. Pozostate rasy, od ktoérych
pozyskano materiat do badan, obejmowaty: jamniki, beagle, cane corso, chihuahua,
buldoga francuskiego, gonczego polskiego, doga niemieckiego, husky, labradora, mopsa,
owczarka niemieckiego, pinczera miniaturowego, polskiego owczarka nizinnego,
shih - tzu, spaniela mysliwskiego polskiego oraz sznaucera olbrzymiego. Wiek suk, od
ktorych pobrano material do badan, miescit si¢ w przedziale od 5 do 15 lat.

W dniu 24.07.2022 podjeto probe uzyskania informacji o dalszych losach
klinicznych pacjentek, od ktérych pobrano guzy. Sposrod 37 suk objetych badaniem, od
27 uzyskano dane kliniczne, z czego: 19 suk przezyto ponad 6 miesiecy od wykonanej
mastektomii bez wznowy, 3 suki wykazaly nawrét choroby, jedna suka zostata uspiona z
powodu przerzutow a 3 padly z przyczyn niezwigzanych z rakiem gruczotu mlekowego.

W kilku przypadkach zaobserwowano rozwoj nowotwordw w pdzniejszym
okresie. U dwoch suk stwierdzono guzy nadnercza, natomiast u pozostatych
zidentyfikowano mastocytome oraz tagodny guz §ledziony.

Brak wznowy nowotworowej w okresie jednego roku od operacji stwierdzono u
11 pacjentek.

Znakomita wigkszo$¢ suk, od ktorych pobrano material do badan, nie zostata
wczesniej poddana sterylizacji (29/36). Odnotowano jedynie pojedyncze przypadki
nowotworow u suk sterylizowanych (7/36), dla jednej suki nie pozyskano danych o
sterylizacji. W czesci przypadkow nie uzyskano informacji klinicznych, poniewaz
wladciciele przestali si¢ zglasza¢ na wizyty kontrolne w klinikach, w ktérych
przeprowadzono operacje. Nie bylo mozliwe ustalenie, czy przyczyna byto padnigcie

zwierzgcia, czy zmiana placowki weterynaryjnej 1 lekarza prowadzacego.
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5.1.2 Opis wykrytych mutacji w genie TP53

Wynik sekwencjonowania uzyskano dla 47 guzéw. W przypadku 5 probek guzow
nie otrzymano dostatecznej ilosci produktu w reakcji PCR, aby mozliwe bylto
przeprowadzenie sekwencjonowania. Dlatego, z wyprowadzonych dla tych probek linii
komoérkowych wykonano dodatkowe izolacje RNA, przeprowadzono reakcje syntezy
cDNA (metoda RT— PCR), a nastgpnie wykonano reakcje PCR. Dzi¢ki temu udalto si¢
wykona¢ sekwencjonowanie dla probek z guzow: CMT 014 2, CMT 016 1,
CMT _ 020 1, CMT _036_1, CMT _ 037 _1.

Mutacje w genie TP53 wykryto w 7 sposrdd 47 zsekwencjonowanych probek co
stanowi okoto 15% analizowanego materiatu. Analiza statystyczna wykonana metoda
chi-kwadrat wykazata, istotng korelacj¢ pomiedzy obecnoscia mutacji a typem
histopatologicznym guza (Tabela 19, p=0,0121) oraz stopniem zlosliwosci nowotworu

(Tabela 20, p=0,0015).

Tabela 19. Zestawienie typow histopatologicznych zebranych guzow w
zaleznosci od statusu TP353.

Typ Status 7P53

histopatologiczny WTp53 MUTp53

Rak zlozony 9 0

Rak prosty 15 2

Rak w guzie mieszanym 8 0

Rak lity 3 3

Mioepitelioma zlosliwa 2 1

Rak mikrobrodawkowaty inwazyjny 0 1

o cechach raka zapalnego
MUTp53-obecna mutacja, Wip53- typ dziki

Tabela 20. Zestawienie guzow pod wzgledem stopnia ztosliwosci w
zaleznosci od statusu TP53.

Status 7P53
Stopien zlosliwoSci

WTp53 MUTp53
I 3 4
1l 11 0
I 22 2

MUTp53-obecna mutacja, W1p53- typ dziki
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Kazda z wykrytych mutacji nalezata do innego typu zmian genetycznych, co
wymagato zastosowania zrdznicowanej metodyki ich dalszej analizy. Zidentyfikowano
zard6wno mutacje missens, jak i delecje trzech kolejnych nukleotydéw skutkujace utratg
catlego aminokwasu, a takze insercje pojedynczych nukleotydow prowadzace do
przesunigcia ramki odczytu i w konsekwencji do calkowitej zmiany sekwencji biatka.
Powstale w ten sposob biatko moze charakteryzowac si¢ catkowicie odmienng sekwencja
1 wlasciwosciami. W zwigzku z powyzszym w dalszych analizach zdecydowano si¢ na
podzial mutacji ze wzgledu na ich typ, co umozliwilo przeprowadzenie bardziej

miarodajnej interpretacji wynikow (Tabela 21).

Tabela 21. Charakterystyka wykrytych mutacji w genie TP53.

Typ . . . Stopien

Nazwa guza mutacji Zmiana Typ histopatologiczny Adosliwosci

. Zmieniona Rak prosty cewkowo-
CMT_005_1 Insercja ramka odczytu brodawkowaty I

Zmiana Rak mikrobrodawkowaty
CMT_009_1 sensu Y2228 inwazyjny o cechach raka I
zapalnego

CMT 015_1* Zsr::S‘Ea T241P, R261C Mioepitelioma ztosliwa

. Zmieniona Rak prosty cewkowo-

*

CMT_016_1 Insercja ramka odczytu brodawkowaty I
CMT 020 1*  Delecja N118del Rak lity I
CMT 020 2*  Delecja N118del Rak lity I
CMT 046 1% Insercja ~_ 2Mmieniona Rak lity i

ramka odczytu

* guzy dla ktorych wyprowadzono linie komorkowe

Fragmenty chromatograméw z zaznaczonymi miejscami mutacji oraz
chromatogramem referencyjnym bez mutacji, przedstawiono w Tabeli 22.

Dwa guzy wykazaty obecno$¢ kilku mutacji. W przypadku probki CMT 005 1
chromatogram zawierat dwa naktadajace si¢ piki odpowiadajace adeninie i cytozynie (A
1 C, 175 nt) przed guaning. Stad opisano insercje i zmieniong ramke odczytu.

W prébce CMT 009 1 zidentyfikowano pojedyncza mutacje, gdzie w 665
nukleotydzie wystgpuja dwa piki dla adeniny 1 cytozyny (A 1 C). W tej prébce moga
wystepowac 2 allele, z czego w jednym wystgpita mutacja, w wyniku ktorej w sekwencji
aminokwasowe]j tyrozyna zostala zastgpiona seryng (Y222S). Probka CMT 015 1
zawierala 2 mutacje (721 nt A—C), w wyniku ktorych doszto do substytucji

aminokwasowej treoniny na proling (T241P) oraz (781 nt A—C) argininy na cysteing
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(R261C). Probki CMT 020 1 oraz CMT 020 2 pochodzacych od tej samej suki
charakteryzowaty si¢ taka sama mutacja. Delecja trzech nukleotydow (351 nt, 352 nt,

353 nt), adeniny, adeniny 1 cytozyny (kodon kwasu

tym przypadku

asparaginowego; AAC) N118del skutkowala usuni¢eciem kwasu asparaginowego z

w

sekwencji aminokwasowej biatka. W przypadku pierwszego guza do sekwencjonowania
wykorzystano materiat komorkowy, w drugim tkankowy. Préobki CMT 005 1
(174-175nt) CMT 016 1 (54—55nt) oraz CMT 046 1 (1110—1111 nt)

charakteryzowaly si¢ insercjami, prowadzacymi do catkowitej zmiany ramki odczytu, a

tym samym do pelnej zmiany sekwencji aminokwasowej p53.

Tabela 22. Chromatogramy z zaznaczonymi miejscami mutacji.

Guz MUTp53 WTp53
CMT 005 1 LCTCALGATHALATGCTCCGC ACTCAGATGATGCTCCC
Dwap_iki(ﬁa

A i C-insercja
(174-175 nt)

Pasnvdvlhefnaane

fppe e

CMT_009 1
Dwa piki dla
A'i C (665 nt)

CLTCCLLCTHMHCLLCTALCAL

CALTCCACTACLLCTALCALA

ATATATANA N AVATATAIATARS

CMT_015_1
Dwa piki dla
AiC (721 nt)

CCALTCCTCCCTLTCALTLOC

TAATATATAATA PAYCAYTAYAIA

CCALTCCTOCLALUCTLTOCLTIEZ

CMT_015_1
Dwa piki dla
CiT (781 nt)

TTGLGGTLY GCGTTTTGT

G G AL G ALCATCTTTIOC LG LL

G G L G LCATTTTTCLTGLA

CMT_016_1
Insercja T
(54-55 nt)*
CMT_020_1 CcCCToCTCCTSCALLGTTOGTT CCTCTOCOCTCLLCBLGTTG
Delecja CAA
353 nt)
CMT 0202 €°¢TCTCCTCALRGTTGTT | ccTCTCCTCRACLELAGTTG
Delecja CAA
S MM apan | AV sl
353 nt)
CMT 0461 T 4+ 44 222CTGLATGS T i L A L L LcCToLTOa
Inser_cjag
(1110 a
it x) LN NGO

Chromatogramy odczytano za pomoca programu Vector NTI;, *potencjalna insercja T
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5.2 Linie komorkowe wyprowadzone z pozyskanych w ramach pracy guzow

nowotworowych gruczotu mlekowego suk

W ramach pracy doktorskiej wyizolowano 32 populacje komorek z guzéw gruczotu
mlekowego suk. Otrzymane linie wykorzystano do przeprowadzenia analiz migracji,
inwazyjnos$ci, klonogeniczno$ci i chemioopornosci w modelach 2D i 3D. Wszystkie
analizy wykonywano na jak najnizszych pasazach (2 lub 3), aby jak najwierniej
odwzorowac¢ wtasciwosci komorek guza pierwotnego (pkt. 4.4).

Kazdg otrzymang populacje opisano pod wzgledem liczby uzyskanych komorek
w odniesieniu do masy guza oraz szybkosci proliferacji na wczesnych pasazach.
Wykonano réwniez dokumentacje fotograficzng wyprowadzonych linii w celu
scharakteryzowania morfologii komorek. Przyktadowe obrazy zaprezentowano na
Rycinie 17. Dokumentacje fotograficzng wykonywano na pasazu 0 (dzien po izolacji)
oraz na kolejnych pasazach, aby uwidoczni¢ ewentualne zmiany zachodzace w
morfologii komoérek w czasie trwania hodowli. Dzien po izolacji byly widoczne
zazwyczaj nieliczne kolonie, ktére w ciggu dwoch kolejnych dni zaczynaly sie
intensywnie namnaza¢. Na pozniejszych pasazach wiekszo$¢ wyizolowanych komoérek
wykazywata morfologie typowa dla komoérek mezenchymalnych (ksztalt wrzecionowaty
lub fibroblastoidalny, ptaski z wypustkami, o wielkosci ~200 pm). Miejscami
obserwowano obecno$¢ kilku subpopulacji komoérek, z ktorych w wyniku dhuzszej
hodowli jedna z nich zaczynata dominowa¢. Zjawisko to bylo szczegodlnie widoczne dla
populacji wywodzacej si¢ z guza CMT 020 1.

Opracowanie i optymalizacja protokoldéw do oceny migracji, inwazyjnosci,
klonogenicznosci oraz chemioopornos$ci wymagata utrzymywania wybranych populacji
w dlugotrwatej hodowli. Do dalszych badan wybrano komoérki pochodzace z guzow
CMT 020 1, CMT 025 1, CMT 026 11 CMT 028 1. Wyboru dokonano ze wzgledu
na duzg liczbe uzyskanych komoérek umozliwiajacg zbankowanie materiatu na niskim
pasazu 1 zapewnienie ciaggtosci hodowli, co umozliwialo ich wykorzystanie w
pozniejszych badaniach. Komorki tych linii cechowaty si¢ wysoka aktywnoscia
proliferacyjng 1 stabilnosciag wzrostu w czasie. Morfologi¢ czterech wybranych linii
komorkowych na pdZznym pasazu przedstawiono na Rycinie 18. Komorki z populacji
CMT 020 1 oraz CMT 026 1 charakteryzowaly si¢ najszybszym tempem wzrostu, a
ich morfologia ulegala wyraznym zmianom w miar¢ uptywu czasu. Pord6wnanie obrazow

wczesnego pasazu (Ryc. 17) z obrazami pdznego pasazu (Ryc. 18) wskazuje na
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zauwazalng transformacje ksztattu i organizacji komoérek. W pozniejszych pasazach
obserwowano zwigkszong nieregularno$¢ ksztattu, wydtuzenie komorek oraz zmiany w
rozmieszczeniu hodowli, co moze §wiadczy¢ o zmianach w adhezji miedzykomorkowej
i rosngcej heterogennosci populacji. Podczas, gdy linie CMT 020 1 oraz CMT 026 1w
miar¢ wzrostu liczby pasazy, wykazywaly coraz wigksza homogennos¢, tak CMT 025 1
oraz CMT 028 1 zachowywaly heterogennos¢.

Pasaz 0 Pasaz 1

CMT 016_1

CMT 020 1

CMT _026_1

CMT _045_1

Rycina 17. Mikroskopowy obraz morfologii komorek wyizolowanych z guzow CMT.

Zdjecia wykonano mikroskopem Leica DM IL LED, kontrast fazowy, powiekszenie 200X,
skala-100 pm
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Rycina 18. Mikroskopowy obraz morfologii komorek czterech wybranych linii CMT
po 90 dniach cigglej hodowli.

Zdjecia wykonano mikroskopem Leica DM IL LED, kontrast fazowy, powigkszenie 200X,
skala-100 pm

Rycina 19 przedstawia tempo wzrostu poszczeg6lnych linii, natomiast Tabela 23

zawiera zestawienie liczby podzialow komoérkowych, pasazy oraz czasu hodowli

wybranych linii.

501
\g 40- -e- CMT_020_1
© -= CMT_025_1
N 30+
3 -+ CMT_026_1
& 201 —~ CMT_028 1
N
o
104

0' T T 1

0 50 100 150

Dni hodowli

Rycina 19. Dlugoterminowa obserwacja wzrostu komorek CMT.

Wykres przedstawia zalezno$¢ liczby podziatow komoérkowych od czasu hodowli dla wybranych linii:
CMT 020 1, CMT 025 1,CMT 026 1 oraz CMT 028 1
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Tabela 23. Liczba podziatow komorkowych oraz koncowy pasaz
monitorowane w trakcie prowadzenia hodowli.

Ilos¢
Guz Dni w hodowli uzyskanych Koncowy pasaz
podzialéw
CMT_020_1 131 453 24
CMT_025 1 98 21,0 15
CMT_026_1 119 43,2 33
CMT_028 1 93 22,1 15

W populacji komérek CMT 020 1 po 5 pasazu zaobserwowano pojawienie si¢
subpopulacji komorek o morfologii przypominajacej komorki epitelialne (mate, okragte,
zdolne do wzrostu w zawiesinie). Komorki te wykazywaly tendencje do tworzenia
agregatow 1 wspodlnej migracji, zachowujac jednoczesnie zdolnos¢ do wzrostu zarowno
w postaci adherentnej, jak 1 zawiesinowe;.

Proces migracji udokumentowano wykonujagc seri¢ zdje¢ w Swietle
przechodzacym w odstepach co 30 min ciggu 24 godzin (mikroskop OLYMPUS IX73,
powigkszenie 100X, materiaty wideo dostepne pod adresami:

https://youtu.be/EapGkiJCALg 1 https://youtu.be/JzP6zki5SRpY. Dodatkowo badania

uzupeiniono o mikrofotografie komoérek wybarwionych barwnikami fluorescencyjnymi,
co umozliwito doktadniejszg wizualizacje ich struktury (Ryc. 20).

Dla porownania, w celu oceny odmiennosci morfologicznej linii CMT 020 1,
wykonano analogiczne barwienia komorek linii CMT 024 2, ktora prezentowata

strukture komorek o typie mezenchymalnym (Ryc. 21).
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Rycina 20. Reprezentatywne zdjecia komorek linii CMT 020 1 po 33. pasazu.

Panele A-D: mikrofotografie wykonane w kontrascie fazowym przy uzyciu mikroskopu Leica,
powigkszenie 200x;strzatkami zaznaczono widoczng tendencje komorek do tworzenia agregatow.
Panel E: mikrofotografia wykonana w $wietle przechodzacym, powigkszenie 40X mikroskop Nikon
ECLIPSE Ti2; przedstawia to samo pole widzenia, co panel F.

Panel F: obraz we fluorescencji, powigkszenie 40X, mikroskopu Nikon ECLIPSE Ti2. Zielona
fluorescencja (barwnik Gel Green) — jadra komorkowe; czerwona fluorescencja (barwnik ActinRed) —
cytoszkielet komorek. Skala-100 pm
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Rycina 21. Reprezentatywna mikrofotografia fluorescencyjna komorek CMT 024 2.

A. powigkszenie 40% (skala 1000 um), B. powickszenie 320x (skala 100 pm). Zdjecia wykonano przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olympus.

Zielona fluorescencja (barwnik Gel Green) — jadra komodrkowe; czerwona fluorescencja (barwnik
ActinRed) — cytoszkielet komorek.

Wszystkie 32 linie komodrkowe zostaly zabezpieczone w kriobanku 1
przechowywane sg w cieklym azocie. W Zalaczniku 1 przedstawiono szczegdtowsq
charakterystyke kazdej z linii obejmujaca: typ histopatologiczny, stopien ztosliwosci,

wielkos¢ guza, obecno$¢ mutacji oraz parametry inwazyjnos$ci i migracji.

5.2.1 Ocena inwazyjnosci

Analize zdolnosci sferoidow komoérkowych do inwazji przeprowadzono w
oparciu o seri¢ zdje¢ wykonanych w $wietle przechodzacym oraz ich projekcje w osi Z
(ang. Z-projection), umozliwiajaca oceng, w trojwymiarze, zachowanie komorek w
macierzy. Badania inwazyjnosci stanowity istotny element charakterystyki uzyskanych
linii komorkowych, gdyz odzwierciedlajg one zdolno§¢ komoérek nowotworowych do
przerzutowania 1 infiltracji otaczajacych tkanek, czyli kluczowy etap progresji raka.

Uzyskane obrazy pozwolily na jakosciowa klasyfikacje poszczegdlnych
sferoidow, a tym samym guzoéw z ktdrych wywodzit si¢ materiat komorkowy, do trzech
kategorii: bardzo inwazyjne, inwazyjne oraz nieinwazyjne. Przykladowe sferoidy
reprezentujace kazda z kategorii przedstawiono na Rycinie 22.

Brak inwazyjnos$ci stwierdzono w przypadku 10 sferoidéw uformowanych z

komorek wyizolowanych z réznych guzéw. W tej grupie znajdowalo si¢ 5 rakow
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ztozonych, 2 raki proste, 1 rak mieszany, 1 adenoma ztozona, 1 guz zlozony. W tym 4
zmiany miaty II stopnien ztosliwosci, 4 - I stopnien, a 2 nie mialy okre§lonego stopnia.
W grupie sferoidow nieinwazyjnych nie zidentyfikowano zadnego przypadku z mutacja
w genie TP53.

Grupg sferoidow inwazyjnych stanowito 13 probek, w tym 3 z mutacjg w genie
TP53. Wsrdd nich znalazto si¢ 5 guzéw o typie histopatologicznym raka prostego, 3 raki
mieszane, 2 raki lite, mioepitelioma ztosliwa, adenoma oraz 1 rak wewnatrzprzewodowy.
Z tej grupy 8 zmian miato I stopnien zlosliwosci, 2 zmiany II stopnien, 1 zmiana III
stopien 1 2 zmiany nie miaty okreslonego stopnia ztosliwosci.

Do kategorii bardzo inwazyjnych zakwalifikowano 10 sferoidow, sposrod ktorych
2 wykazywaty mutacje w genie 7P53. Pod wzgledem histopatologicznym grupa ta
obejmowata 3 raki lite, 1 rak przewodowy, 3 mioepiteliomy ztosliwe, 2 raki proste oraz
1 rak/mioepitelioma. W tej grupie stwierdzono przewage guzéw o 111 stopniu zto§liwosci
(n=4), poza tym odnotowano po 2 guzy II stopnia 11 stopnia oraz 2 guzy bez okreslonego

stopnia zlosliwosci.
To T T,

CMT 012 2
nieinwazyjny

rak w guzie o 4 o .
mieszanym, stopien ’ :
ztosliwosci 1, : .

WTp53

CMT _016_1
inwazyjny

rak prosty, stopien
ztosliwosci I,
MUTpS53

CMT_014_3
bardzo inwazyjny
mioepitelioma
ztosliwa,

W1p53

(== = —

Rycina 22. Zestawienie sferoidow z komorek wyizolowanych z guzow o roznym stopniu
inwazyjnosci.

Skala - 100 um; wielko$¢ sfer - okoto 300 um w T |
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Zestawienie zdje¢ tego samego bardzo inwazyjnego sferoidu w S$wietle
przechodzacym oraz fluorescencji przedstawiono na Rycinie 23, natomiast przyktady

inwazyjnych sferoidow CMT _020-1 i CMT 026 1 przedstawiono na Rycinie 24.

Rycina 23. Sferoid z komorek CMT 045 1, zakwalifikowany jako guz bardzo
inwazyjny.

Mioepitelioma ztosliwa, II stopien, W1p53.

A. zdjecie wykonane Cytation 5, §wiatto przechodzace, rzut w osi Z, powigkszenie 100X, B.- zdjgcie
we fluorescencji wykonane mikroskopem OLYMPUS , powigkszenie 100X, skala — 100 pum.

Zielona fluorescencja (barwnik Gel Green) — jadra komorkowe.

Rycina 24. Przyktad sferoidow inwazyjnych z widocznymi komorkami migrujgcymi.

A. sferoid z komérek CMT 20 _1; B. sferoid z komérek CMT 026 1.
Zdjecie wykonane mikroskopem OLYMPUS, powickszenie 100X, skala - 100 pm.
Widoczny sygnat fluorescencji (barwnik Gel Green) — jadra komorkowe.
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W kolejnym etapie oceniano zalezno$¢ pomiedzy cechami inwazyjnosci a trzema
parametrami: typem histopatologicznym, stopniem zto§liwosci oraz obecno$ciag mutacji
w genie TP53. Ze wzgledu na ograniczong liczbg prébek, do analizy statystycznej
potaczono kategorie sferoidow ,inwazyjne” i ,bardzo inwazyjne” w jedna grupe
sferoidow ,,inwazyjnych”. Analiza przy zastosowaniu testu chi-kwadrat wykazata istotng
korelacje¢  (p=0,005) pomiedzy zdolnoscia komoérek do inwazji a typem
histopatologicznym (Tab. 24 oraz Ryc. 25), czego nie potwierdzono dla zalezno$ci

pomiedzy inwazyjnos$cig a stopniem ztosliwosci (Tab. 25).

Tabela 24. Inwazyjnos¢ sferoidow a typ

81 mm Nieinwazyjne histopatologiczny.
2 Inwazyjne T
©© 6 yp . . . I .
_'g histopatologiczny Nieinwazyjne Inwazyjne
(]
‘Z 4 Rak prosty 2 7
o]
S 2] Rak zlozony 5 0
-l
0 J . Rak mieszany 1 3
‘00_,6 wo(\* 1?(\“‘ ‘5\6 Rak lity 0 5
Q \O' ~e? Q.’b
P S
& &

Rycina 25. Graficzne przedstawienie
liczby  sferoidow  inwazyjnych i
nieinwazyjnych w zaleznosci od typu
histopatologicznego.

Tabela 25. Zaleznos¢ zdolnosci do inwazji od
stopnia ztosliwosci.

Stro-p ier"l . Nieinwazyjne Inwazyjne
zloSliwosci
I 4 10
II 4 4
11 0 5

W ocenie zdolnosci do inwazji, w zaleznosci od statusu genu 7P53 nie uzyskano
istotnosci statystycznej (Tab. 26). Nalezy jednakze zaznaczy¢, ze wszystkie sferoidy
utworzone z komorek wywodzacych si¢ z guzéw obcigzonych mutacja 7P53
wykazywaly cechy inwazyjnosci, co moze sugerowac potencjalny wptyw tego genu na

zdolnos$¢ komorek do inwaz;ji.

84



Tabela 26. Status TP53 a zdolnos¢ do inwazji.

Status Niei . I .
TP53 ieinwazyjne nwazyjne
WTp53 8 16
MUTp53 0 5

MUTp53-obecna mutacja, WTp53- typ dziki

5.2.2 Ocena migracji

Analiza zdolnosci migracyjnych komorek nowotworowych, oparta na pomiarze
szybkosci przemieszczania si¢ komoérek w hodowli 2D, umozliwita porownanie ich
potencjatu ruchowego z wynikami testow oceniajacych wlasciwosci inwazyjne.

Ze wzgledu na predkos¢ migracji, komorki nowotworowe podzielono na 3 grupy:
grupa 1 obejmowata komodrki migrujace z predkoscig 0—7,7 um/h, grupa 2: 7,8—10,6 pm/h
1 grupa 3: 10,9-23 um/h. Uzyskane warto$ci skorelowano z wynikami testu inwazyjnosci,
jednak nie stwierdzono istotnej zaleznos$ci pomiedzy predkoscig migracji a zdolnoscia
inwazyjng. Co ciekawe, zaobserwowano, ze linie komorkowe o wysokim potencjale
inwazyjnym nie zawsze charakteryzowaly si¢ najwigksza szybkoscig migracji w hodowli
2D, tak jak komorki o duzej predkosci przemieszczania si¢ tworzyly sferoidy o
nieinwazyjnym fenotypie.

Przeprowadzono rowniez analize predkosci migracji w zaleznos$ci od typu
histopatologicznego.  Istotng  rdznicg¢  obserwowano  pomiedzy  komodrkami
wyizolowanymi z guzow raka mieszanego a raka litego (p=0,0378). Komorki
wyizolowane z guza raka mieszanego migrowaty najszybciej sposrod badanych typow,
natomiast najwolniejszy ruch obserwowano w przypadku komorek wyizolowanych z
raka litego. Powyzsza analiz¢ wykonano przy zastosowaniu testu nieparametrycznego
wielokrotnych poréwnan Kruskala - Wallisa (odpowiednik jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA)). Dla pozostatych badanych parametréw nie stwierdzono zalezno$ci
istotnych statystycznie. Obecno$¢ lub brak mutacji w genie TP53 rowniez nie miata
wplywu na predkos$¢ migracji komorek. Wyniki analizy predkosci migracji w zalezno$ci

od typu histopatologicznego przedstawiono na Rycinie 27.
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Ty T:
To CMT_014_3 CMT _040_1
v=4,2 nm/godz. v=18,2 nm/godz.

Rycina 26. Reprezentatywny obraz mikroskopowy komorek linii CMT 014 _3 oraz
CMT 040 1 z testu migracji.

Zdjecia wykonano po utrwaleniu i wybarwieniu komorek barwnikiem Actin Green. Powiekszenie 40X,
zdjecia wykonano wykorzystujac urzadzenie obrazujgce Cytation 5, skala- 1000 pm
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Rycina 27. Porownanie Sredniej predkosci migracji komorek nowotworowych o
roznym typie histopatologicznym.

Analizg statystyczng wykonano przy zastosowaniu testu nieparametrycznego wielokrotnych poréwnan
Kruskala-Wallisa. Predko$¢ migracji obliczono w pm/godz. * - istotno$¢ statystyczna dla p < 0,05.
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5.2.3 Ocena chemioopornosci komorek w modelu 2D

Analize¢ chemioopornosci przeprowadzano w celu okreslenia roéznic w
odpowiedzi komoérek nowotworowych na dziatanie wybranych chemioterapeutykow o
odmiennych mechanizmach dziatania, a badane parametry obejmowaty obecnos¢ i rodzaj
mutacji w genie 7P53, typ histopatologiczny guza oraz jego stopien zto§liwosci.

Przetestowane chemioterapeutyki (doksorubicyna, karboplatyna i fosforan
toceranibu) wykazaty zroznicowang skuteczno$¢ w zalezno$ci od badanej linii
komorkowej. Po przeprowadzeniu analizy catej badanej grupy nie wykazano istotnych
statystycznie zalezno$ci pomiedzy stopniem lub typem histopatologicznym guza,
statusem genu 7P53 a opornoscig komorek na chemoterapeutyki. Ze wzgledu jednak na
unikatowo$¢ badania oraz duzg zmienno$¢ odpowiedzi poszczegdlnych linii, uznano za
zasadne przedstawienie charakterystyki reakcji na chemioterapeutyki komorek z
mutacjami w 7P53 oraz porownanie ich do grupy odniesienia z dzikim typem genu (WT).

Zastosowanie roznych chemioterapeutykéw pozwolitlo zaobserwowaé wyrazne

roznice w skutecznosci ich dziatania w zaleznosci od obecnosci lub braku mutacji w genie
TP53. Grupa z dzikim typem genu (W7p53) byla jednak na tyle heterogenna, ze nie
wykazywala rozktadu normalnego, co uniemozliwilo przeprowadzenie pelnej analizy
statystycznej. Dla celow porownawczych wartosci z grupy W7p53 usredniono, a
uzyskane dane odniesiono do wynikéw linii komérkowych z mutacjg MUTp53.
W grupie WTp53 najwyzsza skutecznos¢ wykazywata doksorubicyna, nastepnie fosforan
toceranibu, a najstabsze dzialanie obserwowano dla karboplatyny. Trend ten byt
utrzymany przy dawkach C; 1 Ca. Przy wyzszych dawkach (Cs) najskuteczniejszy byt
fosforan toceranibu, natomiast karboplatyna w niektorych przypadkach nie wywierata
dzialania hamujacego na proliferacje. Pozostale dane mialy rozklad normalny, co
umozliwitlo wykonanie dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post-hoc
Tukeya dla dawek Ci, Cz 1 C3. Uzyskane wyniki, przedstawione na Rycinie 28, wskazuja,
ze guzy z mutacjami w genie 7P53 roznity si¢ istotnie wrazliwo$cig na poszczegdlne
cytostatyki.

Jak przedstawiono na Rycinie 28 dla stezen Ci.3, skutecznos$ci zahamowania
wzrostu komorek zalezata zaréwno od rodzaju zastosowanego cytostatyku, jak i od
indywidualnej wrazliwosci danej linii komorkowej. Dla dawki C; (Ryc. 28 Ci) linia
CMT 015 1 okazala si¢ najbardziej oporna sposrod wszystkich testowanych zwigzkow.

W tym przypadku obserwowano spadek zywotnosci po karboplatynynie o ~34 punkty
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procentowe, gdy po doksorubicynie spadek ten wyniost ~17 pkt procentowych,
karboplatyna wykazata wickszg skuteczno$¢ niz doksorubicyna (p=0,0239). Podobny
trend zaobserwowano w liniach CMT 016 1 i CMT 020 2, gdzie fosforan toceranibu
byt najmniej skuteczny, spadek przezywalnosci o ok. 50% i 17% odpowiednio, podczas
gdy doksorubicyna wywierata najsilniejszy efekt prowadzac do spadku przezywalnos$ci o
ok. 77% 1 47%, dla linii CMT 016 1 oraz CMT 020 2 odpowiednio. Dla linii
CMT _020 2 réznica migdzy odpowiedzig na fosforan toceranibu, a doksorubicyng¢ byta
istotna statystycznie (p=0,0301) 1 wynosita 28 pkt. procentowych.
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Rycina 28. Porownanie Zywotnosci komorek z obecng mutacja TP53 (MUT) do
populacji linii bez mutacji (WT) po ekspozycji 48 godz. na cytostatyki w dawce C;-Cs.

Analize statystyczng wykonano przy zastosowaniu dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z
testem post-hoc Tukeya. * wartosci istotne statystycznie dla p<0,05, ** warto$ci istotne statystycznie
dla p<0,01, *** wartoSci istotne statystycznie dla p<0,001, **** wartosci istotne statystycznie dla
p<0,0001.

Przy zastosowaniu dawki C; utrzymat si¢ ogdlny trend skutecznosci testowanych
zwigzkéw (Ryc. 28 (). Istotng obserwacja jest wyrazne ograniczenie wzrostu linii
CMT 015 1 po zastosowaniu wyzszej dawki fosforanu toceranibu, ktory wykazat
znacznie silniejsze dzialanie cytotoksyczne niz doksorubicyna (p=0,0167), z r6znica na

poziomie ok. 26 pkt procentowych. W przypadku tej samej linii karboplatyna okazala si¢
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bardziej skuteczna niz doksorubicyna (p=0,0003), prowadzac do obnizenia
przezywalnosci o kolejne 41 pkt. procentowych.

W linii CMT 020 2 zaobserwowano istotng popraw¢ odpowiedzi na
doksorubicyne, ktorej efekt dziatania byt znamiennie lepszy w stosunku do karboplatyny
(p=0,0048), roznica wyniosta ok. 24 pkt. procentowych. Dla linii CMT 046 1
zwigkszenie dawki fosforanu toceranibu réwniez prowadzito do istotnego spadku
przezywalnosci w porownaniu z doksorubicyng (p=0,0001), z r6znicg wynoszaca ok. 38
pkt. procentowych, przy catkowitym spadku przezywalnos$ci o ok. 83%.

Przy dawkach C; prawie we wszystkich przypadkach karboplatyna wykazywata
najstabszg aktywno$¢ z wyjatkiem linii CMT 015 1, gdzie najstabsze dziatanie
wykazywala doksorubicyna (Ryc. 28 C3). Zmiana trendu byla widoczna w przypadku
linii CMT 015 1, dla ktorej fosforan toceranibu okazal si¢ skuteczniejszy od
karboplatyny o niecate 7 pkt. procentowych (p=0,0152), a od doksorubicyny o prawie
16 pkt. procentowych (p=0,0114). Warto zaznaczy¢, ze dla tej samej linii doksorubicyna
dziatata stabiej niz karboplatyna (p=0,0093), z r6znicg 9 pkt. procentowych.

W przypadku linii CMT 020 11 CMT _ 20 2 uzyskano zblizong odpowiedz przy
dawkach Cs. Dla linii CMT 020 2 stwierdzono istotnie wyzszg skutecznos¢
doksorubicyny w porownaniu z karboplatyng (p=0,0008, roznica o ok. 28 pkt.
procentowych) oraz fosforanu toceranibu (p=0,0013 ro6znica o ok. 28 pkt. procentowych.
Z kolei dla linii CMT 046 1 najwyzsza skuteczno$¢ we wszystkich analizowanych
warunkach wykazywat fosforan toceranibu, ktorego aktywnos¢ istotnie przewyzszala

dziatanie karboplatyny az o ~ 41 pkt. procentowych (p=0,0367).

5.2.4 Ocena chemioopornosci komorek w modelu 3D

Analiza chemiooporno$ci w trojwymiarowych hodowlach (3D) zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem kilku komplementarnych metod pomiarowych,
umozliwiajacych ocen¢ zywych 1 martwych komorek w sferoidach nowotworowych.
Poza odczytem fluorescencji na czytniku plytek, zastosowano réwniez obrazowanie
mikroskopowe w $wietle przechodzacym oraz we fluorescencji, co pozwolito na
zobrazowanie martwych komoérek w strukturze sferoidu (Ryc. 29).

Wysoko przepustowa analiza byta mozliwa dzigki zastosowaniu czytnika ptytek
TECAN, natomiast wszystkie obrazy mikroskopowe poszczegdlnych probek zostaly

zarchiwizowane 1 mogg zosta¢ wykorzystane w przysztych analizach pordwnawczych.
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W trakcie badan zaobserwowano, ze fosforan toceranibu wykazuje fluorescencje
charakterystyczng dla kanalu GFP, w ktérym rejestrowano sygnat po barwieniu Gel
Green. Pomimo tego ograniczenia, zdecydowano si¢ kontynuowa¢ pomiary w tym
uktadzie, z uwagi na brak alternatywnej metody na danym etapie badan. Podjeto proby
zastgpienia barwnika Gel Green barwnikiem DAPI, ktére nie przyniosty
satysfakcjonujacych wynikéow ze wzgledu na niskg czuto$¢ odczytu, natomiast
standardowy test przezywalnosci z uzyciem roztworu resazuryny okazat si¢ réwniez

niewtasciwy, gdyz doksorubicyna wykazywata autofluorescencj¢ w tym samym kanale.

Stezenie doksorubicyny

1 uM (Cy) 2,5 uM (C») 5 uM (C3)

Kontrola

EY =

Rycina 29. Reprezentatywne zdjecia sferoidow nowotworowych traktowanych przez 48
godz. roznymi stezeniami doksorubicyny, z wyznakowanymi fluorescencyjnie martwymi
komorkami.

Natozono na siebie projekcje w osi Z uzyskane w dwoch kanatach, $wietle przechodzacym i

fluorescencji (GFP). Obrazowanie wykonano przy uzyciu oprogramowania Gen5 zintegrowanego z
urzadzeniem Cytation 5, powiekszenie 40X, skala - 200 pm.

Niemniej ten typ analizy powinien dawa¢ miarodajne wyniki dla doksorubicyny
oraz karboplatyny. Wynik odczytu fluorescencji na czytniku ptytek TECAN

zaprezentowano na Rycinie 30.
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Rycina 30. Porownanie zywotnosci komorek, z roznym statusem genu TP53 (WT vs
MUT), w hodowli 3D po ekspozycji trwajgcej 48 godz. na cytostatyki w dawce C>.

Analizg statystyczng wykonano przy zastosowaniu dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z
testem post-hoc Tukeya. ** wartosci istotne statystycznie dla p<0,01, **** wartosci istotne statystycznie
dla p<0,001.

W analizie odpowiedzi sferoidow na zwigzki w dawce C, zaobserwowano liczne
zaleznosci, cho¢ wigkszos$¢ nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej. Istotne efekty
wzgledem kontroli wykazano dla doksorubicyny, ktora prowadzita do spadku
przezywalnos$ci komorek o ok. 51 1 63 punktow procentowych dla WTp53 (p<0,0001) i
MUTp53 (p<0,0001), odpowiednio. W przypadku karboplatyny efekt byt nieco mocnie;j
widoczny, gdyz obserwowano spadek przezywalnosci o 72 1 89 punktow procentowych
dla WTp53 (p<0,0001) 1 MUTp53 (p<0,0001), odpowiednio. Generalnie karboplatyna, w
poréwnaniu z doksorubicyng, wykazywata silniejsze dziatanie w przypadku sferoidow
nowotworowych, szczegdlnie w tych z mutacja w genie 7P53. Nalezy zaznaczy¢, ze
obserwowana wrazliwo$¢ komorek, w badaniu chemioopornosci, w hodowli 2D 13D byta
odwrotna. W hodowli 3D to karboplatyna w dawce C, wykazywata silniejsze dzialanie
w poréwnaniu do doksorubicyny.

Pozostate analizy porownawcze nie wykazaty istotnych réznic statystycznych, co
prawdopodobnie wynika z duzego zrdéznicowania danych migdzy probkami i/lub zbyt
matej reprezentacji badanych prob. Niemniej jednak zaobserwowano wyrazng tendencje,
ze sferoidy pochodzace z komoérek posiadajacych mutacje w genie 7P53 byly mniej
oporne na stosowane cytostatyki, w poréwnaniu ze sferoidami z komodrek

nowotworowych z genem typu dzikiego. Jednak, aby potwierdzi¢ t¢ obserwacje
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konieczne bedzie przeprowadzenie badan na wigkszej liczbie probek, pozwalajacych

uzyskac istotnos¢ statystyczna

5.2.5 Ocena zdolnosci klonogenicznej komdrek

W badaniach oceniajacych zdolno$¢ komoérek do tworzenia kolonii nie wykazano
istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy zdolnoscig tworzenia kolonii, czyli
zdolnoscig komoérek traktowanych chemioterapeutykami do wznowy proliferacyjnej, a
typem histopatologicznym guza, stopniem jego ztosliwosci ani obecno$cig mutacji w
genie TP353.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zdolno$¢ do tworzenia kolonii moze by¢ cecha
niezalezng od podstawowych parametrow kliniczno-patologicznych. Moze ona wynikac
z r0znic w wewnetrzne] heterogennosci populacji komorek nowotworowych, a takze ze
zmiennego udziatu komorek macierzystych raka (ang.:cancer stem cells; CSC) w

poszczegblnych liniach.

5.3 Analiza ekspresji genow z panelu PAMS50 w guzach nowotworowych gruczotu
mlekowego suk - porownanie wartosci ACt w guzach o roznym statusie TP53 oraz

odmiennych cechach klinicznych

Analiza ekspresji genéw z panelu PAMS0 zostata przeprowadzona w oparciu o
wyniki reakcji qPCR. Dla kazdego genu obliczono ACt wzgledem transkryptu
referencyjnego 18S rRNA. Poczatkowo planowano analize porownawczg typu AACt,
jednak duza zmienno$¢ ekspresji pomigedzy guzami uniemozliwila uzyskanie
wiarygodnych warto$ci odniesienia. Dlatego przeprowadzono analiz¢ r6znic w $rednich
warto$ciach ACt migdzy grupami o réznym statusie genu 7P53 oraz stopniu zlosliwosci

histologicznej (Ryc. 31 1 32).
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Rycina 31. Poziomy transkryptow genow panelu PAMS50 w nowotworach gruczotu
mlekowego suk w zaleznosci od statusu genu TP353.

Analize statystyczng wykonano przy zastosowaniu dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem
post-hoc Tukeya. * wartosci istotne statystycznie dla p<0,05, ** wartosci istotne statystycznie dla
p<0,01, *** wartosci istotne statystycznie dla p<0,001.

Porownujac poziomy traskryptow dla poszczegdlnych genow panelu PAMSO0
pomig¢dzy nowotworami CMT zawierajagcymi mutacje w genie TP53 (MUTp53) a guzami
z genem TP53 typu dzikiego (WTp53), pomimo do$¢ duzej heterogennosci badanej
grupy, wykazalo istotne réznice w ekspresji trzech gendéw: ESRI (p=0,0009), MLPH
(p=0,0028) oraz MYBL2 (p=0,0267). Ekspresja genow ESRI i MPLH byla istotnie
wyzsza w nowotworach W7p53 w pordwnaniu z guzami zawierajagcymi mutacje 7P53
(MUTp53). Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku genu MYBLZ2, ktérego
poziom transkryptu byl wyzszy w guzach MUTp53.

W wielu probkach nie stwierdzono ekspresji genu FOXA1, w zwiazku z czym
marker ten pomini¢to w czgéci analiz. Dla pozostatych gendéw panelu PAMS0 nie
odnotowano statystycznie istotnych réznic pomigdzy poroOwnywanymi grupami.
Dotyczyto to rowniez genu 7P53, dla ktorego prog detekcji amplifikacji (Ct) byt zblizony
we wszystkich badanych probkach.
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Rycina 32. Poziomy transkryptow genow panelu PAMS50, dla ktorych stwierdzono
istotne roznice ekspresji w zaleznosci od stopnia ztosliwosci histopatologicznej guza
(1, 11 i I1).

Analize statystyczna wykonano przy zastosowaniu dwuczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z
testem post-hoc Tukeya. * wartosci istotne statystycznie dla p<0,05, ** wartosci istotne statystycznie
dla p<0,01, *** wartoSci istotne statystycznie dla p<0,001.

Porownanie poziomu transkryptéw badanych genéw pomiedzy guzami o roznym
stopniu ztosliwosci histopatologicznej (I-I1I1) wykazato statystycznie istotne rdéznice w
ekspresji kilku genow (Ryc. 32). Najwigksze zmiany zaobserwowano dla genu ESRI,
poziom jego transkryptu byt istotnie nizszy w guzach drugiego stopnia ztosliwosci (II) w
porownaniu do guzow z pierwszym stopniem (I) (p=0,0010), a takze w guzach III stopnia
w pordwnaniu z guzami [ (p=0,0120). Obnizony poziom ekspresji w nowotworach o
stopniu ztosliwosci II wzgledem I potwierdzono rowniez dla gendéw FOXA1 (p=0,0007)
oraz MLPH (p=0,0038). Dodatkowo dla genu MLPH zaobserwowano istotny spadek
poziomu transkryptu w guzach III stopnia w pordwnaniu z guzami w stopniu I
(p=0,0001). Stwierdzono réwniez istotng statystycznie rdznice w ekspresji genu CDH3
(p=0,0425) migdzy guzami w stopniu ztosliwosci I 1 II.

Na Rycinie 32 przedstawiono jedynie te geny, dla ktérych wykazano istotne
statystyczne rdznice poziomu transkryptu w zaleznos$ci od stopnia zlosliwosci. Guzy w

najwyzszym III stopniu ztosliwosci charakteryzowaly si¢ obnizonym poziomem
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transkryptow dla genow ESR 1 oraz MLPH, przy jednoczesnym podwyzszonym poziomie
ekspresji genu MYBL2. W nowotworach w stopniu ztosliwosci Il wykazano nizsza
ekspresje gendw ESRI, FOXA1, MLPH oraz CDH3 w pordwnaniu z guzami w stopniu L.
Z kolei poziom transkryptu genu MYBL2 w guzach Il byt istotnie nizszy niz w guzach w
stopniu III (p=0,0144). Ekspresja genu MYBL?2 narastata wraz ze stopniem zto§liwosci,
gdyz poziom MYBL2 w guzach III byt istotnie wyzszy niz w guzach w stopniu I, jednak

roéznica miedzy nowotworami w stopniach III i I nie osiggneta istotnos$ci statystycznej.
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6 Omowienie wynikow i dyskusja
6.1 Epidemiologia nowotworow gruczotu mlekowego suk w populacji Warszawy i

okolic

W pierwszej kolejnosci nalezy podkresli¢, ze nowotwory gruczolu mlekowego
stanowig jedna z najczesciej diagnozowanych chordb onkologicznych u suk, a ich
epidemiologia w duzym stopniu zalezy od struktury populacji pséw w danym regionie.

Badania prowadzone w populacji warszawskiej 1 okolicznej pozwolity na oceng
czgstosci wystepowania, typoéw histopatologicznych 1 stopnia ztosliwosci guzow w
odniesieniu do danych literaturowych.

Zgromadzony material obejmowat guzy wraz z pelnymi lub czeSciowymi danymi
klinicznymi, co umozliwito ich klasyfikacje 1 poréwnanie z wczes$niejszymi badaniami.
Opracowany system kwalifikacji pacjentek i klasytikacji guzow moze stanowi¢ punkt
wyjscia do planowania dalszych analiz oraz moze by¢ podstawg do projektowania
przysztych badan epidemiologicznych i translacyjnych.

Zroznicowanie badanej populacji wskazuje jednak na konieczno$¢ jej poszerzenia w
kolejnych latach, aby mozliwe byto wycigganie bardziej jednoznacznych wnioskow. W
szczegblnosci nalezy okresli¢ minimalng liczebnos$¢ prob w poszczegdlnych podgrupach
(np. u suk ras matych), co umozliwitoby lepsze uogdlnienia statystyczne. Wprowadzenie
dodatkowych kryteriow, takich jak wielko$¢ guza czy zakres dostepnych danych
klinicznych, mogtoby zwigkszy¢ jakos¢ materiatlu badawczego i umozliwi¢ jego bardziej
poglebiong analize.

Istotnym spostrzezeniem jest fakt, ze nie kazda zmiana zlokalizowana w obrgbie
listwy mlecznej wywodzi si¢ z gruczolu mlekowego. W niniejszym badaniu, w zebranym
materiale, oprocz guzow gruczolu mlekowego, stwierdzono réwniez obecnos¢ innych
nowotworow takich jak mastocytoma, czy nabtoniak wlosowy oraz zmian
nienowotworowych. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami Dolki i wsp. (2024), ktorzy w
szerokiej analizie obejmujacej 1447 przypadkow wykazali, Zze nienowotworowe rozrosty
stanowily okoto 5% wszystkich zmian. W niniejszej pracy odsetek ten byt nieco wyzszy
1 wynosil 8,3% (5/60). Réznice te moga wynika¢ z odmiennej wielkosci badanych
populacji oraz kryteriow kwalifikacji do badan histopatologicznych. Niezaleznie od tego,
uzyskane wyniki potwierdzaja zasadno$¢ przeprowadzania badaf histopatologicznych

kazdej zmiany, nawet je$li wystepuje ona w obrebie jednej listwy mlecznej, gdyz
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poszczegbdlne guzy moga wykazywac inny typ histopatologiczny, a w konsekwencji
odmienny fenotyp i odpowiedz na leczenie.

W analizowanej grupie nowotwordéw gruczotu mlekowego najczesciej stwierdzano
raka prostego (32,7%; 17/52 guzéw gruczolu mlekowego), raka ztozonego (17,3%; 9/52),
guza mieszanego (15,4%; 8/52) oraz raka litego (11,5%; 6/52). Lacznie raki stanowity
88,5% wszystkich zmian nowotworowych gruczolu mlekowego, co jest zgodne z
wynikami  Dolki 1 wsp. (83,3%). Odmienny udziat poszczegdlnych typow
histopatologicznych obserwowano natomiast w innych regionach $wiata. Przyktadowo,
w badaniu przeprowadzonym w Tajlandii (Jurutha et al. 2025) raki stanowity 16/31
(51,6%) pobranych guzéw, w tym jedynie trzy przypadki raka prostego.

Warto zauwazy¢, ze rozklad stopni ztosliwosci guzow przedstawiony w niniejsze;j
pracy doktorskiej roznil sie¢ od wynikéw opublikowanych przez Dolke 1 wsp. W
analizowanej grupie dominowaly guzy w I stopniu ztosliwosci (56,25%; 27/48),
natomiast u Dolki 1 wsp. najczesciej obserwowano guzy w I stopniu zto§liwosci (38,2%).
Moze to wynikac z r6znic w charakterystyce badanych populacji, ale wymaga to dalszej
analizy. Na stopien zlosliwosci wplywa przede wszystkim moment wykrycia nowotworu,
wczesniejsza diagnostyka zwigksza szans¢ na rozpoznanie zmian W mniej
zaawansowanym stadium. W prezentowanej pracy doktorskiej wigkszo$¢ pacjentek
stanowity mieszance bez udokumentowanej historii leczenia, czesto pochodzace z
adopcji, co moglo sprzyjaé péznemu rozpoznaniu nowotworu o wyzszym stopniu
zaawansowania/ztosliwosci w momencie diagnozy.

W innym badaniu, przeprowadzonym w Wielkiej Brytanii (Varney et al. 2023),
raki stanowity 21,3%, natomiast zdecydowang wigkszos¢ (78,8%) klasyfikowano jako
gruczolaki. Tymczasem, w niniejszej pracy liczebnos¢ guzow zaklasyfikowanych jako
gruczolaki to tylko 2/52, co stanowito niespetna 4%. Roznice te moga wynikaé z
odmiennych kryteriow klasyfikacji populacji psoOw objetej analiza oraz postepu
diagnostycznego w ostatnich latach, wyniki cytowanej pracy dotycza 2016 roku.

Z kolei w badaniu przeprowadzonym w Brazylii, podobnie jak w niniejszej
analizie, najczesciej wystgpowaly raki proste (36,51%), raki w guzie mieszanym (24%)
oraz raki ztozone (16,72%) (da Silva et al. 2023). Wyniki uzyskane przez zesp6t da Silvy
pozostaja stosunkowo zbiezne z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy.

Powyzsze analizy pokazuja, Ze tego typu badania powinno si¢ prowadzi¢ w ujeciu
regionalnym, poniewaz struktura populacji, warunki utrzymania oraz moment pierwszej

interwencji weterynaryjnej moga istotnie wplywaé¢ na rodzaj diagnozowanych

97



nowotwordw oraz ich stopien ztosliwosci w momencie wykrycia. Uwzglednienie tych
czynnikow w kolejnych projektach badawczych pozwoli na uzyskanie bardziej
reprezentatywnego obrazu epidemiologii CMT oraz na formulowanie wiarygodnych
wnioskow dotyczacych zastosowania tego modelu w badaniach translacyjnych.

Analizujac uzyskane wyniki pod katem przydatno$ci psa jako modelu
zwierzgcego w badaniach translacyjnych nad ludzkim rakiem piersi, nalezy uwzglednic,
ze w ostatnich latach diagnostyka raka piersi u kobiet ulegta znaczacej poprawie, co
przetozylo si¢ na wczesniejsze wykrywanie zmian nowotworowych. W praktyce
klinicznej u pséw brak jest badan przesiewowych, dlatego pacjentki do lekarza
weterynarii trafiajg zazwyczaj z do§¢ zaawansowanym guzem, znacznie wiekszym, o
heterogenne; budowie, nierzadko z martwiczym rdzeniem. Dla rzetelnej oceny
zasadno$ci wykorzystania psa jako modelu translacyjnego, wskazane bytoby zestawienie
wynikéw niniejszego badania z danymi epidemiologicznymi populacji kobiet
zgromadzonymi sprzed kilkudziesieciu lat, gdy metody diagnostyczne bylty mniej
dostepne.

Kolejnym istotnym aspektem badan byta analiza wieku i rasy pacjentek. Mediana
wieku w badanej populacji wynosita 11 lat, przy czym dla suk ras matych i $rednich 12
lat, a dla duzych ras 7,5 roku. W grupie mtodszych suk (5-9 lat) odsetek ras duzych
wynosit 50%, natomiast w grupie starszej (10—15,5 lat) juz tylko 12%. Uzyskane wyniki
sa zblizone do danych literaturowych, zgodnie z ktéorymi nowotwory gruczotu
mlekowego najczesciej rozwijaja si¢ u suk w wieku 8—10 lat (Muto et al. 2000, Sorenmo
et al. 2011). Chociaz w nowszych badaniach wskazywano median¢ wieku okoto 8 lat
(Varney et al. 2023), co moze sugerowac przesuni¢cie wieku diagnozy w zaleznosci od
populacji 1 poprawy metod diagnostycznych. Rozbieznosci te moga rowniez wynikacé z
udziatu wigkszego odsetka psow ras duzych w analizowanej grupie. Struktura rasowa
badanej populacji wykazywata przewage mieszancow (29,7%; 11/37) oraz yorkshire
terrierow (24,3%; 9/37). W analizie uwzgledniono réwniez jamniki (ok. 5%) oraz
pojedyncze przypadki innych ras. Nadreprezentacja yorkshire terrierow nie zostata
jednak uznana za dowod genetycznej predyspozycji, a raczej za odzwierciedlenie
popularnosci tej rasy w Polsce w latach poprzedzajacych badania. Zjawisko to
potwierdzono w konsultacjach z lekarzami weterynarii i mogto ono dodatkowo wynikaé
z faktu, Zze mate rasy psow czeSciej zyja w warunkach domowych, co sprzyja
wczesniejszemu wykrywaniu zmian nowotworowych przez wilascicieli. Warto zauwazy¢,

ze w badaniu Dolki i wsp., zawierajacym wyniki z materialu gromadzonego w latach
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1996-2019, psy rasowe stanowity 72,8% populacji, podczas gdy w niniejszej pracy
przewazaly mieszance (Dolka et al. 2024). Rdéznica ta moze by¢ czgsciowo zwigzana z
rosnacg liczba adopcji psow w Polsce, co potwierdzaja raporty Glownego Inspektoratu
Weterynarii z lat 2020 1 2022, chociaz brak jest szczegdélowych danych dotyczacych
struktury rasowej adoptowanych zwierzat.

Nalezy pamictaé, ze struktura rasowa danej populacji moze znaczaco roznié si¢ w
zalezno$ci od regionu, co wymaga precyzyjnego okreslenia dominujacych ras w
kolejnych badaniach oraz uwzglednienia tego czynnika przy analizie predyspozycji
rasowych do wystepowania okreslonych typow nowotwordéw. Niniejsze badanie nalezy
traktowac jako pilotazowe, wyznaczajace kierunki dalszych analiz 1 stanowigc podstawe
do formutowania nowych hipotez badawczych.

Interpretacje wynikow utrudniatlo znaczne zrdznicowanie historii klinicznej
pacjentek. Cze$¢ zwierzat pochodzita z adopcji, co ograniczalo dostep do informacji na
temat wczesniejszego leczenia, przebytych cigz, czy momencie pojawienia si¢
pierwszych zmian. Braki te utrudniajg petlng analiz¢ 1 ograniczajg mozliwos¢ pelnego
poréwnania z danymi literaturowymi. W przysztych badaniach nalezatoby uwzgledni¢
standaryzacj¢ gromadzonej dokumentacji klinicznej oraz kwalifikacji pacjentek
uwzgledniajgc  doktadng histori¢ leczenia oparta o wyniki badan (parametry
hematologiczne 1 biochemiczne krwi, RTG, USG itp.). Warto rowniez rozwazy¢
poszerzenie diagnostyki o badanie wegztow chlonnych 1 ocen¢ podtypéw molekularnych,
co zwigkszyloby warto$¢ translacyjng uzyskanych danych.

Dodatkowym ograniczeniem byta niemozno$¢ jednoznacznej oceny skutecznos$ci
mastektomii w leczeniu nowotworow gruczolu mlekowego. W niniejszej pracy nie
odnotowano wznowy po roku u 11 pacjentek, a u 19 brak bylo wznowy w ciggu szesciu
miesigcy, jednak niewielka liczebno$¢ grupy oraz jej heterogenno$¢ kliniczna nie
pozwalaja na wyciagganie ostatecznych wnioskow. W literaturze takze brakuje
szczegOtowych analiz uwzgledniajacych wieloogniskowo$¢ zmian w obrgbie jednej
listwy mlecznej, nie wiadomo, czy wynika to z faktycznej rzadkosci takich przypadkow,
czy tez ograniczania badan do najwigkszego guza. Jest to obszar wymagajacy dalszej
eksploracji, ktory nie tylko pozwoli na pehiejsza analiz¢ poréwnawcza pod katem
epidemiologicznym, ale réwniez mogtby dostarczy¢ dodatkowych argumentéw w ocenie

zasadnos$ci wykorzystania modelu CMT dla badan nad rakiem piersi u kobiet.
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6.2  Indywidualna charakterystyka mutacji genu TP53 w kontekscie modelu

translacyjnego

W przeprowadzonych badaniach wykryto mutacje genu 7P53 w 7 sposrod 47
zsekwencjonowanych guzow sutka suk, co odpowiada niecatym 15% analizowanej
kohorty. Odsetek ten jest nizszy niz w niektorych wezesniejszych badaniach, w ktérych
odnotowano warto$ci na poziomie 30% (Chu et al. 1998) oraz 58% (Sakthikumar et al.
2024). Jednoczesnie uzyskany wynik jest zblizony do badania Muto 1 wsp. (2000), ktorzy
po przeprowadzeniu analizy 63 probek stwierdzili obecno$¢ mutacji w 20% przypadkow.
Co istotne, w pracy Alsaihati 1 wsp. (2021), obejmujacej najwigksza do tej pory kohorte
(408 probek), mutacje w genie TP53 wystepowaty zaledwie w 5% przypadkow (Alsaihati
et al. 2021). Zaobserwowane rozbieznosci moga wynika¢ z rdznic w wielkosci
analizowanych grup, zastosowanych metodach badawczych oraz z przyjetych kryteriow
histopatologicznych.

Na etapie planowania eksperymentu zaktadano frekwencj¢ mutacji u suk zblizong
do tej obserwowanej u ludzi, tj. okoto 33% (na podstawie danych The Cancer Genome
Atlas — TCGA). Z tego wzgledu oszacowano, ze minimalna liczba guzoéw powinna
wynosi¢ 50 (przy poziomie istotnosci o = 0,05 i mocy testu 0,95). Ostatecznie uzyskano
dane dla 47 guzow, czyli nieznacznie mniej niz zakladano. Cho¢ RNA zostato
wyizolowane z 52 probek, w kilku przypadkach ilo$¢ transkryptu 7P53 byta zbyt niska,
aby mozliwe byto przeprowadzenie analizy. Doswiadczenie to wskazuje, ze przy
planowaniu badan w przysztych projektach nalezy uwzglednia¢ wicksza kohorte
wyjsciowa, z uwzglednieniem marginesu utraty probek na poziomie ok. 20%. W praktyce
oznacza to, ze dla uzyskania wiarygodnych danych dla ~50 guzéw, nalezatoby rozpoczaé
badania od co najmniej 6065 przypadkéw, z pelng dokumentacjg kliniczno-patologiczng
oraz wystarczajaca ilo$cig materialu do analiz histopatologicznych, molekularnych i in
vitro.

Niemniej jednak, sposrdd 47 zsekwencjonowanych probek DNA wyizolowanych
guzéw, w 7 stwierdzono mutacje w transkrypcie 7P53. W Tabeli 26 przedstawiono
mutacje w psim 7P53 wykryte w niniejszej pracy oraz odpowiadajace im analogiczne
zmiany opisane w genie ludzkim.

W przeprowadzonym badaniu wszystkie wykryte mutacje byly unikalne i
zlokalizowane w ro6znych miejscach transkryptu 7P53. Z tego powodu poszczegdlne

zmiany analizowano indywidualnie. Warto podkresli¢, Zze pomimo ograniczonej
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liczebnosci probek udato sie wykazac istotng korelacje miedzy obecnosciag mutacji a
typem histopatologicznym, jak i stopniem ztosliwosci guzow, takich zalezno$ci nie
stwierdzono w badaniu Muto 1 wsp. (2000). Nalezy jednak pamigta¢, ze uzyskane wyniki
mogg by¢ uwarunkowane réznicami w zastosowanej klasyfikacji histopatologicznej,
metodzie pobierania probek oraz heterogennoscia guzow, szczegéle tych o wigkszych
rozmiarach, w ktorych reprezentatywne pobranie tkanki moze by¢ utrudnione.

W przedstawianej pracy zdecydowano si¢ na analiz¢ poszczegdlnych mutacji
indywidualnie, poniewaz kazda z nich byta unikalna 1 wystgpowala w innym miejscu w
transkrypcie, co mogto warunkowa¢ odmienny fenotyp komoérkowy. Takie podejscie
pozwolito réwniez na dokladniejsze okreslenie potencjalnych konsekwencji
funkcjonalnych analizowanych mutacji.

Na szczegdlng uwage zastuguje przypadek probek CMT 020 1 oraz
CMT 020 2, w ktorych wykryto identyczng delecje, co moze wskazywa¢ na wspdlne
pochodzenie obu guzéw lub obecnos¢ przerzutéw. Co istotne, obecnos¢ tej samej mutacji
zarbwno w materiale tkankowym, jak 1 hodowli komorkowej potwierdzita stabilno$¢
zmian w trakcie namnazania komorek in vitro.

Poréwnanie z danymi literaturowymi wskazuje, ze w dotychczasowych badaniach
u suk dominowaty mutacje zmiany sensu (ang.: missense) oraz nieliczne mutacje
nonsensowne i ciche (ang.: silent) (Muto et al. 2000, Lee ef al. 2004). W niniejszej pracy
wykryto gléwnie mutacje zmiany sensu, jednak Zzadna z nich nie pokrywata si¢ z
mutacjami wczesniej opisanymi. Szczegbétowa analiza wykazata, ze dla wielu
zidentyfikowanych wariantow mutacji istnieja ludzkie odpowiedniki zarejestrowane w
bazach danych, takich jak TCGA oraz IARC TP53 Database, zar6wno w przypadku raka
piersi, jak 1 innych typoéw nowotwordw. Na obecnym etapie badan nie bylo jednak
mozliwe jednoznaczne okreslenie wptywu tych zmian na strukturg przestrzenng i funkcje
powstatego bialka.

Ze wzgledu na roznorodno$¢ zidentyfikowanych mutacji, wyciaganie
jednoznacznych wnioskéw dotyczacych ich zwigzku =z konkretnym typem
histopatologicznym lub stopniem zto§liwosci nowotworu byloby nieuzasadnione.
Niemniej jednak, interesujacym spostrzezeniem jest fakt, ze sposrdd siedmiu guzéw
zawierajacych mutacje, cztery charakteryzowaty sie III stopniem ztosliwosci, a jeden (bez
okreslonego stopnia) zostat sklasyfikowany jako mioepitelioma zlosliwa. Pozostale dwa

guzy wykazywaly I stopien ztosliwosci.
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Z powyzszych wzgledow zasadne wydaje si¢ prowadzenie szczegdtowej analizy
pojedynczych mutacji, z uwagi na ich potencjalne znaczenie biologiczne i translacyjne.
Pomimo braku rozbudowanej literatury dotyczacej psich pacjentdw, czesé
zidentyfikowanych mutacji, a przynajmniej ich ludzkie odpowiedniki, zostata juz opisana
w badaniach onkologicznych.

Tabela 26. Mutacje genu TP53 wykryte w guzach sutka suk w porownaniu z ludzkimi

odpowiednikami oraz odpowiadajgce im linie komorkowe wyprowadzone w niniejszym
badaniu.

Mutacja w genie Ludzki odpowiednik mutacji (kodon / typ Wyprowadzona
TP53 u psa nowotworu wg baz TCGA/IARC) linia komérkowa
N118del N131del - rak szyjki macicy (linia SKS), CMT 020 1
rak jajnika, nerki, zotadka CMT 020 2
Y2228 Y234S - rak ptuca (TCGA-LUSC) CMT 009 1
T241P T253P - rak trzustki (linia Sui71), rak jajnika CMT 015 1

R273C - hotspot TP53

R261C T 2 . CMT 015 1
rak piersi, oporno$¢ na terapie - -

Insercje Insercje w TP53 - linia MDA-MB-436 gl\l\ﬁi_g(l)g_i

(rak piersi, typ bazalny) CMT:O 4 6:1

W celu identyfikacji i1 opisu konkretnych mutacji oraz ich ludzkich
odpowiednikow dla psich wariantow genu 7P53 postluzono si¢ bazami danych:

NCI (https://tp53.cancer.gov/) oraz TCGA.

Kolejna mutacja, N118del, czyli delecja catego kodonu dla asparaginy, zostata
wykryta w guzach CMT 020 1 oraz CMT 020 2. Odpowiadajagca mutacja w genie
ludzkim (N131del) zostata wczesniej opisana w kilku przypadkach nowotworéw u ludzi.
Jedna z linii komorkowych z tg mutacjg (SKS), wyprowadzona z raka szyjki macicy (typ
drobnokomorkowy), zostata szczegdtowo scharakteryzowana przez Sage 1 wsp. (2001).
Linia SKS wykazuje fenotyp bardzo podobny do obserwowanego dla linii CMT 020 1
na pozniejszych pasazach, w tym czgsciowo zawiesinowy charakter wzrostu i tendencje
do tworzenia agregatow komorkowych. Czas podziatu komorek w obu przypadkach jest
réwniez zblizony (44 godz. dla SKS 146 godz. dla CMT_020 1). Komoérki SKS poddano
dziataniu sze$ciu cytostatykoéw, jednak Zzaden z nich nie pokrywal si¢ z substancjami
testowanymi w niniejszej pracy, co uniemozliwia bezposrednie poréwnanie uzyskanych
wynikow. Zarowno nowotwor, z ktorego wyprowadzono lini¢ SKS, jak 1 guz

CMT 020 1, wywotywaty chorobeg o agresywnym przebiegu doprowadzajac do $mierci
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gospodarza. W momencie operacji u suki, z guzem CMT 020 1, stwierdzono przerzuty
do weztow chlonnych pachowych dlatego w dwa miesigce pdzniej zostata uspiona.
Natomiast pacjentka, od ktorej wyprowadzono lini¢ SKS, zmarla trzy miesigce po
zabiegu w nastepstwie rakowego zapalenia otrzewnej i optucnej, bedacego wynikiem
rozsiewu komorek nowotworowych. Analiza kariotypu wykazata, ze komorki linii SKS
zawierajg 50-56 chromosomow, co sugeruje, ze takg analiz¢ warto by bylo wykonaé dla
liniit CMT _020 1, w raz z oceng jej stabilnosci genetycznej. W przysztosci nalezatoby
lepiej, bardziej szczegotowo scharakteryzowac t¢ lini¢, gdyz moze stanowi¢ cenny psi
odpowiednik dla ludzkiego modelu nowotworowego z tg samg mutacja.

Z innych danych literaturowych wynika, ze mutacja N131del zostata rowniez
opisana w dwoch przypadkach raka jajnika (Bi et al. 2020, Devor et al. 2017), a takze w
raku nerki (Wegert et al. 2017) oraz zotadka (TCGA-STAD). W pracy Bi i wsp. (2020)
przeprowadzono modelowanie strukturalne biatka p53 z takg mutacja 1 wykazano, ze
powoduje ona utrate interakcji stabilizujacych struktur¢ domeny wigzacej DNA,
szczegOlnie w regionach S10-S2'-S2-H2, w tym utrat¢ potaczen hydrofobowych z L130
oraz wigzan cynkowych, co skutkuje obnizong zdolno$ciag do wigzania DNA (Bi et al.
2020). W badaniach Wegert i wsp. oraz Devor 1 wsp. stwierdzono, ze mutacja wigzata si¢
ze zwigkszonym poziomem biatka p53 (Devor et al. 2017, Wegert et al. 2017).

W przyszto$ci nalezaloby poszerzy¢ analizy przeprowadzone w tej pracy o
badania poziomu biatka p53, poniewaz obecnie dysponujemy jedynie wynikami
dotyczacymi ilosci transkryptow. W niniejszym badaniu mediana ACT dla TP53
wynosita 10,13, natomiast dla pojedynczych prébek tj. CMT 020 1 oraz CMT 020 2
ACT wynosito odpowiednio 11,86 oraz 7,13, co oznacza, ze ekspresja TP53 byta nizsza
w CMT 020 1, awyzszaw CMT 020 2. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ilo$¢ transkryptu
TP53 w tkance guza CMT 020 1 byla tak niska, Ze nie uzyskano satysfakcjonujacej
ilosci produktu w reakcji PCR, na tej podstawie nie mozna tez . zaktadac, czy probowac
dokonywac¢ oceny reprezentacji biatka w guzie.

Mutacja Y2228 (tyrozyna—seryna), wykryta w guzie CMT 009 1, odpowiada
ludzkiemu kodonowi Y234. Znaleziono doktadnie jedng taka sama mutacje (Y234S) u
cztowieka, wystepujaca w raku ptuc i oskrzeli (TCGA-LUSC). W tym kodonie opisano
rowniez inne substytucje aminokwasowe, Y234C (tyrozyna—cysteina), Y234D
(tyrozyna—kwas asparaginowy), Y234H (tyrozyna—histydyna) oraz Y234N
(tyrozyna—asparagina). Nie ma jednak wielu badan dotyczacych wptywu tej mutacji na

fenotyp guza. Warto doda¢, ze mutacja Y234C jest znanym wariantem i pojawia si¢ w
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0.67% przypadkow nowotworéw (Baugh et al. 2018), lecz do tej pory nie zostala
scharakteryzowana pod wzgledem funkcjonalnym.

Mutacja T241P (treonina —prolina), wykryta w guzie CMT 015 1, ma
odpowiednik w ludzkim kodonie T253. Ta sama mutacja zostala opisana w
gruczolakoraku trzustki, a z jego przerzutu do watroby wyprowadzono lini¢ komorkowa
Sui71 (Yanagihara et al. 2008). Nie znaleziono jednak szczegdélowych danych
dotyczacych charakterystyki tej linii. Mutacja T253P zostala takze opisana w raku jajnika
(Calapre et al. 2023). Z kolei dokladniej zostal opisany wariant mutacji T2531
(treonina — izoleucyna), ktéry wystepuje jako mutacja germinalna w zespole
Li.Fraumeni 1 prowadzi do uposledzenia zdolnosci biatka p53 do wigzania DNA 1
aktywacji genow naprawy. Dla tego mutanta stwierdzono réwniez zwigkszong ekspresje
genu 7P53, a obnizong dla MDM?2 (Holcomb et al. 2025).

W niniejszej pracy, poroéwnujac 1lo$¢ transkryptow genow TP53 1 MDM?2 z guza
CMT 015 1 z mediang wartosci dla guzow z WTp53, stwierdzono wyzszy poziom
ekspresji obu genéw w guzie z mutacjg. Poniewaz tkanka kontrolna nie zostata
zsekwencjonowana, nie mozna na tym etapie okresli¢, czy mutacja ma charakter
germinalny czy somatyczny, jednak materiat biologiczny zostal zabezpieczony i moze
zosta¢ wykorzystany w przysztych analizach.

Guz CMT 015 1 poza wyzej opisang mutacjg zawieral rowniez mutacj¢ R261C
(arginina — cysteina). Jej ludzkim odpowiednikiem jest hotspot R273C, wystepujacy w
3,31% guzdéw u ludzi (Baugh et al. 2018, Ke et al. 2024), ktéry charakteryzuje si¢
zwigkszong opornoscig na chemioterapi¢ 1 radioterapi¢ (Zhang et al. 2022). Komorki
guza CMT 015 1, rzeczywiscie wykazaty wiekszg opornos¢ na dziatanie doksorubicyny
we wszystkich badanych st¢zeniach, co koreluje z obserwacjami dla mutacji ludzkie;.
Zidentyfikowano takze ludzka lini¢ komodrkowa raka piersi (SUM-229-PE) z takg samg
mutacja (Wasielewski ef al. 2006), ktora posiada rowniez delecje w genie CDKN2A
(inhibitor kinazy cyklinozaleznej 2A; ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A4) i
mutacje w genie KRAS (homolog wirusowego onkogenu migsaka szczura Ki-ras2
Kirsten). Linia ta charakteryzuje si¢ obnizong ekspresja 7P53, (Wasielewski et al. 2006),
zwigkszong ekspresja EGFR (Ignatoski 1999) oraz nadekspresja BRCAI (Elstrodt,
Hollestelle et al. 2006).

Mutacje insercyjne naleza do stosunkowo rzadkich u ludzi i stanowig ok. 3,3%
wszystkich mutacji 7P53 w pordwnaniu do mutacji zmiany sensu (62%), nonsensownych

(14%), czy delecji (9,2%) (Wang and Sun 2017). W analizie insercji wykrytych w guzach
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CMT 005 1,CMT 016 1orazCMT 046 1 odniesiono si¢ do linii ludzkiego raka piersi
MDA-MB-436 (gruczolakorak, typu bazalnego) (Cailleau et al. 1978, Kenny et al. 2007),
ktéra jednak oprocz mutacji w genie 7P53 posiada takze mutacje w genach BRCAI
(Elstrodt et al. 2006) oraz RBI (Hollestelle et al. 2010). Z tego wzgledu trudno
jednoznacznie okresli¢, ktore cechy fenotypowe sg bezposrednim nastepstwem insercji w
TP53.

Podsumowujac, pomimo ograniczen wynikajacych z liczebnosci probek oraz
braku kompleksowej analizy calogenomowej, uzyskane wyniki wskazuja na obecnos¢
szeregu mutacji w genie 7P53 w guzach nowotworu gruczotu mlekowego suk, z ktorych
czes¢ ma swoje odpowiedniki w nowotworach ludzkich. Wyniki te potwierdzaja
potencjat psich rakéw sutka jako modelu translacyjnego do badan nad ludzkim rakiem
piersi, zard6wno w zakresie badan podstawowych, jak 1 oceny skutecznos$ci nowych terapii
przeciwnowotworowych. W przysztosci konieczne bedzie poszerzenie analiz o: (i) oceng
poziomu biatka p53 1 jego interakcji z genami, ktorych jest regulatorem (i1) analize
mutacji w innych genach kluczowych dla kancerogenezy w tkance piersiowej (np.
BRCAI1/2, GATA3, CDH1), oraz (ii1) badania ekspresji genéw regulowanych przez p53.
Niemniej, analiza uzyskanych wynikow w odniesieniu do typu mutacji wykazata
interesujace korelacje, ktére oméwiono w kolejnych rozdziatach. Wyniki te moga
stanowi¢  podstaw¢ do przeprowadzenia bardziej usystematyzowanych i
zaawansowanych analiz, a takze przyczyni¢ si¢ do opracowania psiego modelu

eksperymentalnego do prowadzenia badan nad rakiem piersi u ludzi.

6.3 Charakterystyka in vitro badanych guzow w kontekscie mutacji w genie TP53

oraz potencjatu translacyjnego.

W ramach niniejszej pracy opracowano zoptymalizowany protokoét izolacji komorek
z guzéw pierwotnych, obejmujacy precyzyjnie opisang procedure pobierania materiatu
biologicznego, okre§lenie minimalnej ilosci tkanki wymaganej do poszczegdlnych analiz
oraz identyfikacje¢ potencjalnych punktéw krytycznych procesu. Uzyskane linie
komorkowe charakteryzowatly si¢ zroznicowana morfologia, fenotypem oraz dynamika
wzrostu. Kazda z linii zostala szczegdlowo scharakteryzowana pod wzgledem
morfologicznym 1 funkcjonalnym, a nastgpnie zdeponowana w banku komorek, co

stwarza mozliwo$§¢ ich ponownego wykorzystania w przysztych badaniach
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poréwnawczych. Opracowano réwniez dedykowane protokoly analiz, obejmujace testy
inwazyjnos$ci, migracji, chemioopornosci oraz klonogenicznosci.

Analiza inwazyjnos$ci wykazata znaczne zrdznicowanie pomi¢dzy badanymi guzami,
ktore nie zawsze korelowato z wynikami testow migracji w warunkach 2D. Guzy
wykazujace najwyzszy potencjal migracyjny w modelu 2D nie zawsze wykazywaty
najwicksza inwazyjnos¢ w modelu 3D, co mozna thtumaczy¢ odmiennymi mechanizmami
ruchu komoérek w zalezno$ci od $rodowiska hodowlanego (Duval et al. 2017).
Zaobserwowano rowniez istotng korelacje pomigdzy inwazyjnoscia a typem
histopatologicznym nowotworu, co, jak dotad, nie bylo przedmiotem badan na modelu
psim. Wszystkie analizowane przypadki raka litego wykazywatly inwazyjnos¢, co
sugeruje potencjalng zalezno$¢ pomiedzy morfologia guza a jego zdolnoscig do
naciekania. Kazdy guz o III stopniu zlosliwosci histopatologicznej zostat
zaklasyfikowany jako inwazyjny, co pozostaje zgodne z doniesieniami literaturowymi
(Higgins et al. 2025). Istotnym spostrzezeniem jest jednak fakt, ze sposrod 14 guzow o
niskim stopniu zto§liwosci (I), az 10 wykazywalo cechy inwazyjnosci. Mechanizmy
lezace u podloza tego zjawiska pozostaja nieznane 1 wymagaja dalszych badan
molekularnych.

Warto takze podkresli¢, ze wszystkie guzy zawierajagce mutacje w genie 7P353
wykazaty inwazyjno$¢, co moze wskazywaé na zwigzek pomiedzy dysfunkcja p53 a
rozwojem fenotypu agresywnego. Dla potwierdzenia takiej zalezno$ci konieczne jest
jednak zwigkszenie liczby analizowanych przypadkéw 1 wykonanie badan
funkcjonalnych.

W kontekscie badan nad migracja komorek nalezy zaznaczy¢, ze brakuje doniesien
naukowych dotyczacych zaleznosci pomiedzy migracja komoérek nowotwordéw gruczotu
mlekowego suk a typem histopatologicznym lub statusem genu 7P53. Dotychczasowe
publikacje koncentrujg si¢ gléwnie na migracji komorek nowotworowych w odpowiedzi
na czynniki chemotaktyczne, takie jak chemokiny (np. czynnik pochodzacy z komorek
stromalnych 1, ang.: Stromal cell-derived factor 1; CXCL2) (Kudo et al. 2023).

Na podstawie danych literaturowych (Valdivia et al. 2021) dobrano zestaw
chemioterapeutykow o réznym mechanizmie dziatania oraz znanych wartosciach ICso
(Tabela 27). W badaniach wilasnych stwierdzono jednak, Ze poszczegoélne linie
komoérkowe wykazywaly odmienne profile wrazliwosci na zastosowane dawki
cytostatykow, w tym niektore wykazywaty catkowita opornos$¢ na okre§lone mechanizmy

dzialania.
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W interpretacji wynikow nalezy uwzgledni¢ ograniczenia metodologiczne
zastosowanych testow zywotnosci, takie jak czas inkubacji, ggstos¢ wysianych komorek,
warunki hodowli (2D vs 3D) oraz rdéznice w metabolizmie komoérek miedzy
poszczego6lnymi liniami. Dotychczas nie prowadzono tego typu analiz pordwnawczych z
wykorzystaniem psich linii nowotworowych gruczotu mlekowego, dlatego uzyskane

wyniki nalezy uzna¢ za unikalne i pionierskie w skali badan translacyjnych.

Tabela 27. Zastosowane chemioterapeutyki wraz z mechanizmem dzialania i
wartosciami 1Cs.

Zakresy 1Cs
(wzg. literatury)
0,1 - 44 pM linia MCF-7

Chemioterapeutyk Mechanizm dzialania

Inhibitor topoizomerazy

Doksorubicyna il (Liu et al. 2008,
Amata et al. 2020)
Tworzenie wigzan 1,9 -25 uM
. . linie HCC1937 i EUFA423F z
Karboplatyna krzyzowych pomiedzy L .
niémi DNA mutacjami w genach BRCA1 i
BRCA?2 (Clark et al. 2012)
Inhibitor kinaz o 5,90 -12,35 uM
Fosforan toceranibu dziataniu linia HCC
antyangiogennym (Qiao et al. 2023)

W niniejszej pracy nie okreslono wartosci ICso, a szeroki zakres st¢zen w celu
wyznaczenia krzywej odpowiedzi na cytostatyk okreslono jedynie dla jednego guza, a
nastepnie wybrane stezenia, ktére znajdowaly si¢ na przegieciu krzywej stosowano do
pozostatych probek. Zastosowany test cytotoksycznosci w modelu 2D w wigkszym
stopniu odzwierciedlat utrate zdolnosci komorek do adhezji, natomiast w modelu 3D,
uszkodzenie i1 perforacje blony komoérkowej, jednak oba procesy ostatecznie prowadzity
do $mierci komorek.

Jedynie linie komorkowe wywodzace si¢ z guza CMT_ 020 na p6znych pasazach
hodowli wykazywaty zdolno$¢ wzrostu w zawiesinie, podczas gdy pozostale, po
odklejeniu od podtoza, ulegaty $mierci komdrkowej. W przysztosci konieczne jest
zastosowanie bardziej precyzyjnych testow zywotnosci, takich jak MTT, XTT, czy testy
luminescencyjne (np. CellTiter-Glo, Promega), ktére nie wchodza w interakcje z
cytostatykami 1 umozliwiaja doktadniejsze oszacowanie efektu cytotoksycznego.
Niezbedne jest rowniez indywidualne wyznaczenie wartosci ICso dla kazdej z linii
komoérkowych, co wymaga rozszerzenia zakresu testowanych stezen lekoéw oraz

zwigkszenia liczby powtorzen biologicznych.
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Interesujacym spostrzezeniem jest réznica w odpowiedzi na cytostatyki pomiedzy
liniami CMT 020 1 i CMT 020 2, mimo wystgpowania tej samej mutacji w genie
TP53. Wynik ten wskazuje na mozliwy wplyw dodatkowych czynnikow molekularnych,
takich jak roznice w ekspresji gendw regulatorowych, epigenetyce lub zmianach w
mikrosrodowisku komoérkowym, 1 sugeruje potrzebe dalszej charakterystyki
poréwnawczej obu linii. Istotne znaczenie ma réwniez poroéwnanie odpowiedzi komorek
w modelach 2D i 3D, poniewaz efektywnos$¢ dziatania lekéw przeciwnowotworowych
moze znaczaco roznic si¢ w zaleznosci od przestrzennej organizacji hodowli.

Odniesienie obecnosci okreslonej mutacji w TP53 do réznic w odpowiedzi na leki
wymaga poglebionej analizy konkretnych mechanizméw molekularnych. Poréwnujac
linie o r6znych mutacjach w genie TP53, zaobserwowano istotne roznice w odpowiedzi
na poszczegdlne cytostatyki. Przykladowo, dla guza CMT 015 1 skuteczniejszym
lekiem okazata si¢ karboplatyna niz doksorubicyna, natomiast dla CMT 020 2 wyzszg
efektywnos¢ wykazywal fosforan toceranibu. W modelu 3D najlepsze efekty
zaobserwowano po zastosowaniu karboplatyny, cho¢ molekularne podtoze tej roznicy
wymaga dalszych badan. W analizie opartej na statusie 7P53 zaobserwowano, ze sferoidy
pochodzace z guzéw z mutacjg byly mniej oporne na stosowane cytostatyki niz komorki
z allelem typu dzikiego (W71p53). Ze wzgledu na ograniczong moc statystyczng i
niewystarczajacg liczebnos¢ probek, wynik ten nalezy traktowaé jako obserwacje

wstepng wymagajacg potwierdzenia w szerszym badaniu.

Uzyskane dane stanowig wstepny screening, ktory wskazuje na koniecznos¢:

zwiekszenia liczby testowanych stezen i powtorzen biologicznych,

e doboru uniwersalnego testu zywotnosci odpowiedniego dla modeli 2D 1 3D,

e oceny stabilnos$ci fenotypu i genotypu linii komoérkowych w kolejnych pasazach,
e zestawienia wynikoéw in vitro z danymi klinicznymi pacjentek (suk),

o okreslenia ekspresji wybranych markerow molekularnych, takich jak HER-2, ER,
PR czy Ki-67.

Realizacja  powyzszych  zadan  umozliwi  stworzenie  bazy  dobrze
scharakteryzowanych psich linii komérkowych jako modeli dla poszczegdlnych typoéw
nowotwordow, analogicznie do koncepcji przyjetej w przypadku ludzkich linii

nowotworowych (Barretina et al. 2012).
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Pozostate analizy nie wykazaly istotnos$ci statystycznej, co moze wynika¢ z duzego
zréznicowanych uzyskanych danych, ktore utrudnia ich bezposrednie poréwnanie.

W kontek$cie medycyny translacyjnej szczegélnie interesujace sa doniesienia
wskazujace, ze psie sferoidy maja wysoka zgodno$¢ odpowiedzi na cytostatyki
stosowane w leczeniu raka piersi u ludzi, a sposob przechowywania komoérek ma
ograniczony wplyw na ich wrazliwos¢ na leki (Raffo-Romero er al. 2023). Wyniki te
potwierdzaja potencjal modeli psich jako wartosciowych narzedzi w badaniach
przedklinicznych. Dodatkowo, opracowanie modeli 3D z wykorzystaniem macierzy
zewnatrzkomorkowe) (ang.: Extracellular matrix; ECM) moze jeszcze lepiej
odwzorowywa¢ warunki panujgce w mikrosrodowisku guza in vivo, co wykazano w
licznych badaniach. Dowiedziono bowiem, ze zaro6wno ekspresja mikroRNA, jak 1
obecnos¢ hipoksji wptywaja na roznice w odpowiedz komorek na chemioterapeutyki w
modelach 2D 1 3D (Osaki et al. 2023, Reynolds et al. 2017, Tevis et al. 2017,
JanuSkeviciené and Petrikaité 2024).

Warto rowniez podkresli¢, ze mutacje 7P53 wystepujace w liniach ludzkich raka
piersi (np. R280K, arginina—lizyna) moga wigza¢ si¢ z rdznicami w odpowiedzi na
chemioterapi¢, co dodatkowo uzasadnia konieczno$¢ porownania wynikow uzyskanych
dla psich linii z danymi literaturowymi i klinicznymi z badaniami translacyjnymi (Saunus
et al. 2018) Co wigcej, opornos¢ na chemioterapie¢ moze wynika¢ z zaburzen w ekspresji
czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak Sox4 (ang.: SRY-Box Transcription Factor 4),
ktorego nadekspresja wigzana jest z opornoscig na cisplatyne (Hu et al. 2024).

Badania nad psimi liniami komodrkowymi moga w przysztosci znaczaco
przyczyni¢ si¢ do identyfikacji podobnych mechanizméw molekularnych.

Nalezy rowniez zwroci¢c uwage na ograniczenia niniejszej pracy. Analiza
klonogenicznos$ci nie przyniosta jednoznacznych wynikéw, co mogto wynika¢ zarowno
z roznic w kondycji komorek, jak i ograniczonej liczby prob. W przysztosci wskazane
jest zoptymalizowanie stosowanych protokotéw oraz zastosowanie dodatkowych metod
badawczych, takich jak western blot, czy cytometria przeplywowa w celu oceny poziomu
biatka p53, wptywu cytostatykow na cykl komdrkowy, czy rozszerzenie panelu badan

molekularnych w kierunku metod bardziej dostosowanych do specyfiki badanych probek.
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6.4 Ekspresja wybranych genow w guzach gruczotu mlekowego suk w odniesieniu do

mutacji w genie TP53 i poréwnanie 7 danymi dotyczgcymi raka piersi u ludzi

Do analizy ekspresji genow wybrano dziesie¢ gendw z panelu PAMS0: ESR1, MAPT,
FOXAI, MLPH, SLC3946, MYBL2, CCNEI, PHGDH, CDC20, oraz CDH3. Bylo to pi¢¢
genoéw o najnizszej oraz pi¢¢ o najwyzszej ekspresji w guzach z mutacja w genie 7P53 u
ludzi. W pierwotnym panelu do grupy genow o niskiej ekspresji zaliczany jest takze
NATI (N-acetylotransferaza 1), jednak gen ten nie wystepuje u psow (Trepanier et al.
1997). Z tego wzgledu w niniejszej analizie uwzgledniono kolejny gen z listy, SLC39A46.
Dodatkowo, ze wzgledu na gtowny cel pracy, do badan wtaczono réwniez gen TP53 oraz
gen MDM?2, jego negatywny regulator.

Do analizy qPCR wykorzystano RNA wyizolowane z tkanek nowotworowych. W
przysztosci wskazane byloby rozszerzenie badan o material pochodzacy zaréwno z
komorek nowotworowych hodowanych in vitro, jak 1 z tkanek kontrolnych. Takie
podejécie umozliwityby identyfikacje potencjalnych markeréw prognostycznych i
predykcyjnych, a takze weryfikacje obserwowanych trendéw ekspresji.

W niniejszej pracy dostgpne byly w wigkszosci przypadkow tkanki kontrolne,
niezmienione nowotworowo, jednak wyprowadzenie aktywnie dzielacych si¢ komorek
linii prawidtowej okazato si¢ wyzwaniem technicznym, ktérego nie udato si¢ zrealizowac
w trakcie badan. Problemem pozostaje rowniez opracowanie odpowiedniego protokotu
pobierania fragmentow tkanek kontrolnych, poniewaz konieczne jest jednoznaczne
ustalenie optymalnego marginesu od guza pierwotnego oraz okreslenie, ktora czgsé
tkanki powinna by¢ pobierana do analiz.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze w guzach obu typoéw (zarowno MUTp53, jak i
WTp353) ilos¢ transkryptu TP53 byta nizsza niz transkryptu MDM?2. W literaturze badano,
czy sama ekspresja TP53 koreluje z typem histopatologicznym i/lub stopniem
ztos§liwosci, jednak takiej zaleznoS$ci nie stwierdzono (Oliveira et al. 2017). Zaleznosci

tego typu wykazano natomiast dla innych genow.
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Analiza ilo$ci poszczeg6lnych transkryptow ujawnita nastepujace zaleznosci:

e gen ESRI (koduje receptor estrogenowy) - wykazano istotnie nizsza ekspresje w
guzach z mutacjag 7P53 w poroéwnaniu do guzéow W7p53. Ponadto, ekspresja
ESRI byta najwyzsza w guzach o najnizszym stopniu ztosliwosci (I), a najnizsza
w guzach III stopnia;

e gen MLPH (koduje biatko melanofiling uczestniczaca transporcie melanosomow
w melanocytach; pigmentacja siersci) - wykazano obnizong ekspresje w guzach
MUTp53 wzgledem WTp53. Podobnie jak w przypadku genu ESRI, najwyzszy
poziom transkryptu obserwowano w guzach 1, a najnizszag w I11;

e gen MYBL2 (koduje czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za regulacje
progresji cyklu komorkowego) - poziom transkryptu byt istotnie wyzszy w guzach
MUTp53. Najwyzszy poziom transkryptu stwierdzono w guzach III, co jest
zgodne z wczesniejszymi obserwacjami wskazujagcymi na zwigzek tego genu ze
zdolnos$cig nowotworow do przerzutowania u suk (Klopfleisch et al. 2010);

e gen FOXAI (ang.: Forkhead Box Al) - czynnik transkrypcyjny - najwyzszy
poziom ekspresji odnotowano w guzach I i I1I, natomiast nizszg w guzach II;

e gen CDH3 (ang.: P-cadherin) - gen biatka adhezyjnego; kadheryny - poziom
ekspresji roznil si¢ w zaleznosci od stopnia ztosliwosci guzow, osiggajac

najnizsze wartosci w guzach Il a najwyzsze w guzach III.

W przypadku pozostaltych analizowanych genow (7P53, MDM?2, MAPT, FOXAI,
SLC3946, CCNEI, PHGDH, CDC20, CDH3) nie zaobserwowano statystycznie
istotnych réznic w poziomie ich ekspresji pomi¢dzy guzami zawierajagcymi mutacje w
genie TP53 (MUTp53) a guzami z dzikim typem tego genu (W7p353).

Zestawiajac uzyskane wyniki z danymi literaturowymi dotyczacymi raka piersi u
ludzi, nalezy zauwazy¢, ze choc istotno$¢ statystyczng potwierdzono jedynie dla genow
ESRI, MLPH i MYBL?2, og6lne trendy ekspresji ujetych w tym badaniu gendéw sg zblizone
do obserwowanych w badaniach klinicznych (Sorlie ef al. 2003).

W guzach MUTp53 obserwowano podwyzszong ekspresje genow: MDM?2, ESRI,
MAPT, FOXAI, MLPH, SLC3946 natomiast obnizong ekspresj¢ w genach MYBL2,
CCNEI, PHGDH, CDC20.

Szczegodlnie istotna wydaje si¢ rola genu MYBL2, ktérego zwigkszona ekspresja
zostala w tej pracy powigzana z wyzszym stopniem ztosliwosci nowotworu, co

koresponduje z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi jego udzialu w procesie
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przerzutowania (Klopfleisch er al. 2010). Wyniki te wskazuja na mozliwosé
wykorzystania MYBL2 jako potencjalnego markera prognostycznego w nowotworach
gruczotu mlekowego u suk, umozliwiajacego okreslenie ryzyka wystapienia przerzutow.

Zbieznos¢ trendéw w ekspresji badanych gendw u psow i u ludzi moga $wiadczy¢ o
wysokim potencjale translacyjnym modelu psiego raka gruczotu mlekowego w badaniach
nad rakiem piersi u ludzi. Dalsze badania, obejmujace wigksza liczbe probek, materiat
kontrolny oraz dane kliniczne, sa niezbg¢dne, aby zweryfikowac te obserwacje 1 stworzy¢
podstawy dla opracowania markeréw prognostycznych 1 predykcyjnych (Diniz-

Goncalves et al. 2023).

6.5 Ocena modelu translacyjnego

Badania przedstawione w niniejszej pracy koncentrowatly si¢ na analizie mutacji w
genie TP53 oraz ocenie ich wplywu na wlasciwosci biologiczne komorek
nowotworowych gruczotu mlekowego suk in vitro, jak rowniez na wybrane parametry
kliniczne obserwowane u badanych zwierzat. Pomimo ze nie wszystkie zaplanowane
analizy udalo si¢ zrealizowaé, zgromadzony materiat badawczy oraz przeprowadzone
eksperymenty stanowig solidng podstawe do planowania kolejnych etapéw projektu,
obejmujacych rozszerzenie badan o dodatkowe proby, poglebione analizy molekularne
oraz walidacj¢ uzyskanych wynikow.

Otrzymane wyniki pozwolity na sformutowanie nowych hipotez badawczych oraz
poszerzyly wiedz¢ na temat mozliwosci wykorzystania psa jako modelu translacyjnego
w badaniach nad rakiem piersi u ludzi. Zastosowane podejscie, taczace aspekty
epidemiologiczne, analizy genetyczne, molekularne i funkcjonalne z obserwacjami
klinicznymi, umozliwito uchwycenie ztozonych zaleznos$ci pomiedzy mutacjami w genie
TP53, ekspresja genow 1 fenotypem komodrek nowotworowych.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy stanowig punkt wyjscia do dalszych
badan poréwnawczych oraz eksperymentdw rozszerzajacych analiz¢ o kolejne geny,
markery molekularne i modele hodowlane (2D, 3D, organoidy). Zabezpieczony materiat
biologiczny oraz zdeponowane linie komdrkowe umozliwiaja kontynuacj¢ prac w
kierunku opracowania stabilnego, funkcjonalnego modelu psiego raka gruczotu
mlekowego o potencjale translacyjnym.

Warto podkresli¢, ze cho¢ przedstawione badania stanowig dopiero pierwszy etap w
kierunku pelnej walidacji tego modelu, uzyskane dane przyczyniaja si¢ do poglebienia
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zrozumienia podobienstw i r6znic pomig¢dzy nowotworami gruczotu mlekowego u suk a
rakiem piersi u kobiet. Niniejsza praca wyznacza ramy metodologiczne i kierunek
dalszych badan, ktére moga postuzy¢ do opracowania kompleksowego podejscia do
oceny i wykorzystania psiego modelu w onkologii porownawczej (Ke et al. 2024,
Gherman et al. 2024, Kwon et al. 2023, Frenel and Nguyen 2023, Raffo-Romero et al.
2023).

W $wietle tych danych niniejsze badania wpisuja si¢ w aktualny nurt rozwoju
onkologii porownawczej, stanowigc wazny krok w kierunku wykorzystania modeli psich

w badaniach nad patogenezg 1 terapig raka piersi.
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7 Whnioski koncowe

e Mutacje w genie TP53 w nowotworach gruczotu mlekowego u suk (w badanej
kohorcie) wystepuja z czestoscig okoto 15%, a wigc rzadziej niz w ludzkim raku
piersi (ok. 30%), jednak ich obecno$¢ wigze si¢ z podobnymi zmianami w
dynamice wzrostu i fenotypie komorek nowotworowych (np. proliferacja,
inwazyjno$¢). Stwierdzono istotng korelacje pomiedzy obecnosciag mutacji w
genie TP53 a typem histopatologicznym guza (p = 0,0121) oraz stopniem
ztos§liwosci (p=0,0015).

e Profil ekspresji wybranych genéw z panelu opartego na PAM 50 (MYBL2,
CCNEI, PHGDH, CDC20, CDH3, ESRI, MAPT, FOXAI, MLPH, SLC3946) u
suk odzwierciedla kluczowe wzorce obserwowane w ludzkim raku piersi.
Wykazano istotne roznice ekspresji gendw ESRI, MLPH, MYBL2 w zaleznosci
od statusu genu 7P53 oraz w zaleznosci od stopnia zlo§liwosci nowotworu.
Otrzymane dane potwierdzaja, ze ekspresja wybranych gendéw (m.in. ESRI,
FOXAI, MLPH, MYBL2, CDH3) moze stanowi¢ cenny wskaznik prognostyczny
1 predykcyjny rowniez u psow.

e Stopien ztosliwosci histopatologicznej guzéw koreluje z parametrami
proliferacyjnymi oraz tendencja do wigkszej chemioopornosci, co potwierdzono
zarOwno na poziomie ekspresji genow proliferacyjnych (MYBL?2), jak 1 w testach
in vitro - guzy o wyzszej ztosliwosci charakteryzowaly si¢ zwiekszong
aktywnoscig proliferacyjng i mniejszg wrazliwoscig na cytostatyki.

e Zastosowane chemoterapeutyki (doksorubicyna, karboplatyna oraz fosforan
toceranibu), wykazaly zréznicowana skuteczno$¢ w zaleznosci od typu
histopatologicznego guza oraz, w niektorych przypadkach, statusu genu 7P53.
Zaobserwowane roznice wskazuja na mozliwo$¢ istnienia zrdznicowanych
mechanizmow odpowiedzi na leczenie w zalezno$ci od molekularnego podtypu
nowotworu.

e Roznice w odpowiedzi komorek na chemioterapeutyki w modelu 2D
(najskuteczniejsza doksorubicyna) oraz 3D (najskuteczniejsza karboplatyna),
moga wynika¢ z odmiennych warunkéw mikrosrodowiska sferoidow
(ograniczona dyfuzja, hipoksja, ECM) wptywajacych na penetracj¢ i skutecznos¢

lekow.
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Komorki pochodzace z guzéw z mutacja TP53 wykazywaly tendencje do
mniejszej opornosci na dziatanie cytostatykéw, co sugeruje, ze status genu 7P53
moze modulowa¢ odpowiedz na chemioterapi¢. Wynik ten ma jednak charakter
eksploracyjny i wymaga potwierdzenia na wigkszej liczbie probek w celu
okreslenia znaczenia biologicznego obserwowanego efektu.

Model nowotworéw gruczolu mlekowego suk posiada istotng wartosé
translacyjng w badaniach nad rakiem piersi u ludzi. Opracowane i
scharakteryzowane linie komorkowe, wraz z uzyskanymi danymi
histopatologicznymi 1 molekularnymi, umozliwiaja lepsze zrozumienie
mechanizmow inwazyjnos$ci, proliferacji oraz opornosci lekowej. Przy dalszej
walidacji 1 rozszerzeniu bazy danych model ten moze stanowi¢ wartosciowe
narzedzie w badaniach przedklinicznych ukierunkowanych na rozwdj terapii

NOWOtwWOrow.
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9 Zalgczniki

9.1 Zalgcznik 1. Zestawienie informacji o wyprowadzonych liniach komoérkowych

CMT w ramach realizacji pracy doktorskiej

N Wielko§é Typ Stopien Status Szybkosﬂc . Obecno‘sc
azwa uza histopatologiczny  zlosliwoSci p53 figracit Inwazyjnosé tkanki
g [pm/h] kontrolnej
Rak prosty
CMT_008_1 2.5cm cewkowo- 1I wT 7,8 nieinwazyjny _
brodawkowaty
CMT 0111  15cm Rak lity 1l wT 3,9 _ bardzo
- - inwazyjny -
CMT 0122  lcm Rak w guzie I wrT 94 nicinwazyjny
- - mieszanym -
Rak prosty
CMT_013_2 1cm cewkowo- I wT 79 inwazyjny +
brodawkowaty
CMT 014 2 4-5cm  Rak przewodowy I wT 9,9 _ bardzo B
inwazyjny
CMT 0143  10cm Miocpitelioma 1 wr 16,6 _ bardzo
= zto$liwa inwazyjny -
CMT 0151 3cm Mioepitelioma MUT 10,9 inwazyjny +
- = zlosliwa
Rak prosty
CMT_016_1 S5cm cewkowo- I MUT 11,5 inwazyjny +
brodawkowaty
CMT 0201  3cm Rak lity i MUT 9,3 _ bardzo +
- = inwazyjny
CMT 0202  3cm Rak lity i MUT 6,7 _ bardzo +
- inwazyjny
CMT_021_1 2 cm Rak ztozony 1I wT 7,9 nieinwazyjny +
CMT 021 2  02x5cm Rak prosty I wr 77 inwazyjny +
- - cewkowy
CMT 0242  Scm Mezotelioma wr 7.0 _ bardzo +
- ztosliwa inwazyjny
CMT 0251 15cm Rak prosty I wr 9.9 inwazyjny +
- = cewkowy
CMT_026_1  4x2cm Rak prosty I wT 153 _ bardzo +
- = cewkowy inwazyjny
CMT_026_2 6x5 cm Typ mieszany 1 wT 14,6 inwazyjny +
Rak prosty
CMT_026_3 2x1.5cm cewkowo- I wT 3,9 inwazyjny +
brodawkowaty
CMT_028_1 3cm Typ mieszany I wT 12,8 inwazyjny +
CMT_030_1 2.5cm Typ mieszany wT 6,3 nieinwazyjny +
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CMT_032_1 1.5cm Gruczolak wT 10,6 inwazyjny
CMT_034_1 6x4 cm Typ mieszany 1 wT 7,8 nieinwazyjny
CMT_035_1 1cm Gruczolak ztoZzony wT 7,2 nieinwazyjny
Rak prosty
CMT_036_1 2.5cm cewkowo- I wT 12,6 nieinwazyjny
brodawkowaty
CMT_036_2 1cm Rak ztozony 1I wT 10,6 nieinwazyjny
Rak wewnatrz- . .
CMT_037_1 2cm 1I wT 23,0 inwazyjny
przewodowy
CMT_038_1 2cm Rak lity 1I wT 6,7 inwazyjny
CMT_039_1 2.5cm Rak ztozony 1 _ 7.2 nieinwazyjny
CMT_040_1 2.5cm Typ mieszany I wT 18,2 inwazyjny
Rak ztozony . .
CMT_043_1 2cm I wT 11,4 nieinwazyjny
cewkowy
Rak prosty
CMT 044 1 3xlcm cewkowo- I wT 12,3 intv’j;ng;
brodawkowaty yiny
CMT 0451  16cm Mioepitelioma 1l wr 29 _ bardzo
- = ztosliwa inwazyjny
CMT_046_1 1.5 cm Rak lity 111 MUT 8,0 inwazyjny
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Wyrazam zgode na udostgpnienie mojej pracy w czytelniach Biblioteki SGGW
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