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1. Wykaz skrotow

ASCO (ang. American Society of Clinical Oncology) — Amerykanskie Towarzystwo
Onkologii Klinicznej

BL (ang. basal-like) — podtyp podstawny raka piersi

CAF (ang. cancer associated fibroblasts) — fibroblasty towarzyszgce nowotworom

CAP (ang. College of American Pathologists) — Kolegium Patologoéw Amerykanskich
CMT (ang. canine mammary cancer) — rak gruczotu sutkowego u suk

CSC (ang. cancer stem cells) — nowotworowe komorki macierzyste

DFS (ang. disease-free survival) — czas przezycia wolny od choroby

DMFS (ang. distant metastasis free survival) — czas przezycia wolny od przerzutow
odleglych

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — receptor czynnika wzrostu naskorka
EMT (ang. epithelial mesenchymal transition) — przejscie epitelialno-mezenchymalne

ER (ang. estrogen receptor) — receptor estrogenowy

G (ang. grade) — stopien histologicznej ztosliwosci nowotworu

HBC (ang. human breast cancer) — rak sutka u kobiet

HER?2 (ang. human epidermal growth factor receptor-2) — receptor ludzkiego naskorkowego
czynnika wzrostu

HMG (ang. high mobility group) — grupy o wysokiej mobilnosci

IDC (ang. invasive ductal carcinoma) — inwazyjny rak przewodowy

IF (ang. intermediate filaments) — filamenty posrednie

IHC (ang. immunohistochemistry) — badanie immunohistochemiczne

LIM (ang. Lim-domain protein family) — rodzina biatek LIM

LOH (ang. loss of heterozygosity) — utrata heterozygotycznosci

MaSC (ang. mammary stem cells) — komoérki macierzyste gruczotu sutkowego



MET (ang. mesenchymal epithelial transition ) — przemiana mezenchymalno-nabtonkowa
MBC (ang. metaplastic breast cancer) — metaplastyczny rak piersi

NBL (ang. non-basal-like) — podtyp niepodstawny raka piersi

NOTCH4 (ang. Notch receptor-4) — receptor Notch 4

OS (ang. overall survival) — ogolny czas przezycia

PBP (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) — receptory aktywowane
proliferatorami peroksysomow

PCR (ang. polymerase chain reaction) — fancuchowa reakcja polimerazy

PR (ang. progesteron receptor) — receptor progesteronowy

SOX 10 (ang. sry-like high-mobility group box-10) — biatko SOX 10

TCF4 (ang. transcription factor-4) — czynnik transkrypcyjny 4

TAD (ang. transactivation domain) — domena transaktywacji

TES (ang. testin) — testyna

TGF-p (ang. transforming growth factor beta) — transformujacy czynnik wzrostu beta
TNBC (ang. triple negative breast cancer) — potrdjnie negatywny rak piersi

TNM (ang. tumour noduli metastasis) — system klasyfikacji TNM

VIM (ang. vimentin) — wimentyna



2. Wstep

W ostatnich latach obserwuje si¢ coraz wigcej zachorowan na nowotwory u ludzi oraz
u zwierzat towarzyszacych. Budzi to konieczno$¢ poszukiwania nowych metod
diagnostycznych 1 prognostycznych. Znaczny postep w szeroko pojetej] medycynie, w tym
rowniez onkologii, pozwala na poznanie i lepsze zrozumienie proceséOw lezacych u podtoza
kancerogenezy wystepujacej zarowno u czlowieka, jak i u zwierzat. Badania eksperymentalne
z wykorzystaniem modelu zwierzecego moga przyczynic¢ si¢ rowniez do opracowania nowych
metod diagnostyki onkologicznej, stworzenia nowych lekdéw cytostatycznych oraz
opracowania nowych schematow terapeutycznych zar6wno w medycynie weterynaryjnej, jak

i medycynie cztowieka.

2.1. Nowotwory sutka u kobiet, a nowotwory gruczoléw sutkowych u suk -
dane statystyczne

Rak sutka (fac. carcinoma mammae) jest najczestszym nowotworem wystepujagcym u
kobiet, w 2020 roku byto to okoto 2,3 miliona nowych zachorowan, co stanowito okoto 11,7 %
wszystkich zdiagnozowanych nowotworow (1). Guzy sutka u pso6w (CMT) sa najczesciej
diagnozowanym nowotworem u samic psa domowego, stanowigc prawie potowe wszystkich
nowotworow u psow (2) i sg jednymi z najczestszych guzow wystepujacych u tego gatunku
zwierzat domowych, zaraz po nowotworach skory (3). W ciagu roku stwierdza si¢ ok. 198
przypadkow na 100 000 pséw na swiecie (4), a wskaznik ten jest wyzszy niz obserwowany u

ludzi.

Rak sutka jest pigta najczestsza przyczyng $mierci kobiet na swiecie. Z tego powodu
rocznie umiera na niego 685 tys. chorych (1). Najnowsze dane pokazuja, ze w krajach
rozwinigtych, w ktorych programy przesiewowe sg bardziej dostgpne, a nowotwor rozpoznany
jest we wezesnym stadium rozwoju mozliwy jest dobor odpowiedniej terapii celowanej, co
poprawia rokowanie u pacjentdow (5-7). Podobne warunki zycia oraz przebieg choroby
nowotworowej, a takze szereg prowadzonych w tym zakresie badan, wskazuja na to, iz

nowotwory gruczotu sutkowego u psow sa dobrym modelem badan nad rakiem sutka u kobiet
(8-13).

2.2. Nowotwory gruczolu sutkowego u suk — model badan raka sutka u
kobiet

W ostatnich latach zidentyfikowano liczne kliniczne i molekularne podobienstwa

migdzy rakiem sutka u kobiet HBC (ang. human breast cancer) oraz nowotworami gruczotu



sutkowego u pséw (CMT) (ang. canine mammary tumor) (8-13). Czgsto$¢ rozpoznawania,
HBC i CMT wzrosta w ostatnich latach, prawdopodobnie z powodu coraz bardziej
powszechnego dostepu do diagnostyki onkologicznej oraz zwigkszonej $wiadomosci
opiekunow zwierzat domowych. Wielu autoréw wskazuje podobienstwa w patogenezie raka
sutka u kobiet i raka gruczotu sutkowego u samic pséw, w tym etiologi¢ hormonalng, wiek
zachorowania, przebieg choroby oraz tendencj¢ do przerzutowania. Wielu badaczy sugeruje,
ze gruczotl sutkowy psa jest dobrym modelem badania nad rakiem sutka u kobiet zwlaszcza

potrdjnie ujemnym rakiem sutka TNBC (14).

Histologicznie raki gruczotu sutkowego CMT sg klasyfikowane jako ztosliwe zmiany
nablonkowe. W celu diagnozy okresla si¢ typ histologiczny nowotworu oraz histologiczne
cechy ztos§liwosci takie jak zdolno$¢ do tworzenia cewek, pleomorfizm jader komorkowych
oraz liczba figur podzialu mitotycznego w polu widzenia w mikroskopie. W rutynowej
praktyce lekarsko-weterynaryjnej nie stosuje si¢ oznaczenia receptoroOw estrogenowego ER
(ang. estrogen receptor), progesteronowego PR (ang. progesterone receptor), receptora
naskorkowego czynnika wzrostu EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) w tym typu 2
HER2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2), jednak w badaniu zaproponowanym
przez Abadie i wsp. (11) podjeto sie klasyfikacji wg oznaczania wyzej wspomnianych
receptorow na grupie 350 rakow sutka u pséw oraz zakwalifikowano je jako luminalny A
(14,3%), luminalny B (9,4%), bez nadekspresji HER2 i potrojnie negatywne TNBC (ang. triple
negative breast cancer) (76,3%) albo typu podstawnego BL (ang. basal- like; ER- i PR-, HER2
i/lub CK5/6+) (58,6%) lub typu niepodstawnego NBL (ang. non-basal like; ER- i PR-, HER2 i
CK5/6-) (17,7%) (15).

Psy sa zatem dobrym modelem badawczym, ktéry moze postuzy¢ do testowania
nowych metod terapeutycznych, szczegdlnie w przypadku potrdjnie ujemnego raka sutka u
ludzi. Im i wsp. wykazali, ze rak prosty cewkowy oraz rak zlozony i mieszany byly czesto
klasyfikowane jako luminalny A, podczas gdy rak lity byt czesto klasyfikowany jako typ
podstawny (16).

Ze wzgledu na wysoki koszt badan opartych na profilowaniu gendéw, nie s3 one
standardowo wykorzystywane w praktyce klinicznej medycyny cztowieka, jak rowniez
medycyny weterynaryjnej, a rutynowa klasyfikacja histopatologiczna poszczegdlnych typoéw
raka jest dokonywana gléwnie przy pomocy badan immunohistochemicznych (IHC) (17).W
przypadku raka sutka opiera si¢ gtownie na wykrywaniu ekspresji receptora estrogenowego

(ER), receptora progesteronowego (PR), receptora ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu



2 (HER2) i markera proliferacji Ki-67 (18-21). Rézne wzorce ekspresji tych biomarkerow
zapewniajg prosty system klasyfikacji klinicznej a takze pozwalajg na okreslenie mozliwych
do zastosowania metod terapeutycznych (22-23). Tabela I przedstawia i porownuje najczesciej

wystepujgce parametry u pacjentow w medycynie czlowieka i w weterynarii (24).

Tabela I. Podobienstwa miedzy rakiem sutka u kobiet, a rakiem gruczotlu sutkowego u suk, na

podstawie Abdelmegeed 2018 (24).

Parametr

Czlowiek

Pies

wystepowanie

spontaniczne

spontaniczne

wiek zachorowania

62 lata mediana wieku

~10,5 lat (10,5-letni pies,
odpowiednik 65,5-letnigj
pacjentki)

przebieg choroby

identyczny u cztowieka i psa

identyczny u cztowieka i psa

wielkos¢ guza

podobny u cztowieka i psa

podobny u cztowieka i psa

przerzuty do weztow chlonnych

identyczne u ludzi i pséw

identyczne u ludzi i pséw

najczestszy spontaniczny
nowotwor ztosliwy

nowotwor sutka

nowotwor sutka

zalezno$¢ od estrogenow

dtuga ekspozycja na estrogen
zwigksza ryzyko wystapienia
nowotworu

psy nickastrowane maja
czterokrotnie wigksze ryzyko
wystapienia nowotworu niz psy
wykastrowane w wieku ponizej 2
lat

najczestszy typ histologiczny

inwazyjny rak przewodowy
IDC (ang. invasive ductal
carcinoma)

ztosliwe zmiany nowotworowe
pochodzenia nabtonkowego

markery molekularne

zidentyfikowano kilka genow
odgrywajacych kluczowa role w
karcynogenezie guzow sutka

zidentyfikowano kilka genow
odgrywajacych kluczowa role w
karcynogenezie guzow sutka

nieprawidtowosci stwierdzone
podczas badania
mammograficznego

nowotwor sutka psa i cztowieka
ma podobne mikrozwapnienia i
makrozwapnienia

nowotwor sutka psa i cztowieka
ma podobne mikrozwapnienia i
makrozwapnienia

2.3. Gruczol sutkowy prawidlowa budowa anatomiczna i histologiczna

U samic psow sutek (mamma) sktada si¢ z dziesieciu gruczotéw sutkowych (glandulae
mammariae), ktore lezg symetrycznie w dwoch szeregach po obu stronach ciata. Noszg one
nazwy zwigzane z ich potozeniem (tj. gruczoly piersiowe, brzuszne doczaszkowe, brzuszne
doogonowe 1 pachwinowe). Kazdy gruczot sktada si¢ z pigciu do dwunastu ptatow gruczotu
sutkowego (lobi glandulae mammariae), ktorym odpowiada odpowiednia liczba przewodow

brodawkowych (ductus papillares) otwierajacych si¢ na szczycie brodawki sutkowej (papilla



mammae) oddzielnymi ujs$ciami. Liczba gruczoléw sutkowych moze by¢ zmienna i wynosié

od o$miu do dwunastu (25).

Gruczoty sutkowe nie produkujace mleka, maja krotka brodawke, w czasie laktacji ilos¢
tkanki gruczotowej zwigksza sig, jest to zmienne osobniczo i moze zaleze¢ rowniez od rasy
psa. Zmiany zachodzace podczas cyklu jajnikowego wplywaja rowniez na gruczot sutkowy.
Obejmuje on wzrost i namnazanie si¢ komorek, nawet w przypadku, gdy samica nie zachodzi
w cigze. Ciaggle zmiany hormonalne, powigkszenie a nastepnie inwolucja gruczotu,

predysponuje do wystgpienia nowotworow w tej lokalizacji (26).

Gruczot sutkowy pod wzgledem histologicznym, jest zmodyfikowanym apokrynowym
gruczotem skory, cewkowo-pgcherzykowym. W obrazie mikroskopowym wyrdzniamy:
komorki nabtonkowe, komorki mioepitelialne (mig$niowo-nabtonkowe), ktorych skurcz
Kieruje wydzieling gruczotowa w kierunku przewodow wyprowadzajgcych. Nabtonek gruczotu
sutkowego spoczywa na blonie podstawnej zbudowanej z kolagenu typu IV, lamininy,
nidogenu oraz proteoglikanu siarczanu heparyny (25-26). Zrab gruczotu sutkowego tworzy
tkanka taczna wiotka i wioknista (zbita), tkanka tluszczowa, naczynia krwiono$ne oraz

chlonne, a takze wtokna i zakonczenia nerwowe.

Gruczot sutkowy jest narzadem ktory ulega bardzo dynamicznym przemianom. W
okresie dojrzewania i cyklu plciowym przechodzi glebokie zmiany dotyczace morfologii
nablonka gruczotowego (26). Zmiany te s3 napedzane przez dedykowane komorki
progenitorowe 1 macierzyste. W dorostej tkance gruczolowej zidentyfikowano zaréwno
komorki prekursorowe oraz komorki macierzyste sutka MaSC (ang. mammary stem cells),
bedace pula komorek multipotencjalnych. Roéznorodno$¢ wsrod populacji  komorek
macierzystych 1 progenitorowych nabtonka sutka prawdopodobnie wpltywa na

heterogeniczno$¢ charakteryzujaca raka gruczotu sutkowego (27).

2.4 Nowotwory gruczolu sutkowego u suk — etiologia, predyspozycje i
leczenie

Nowotwory gruczotu sutkowego u samic psOw sg zaraz po nowotworach skory,
najczesciej wystepujagcymi zmianami nowotworowymi u tego gatunku zwierzat (28). Jest to
heterogenna grupa nowotwordw, ktore jak wspomniano wcze$niej w niniejszej pracy, maja
wiele cech wspolnych z ludzkim rakiem sutka. Podobienstwa te obejmuja etiologie,
klasyfikacj¢ histologiczng 1 kliniczng oraz podobng aktywacje szlakow sygnalowych w
procesie karcynogenezy (11,29). Na wystgpienie nowotworu najbardziej narazone sg suki

niesterylizowane lub sterylizowane w p6znym wieku (29). Zabieg owariohisterektomii moze
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stuzy¢ jako metoda prewencji wystapienia zmian w gruczole sutkowym w przysziosci, a
przeprowadzenie go przed pierwsza ruja, redukuje mozliwos¢ ich wystapienia do 0,05%, oraz
odpowiednio o 8 1 26% w kolejnych cyklach jajnikowych (30). Ciagle zmiany na tle
hormonalnym, cykliczny przerost i inwolucja gruczotu, predysponuja do wystgpienia réznych
patologii w tym nowotworow. Najbardziej narazone na pojawienie si¢ zmian nowotworowych
s gruczoty brzuszne i pachwinowe. (4. 1 5. para). Diagnozowane sg zar6wno pojedyncze guzy,

jak i nowotwory rozsiane w wielu gruczotach w obrebie jednej lub obu stron ciata (31-32).

Cze¢$¢ badan wskazuje na genetyczng predyspozycje poszczegoélnych ras psow do
wystapienia guzéw gruczotu sutkowego. Wsrdd najczesciej wymienianych ras zalicza si¢
przede wszystkim przedstawicieli ras matych 1 miniaturowych, takich jak pudle miniaturowe,
jamniki, maltanczyki, yorkshire terriery, cocker spaniele, za§ wsrod ras duzych sa to owczarki

niemieckie, dobermany, setery angielskie, angielskie springer spaniele, boksery (33).

Nowotwory gruczolu sutkowego charakteryzuja si¢ sklonnoscia do tworzenia
przerzutow (metastases). Miejscami predylekcyjnymi sg przede wszystkim okoliczne wezty
chlonne oraz ptuca. Rzadko przerzuty stwierdzane sa w ko$ciach oraz w nerkach, sercu,
nadnerczach, watrobie czy skorze. (34-36). Leczenie onkologiczne oparte jest przede
wszystkim na chirurgicznym usunieciu zmian (lumpectomia, hemimastectomia) lub
radykalnym postepowaniu polegajacym na usunig¢ciu calej listwy mlecznej wraz z
przynaleznymi weztami chtonnymi (mastektomia) (37-38). Dobra znajomos$¢ zlewiska chtonki
dla kazdego z kompleksow sutkowych jest wazna klinicznie. Chtonka z gruczotu piersiowego
odprowadzana jest do weztow chlonnych pachowych oraz weztow chtonnych szyjnych
powierzchownych. Z gruczotéw brzusznych doczaszkowych do weztow chlonnych pachowych
lub pachwinowych powierzchownych, natomiast gruczoty brzuszne doogonowe, do weztow

chtonnych biodrowych przysrodkowych (39-40).

W zalezno$ci od stanu klinicznego psa oraz wyniku badania histopatologicznego
usunig¢tej zmiany nowotworowej, podejmuje si¢ lub nie decyzj¢ o terapii adjuwantowej
polegajacej na chemioterapii i/lub radioterapii (41). Wstepne rozpoznanie oraz zakres dziatan
terapeutycznych moze by¢ zaplanowany w oparciu o wynik badania biopsyjnego (BAC:
biopsja aspiracyjna cienkoiglowa), jednak ostateczne rozpoznanie stawiane jest w trakcie
analizy obrazu preparatow histologicznych (42). Gdy postawienie rozpoznania ta droga jest
utrudnione, stosuje si¢ identyfikacje¢ markeréw nowotworowych w  badaniu
immunohistochemicznym (IHC), a badanie to pozwala rowniez w wielu przypadkach pomadc

w doborze terapii, w tym terapii celowanej oraz umozliwia okreslenie rokowania.
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Procesy kancerogenezy moga obejmowac zarowno komorki nabtonkowe, jak i komorki
podscieliska (9-15). W obrazie mikroskopowym guzow gruczotu sutkowego obserwujemy
duzg r6znorodnos¢ komoérek nowotworowych, stad w klasyfikacji histologicznej wyrdzniamy
rozne typy nowotworow (9-10,15). Wiekszos$¢ diagnozowanych u suk nowotworéw gruczotu
sutkowego ma pochodzenie nabtonkowe, jednak wystgpuja réwniez guzy pochodzace z
komorek mioepitelialnych, z komorek podscieliska oraz guzy o charakterze mieszanym (2-5,
8-10,15). W najnowszych badaniach dotyczacych histogenezy poszczegdlnych nowotworow
zaproponowano hipotez¢ rozwoju guza w nowotwory typu prostego, typu ztozonego i raka

mieszanego w obrebie gruczotu sutkowego psa (rycina 1):

» [~ 7]
72\ _— O b =
1 ( ) =
\/ / @ ls | ST Q 3
~ Kom&kirsHiic . l°o _ \\‘i\f\_
omorki réznicujace si¢ s
CSC
komorki luminalne komorki mioepitelialne

komorki luminalne

(\O)
©

— @

S e
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Ryc 1. Ilustracja prezentujaca proliferacje poszczegdlnych komorek w zaleznosci od typu

histologicznego raka sutka (opracowanie wiasne).

(1) w guzach typu prostego nowotworowe komorki macierzyste CSC (ang. cancer stem cells)

roznicujg si¢ w nowotworowe komorki luminalne lub komorki mioepitelialne;
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(2) w nowotworach typu ztozonego CSC rdznicujg si¢ zar6wno w nowotworowe komorki

luminalne, jak i komorki mioepitelialne;

(3) w guzach mieszanych CSC roznicujg si¢ w nowotworowe komorki luminalne i
mioepitelialne, a nastgpnie rdznicujg si¢ w nowotworowe chondrocyty i osteoblasty.
Alternatywnie lub dodatkowo, CSC moga bezposrednio roznicowac si¢ w chondrocyty lub
osteoblasty. Inng mozliwoscia jest to, ze komorki zrebowe (mezenchymalne) obecne w
tkance gruczolu sutkowego (lub mobilizowane ze szpiku kostnego) rdéznicujg sie w
chondrocyty lub osteoblasty. Zatem guzy skladajg si¢ z nowotworowych komorek

luminalnych i mezenchymalnych z obecnoscig lub nie, komorek mioepitelialnych (43).

2.5. Nowotwory gruczolu sutkowego u suk — klasyfikacja histologiczna

Do okreslenia typu histologicznego badanych guzéw wykorzystano aktualnie

obowigzujaca w 2011 roku klasyfikacje wg Goldschmidt i wsp. (44).

Tabela II. Klasyfikacja histologiczna nowotwordéw gruczotu sutkowego (za Goldschmidt,
2011).

Nowotwory gruczolu sutkowego pochodzenia nablonkowego

Rak miejscowy

Raki proste

a.cewkowe
b.cewkowo-brodawkowate

c. torbielowato- brodawkowy
d. sitowaty

Rak mikrobrodawkowaty inwazyjny

Rak lity

Rak czopiasty

Rak anaplastyczny

Rak powstajacy w ztozonym gruczolaku/guzie mieszanym

Rak typ zlozony

Rak i ztosliwa mioepithelioma

Rak typ mieszany

Rak przewodowy
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Wewnatrzprzewodowy rak brodawkowaty

Z}1osliwe nowotwory nablonkowe — szczegolne typy

Rak kolczystokomorkowy

Rak gruczolakowaty

Rak §luzowy

Rak bogaty w lipidy

Raki wrzecionowatokomorkowe

Ztosliwa forma myoepithelioma

Rak ptaskonablonkowy — wariant komoérek wrzecionowatych

Wariant komorek rakowo-wrzecionowatych

Rak zapalny

Z}osliwe nowotwory mezenchymalne — miesaki

Kostniakomigsak

Chrzestniakomigsak

Widkniakomigsak

Naczyniakomigsak

Inne migsaki

Nowotwory lagodne

Gruczolak — proste

Gruczolak brodawkowaty wewnatrzprzewodowy (brodawczak przewodowy)

Gruczolak przewodowy (gruczolak podstawnokomorkowy)

Ze zrbéznicowaniem plaskonabtonkowym

Gruczolakowlokniak

Mioepitelioma

Ztozony gruczolak (adenomyoepithelioma)

Lagodny guz mieszany
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2.6 Klasyfikacja TNM raka gruczohlu sutkowego u suk
W celu oceny stopnia zaawansowania klinicznego choroby oraz ustalenia rokowania u

chorych zwierzat stosuje si¢ klasyfikacje zgodng z systemem zaadaptowanym z medycyny
cztowieka — TNM (ang. tumour noduli metastasis). System ten opiera si¢ na ocenie wielkosci
guza pierwotnego T (tac. tumor), badaniu okolicznych weztow chtonnych N (tac. noduli) oraz
wystgpieniu przerzutow odleglych M (tac. metastasis). (42,46) W tabeli 111 zamieszczono
schemat klasyfikacji TNM.

Tabela I1l. Schemat klasyfikacji stadium/stopnia zaawansowania klinicznego nowotworow

gruczotu sutkowego u suk (klasyfikacja TNM) na podstawie opracowania Owen i wsp. (46).

T — guz pierwotny

T1 Najwigksza §rednica guza <3 cm

T2 Najwigksza §rednica guza 3—5 cm

T3 Najwigksza $rednica guza >5 cm

N — regionalne wezly chlonne

NO Brak dowodow na obecnos$¢ przerzutow do weztdw

N1 Przerzuty do weztdéw chtonnych

M — przerzuty odlegle

MO Brak dowoddw na przerzuty odlegle

M1 Obecnos¢ przerzutow odleglych

Stadium zaawansowania klinicznego TNM

1T1NOMO

2 T2 NO MO

3 T3 NO MO

4 Kazdy T N1 MO

5 Kazdy T Kazdy N M

W wielu badaniach analizowano warto$¢ rokowniczg systemu TNM, wykazujac iz
wzrost stopnia zaawansowania nowotworu wigze si¢ z niekorzystnym rokowaniem. Ze
wzgledu na ztozonos$¢ procesu onkogenezy, system TNM nie zawsze okazuje si¢ wystarczajacy

by okresli¢ rokowanie (47). Z tego wzgledu stosowane sa badania z zakresu
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immunohistochemii oraz badania molekularne, celem ustalenia podtypu molekularnego zmian

nowotworowych (48).

2.7. EMT w procesie karcynogenezy raka gruczolu sutkowego
Karcynogeneza jest skomplikowanym procesem, w ktorym mechanizmy

odpowiedzialne za podzial zdrowych komoérek oraz zaprogramowang Smier¢ komorki zostaja
zaburzone. Jednym z procesoéw biorgcych udzial w rozroscie komoérek nowotworowych jest
tzw. przeksztalcenie epitelialno-mezenchymalne (EMT; ang. epithelial mesenchymal
transition), gdzie komorki tracg swojg zorganizowang strukture, dochodzi do przerwania ich

potaczen miedzykomoédrkowych, zdobywaja one zdolno$¢ do migracji (49).

Przemiana nablonkowo-mezenchymalna (EMT) jest procesem fizjologicznym,
bioragcym udziat w rozwoju prenatalnym i organogenezie oraz procesach naprawczych tkanek.
Moze roéwniez odgrywaé istotng role w procesie nowotworzenia, jak réwniez tworzeniu

przerzutow nowotworowych (49-52).

Komoérka nabtonkowa zachowuje biegunowos¢ wierzchotkowo-podstawng i kontakt z
sgsiednimi komodrkami przez polaczenia przylegajace, polaczenia Sciste i desmosomy.
Komorki mezenchymalne natomiast sg oddzielone od siebie macierzg zewnatrzkomoérkowa,
nie posiadaja blaszki podstawnej oddzielajacej je od sasiednich tkanek i nie maja
charakterystycznej  biegunowosci  wierzchotkowo-podstawno-bocznej, jak  komorki

nablonkowe.

Greenburg i Hay jako pierwsi wykazali, ze w procesie EMT komorki nabtonkowe traca
swoja polarno$¢ oraz nabywaja cech komoérek mezenchymalnych, i nazwali to zjawisko

»transformacja nablonkowg w mezenchymalng” (53).

Przejscia  nabtonkowo-mezenchymalne  (EMT)  czyli  nabywanie  cech
mezenchymalnych przez komorki nabtonkowe zachodza podczas niektorych procesow
biologicznych. EMT jest procesem fizjologicznym koniecznym do prawidlowego rozwoju
embrionalnego. Aktywacja EMT moze réwniez wystapi¢ w stanach patologicznych takich jak
wloknienie narzadow lub progresja choroby nowotworowej. Ze wzgledu na rdzne konteksty

biologiczne oraz konsekwencje procesu EMT wyrdzniono trzy jego typy (rycina 2) (54).
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Ryc 2. Tlustracja prezentujaca trzy typy EMT. MET (ang. mesenchymal epithelial transition)

przemiana mezenchymalno-nabtonkowa (opracowanie witasne).

Podtyp I EMT (rozwojowy) odgrywa zasadniczg role w procesie embriogenezy,
organogenezy i morfogenezy tkanek organizmow wielokomérkowych. Co wiecej, EMT
odbywa si¢ takze w pdzniejszych etapach rozwojowych. Ma wplyw na formowanie si¢
zastawek serca, tworzenie zrebu podniebienia twardego, =zanik przewoddéw
przysrédnerczowych (daw. przewodow Miillera) u samcow (55). Ponadto przemijajace,
podobne procesy jak w przebiegu EMT typu I zaobserwowano podczas rozwoju gruczotu

sutkowego, a doktadniej podczas formowania si¢ rozgatezien przewodoéw mlecznych (56).

Podtyp Il EMT odpowiada za utrzymanie homeostazy tkanek, dzigki zdolnosci do
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indukcji ich regeneracji oraz przebudowy w przypadku zadziatania czynnikow szkodliwych.
Glownie opisywany jest podczas procesow zapalnych, w ktorych cytokiny prozapalne indukuja
przejscie nabtonkowo-mezenchymalne. Ustanie dzialania czynnika uszkadzajacego tkanke
powoduje zatrzymanie transformacji EMT. Stale narazenie komorek i tkanek na niekorzystne
czynniki moze powodowac ciagla aktywacje EMT prowadzac do zwldknienia i niewydolnosci

narzadow (57).

Podtyp III EMT jest §cisle zwigzany z progresja wielu nowotwordéw zto§liwych. W
odroznieniu od dwoéch pierwszych typow, ktore przebiegaja w komorkach prawidtowych, typ
Il jest konsekwencjga genetycznych nieprawidtowos$ci inicjujacych powstanie procesu

nowotworowego (58,59).

2.7.1. Biologiczne mechanizmy EMT

Zdarzenia wystgpujace podczas EMT obejmujg utrate potaczen miedzykomorkowych
oraz utrat¢ przez komorki ekspresji cytokeratyn i E-kadheryny — markerow specyficznych dla
nabtonka, a nabywaniem cech komorek mezenchymalnych takich jak ekspresja N- kadheryny
oraz wimentyny. Wraz ze zmiang fenotypu komorek, zwigksza si¢ ich zdolnos¢ do inwazji —
tendencja do angioinwazji oraz do rozprzestrzeniania si¢ komoérek w organizmie, powodujac

powstawanie zmian przerzutowych (60). Przyktady markeréw nablonkowych oraz

mezenchymalnych oraz fenotyp komorek przedstawiono na rycinie 3 i w tabeli IV.

EMT

komorki nabtonkowe komorki mezenchymalne

Ryc 3. Ilustracja prezentujaca fenotyp komorek ulegajacym procesowi EMT (opracowanie

wlasne).

Tabela IV. Tabela prezentuje markery procesu EMT.
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Markery EMT

Wozrost ekspresji Spadek ekspresji
N- kadheryna E- kadheryna
wimentyna cytokeratyna
fibronektyna okludyna

MMP-2, MMP-3, MMP-9

SOX 10

2.7.2. EMT w procesie karcynogenezy raka sutka

Zmiany EMT wplywaja roéwniez na oporno$¢ na standardowe metody terapii
nowotworowej. Przyktadem opornych na leczenie nowotwordw, moga by¢ rak podstawny oraz
rak metaplastyczny (MBC; ang. metaplastic breast cancer), oba te podtypy raka sutka
charakteryzuja si¢ niska ekspresja genow zaangazowanych w adhezje komorka-komorka,

wykazuja ekspresj¢ markerow komorek macierzystych oraz EMT (61).

Ciekawa zdolnoscia procesu EMT jest to, ze jest potencjalnie odwracalny w dowolnym
momencie, wystarczy ze dojdzie do zmiany ekspresji kluczowych sktadnikéw molekularnych
(np. cytokin). W zwigzku z tym ostatnie badania wykazaty, ze przejscie mezenchymalno-
nabtonkowe (MET ang. mesenchymal-epithelial transition), odwrotny program EMT,
obserwuje si¢ w fibroblastach podczas wytwarzania indukowanych pluripotencjalnych
komoérek macierzystych. Dalsze badania wykazaly, ze wprowadzone do komorek
nowotworowych czynniki przeprogramowujace s3 w stanie ostabi¢ ich ztosliwos$¢,
umozliwiajgc im odzyskanie wiasciwosci nabtonkowych w procesie MET. Zmiany fenotypu
komorek miedzy stanem nabtonkowym i1 mezenchymalnym s3 czgscig procesu progresji
nowotworu, ktory prowadzi do rozprzestrzeniania si¢ komorek nowotworowych w postaci
przerzutow. Przejscie nablonkowo mezenchymalne jest niezbedne do uzyskania zdolnosci do
migracji i inwazji (62-65).

Otwiera to potencjalne nowe mozliwosci, poniewaz doglebnie analizujac wszystkie
sciezki zaangazowane w proces EMT, mozemy odkry¢é nowe biomarkery 1 $rodki
terapeutyczne dla najbardziej agresywnych guzoéw sutka. Badania wykazaty, ze rak podstawny
sutka u kobiet, ktory jest zwigzany z cechami mezenchymalnymi, jest najbardziej ztosliwym

podtypem (66-68). Sposob utrzymywania fenotypu mezenchymalnego jest przedmiotem
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intensywnych badan w medycynie cztowieka i w medycynie weterynaryjnej. W procesie EMT
w raku sutka uczestnicza zar6wno endogenne, jak i egzogenne sygnaly. Gtowne szlaki
endogenne obejmujg szlaki kierowane przez TGF-B, Notch, Wnt, Hedgehog i receptorowe

kinazy tyrozynowe (69).

Szczegoblnie interesujace sg interakcje molekularne i analiza sygnalizacji, ktore sg
wymagane w procesach karcynogenezy w celu zapewnienia wlasciwosci progenitorowych
nowotworowych komodrek macierzystych (CSC, ang. cancer stem cells), wystgpienia przejscia
nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT), inwazji komorek, réznicowania komoérek i apoptozy
(69-70).

Czynnik transkrypcyjny SOX 10 moze odgrywac role regulacyjng w komorkach
nabtonka gruczolu sutkowego. Stwierdzono, ze wyciszenie SOX 10 obniza aktywnos$¢
progenitorowa, podczas gdy ektopowa aktywacja SOX 10 moze indukowac proces przejscia
nablonkowo-mezenchymalnego (EMT). SOX 10 reguluje szlak sygnatowy Wnt/p katenina
(71-77). Nadekspresja SOX 10 dziata jak onkogen poprzez aktywacje szlaku sygnatowego
Wnt/B-kateniny m.in. w raku watrobowokomoérkowym (71-72). Aktywacja szlaku Wnt/[3-
kateniny bierze rowniez udzial w powstawaniu nowotwordw gruczotu piersiowego u kobiet.

Podczas procesu karcynogenezy czynniki SOX dzialajg jako czynniki transkrypcyjne (77).

Innym szlakiem odgrywajacym rolg w procesie nowotworzenia jest szlak
sygnalizacyjny Notch. Aktywacja tego szlaku moze sprzyja¢ rozwojowi i progresji wielu
nowotworow. W gruczole piersiowym SOX 10 odgrywa rolg we wzro$cie komodrek nabtonka
sutka in vitro, w ktorych posredniczy NOTCH4 (Notch Receptor 4) i PBP (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor) (78).

Podczas procesu EMT biologia 1 struktura komorek nablonkowych zostaje zamieniona
na cechy charakterystyczne dla komorek mezenchymalnych, tj. komorki tracg swoja polarnos¢,
zdolnos$¢ do adhezji, traca polaczenia migdzykomorkowe i zyskuja wiasciwosci migracyjne i
inwazyjne. Niedawno wykazano, iz gen TES moze by¢ genem supresorowym w nowotworach
ztosliwych m.in.: raku jajnika, macicy oraz raku sutka u kobiet (79-83). Stwierdzono, ze
domeny w biatku testynie odgrywaja wazng rol¢ w adhezji komorek (84). testyna moze
wchodzi¢ w interakcje z biatkami cytoszkieletu a razem odgrywaja znaczaca role w ruchliwos$ci
1 adhezji komorek. Utrata ekspresji testyny zwigksza mobilno§¢ komorek. Na podstawie
dostgpnego piSmiennictwa mozna przypuszczac, iz testyna moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
migracji i inwazji komoérek oraz przejscia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT) (85).

Zaobserwowano obnizenie poziomu genu TES przy zmniejszonej ekspresji markera
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nabtonkowego — E-kadheryny i zwigkszonej ekspresji marker6w mezenchymalnych: N-
kadheryny, wimentyny w przypadku raka szyjki macicy. Analiza immunohistochemiczna
(IHC) wykazala zmniejszong ekspresj¢ testyny w przypadkach raka endometrium w
porownaniu z sgsiadujaca tkankg prawidlowa. Zmniejszona ekspresja testyny korelowata z
wyzszym stopniem zaawansowania zmiany nowotworowej. W badaniach prowadzonych na
nowotworach sutka u kobiet réwniez stwierdzono iz niski poziom testyny koreluje z wyzszymi
stopniami ztosliwosci histologicznej i jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym (86).
Zhu i1 wsp. (87) wykazali korelacj¢ migdzy niska ekspresja genu TES a skroconymi
wskaznikami prognostycznymi m.in. czasem wolnym od choroby, czasem bez przerzutow
odleglych 1 czasem przezycia catkowitego. Obecno$¢ ekspresji markeréw EMT istotnie
korelowala ze ztym rokowaniem i inwazyjno$cig komorek nowotworowych. Immunoekspresja

testyny byta r6zna w réznych stadiach klinicznych i stopniach histologicznych.

Ostatnie doniesienia wskazuja na znaczenie testyny oraz SOX 10 w wielu procesach
nowotworowych, w tym w raku sutka u kobiet. Szczegdlne znaczenie odnotowano w
przypadku raka potrojnie negatywnego TNBC. Rak ujemny pod wzgledem receptorow ER, PR
oraz HER2 jest molekularnym odpowiednikiem réznych podtypow histologicznych rakow

gruczotu sutkowego u samic psow (14).

Przejscie nabtonkowo mezenchymalne jako jeden z elementéw powstawania, jak
roOwniez rozprzestrzeniania si¢ nowotworu jest wazne z punktu widzenia klinicznego.
Medycyna cztowieka oraz medycyna weterynaryjna wymaga tego, aby poszukiwa¢ nowych
markerow, odpowiedzialnych za poszczegdlne etapy choroby nowotworowej, wigc badanie
poziomu ich ekspresji moze przyczyni¢ si¢ do opracowania celowanych strategii
terapeutycznych. Z tego wzglegdu moje zainteresowania naukowe skierowalam na raka
gruczotu sutkowego, ktory jest dobrym modelem raka sutka u cztowieka oraz na dwa biatka
testyne 1 SOX 10, ktérych udziat w onkogenezie jest opisywany w potrojnie negatywnym raku
sutka u kobiet. Jest to szczeg6lny typ nowotworu, najtrudniejszy pod wzgledem diagnostyki i
terapii. Ztosliwe zmiany nowotworowe pochodzenia nablonkowego gruczotu sutkowego u
pséw sa uznawane za molekularne ,odbicia lustrzane TNBC” u kobiet. Badania
przeprowadzone na psach, moga stuzy¢ lepszemu poznaniu procesow bioracych udzial w

karcynogenezie oraz pozwoli¢ na opracowanie nowych terapii w tym celowanych.
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2.8. SOX 10
Biatko SOX 10 nalezy do, rodziny czynnikéw transkrypcyjnych (ang. sry-like high-

mobility group box (SOX)) i lokalizuje si¢ na chromosomie 23. SOX 10 sktada si¢ z 466
aminokwasow. Podobnie jak inne bialka z rodziny SOX E, posiada N-koncowa domeng
dimeryzacji (DIM), domeng¢ grupy o wysokiej mobilnosci (HMG; ang. high mobility group)
zawierajaca 79 reszt aminokwasowych, dziatajacg jako miejsce wigzania DNA oraz domeny
transaktywacyjne Zaréwno domena transaktywacji TAD (ang. transactivation domain) oraz
HMG sa niezbg¢dne do interakcji z innymi biatkami m.in. p53 (88-92), ktore zaangazowane sa
w wiele proceséw biologicznych, m.in. embriogeneze¢, rozwdj narzaddéw, determinacje pici,
powstawanie miesni szkieletowych, mieszkow wlosowych, hematopoeze, neurogenezg oraz
rozwdj grzebienia nerwowego (gldéwnie melanocytéw, oligodendrocytow, komorek
glejowych) (88). SOX 10 moze dziata¢ jako aktywator transkrypcji po utworzeniu kompleksow
biatkowych z innymi biatkami. Proteina ta dziala jako nukleocytoplazmatyczne biatko
wahadtowe 1 jest wazne dla rozwoju grzebienia nerwowego 1 obwodowego uktadu nerwowego.
Mutacje w genie kodujagcym SOX 10 sg zwigzane z chorobg Waardenburg-Shah i
Waardenburg-Hirschsprunga (93-94).

Ekspresje SOX 10 wykazano w wielu roznych komorkach i tkankach prawidtowych, w
tym w komodrkach Schwanna, melanocytach naskérka, oligodendrocytach kory mozgowe;,
komorkach tucznych, komorkach mioepitelialnych gruczotéw oskrzelowych, gruczolow
Slinowych oraz gruczole sutkowym oraz odpowiadajacych im nowotworach (88,95). W
patologii onkologicznej stuzyt pierwotnie do identyfikacji czerniakow (96-98). W ostatnich
latach coraz wigksze zainteresowanie poswigca si¢ biatkom z rodziny SOX, szczegolnie w
dziedzinie onkologii, zar6wno onkologii cztowieka, jak 1 onkologii weterynaryjne;.
Intensywnie badano funkcje, jakie odgrywaja czynniki SOX podczas proliferacji komorek,
migracji, inwazji 1 przerzutOw nowotworu w réoznych typach nowotwordéw. Ekspresja SOX 10
zostala do tej pory opisana w guzach pochodzenia mioepitelialnego oraz w rakach pecherza
moczowego, zotadka, raku watrobowokomoérkowym, raku nosogardzieli, jajnika, prostaty, a
takze guzach gruczotow slinowych oraz piersi (98-111). SOX 10 ulega silnej ekspresji w
pierwotnych rakach sutka, gtownie w typie podstawnym i niesklasyfikowanym potrojnie
negatywnym raku piersi TNBC (112-113). SOX 10 i poziom jego ekspresji jest $cisle
powigzany z progresja nowotworu i ztym rokowaniem w przypadku wielu zmian

onkologicznych.

Doktadny mechanizm dziatania SOX 10 nie jest do konca znany, aczkolwiek wiele
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danych wskazuje na jego rol¢ w powstawaniu 1 rozprzestrzenianiu si¢ nowotworow.
Omowiono rézne wzorce ekspresji i sprzeczne role SOX w progresji nowotworzenia (114).
Oprécz amplifikacji genomu, zmiany poziomu SOX (mRNA i/lub biatka) przypisuje si¢
czynnikom transkrypcyjnym poprzedzajacym transkrypcje. Ponadto mikroRNA peini bardzo
wazng role w regulacji ekspresji SOX 1 zwigzanej z nig aktywnosci transkrypcyjne;j.
Szczegolnie interesujace sg interakcje molekularne i analiza sygnalizacji, ktore sg konieczne w
roznych procesach karcynogenezy w celu zapewnienia wlasciwosci progenitorowych
nowotworowych  komorek  macierzystych,  wystgpienia  przejScia  nabtonkowo-

mezenchymalnego, inwazji komorek, roznicowania komorek i apoptozy (115-116).

2.9. Testyna (TES)

Testyna jest biatkiem o masie 47 kDa, zlozonym z 421 aminokwasow, kodowanym
przez gen TES zlokalizowany w miejscu wrazliwym FRA7G w pozycji 7931.2 (117). Jest
cztonkiem rodziny biatek domeny LIM, ktore sg sktadowymi cytoszkieletu odpowiedzialnymi
za interakcje biatko-biatko i koordynacje wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnatowych
Wyrézniamy trzy domeny LIM (Linl-1, Isl-1, Mec- 3). Kazda z nich sktada si¢ z dwdch palcow
cynkowych (118). Wykazano, ze cze$ci N- i C-koncowe moga ze sobg oddziatywac, dzigki
czemu testyna moze wchodzi¢ w interakcje z innymi biatkami cytoszkieletu, takimi jak
zyksyna, talin, paksylina, VASP (119). Razem odgrywaja znaczaca role¢ w adhezji i mobilno$ci
komorek (120). Sugeruje to, ze testyna wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie w regulacji
migracji, inwazji i procesie przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT). Zmniejszona
ekspresja testyny wigze si¢ rowniez z utratg przez komoérki morfologii nabtonka oraz nabyciem
przez komorki wlasciwosci migracyjnych 1 inwazyjnych. Ekspresja testyny dodatnio koreluje
z odsetkiem komorek w fazie G1, podczas gdy nadekspresja moze indukowac apoptoze i
zmniejsza¢ zdolnos$¢ tworzenia kolonii. Ekspresje testyny obserwuje si¢ w prawie wszystkich
prawidtowych tkankach ludzkich (121), ale zmniejszong ekspresje testyny stwierdzono w wielu
ludzkich nowotworach ztosliwych. W onkologii czlowieka obnizenie poziomu ekspres;ji
testyny obserwowano w nowotworach ztosliwych jajnika, pluc, zoladka, glowy 1 szyi oraz
sutka (123-129) Doktadny wptyw na kancerogeneze pozostaje nieznany, ale w niektorych
badaniach wykazano, Ze obnizony poziom testyny zwigksza mobilnos¢ komodrek (130)
Niektérzy autorzy wskazujg hipermetylacje genu jako glowny czynnik, ale utrata

heterozygotycznosci (LOH; ang. loss of heterozygosity ) moze rowniez odgrywac¢ wazna role.

W raku sutka u kobiet ekspresja testyny byta obnizona w 74,7% badanych probek (131).

Znaczace obnizenie poziomu testyny zaobserwowano w podtypienpotrojnie ujemnym i
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luminalnym B. Niski poziom testyny koreluje z wyzszymi stopniami zto§liwosci 1 aspektami
kliniczno-patologicznymi, takimi jak skrécone wskazniki przezycia, czas wolny od przerzutow
odlegtych (DMFS; ang. distant metastasis free survival) oraz catkowite przezycie (OS; ang.

overal survival) w medycynie cztowieka.

W wielu badaniach wykazano, ze testyna uczestniczy w procesach progresji
nowotworu, takich jak wzrost guza, angiogeneza i przerzuty (132). Wielu badaczy twierdzi, ze
poznanie molekularnych funkcji testyny moze mie¢ kluczowe znaczenie w opracowaniu

spersonalizowanego leczenia (133).

2.10 Antygen Ki-67
Antygen Ki-67 jest biatkiem, w ktorym wyr6zniamy 2 izoformy o masie 320 i 350 kDa

wyizolowanym jako antygen w jadrach komorek chtoniaka Hodgkina. Antygen Ki-67 jest
biatkiem uznanym za marker proliferacji komoérek i parametr ten jest wykorzystywany do
oceny rokowania w przypadku wielu proceséw rozrostowych. Ekspresje Ki-67 stwierdzono w
komorkach podczas fazy G1 cyklu komérkowego, ktora wzrastata nastgpnie w fazie S 1 G2.
Najwyzszy poziom ekspresji wystepuje fazie M cyklu komérkowego (134-136). W fazie GO
nie stwierdzono ekspresji markera Ki-67. Z tego powodu biatko to znalazlo szerokie

zastosowanie diagnostyczne w réznych typach nowotworow.

Ekspresja biatka Ki-67 koreluje dodatnio z rozmiarem guza, przerzutami oraz
skréconym czasem przezycia u kobiet z nowotworem sutka. Ekspresja markera Ki-67 dodatnio
koreluje ze stopniem zaawansowania ztosliwosci histologicznej, wielko$cia guza, obecnoscia
zmian przerzutowych oraz krotszym czasem przezycia u suk z nowotworem gruczotu
sutkowego (137-138). Dostepne piSmiennictwo sugeruje, ze biatko Ki-67 ma warto$¢
prognostyczng jako niekorzystny czynnik rokowniczy w nowotworach gruczotu sutkowego u
suk (139-140).

2.11 Receptor HER?2

Receptor ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu (HER2) nazywany rowniez
receptorem o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej (ERBB2) jest glikoproteing, ktéra zostala
odkryta w 1984 roku przez Weinberga i wsp. (141). HER2 nalezy do rodziny receptoréw
transbtonowych. Bialko receptorowe zbudowane jest z trzech czgéci: czeSci
zewnatrzkomorkowej, odpowiedzialnej za wigzanie ligandu, domeny przezbtonowej oraz
czeéci cytoplazmatycznej (142). Dziatanie HER2 polega na wigzaniu ligandu z

powierzchniowym kompleksem receptorowym oraz uaktywnieniu kinazy tyrozynowej. W
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medycynie cztowieka ocena ekspresji receptora HER2 ma duzy wplyw na ustalenie pozniejsze;j
terapii raka sutka. Amerykanskie Towarzystwo Onkologoéw Klinicznych (ASCO) i Kolegium
Patologéw Amerykanskich (CAP) opublikowato wytyczne i zalecenia dotyczace m.in. metody
badan oraz oceny ekspresji receptora naskorkowego czynnika wzrostu (HER2), ktore ciaggle
ulegaja aktualizacji (143-144). Biatko to wykazuje lokalizacje blonowa w komorkach
nowotworowych (143-144). W przypadku raka gruczotu piersiowego obecno$¢ biatka
receptorowego HER2 szacuje si¢ na okoto 10-25% przypadkéw badanych guzoéw (145-147).
Nadekspresja receptora HER2 jest powigzana z niekorzystnym rokowaniem, zwigkszong
czestotliwoscig przerzutow nowotworu, nasileniem angiogenezy, a takze szybszym wzrostem
guza. HER2 ze wzgledu na znaczenie w terapii jest istotnym markerem wykorzystywanym w
ustaleniu typu molekularnego oraz w zaplanowaniu terapii nowotwordw piersi u kobiet. Jest
rowniez czgsciej uzywanym biatkiem w badaniach immunohistochemicznych w medycynie
weterynaryjnej, a jego ekspresja zostala wykazana miedzy innymi w rakach gruczotu

mlekowego u suk (8,11).

2.12 Wimentyna (VIM)

Wimentyna jest bialkiem o masie ok. 57 kDa nalezacych do rodziny biatek filamentow
posrednich (IF; ang. intermediate filaments) (104). Wérod filamentéw posrednich wyrdznia si¢
pie¢ klas IF, a wimentyna nalezy do typu III. Wimentyna produkowana jest przez nastgpujace

komorki tj. fibroblasty, makrofagi, komoérki endotelialne oraz komorki migsni gladkich (148).

Wimentyna jest biatkiem zwigzanym zardwno z procesami fizjologicznymi, jak 1
patologicznymi w organizmie cztowieka. Ekspresj¢ wimentyny obserwuje si¢ gtownie w
cytoplazmie komorek mezenchymalnych, dlatego pierwotnie uwazano to biatko jako marker
diagnostyczny do odrézniania nowotwordéw pochodzenia nienablonkowego od nablonkowych
(149-150). Aktualnie ekspresj¢ wimentyny stwierdzono w wielu typach nowotworéw
nabtonkowych u cztowieka m.in. w raku gruczotu piersiowego, prostaty, ptuc. W wiekszosci
wymienionych zmian ztosliwych pochodzenia nablonkowego ekspresja wimentyny koreluje z
cechami zwigzanymi z agresywno$cig raka, np.: wzrostem guza, nasilong inwazja, zwigkszong
iloscig przerzutow, zatem nasilenie ekspresji wimentyny jest zwigzane z gorszg prognozg dla

pacjentow onkologicznych (151-155).
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3. Cel pracy

A. Badanie immunohistochemiczne (IHC) z okre§leniem poziomu ekspresji nowych w
medycynie weterynaryjnej markerow komorkowych tj. SOX 10 i TES w komorkach
nowotworowych badanych guzow, tagodnych i1 zto§liwych oraz w tkance prawidtowej gruczotu

sutkowego u suk.

B. Analiza pozioméw ekspresji SOX 10 na poziomie mRNA w wybranych

przypadkach nowotwordéw ztosliwych i tkance prawidtowej gruczotu sutkowego u suk.

C. Ocena nasilenia poziomu ekspresji SOX 10 oraz TES w komoérkach nowotworowych

w stosunku do rasy, wieku pacjenta oraz stopnia zto§liwos$ci histologicznej guza.

D. Ocena zalezno$ci pomigdzy nasileniem ekspresji: SOX 10 oraz TES a ekspresja
markerow komorkowych zwigzanych z procesem kancerogenezy takich jak Ki-67, HER2 i

VIM.
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4 Materialy i metody

4.1 Charakterystyka grupy badanej

Materiat do badan stanowity guzy listwy mlecznej pobrane od pséw pici zenskiej w
wieku od 2 do 14 lat, roznych ras, pozyskane z archiwum Zaktadu Patomorfologii i Weterynarii

Sadowej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Analizie poddano tagcznie 77 probek tkanek gruczotu sutkowego pséw. Zmiany ztosliwe
stanowity 53 przypadki, zmiany nieztosliwe - 14 przypadkow oraz 10 probek prawidiowej
tkanki gruczotu sutkowego stanowigce grupg kontrolng, pobrano po$miertnie od zwierzat,

ktérych przyczyna zgonu nie byta choroba nowotworowa.

Grupa badana zostata scharakteryzowana wedtug nastepujacych parametrow kliniczno-
morfologicznych: rasa, wiek w chwili rozpoznania, typ histologiczny raka, stopien
histologicznej ztosliwosci, zajecie naczyn, ekspresja wimentyny, receptora HER2, indeks

proliferacyjny (Ki-67). Dane przedstawiono w tabeli V.

Tabela V. Charakterystyka grupy badanej.

Nowotwory zlosliwe

Parametr Liczba chorych (n)
Wiek
ponizej 9 lat 18
powyzej 9 lat 35

Typ histologiczny raka

rak prosty cewkowo brodawkowy 17
rak prosty cewkowy 15

rak mieszany 13

rak lity 4

rak ztozony 3

rak brodawkowo torbielowaty 1
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Stopien ztosliwosci histologicznej

Gl 29

G2 23

G3 1

Zajgcie naczyn

tak 19

nie 34
HER2

HER2 (-) 28

HER2 (+) 25
Ki-67

Ki—-67 = 20 % 27

Ki-67 > 20 % 26
VIM

VIM < 10% 33

VIM > 10 % 20

Nowotwory lagodne
Parametr Liczba chorych (n)

Wiek

ponizej 9 lat 9

powyzej 9 lat 5

Typ histologiczny
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gruczolak 14
Zajecie naczyn

tak 0

nie 14
HER2

HER?2 (-) 9

HER2 (+) 5
Ki-67

Ki—-67 =20 % 14

Ki-67 > 20 % 0
VIM

VIM<10% 14

VIM > 10 % 0

4.2 Badanie histopatologiczne

Materiat tkankowy utrwalono w 10% roztworze zbuforowanej formaliny, nast¢pnie
przygotowane skrawki tkankowe o grubosci 4 um, przygotowane przy uzyciu mikrotomu
LEICA SM 2010R nanoszono na szkielka podstawowe Superfrost. Preparaty do oceny
histologicznej zostalty poddane barwieniu hematoksyling 1 eozyna (H&E). Ocena
mikroskopowa badanych tkanek zostala przeprowadzona przy pomocy mikroskopu $wietlnego
Olympus BX53 przez dwoch niezaleznych patologéw zgodnie z aktualnymi wytycznymi na
podstawie klasyfikacji histologicznej zaproponowanej przez Goldschmidt i wsp w 2011 roku
(3,45).

4.3 Ocena stopnia histologicznej zlosliwosci

Badaniem koniecznym w ocenie nowotworu jest okreslenie stopnia jego histologicznej

ztosliwosci. (G-grade). Jedng z bardziej znanych i1 powszechnie stosowanych ocen w
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diagnostyce guzow listwy mlecznej jest skala wg Elstona i Ellisa, zmodyfikowana przez Pefa

1wsp. (45). W badaniu uwzglednia si¢ nastepujace cechy mikroskopowe nowotworu, tj. stopien

tworzenia si¢ cewek (1-3 pkt.), pleomorfizm jader (1-3 pkt.) oraz indeks mitotyczny (1-3 pkt.)

w siedmiu polach widzenia przy powigkszeniu 400x o lacznej powierzchni 2,37mm?2.

Koncowy wynik jest sumg wszystkich sktadowych i na jego podstawie okresla si¢ stopien

zto§liwosci histologicznej wedlug nastepujacego schematu: 3-5 pkt: | — niski stopien

zto$liwosci histologicznej, 6-7 pkt: 1l — Sredni stopien ztosliwosci histologicznej, 8-9 pkt: 111 —

wysoki stopien ztosliwosci histologicznej (42). System stopniowania zto§liwosci nowotworéw

zto§liwych pochodzenia nablonkowego zostat przedstawiony w tabeli VI.

Tabela VI. System stopniowania ztosliwo$ci nowotwordéw nabtonkowych, na podstawie Pena

I wsp (45).
oceniana cecha opis punkty
struktury cewkowe stanowia > 75% obszaru 1
) badanego wycinka
formowanie struktur
cewkowych Cewki stanowig 10—-75% obszaru wycinka 2
Brak cewek lub nieliczne (<10%) 3
Nieznaczny: jadra komoérkowe jednolitego
ksztattu 1 wielkosci, widoczne pojedyncze 1
jaderka widoczne okazjonalnie
Sredni: umiarkowane zréznicowanie
pleomorfizm jadrowy wielkosci 1 ksztattu jadra komorkowego; 2
hiperchromazja jader; obecne jaderka
Znaczny: r6zny ksztalt 1 wielko$¢ jader
komorkowych; hiperchromazja jader; liczne, 3
wyrazne jaderka

0-9 1

liczba mitoz w HPF 10-19 2

20 1 wiecej 3
Gl 3-5
stopien h’1s't010’g¥czne_] G2 6.7

ztosliwosci

G3 8-9
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4.3.1 Ocena zaje¢cia naczyn krwionosnych

Jednym z niekorzystnych parametréw w przypadku nowotwordéw jest zajecie naczyn
krwiono$nych. W badaniu histologicznym, w barwieniu hematoksyling i eozyng (H&E)
uwzgledniono obecno$¢ komoérek nowotworowych w  §wietle naczyn krwionos$nych.
Przypadki guzow ztosliwych zostaly pogrupowane na te z obecno$cig angioinwazji lub wolne

od niej.

4.4 Badania immunohistochemiczne

Badania IHC przeprowadzono na probkach tkanek, ktore podzielono na trzy grupy
bazujac na wyniku badania histologicznego: nowotwory ztosliwe (53 raki), nowotwory tagodne
(14 gruczolakow) oraz 10 prawidlowych tkanek gruczotu sutkowego stanowiacych grupe
kontrolng. Ocena immunohistochemiczna zostala przeprowadzona przez niezaleznych

patologdéw, bez dostgpu do danych kliniczno-patologicznych.

4.4.1. Reakcje immunohistochemiczne
Do badan wykorzystano nastepujace przeciwciata:

@ mysie monoklonalne SOX10 clone A2 (Santa Cruz Biotechnology Dallas, TX, USA sc-

365692) stosowane w rozcienczeniu 1:100
@ krolicze poliklonalne HER2 (Dako Glostrup, Denmark A0485) stosowane w

rozcienczeniu 1:200

@ krolicze poliklonalne Testin (NBP1-87987 Novus Biologicals) stosowane w

rozcienczeniu 1:100
@ mysie monoklonalne Ki-67 clone MIB-1 (M7240 Dako) stosowane w rozcienczeniu
1:100

@ mysie monoklonalne VIM clone 3B4 (M7020 Dako) stosowane w rozcieficzeniu 1:100

Do wizualizacji reakcji IHC w przypadku SOX 10 oraz HER2 zastosowany zostal system
DAKO FLEX+. Do wizualizacji reakcji IHC w przypadku TES, Ki-67, VIM zastosowany
zostat BOND Polymer Refine Detection System, Leica Biosystems, UK

Procedura reakcji immunohistochemicznych dla oceny ekspresji SOX 10, HER2:

1. Odparafinowanie, uwodnienie oraz cieplne odslanianie epitopéw w buforze
Tris/EDTA, pH9 (EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH) przy uzyciu

aparatu PT Link (tzw. procedura 3-w-1)
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10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Przeptukanie w buforze (roztwor soli fizjologicznej z buforem TRIS (pH7,6)
zawierajacy 0,1% Tween 20)

Nakropienie EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent — inkubacja 5 min.
(odczynnik stuzacy do blokowania endogennej peroksydazy)

Przeptukanie w buforze

Nakropienie przeciwcial pierwszorzedowych — inkubacja 20 min. w temp. pokojowej
(przeciwciala zostaty rozcienczone w EnVision FLEX Antibody Diluent)

Przeptukanie w buforze

Nakropienie EnVision FLEX/HRP - inkubacja 20 min. (dekstran sprzgzony z
peroksydazg oraz drugorzedowymi przeciwciatami kozimi skierowanymi przeciwko
immunoglobulinom mysim i kréliczym)

Przeptukanie w buforze

Bufor — inkubacja 5 min.

Nakropienie DAB — inkubacja 10 min. (3,3’-diaminobenzydyna)

(Roztwor przygotowano bezposrednio przed nakropieniem — 1ml buforu + 1 kropla
DAB)

Przeptukanie w buforze

Nakropienie EnVision FLEX Hematoxylin — inkubacja 5 min.

Przeptukanie w wodzie destylowanej

Przeptukanie w buforze

Przeptukanie w wodzie destylowanej

Szereg alkoholowy (70%, 96%, absolutny) — po 5min.

Ksylen — 5 min.

Zamkniecie szkietek w zywicy syntetycznej

Procedura reakcji immunohistochemicznych dla oceny ekspresji TES, Ki-67, VIM:

Odparafinowanie, uwodnienie (Bond Dewax Solution, Leica Biosystems, UK) oraz
cieplne odstanianie epitopéw w buforze Bond Epitope Retrieval Solution 1 (Leica
Biosystems, UK) przez 20 minut.

Przeptukanie w buforze Bond Wash Solution (1x) Leica Biosystems, UK

Zablokowanie endogennej peroksydazy poprzez nakropienie Peroxide Block przy
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10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

uzyciu BOND Polymer Refine Detection System (Leica Biosystems, Wielka
Brytania)— inkubacja 5 min.

Przeptukanie w buforze

Nakropienie przeciwciat pierwszorzedowych — inkubacja 15 min. w temp. pokojowej
(przeciwciala rozcienczono w rozcienczalniku Bond Primary Antibody Diluent (Leica
Biosystems, UK)

Przeptukanie w buforze

Inkubacja z przeciwciatami drugorzgdowymi Post Primary przy uzyciu systemu
BOND Polymer Refine Detection System (Leica Biosystems, Wielka Brytania). — 25
min.

Przeptukanie w buforze

Inkubacja z Polymer przy uzyciu systemu BOND Polymer Refine Detection System
(Leica Biosystems, Wielka Brytania). — 20 min.

Przeptukanie w buforze

Nakropienie DAB (3,3’-diaminobenzydyna) przy uzyciu systemu BOND Polymer
Refine Detection System (Leica Biosystems, Wielka Brytania). — inkubacja 10 min.
Przeptlukanie w wodzie destylowane;j

Nakropienie EnVision FLEX Hematoxylin — inkubacja 5 min.

Przeplukanie w wodzie destylowane;j

Przeptukanie w buforze

Przeptukanie w wodzie destylowanej

Szereg alkoholowy (70%, 96%, absolutny) — po 5min.

Ksylen — 5 min.

Zamkniecie szkietek w zywicy syntetyczne;j

Eksperymenty kontrolne przeprowadzono w nieobecnosci pierwszorzedowego przeciwciata.
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4.4.2. Ocena ekspresji markerow komérkowych

Testyna

Ekspresje Testyny okre§lano w 5 losowych polach widzenia o pow. 400x. Odsetek
komorek dodatnich ustalono zgodnie ze skala Remmele i1 Stegner (156). W ocenie
uwzgledniono zaréwno odsetek komorek wykazujacych pozytywng ekspresje (A), jak i
intensywnos$¢ reakcji IHC (B). Ostateczny wynik byt iloczynem wartosci obu sktadowych
(AxB) uzyskane wyniki przybieralty warto$ci od 1 do 12 punktow ocenianych wedlug
nastepujacej skali: brak reakcji = 0-1 pkt.; staba reakcja = 2-3 punkty; umiarkowana reakcja =

4-8 punktoéw; intensywna reakcja = 9-12 punktow (tab.VII).

Tabela VII. Tabela przedstawiajaca kryteria klasyfikacji w skali Remmele i Stegner (156).

W k:;::.cent llclom()rek Poziom intensywnosci IRS
y gf:lzzquzzz)ytywnq reakcji (B) (AXB)
0 brak ekspresji 0 brak reakcji barwnej 0 — 1 = negatywny
1=19% 1 = staba reakcja 2 — 3 = staba reakcja
2 =10-50% 2 = umiarkowana reakcja 4-8 :r:zrinl:(e:ajrall(owana
3=51-80% 3 = intensywna reakcja 9 — 12 = intensywna reakcja
4 = 81-100%

SOX 10

W przypadku SOX 10, ekspresje jadrowa oceniono w 5 losowych polach widzenia,
stosujac powiekszenie 400x. Odsetek komoérek wykazujacych dodatnia ekspresje oceniano
wedtug skali: ponizej 1% komorek - wynik negatywny (0 pkt.), niejednolite zabarwienie 1-
10% komorek (1 pkt.), ogniskowe 11-70% (2 pkt.) i rozproszone 71-100 % (3 pkt.).
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Tabela VIII. Tabela uwzgledniajaca kryteria interpretacji ekspresji SOX 10 na podstawie Ali i

wsp. (157).

Procent komoérek wykazujacych

PR pozytywna reakcje jadrowg
0 pkt. 0%
1 pkt. niejednolite zabarwienie 1-10%
2 pkt. ogniskowe 11-70%
3 pkt. rozproszone 71-100%

SOX 10 skala zmodyfikowana

Do dokfadniejszego systemu oceny immunohistochemicznej, opracowano autorski

schemat, wykorzystujac procent komoérek wykazujacych pozytywna reakcje, ustalajac kryteria
0% komorek - 0 pkt., 1-10% komorek - 1 pkt., 11-50% - 2 pkt., 51-80% - 3 pkt., 81-100% - 4

pkt.
Tabela IX. Tabela przedstawiajaca kryteria autorskiej oceny reakcji immunohistochemiczne;j
SOX 10.
e porytywan reakele fadrons

0 pkt. 0%

1 pkt. 1-10%

2 pkt. 11-50%

3 pkt 51-80%

4 pkt. 81-100%
Ki-67

Reakcje Ki-67 oceniono w 8 polach o duzym powigkszeniu (400x) Oceniajac

pozytywna jadrowa reakcje barwng. Zgodnie z zaleceniami Konferencji Raka Piersi St Gallen
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za granicg niskiego i wysokiego indeksu proliferacyjnego przyjeto wartos¢ 20% (158).

Tabela X. Tabela przedstawiajgca kryteria przyjete dla niskiego oraz wysokiego indeksu
proliferacyjnego.

Procent komérek nowotworowych
Ki-67 wykazujacych pozytywna reakcje
jadrowa
niski indeks proliferacyjny ponizej 20%
wysoki indeks proliferacyjny powyzej 20%

HER2

Poziom ekspresji biatka receptorowego HER2 oceniano za pomoca skali
uwzgledniajacej zarowno odsetek komorek nowotworowych reagujacych w obrebie btony
komorkowej, jak 1 poziom intensywno$ci reakcji barwnej. Skale podzielono wedlug
nastgpujacego schematu: brak reakcji: brak zabarwienia btony komorkowej lub odczynu
barwnego u mniej niz 10% komodrek nowotworowych; staba reakcja: bardzo stabe i niepelne
zabarwienie btony komorkowej w ponad 10% komodrek nowotworowych; reakcja
umiarkowana: staba lub umiarkowana reakcja blonowa w ponad 10% komorek
nowotworowych lub calkowita i intensywna reakcja btonowa w ponad 10% komorek
nowotworowych; silna reakcja: catkowite 1 silne zabarwienie btony w ponad 10% komorek
nowotworowych Zgodnie z sugestiami zawartymi w wytycznych zaproponowanych przez
Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej (College of American Pathologists
(ASCO/CAP)), tylko catkowite, silne reakcje barwne w ponad 30% komorek nowotworowych
uznano za reakcj¢ pozytywna (159).
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Tabela XI. Tabela przedstawiajaca kryteria przyj¢te dla HER2 dodatniej i ujemnych reakcji, z

czego jedynie reakcje ocenione na 3 pkt, zostaly scharakteryzowane jako HER2 dodatnie.

IHC Kryteria interpretacji
silna reakcja: catkowite i silne zabarwienie
3 btony komérkowej w ponad 30% komorek
nowotworowych

silne, kompletne znakowanie btony
komorkowej w <30% komorek; stabe lub
2 umiarkowane, heterogeniczne, kompletne
znakowanie blony w co najmniej 10%
komorek

brak znakowania (0) lub stabe, nieckompletne
0-1 znakowanie btony komoérkowej (1+) w
jakimkolwiek odsetku komorek

Wimentyna

Poziom ekspresji wimentyny (VIM) oceniano za pomocg skali uwzgledniajacej odsetek
komorek nowotworowych wykazujacych pozytywna reakcje cytoplazmatyczng. OceniliSmy 8
pol widzenia przy powigkszeniu 400x. stosujac si¢ do nastepujacej skali: 0-10% brak reakcji,
powyzej 10% reakcja pozytywna (153).

Tabela XII. Tabela przedstawiajaca kryteria przyjete dla reakcji VIM dodatniej 1 ujemne;j

reakcji.
Procent komérek wykazujacych
VIM .
pozytywna reakcje cytoplazmatyczna
brak reakcji ponizej 10%
reakcja pozytywna powyzej 10%

4.5 lzolacja RNA

RNA bylo izolowane z fragmentow (n=17) guzéw o $rednicy ok 1 cm, pobranych
podczas zabiegu mastektomii. Probki tkanek prawidtowych (n=10) zostaty pobrane od psow,
ktoére ulegly $mierci w wyniku wypadku komunikacyjnego. Materiat zabezpieczono w RNA

later Stabilization Solution (Ambion, USA)
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4.5.1. Izolacja calkowitego RNA za pomoca zestawu ,,RNeasy Mini”

W celu izolacji RNA tkank¢ o masie ok 30 mg utrwalong w roztworze RNA later
homogenizowano w 700 ul buforu RLT plus z dodatkiem B-merkaptoetanolu. Do uzyskanego
lizatu dodawano 700 pl 70% etanolu, mieszano, a nast¢pnie naktadano go na dostarczong przez
producenta kolumienke ,,RNeasy spin kolumn” i wirowano przez 15 sekund przy 10 000 x g.
Przesacz usuwano, a zwigzane ze ztozem RNA przemywano za pomoca 350 ul buforu RW1
poprzez wirowanie przez 15 sekund, przy 10 000 x g. W celu usunig¢cia genomowego DNA, na
kolumienke dodawano 80 pl roztworu DNazy i inkubowano 15 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie zwigzane ze zlozem RNA przemywano kolejno za pomoca buforow
RWT1 (350 pl), a nastgpnie RPE (2x500 pl), poprzez wirowania przez 15 sekund, przy 10 000
x g. Nastepnie kolumienke wirowano przez 2 minuty przy 10 000 x g celem osuszenia, po czym
umieszczano jg w $wiezej probowce Eppendorfa. Na kolumienke nanoszono 30 ul wody wolnej

od RNaz, a nastepnie RNA eluowano poprzez wirowanie przez 1 minute przy 10000 x g.

4.5.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji za pomoca zestawu ,,High capacity cDNA reverse

transcription kit” (Thermo Fisher Scientific)

Synteze cDNA prowadzono zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Do
10 ul RNA (500 ng) dodawano 2 pl 10X RT Random Primers, 0.8 pL. 100 mM dNTP, 2 ul 10X
RT Buffer, 1 pL MultiScribe™ Reverse Transcriptas, 1 pL RNase Inhibitor oraz 3,2 pL. wody.
Nastepnie przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji wedtug protokotu producenta

(tabela). Uzyskane w ten sposob cDNA przechowywano w temperaturze -20°C

Ustawienia Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Temperatura 25 37 85 4
Czas 10 minut 120 minut 5 minut o

4.5.3. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (real time PCR)

Reakcje real time PCR w czasie rzeczywistym prowadzono w aparacie firmy ,,Applied
Biosystems”, z wykorzystaniem sond TagMan (SOX10 Cf02706686 gl, Actin
Cf04947159 m1l) wedtug zalecen producenta. Jako gen referencyjny wykorzystywano gen dla
B-aktyny (ACTB). Do 10 pL odczynnika iTaq Universal Probes Supermix dodawano 1 uL
TagMan® Gene Expression Assays oraz 9 uL. cDNA. Wzgledny poziom ekspresji badanych
genow wyznaczono przy pomocy programow SDS 2.4. oraz RQ Manager (Applied
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Biosystems) i Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft) w oparciu o parametr RQ. Kazda

reakcje przeprowadzano w trzech powtorzeniach.

4.6 Immunoblotting

Swoisto$¢ przeciwciala zostata potwierdzona z uzyciem metody Westen Blott
Catkowite biatko wyekstrahowano z 9 probek raka sutka i 1 prawidtowej tkanki. Tkanki sutka
psow homogenizowano w 500 pl lodowatego odczynnika do ekstrakcji tkanek (Thermo Fisher
Scientific) z koktajlem inhibitorow proteazy;50 (Sigma-Aldrich). Po inkubacji na lodzie (30
min) 1 odwirowaniu (10 000 x g; 4°C) przeprowadzono oznaczenie ilosciowe biatka w
homogenatach tkanki gruczotu sutkowego przy uzyciu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z instrukcjami producenta. Probki biatka (100 ug)
rozdzielono w redukujacej SDS-PAGE (12%; 95° C; 10 min) i przeniesiono na membrang
PVDF przy uzyciu systemu transferu Trans-Blot® Turbo™ (BIO-RAD), zgodnie z instrukcja
producenta.. Membrang traktowano $rodkiem wzmacniajagcym sygnat Pierce™ Western Blot
(Thermo Fisher Scientific), blokowano przez 1 godzine 5% odtluszczonym mlekiem w PBS
zawierajagcym 0,5% (obj./obj.) Triton X-100 (Sigma-Aldrich) i inkubowano przez noc; 4° C z
przeciwcialem Testin (1:250; NBP1-87987 Novus Biologicals). Pierwszorzedowe przeciwciata
wykrywano za pomoca przeciwciata anty-IgG skoniugowanego z HRP i bloty wywotywano
przy uzyciu substratu SuperSignal West Femto ECL (Thermo Fisher Scientific). Wzgledne
intensywnos$ci pragzkow okreslono stosujac oprogramowanie Quantity One (BIO-RAD),

wykorzystujac metode densytometryczng.

4.7 Mikrofotografie

Mikrofotografie badanych guzoéw zostaty poddane wspomaganej komputerowo analizie
obrazu za pomoca komputera wyposazonego w program cell*A software (Olympus Soft
Imaging Solution GmbH, Germany) sprzezonego z mikroskopem optycznym Olympus BX53
wyposazonym w cyfrowa kamerg model ColorView Illu (Olympus Japan).

4.8 Analiza statystyczna
Analize statystyczng przeprowadzano przy pomocy programu StatistikaPL (StatSoft,

Krakéw) 1 odpowiednich testow statystycznych. Normalno$¢ danych testowano przy pomocy
testu Shapiro-Wilka. Réznice ekspresji badanych bialek miedzy grupami zwierzat testowano
przy uzyciu analizy rang Kruskala-Wallisa lub analizy U Manna-Whitneya. Zalezno$ci migdzy
badanymi parametrami oceniano przy uzyciu testu korelacji rang Spearmana. Istotno$¢

statystyczng przyjeto dla p<0,05.
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5.Wyniki

5.1 Wiek i rasa pacjentow

W badaniu $redni wiek pacjentéw wynosit 9 lat zaréwno w przypadku nowotworéw

zto§liwych, jak i tagodnych. Dominujgce rasy pséw ze zdiagnozowanymi nowotworami

ztosliwymi 1 tagodnymi przedstawiono w tabeli XIII.

Tabela XIII. Tabela przedstawiajgca rasy pséw ze zdiagnozowanymi nowotworami ztosliwymi

oraz fagodnymi.

Rasa liczba
Nowotwory zlosliwe
Mieszana 25
Yorkshire terier 7
Owczarek Niemiecki 5
Shih-tzu 3
Jamnik 2
Bokser 2
Amstaff 1
Bolonczyk 1
Barbet 1
Beagle 1
Chihuahua 1
Cocker spaniel 1
Jack russel terier 1
Szpic miniaturowy 1
West highland white terier 1
Nowotwory niezlosliwe
Mieszana 3
Yorkshire terier 3
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Boston terier 2

West highland white terier 1
szpic wilczy 1

Seter irlandzki 1
Beagle 1

Shih-tzu 1

Golden Retriever 1

5.2 Ocenia histopatologiczna guzow z wykorzystaniem barwienia
hematoksyling i eozyna (H&E)
W badanym materiale oceniono typ histologiczny nowotworéw, a zmiany ztosliwe

sklasyfikowano zgodnie z wytycznymi WHO. Wyniki przedstawiono w tabeli XV oraz XVI.

W grupie nowotwordow ztosliwych (n=53) najwigkszy odsetek stanowit rak prosty
cewkowo-brodawkowy 32,0% (n=17), nastepnie rak prosty cewkowy 28,3% (n=15), rak
mieszany 24,6% (n=13), rak lity 7,5 % (n=4), rak ztozony 5,7% (n=3) i rak brodawkowy-
torbielowaty 1,9% (n=1).

Nowotwory fagodne (n=14) sklasyfikowano jako gruczolaki proste (n=14).

Grupe kontrolng stanowito 10 wycinkéw prawidtowego gruczotu mlekowego.

5.3 Ocena stopnia zlosliwosci (grading, G)

W zalezno$ci od stopnia ztosliwosci histologicznej (G; ang. grade) material podzielono
na trzy grupy: 54,7% (n=29) nowotworow ztosliwych oceniono na stopien 1, 43,4% (n=23) na

stopien 2 1 1,9% (n=1) jako stopien 3 (Tabela XV, XVI).

5.4 Ocena zajecia naczyn krwionosnych

Badang grup¢ przeanalizowano rowniez pod katem inwazji naczyn przez komorki

nowotworowe

W przypadku nowotwordw ztosliwych, do zajecia naczyn doszto w 35,8% (n=19)
analizowanych przypadkach nowotworéow ztosliwych, 34 probki z nich nie wykazaty tego

zjawiska.
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5.5 Ocena immunohistochemiczna

5.5.1 Ki-67

Wysoki wspolczynnik Ki-67 tj. powyzej 20% komorek wykazujacych pozytywna
ekspresje stwierdzono w 49% (n=26) nowotwordw ztosliwych. Wynik ujemny tj. ponizej 20%
komorek zaobserwowano w 51% (n=27) badanych rakow (Tabela XV oraz XVI).

Wsrod nowotwordw tagodnych 1 w prawidtowej tkance gruczotowej obserwowano

niski indeks profliferacyjny KI-67, reakcja jadrowa nie przekraczajaca 20% komorek.

Przyktadowe reakcje immunohistochemiczne zostaly przedstawione na rycinie 4.

Ryc. 4. Przyktadowe zdj¢cia reakcji biatka Ki-67 w badanych guzach. A. Niski wspotczynnik

Ki-67: ekspresja w ponizej 20% komorek rakowych B. Ekspresja Ki-67 zaobserwowana w

ponad 20% komorek rakowych. Powigkszenie 400x.

5.5.2 HER?2

Pozytywna ekspresje HER2 odnotowano w 47,2% (n=25) guzoéw ztosliwych, natomiast
52,8 % (n= 28) nie wykazato ekspresji HER2.

Wsrdd gruczolakow pozytywna ekspresje wykazano w 28,6% (n=4), w 71,4% (n=10)
nie zaobserwowano ekspresji HER2.

W prawidlowej tkance gruczolowej nie odnotowano ekspresji HER2.

Przyktadowe reakcje immunohistochemiczne zostaly przedstawione na rycinie 5.
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Ryc. 5. Przyktadowe zdj¢cia reakceji biatka HER2 w badanych guzach. A. Brak ekspresji HER2
w raku. B. Silna btonowa ekspresja HER2 w raku, wynik uznany za HER2 dodatni.

Powigkszenie 400x.

5.5.3. VIM

Pozytywng reakcj¢ cytoplazmatyczng zaobserwowano w 37,7% (n=20) nowotworéw
ztosliwych, w przypadku 62,3% (n=33) nie stwierdzono ekspresji cytoplazmatycznej lub byta
ona mniejsza niz 10% komorek nowotworowych.

W zmianach tagodnych i tkance prawidlowej nie stwierdzono ekspresji wimentyny w

komorkach nabtonkowych, jedynie w komorkach tkanki taczne;.

Przyktadowe reakcje immunohistochemiczne zostaly przedstawione na rycinie 6.

Ryc. 6. Przyktadowe zdjecia reakcji wimentyny w badanych guzach. A. Ekspresja wimentyny

obecna w komorkach podscieliska gruczotu sutkowego, brak reakcji w tkance nabtonkowej. B.
Pozytywna reakcja w podsScielisku nowotworu oraz w komodrkach nowotworowych.

Powigkszenie 400x.
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5.5.4S0X 10
Ekspresja SOX 10 w tkance prawidlowe;j

Ekspresje SOX 10 stwierdzono w 70% (n= 7) badanych tkanek, z ktorych 30% (n=3)
wykazalo reakcje na poziomie 1 pkt., n=3 na poziomie 2 pkt., n= 1 na poziomie 3 pkt., a n=3
wykazato negatywng reakcje. W klasyfikacji Ali i wsp. rowniez 70% badanych probek
wykazato pozytywng reakcje, z czego n=3 reakcj¢ oceniong na 1 pkt., n=4 oceniong na 2 pkt.

Poréwnanie wynikow ekspresji SOX 10 w obu systemach klasyfikacji przedstawiono w tabeli

XIV.
Ekspresja SOX 10 w zmianach lagodnych

W przypadku guzéw tagodnych ekspresje SOX 10 w komodrkach nowotworowych
obserwowano w 92,85 % (n=13) zmian, z czego ekspresja SOX 10 byta staba, 1 punkt w n=1
(7,15%) badanych zmian tagodnych, 2 punkty w 50% (n= 7), 3 punkty w 14,3% (n=2) i 4
punkty w 21,4% (n=3).

Wedhug klasyfikacji zaproponowanej w artykule Ali 1 wsp. (2022) ekspresje SOX 10

stwierdzono w 92,85% (n= 13) poddanych analizie prébek. Wsrdod nich 7,15% (n=1) oceniono
na 1 pkt., 50% n=7 oceniono na 2 pkt., 35,7% oceniono na 3 pkt.

Ekspresja SOX 10 w nowotworach zlosliwych

Ekspresje SOX 10 w komodrkach nowotworowych stwierdzono w 98,1% (n=52)
badanych przypadkéw nowotworow ztosliwych.

W przypadku klasyfikacji wg Ali 1,9% (n=1) nie wykazato ekspresji SOX 10 5,7% (n=
3) wykazato reakcje na poziomie 1pkt., 35,8% (n=19) oceniono na 2 pkt., n=30 na 3 pkt.

Wg autorskiej skali dodatni poziom ekspresji stwierdzono w n=52 probkach, z czego
n=3 wykazato reakcje oceniong na 1 pkt., 35,8% (n=19) oceniong na 2 pkt., 39,6% (n=21) na
3 pkt., 16,9% (n=9) oceniona na 4 pkt.

Oceng jadrowej ekspresji SOX 10 w komoérkach nowotworowych z poszczegolnych
rozpoznan histologicznych  przedstawiono w tabeli XV. Przykladowe reakcje
immunohistochemiczne SOX 10 przedstawiono na ryc 7 1 8, a pordwnanie obu systemow

klasyfikacji reakcji jadrowej przedstawiono w tabeli XIV.
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Ryc. 7. Ocena SOX 10 w rakach. A. Brak reakcji SOX 10. B. Reakcja SOX10 oceniona na 1
pkt., niejednolite zabarwienie 1-10%. C, Reakcja SOX 10 oceniona na 2 pkt., ogniskowe

zabarwienie 10-70% komorek. D. Reakcja SOX 10 oceniona na 3 pkt. rozproszone 70-100%
komorek (za Ali i wsp. 2022).
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Ryc. 8. Ocena SOX 10 w badanych tkankach. A. Reakcja SOX 10 oceniona na 1 pkt., niejednolite

zabarwienie 1-10%. B. Reakcja SOX 10 oceniona na 2 pkt., ogniskowe zabarwienie 11-50%

komorek. C. Reakcja SOX 10 oceniona na 3 pkt. 51-80% komorek nowotworowych, brak

reakcji w podscielisku. D. Reakcja SOX 10 oceniona na 4 pkt. 81-100% komorek

nowotworowych.

Tabela XIV. Poréwnanie systemu klasyfikacji jadrowej ekspresji SOX 10.

Ali (2022) Bubak (2023)
Nowotwory ztosliwe
Punkty Liczba przypadkow Punkty Liczba przypadkoéw
0 1 0 1
1 3 1 3
2 19 2 19
3 30 3 21
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4 9
Nowotwory tagodne
Punkty Liczba przypadkow Punkty Liczba przypadkow
0 1 0 1
1 1 1 1
2 7 2 7
3 5 3 2
4 3
Tkanka prawidtowa
Punkty Liczba przypadkow Punkty Liczba przypadkow
0 3 0 3
1 3 1 3
2 3 2 4
3 1 3 0
4 0

Tabela XV. Zalezno$¢ ekspresji SOX 10 w poréwnaniu z parametrami kliniczno-

patologicznymi.

Ekspresja SOX 10 Wartos¢ p
Liczba przvoadké w komorkach wartos¢ korelacji
czha rl: (O/y g)a oW1 nowotwo rowych (n
0 n (%)
Typ histologiczny nowotworu
Rak prosty cewkowo- 0 0
brodawkowy 17 (32,07%) 14 (26,4%)
Rak prosty cewkowy 15 (28,3%) 11 (20,7)%
1p>0,05
Rak mieszany 13 (24,6%) 7 (13,2%)
Rak lity 4 (7,5%) 4 (7,5%)
Rak ztozony 3 (5,7%) 3 (5,7%)
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Rak cewkowo 0 0
torbielowaty 1 (1.9%) 1(1,9%)
Stopien histologicznej zlosliwosci G (Grade)
1 °(G1) 29 (54,7%) 28 (52,8%)

2
11°(G2) 23 (43,4%) 23 (43,4%) ;::Boé?
111 ° (G3) 1 (1,9%) 1 (1,9%)

Ki-67
- 27 (51%) 20 (23%) 25 <0,05
; 26 (49%) 18 (20,6%) r=0,26
HER?2
- 28 (52,8%) 28 (52,8%)
2p>0,05
+ 25 (47,2%) 24 (45,3%)
VIM
- 33 (62,3%) 32 (60,3%) 2n<0.05
; 20 (37.7%) 20 (37.7%) r=0.23
Zajecie naczyn
- 34 (64,2%) 33 (62,3%)
3p=0,02
+ 19 (35,8%) 19 (35,8%)

! wartos¢ p dla analizy Kruskala-Wallisa; 2 warto$¢ p dla testu korelacji rang Spearmana i

odpowiadajaca jej wartos¢ r; 3 wartoéé p dla analizy U Manna-Whitneya.
Analiza statystyczna

Analiza statystyczna nie wykazata istotnych r6znic w poziomie ekspresji SOX 10 w
komorkach nowotworowych w zaleznosci od typu histopatologicznego raka sutka. Wykazano
natomiast istotnie wyzsza ekspresj¢ w raku prostym cewkowym w pordéwnaniu do tkanki

zdrowej (p=0,008 dla wszystkich grup; p=0,02 dla porownania tkanki zdrowej 1 raka prostego
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cewkowego w tescie post-hoc; test Kruskala-Wallisa) oraz w raku mieszanym w porownaniu
do tkanki zdrowej (p=0,008 dla wszystkich grup; p=0,03 dla poréwnania tkanki zdrowej i raka

mieszanego; test Kruskala-Wallisa).

Stwierdzono $redniego stopnia pozytywna korelacje ekspresji SOX 10 i stopnia
ztosliwosci histologicznej guza (p <0,05, r=0,38; test korelacji Spearmana) oraz istotnie nizszg
ekspresje biatka w guzach niezlosliwych w poréwnaniu do guzéw o stopniu ztosliwosci G2
(p=0,004 dla wszystkich grup; p=0,009 dla poréwnania nowotwordéw tagodnych z
nowotworami ztosliwymi o 2 stopniu histologicznej ztosliwo$ci G2 w tescie post-hoc; analiza

Kruskala-Wallisa; Ryc. 9).
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Ryec. 9. Zaleznos¢ ekspresji SOX 10 od stopnia ztosliwosci guzow. Istotng statystycznie roznice
wykazano miedzy guzami nieztosliwymi, a guzami o stopniu ztosliwosci G2 (p=0,009; analiza

Kruskala-Wallisa).

Analiza statystyczna wykazata dodatnig staba korelacje ekspresji SOX 10 z ekspresja
Ki-67 (analiza korelacji Spearmana; p <0,05; r= 0,26).

Wykazano istotng statystycznie wyzsza ekspresj¢ SOX 10 w guzach zlosliwych w
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porownaniu z tkanka prawidlowa (p=0,001 dla wszystkich grup; p=0,002 dla poréwnania
tkanki zdrowej 1 guzoéw zlosliwych w tescie post-hoc; test Kruskala-Wallisa; Ryc. 10).
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Ryc. 10. Zaleznos$¢ ekspresji SOX 10 od rodzaju badanej tkanki. Istotng statystycznie rdznice

wykazano mig¢dzy guzami ztosliwymi, a tkanka zdrowa (p=0,002; analiza Kruskala-Wallisa).

Stwierdzono stabg pozytywnga korelacj¢ ekspresji SOX 10 z ekspresjag wimentyny (p
<0,05; r=0,23; test korelacji Spearmana)

Brak istotnej statystycznie korelacji miedzy poziomem ekspresji SOX 10 w komorkach

nowotworowych a stopniem ekspresji HER2 (p>0,05).

Ponadto stwierdzono istotnie wyzsza ekspresje SOX 10 w nowotworach wykazujacych

cechy angioinwazji (p=0,02; test U Manna-Whitenya; Ryc. 11)
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Ryc. 11. Zaleznos$¢ ekspresji SOX 10 od angioinwazji komdrek nowotworowych. Stwierdzono
wyzsza ekspresje SOX 10 w nowotworach wykazujacych naciekanie naczyn (p=0,02; test U
Manna-Whitneya).

5.5.5 Testyna
Ekspresja testyny w tkance prawidlowej

Wszystkie 10 probek prawidlowej tkanki gruczotu sutkowego (100%; n=10)
wykazywaty dodatnig ekspresje testyny, 30% probek (n=3) wykazywato najwyzsza ekspresje
(3 pkt. w skali Remmele), 30% (n=3) wykazywato umiarkowana ekspresj¢ (2 pkt. w skali
Remmele), a 40% wykazywato stabg reakcje (1 pkt. w skali Remmele).

Ekspresja testyny w zmianach lagodnych

W przypadku nowotworéw tagodnych ekspresje testyny zaobserwowano w 100%
(n=14) guzéw tagodnych, wsrdd nich 78,55% wykazato najwyzsza ekspresje (3 pkt. w skali
Remmele), 7,15% (n=1) (2 pkt. w skali Remmele), 14,3% (n=2) (1 pkt. w skali Remmele).

Ekspresja testyny w zmianach zlosliwych
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Ekspresje testyny obserwowano w cytoplazmie komoérek nowotworu zlosliwego w
86,8% przypadkéw (n=46) rakow, z czego 24,5% zmian (n=13) charakteryzowalo si¢ duza
intensywnoscia ekspresji testyny na poziomie 3 punktow w skali Remmele, 49% zmian (n=24)
o umiarkowanym natezeniu ekspresji tj. 2 pkt. i 13,2% zmian (n=7) o niskim nate¢zeniu
ekspresji tj. 1pkt. i 13,2% (n=7) nie wykazywato ekspresji. (Tabela XV1)

Ekspresje testyny w cytoplazmie komoérek nowotworowych stwierdzono w 52,8%
rakow (n=28) w 1 stopniu histologicznej ztosliwosci (G1), w 43,4% przypadkdéw (n=23) w
stopniu 2 (G2) i w 1,9% przypadkow (n=1) w stopniu 3 (G3) (Tabela XVI).

Zestawienie intensywnos$ci ekspresji testyny w komodrkach nowotworowych oraz
zaleznos$ci migdzy stopniem histologicznej ztosliwosci (G) a ekspresja Ki-67, HER2 , VIM

oraz zaj¢ciem naczyh krwiono$nych w nowotworach ztosliwych przedstawiono w tabeli XVI.

Przyktadowe reakcje immunohistochemiczne zostaly przedstawione na rycinie 12.

Ryc. 12. Ekspresja testyny w zmianach zto§liwych A. Brak reakcji, B. Reakcja IRS oceniona
na 1 pkt. C. Reakcja IRS oceniona na 2 pkt. D. Reakcja IRS oceniona na 3 pkt. Powiekszenie
400x.
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Tabela XVI. Zaleznos¢ ekspresji TES od parametrow kliniczno-patologicznych.

. Ekspresja TES wartos¢ p
Liczba . < x .
B w komorkach wartos¢ korelacji
przypadkow
nowotworowych ()
n (%)
n (%)
Typ histologiczny nowotworu
Rak prosty
cewkowo- 17 (32,07%) 15(28,3%)
brodawkowy
Rak prosty 15(28,3%) 15 (28,3%)
cewkowy
Rak mieszany 13(24,6%) 7 (13,2%) 1n=0,01
Rak lity 4 (7,5%) 4 (7,5%)
Rak ztozony 3 (5,7%) 2 (3,8%)
Rak cewkowo 0 0
torbielowaty 1(1,14%) 1(1,14%)
Stopien histologicznej zlosliwosci G (Grade)
1°(Gl) 29 (54,7%) 24 (45,2%)
2p<0.05
11°(G2) 23 (43,4%) 21 (39,6%) r=-0,03
11°(G3) 1(1,9%) 1(1,9%)
Ki-67
- 27 (51%) 21(39,6%)
p>0,05
+ 26 (49%) 25 (47,2%)
HER?2
- 28 (52,8%) 25 (47,2%)
p>0,05
+ 25 (47,2%) 22 (41,5%)
VIM
- 33(62,3%) 27 (50,9%)
p>0,05
+ 20 (37,7%) 19 (35,8%)
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Zajecie naczyn

- 34 (64,2%) 30 (56,6%)

p >0,05
+ 19 (35,8%) 16 (30,1%)

! warto$é p dla analizy Kruskala-Wallisa; 2 warto$¢ p dla testu korelacji rang Spearmana i

odpowiadajaca jej warto$é r; 3 warto$é p dla analizy U Manna-Whitneya.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wykazala stabg negatywna korelacj¢ ekspresji TES ze stopniem
histologicznej ztosliwosci (G) (p <0,5; r=-0,3).

Wykazano istotnie statystycznie nizszg ekspresje¢ w guzach zto§liwych w poréwnaniu
z guzami tagodnymi (p=0,008; dla wszystkich grup; p=0,01 dla poréwnania guzéw
niezto§liwych i ztosliwych w tescie post-hoc; test Kruskala-Wallisa; ryc. 13). Stwierdzono
istotnie wyzszg ekspresj¢ w gruczolaku prostym w poréwnaniu do raka mieszanego (p=0,01
dla wszystkich grup; p=0,047 dla poréwnania gruczolaka prostego i raka mieszanego w tescie

post-hoc; analiza Kruskala-Wallisa).
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Ryc. 13. Zaleznos$¢ ekspresji testyny od rodzaju badanej tkanki. Istotng statystycznie roznice
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wykazano miedzy guzami ztosliwymi, a guzami tagodnymi (p=0,01; analiza Kruskala-
Wallisa).

Brak istotnej statystycznie korelacji miedzy poziomem ekspresji TES w komodrkach
nowotworowych a stopniem ekspresji HER2 (p>0,05), Ki-67, Vim, zajeciem naczyn
krwiono$nych. (tabela XV1I).

5.6 PCR w czasie rzeczywistym.
Ekspresje genu SOX10 na poziomie mRNA stwierdzono w 100% (n=17)

analizowanych guzow sutka oraz w 90% (n=9) probek prawidlowej tkanki gruczotowe;.
Wyzszy poziom ekspresji SOX10 obserwowano na poziomie mRNA w guzach zlosliwych w

porownaniu z tkankg prawidlowa (p=0.006; analiza U Manna-Whitneya; ryc. 14).
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Ryc. 14. Roéznica poziomu ekspresji SOX10 w tkance nowotworowej i tkance zdrowej
(p=0,006; analiza U Manna-Whitneya).

5.7 Immunoblotting

Ekspresje Testyny w badanej tkance gruczotu sutkowego wykazano za pomoca metody

Western Blott. Biatko kontrolne stanowita B-aktyna.

55



‘e Y e s

~ - - . = ' i bialko referencyjne

Ryc 15. Wydajnos¢ transfekcji poziomow biatka TES mierzona metodg analizy Western Blott

56



6. Podsumowanie wynikéw

6.1. SOX 10

1.

stwierdzono istotnie wyzsza ekspresje w guzach ztosliwych w poréwnaniu z tkanka
zdrowa (p=0,001 dla wszystkich grup; p=0,002 dla poréwnania tkanki zdrowej i guzow

zto$liwych w tescie post-hoc; test Kruskala-Wallisa)

stwierdzono istotnie nizsze wartosci ekspresji SOX 10 na poziomie mRNA w tkance

zdrowej w poréwnaniu do tkanki nowotworowej p=0.006 Test U Manna-Whitneya

stwierdzono istotnie wyzsza ekspresj¢ w raku prostym cewkowym w pordéwnaniu do
tkanki zdrowej (p=0,008 dla wszystkich grup; p=0,02 dla poréwnania tkanki zdrowej i
raka prostego cewkowego w tescie post-hoc; test Kruskala-Wallisa) oraz w raku
mieszanym w poréwnaniu do tkanki zdrowej (p=0,008 dla wszystkich grup; p=0,03 dla

porownania tkanki zdrowej i raka mieszanego; test Kruskala-Wallisa)

stwierdzono pozytywng korelacje ekspresji 1 stopnia zlosliwosci histologicznej guza
(p<0,05, r=0.38; test korelacji Spearmana) oraz istotnie nizsza ekspresje biatka w guzach
tagodnych w poréwnaniu do guzow o 2 stopniu ztosliwosci G 2 (p=0,004 dla wszystkich
grup; p=0,009 dla poréwnania stopnia 0 i 2 w tescie post-hoc; analiza Kruskala-Wallisa)

stwierdzono istotnie wyzsza ekspresje¢ w guzach charakteryzujacych si¢ obecno$cia
angioinwazji (p=0,02; test U Manna-Whitneya)

stwierdzono pozytywna korelacje miedzy ekspresja SOX10 a ekspresjg Ki-67 (p<0,05;
r=0,26; test korelacji Spearmana)

stwierdzono pozytywna korelacj¢ ekspresji SOX10 z ekspresja wimentyny (p<0,05;

r=0,23; test korelacji Spearmana)

6.2. TES

1.

stwierdzono istotnie nizsza ekspresj¢ w guzach ztosliwych w pordéwnaniu z guzami
tagodnymi (p=0,008 dla wszystkich grup; p=0,01 dla porownania guzéw nieztosliwych 1

ztosliwych w teScie post-hoc; test Kruskala-Wallisa)

stwierdzono istotnie wyzszg ekspresj¢ w gruczolaku prostym w poréwnaniu do raka
mieszanego (p=0,01 dla wszystkich grup; p=0,047 dla poréwnania gruczolaka prostego i

raka mieszanego w tescie post-hoc; analiza Kruskala-Wallisa).

stwierdzono slabego stopnia negatywna korelacje ekspresji i stopnia zlosliwosci

histologicznej guza (p<0,05, r=-0.30; test korelacji Spearmana)
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4,

stwierdzono istotnie nizszg ekspresj¢ w guzach zto§liwych w poréwnaniu z guzami
tagodnymi (p=0,008 dla wszystkich grup; p=0,01 dla poréwnania guzéw nieztosliwych i
zto$liwych w tescie post-hoc; test Kruskala-Wallisa)

nie stwierdzono istotnie wyzszej ekspresji w guzach charakteryzujacych si¢ obecnos$cig

angioinwazji (p>0,05; test U Manna-Whitneya)
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7. Dyskusja

Guzy sutka u pséw to ztozona grupa nowotworéw wykazujacych duza réznorodno$é w
obrazie histologicznym ze wzgledu na mozliwy udzial w rozroscie zar6wno komorek nabtonka,
komorek mioepitelialnych oraz mezenchymalnych. Komorki nabtonkowe mogg, na drodze tak
zwanego przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT), zyska¢ fenotyp przypominajacy
mezenchymalny. Zjawisko to mozna podzieli¢ na wiele etapéw w ktdre zaangazowana jest
zmiana ekspresji biatek. Konsekwencja tego moze by¢ utrata potaczen migdzykomorkowych,
zmiana polaryzacji komorki i typu migracji (60). Komoérki nowotworowe moga wykazywaé
stadia posrednie pomigedzy dwoma fenotypami: fenotypem charakterystycznym dla komorek
nabtonkowych i komorek mezenchymalnych, przechodzac niepetne EMT. Przeprogramowanie
komorek podczas EMT jest kierowane przez plejotropowe czynniki transkrypcyjne. Komorki
poprzez utrate¢ polaryzacji oraz zmian¢ w strukturze cytoszkieletu nabywaja zdolno$ci
migracyjnych. Zmieniajg si¢ poziomy ekspresji biatek uwazanych za markery procesu EMT.
Wszystkie te modyfikacje zwigkszaja potencjal migracyjny 1 inwazyjny komorek

nowotworowych.

Onkologia eksperymentalna sugeruje podobienstwa mig¢dzy nowotworem piersi u
kobiet, a rakiem gruczotu sutkowego u suk. Obejmuja one etiologi¢, aktywacj¢ szlakow
sygnatlowych 1 klasyfikacj¢ histologiczng (2,11). Guzy sutka psoéw, molekularnie
odzwierciedlajg potrdjnie negatywnego raka piersi TNBC. Ten podtyp guza piersi jest
najtrudniejszy do zdiagnozowania i leczenia. Wedtug badan Abadie 1 wsp. (11) raki sutka u
psow zostaly sklasyfikowane zgodnie z zaleceniami WHO, a 76,3 % badanych guzéw, byto
zakwalifikowanych jako potrdjnie negatywne. Inne badanie Im i wsp. (16) wykazato, ze rak
prosty cewkowy 1 raki mieszane byly czesto klasyfikowane jako luminalne A, rak lity byt

czesto klasyfikowany jako typ podstawny.

Psy sa zatem potencjalnie dobrym modelem raka sutka u kobiet szczegélnie w
przypadku potrdjnie negatywnego raka piersi. W badaniu przeprowadzonym przez
Goldschmidt i wsp. (45) zbadano 229 guzéw, z ktorych 169 (74%) byto ztosliwych, a 60 (26%)
tagodnych. Wedtug opisanych badan ws$réd nowotwordw ztosliwych najczgsciej wystepuje rak
ztozony (13,6%), nastgpnie zto§liwa mioepitelioma (11,8%), rak lity (11,8%), rak
anaplastyczny (10,6%), rak czopiasty (10%), rak prosty cewkowy (8,9%), rak wywodzacy sie
z tagodnego guza mieszanego (8,3%), rak prosty cewkowo-brodawkowy (7,1%), rak

brodawkowaty wewnatrzprzewodowy (7,1%), i migsakorak (4,7%). Proliferacja komorek
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mioepitelialnych jest znacznie czgstsza u pacjentow weterynaryjnych i wystepuje w ponad
20% rakow gruczolu sutkowego u psow w poréwnaniu z mniej niz 0,1% w rakach gruczotu
sutkowego u kobiet. Raki proste u pséw nie wykazujg proliferacji komorek mioepitelialnych,
podczas gdy raki ztozone wykazuja proliferacj¢ zarowno komorek nabtonkowych jak i
mioepitelialnych. W naszym badaniu najcz¢stszymi nowotworami ztosliwymi byly raki proste
cewkowo-brodawkowe, rak prosty cewkowy, rak mieszany, rak lity i rak ztozony Omawiane
w niniejszej pracy biatka zostaty przeanalizowane w r6znych typach nowotworow sutka u
kobiet. Szczegblnie cieckawe wydajg si¢ prace uwzgledniajgce ich znaczenie w patogenezie

rakow potrdjnie ujemnych. Jednym z nich jest biatko SOX 10.

Doktadny mechanizm dziatania SOX 10 nie jest do konca znany, aczkolwiek wiele
danych wskazuje na jego role¢ w powstawaniu i1 rozprzestrzenianiu si¢ nowotworow.
Interesujace sg interakcje molekularne i analiza sygnalizacji, ktére s3 wymagane w réznych
procesach karcynogenezy w celu zapewnienia wtasciwos$ci progenitorowych nowotworowych
komorek macierzystych (CSC), wystapienia przej$cia nabtonkowo-mezenchymalnego, inwazji

komorek, roznicowania komorek oraz ich apoptozy (70).

SOX 10 moze odgrywaé role regulacyjng w komodrkach nabtonka prawidtowego
gruczolu piersiowego. Stwierdzono ze wyciszenie genu SOX10 obniza aktywno$¢
progenitorowa, podczas gdy ektopowa aktywacja SOX10 moze indukowaé proces przejscia
nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT) (104,113), SOX 10 reguluje szlak sygnalowy Wnt / 3
katenina w roznych procesach rozwojowych, bierze réwniez udzial w powstawaniu
nowotworow piersi (73). Podczas procesu transformacji nowotworowej czynniki SOX dziataja
jako czynniki transkrypcyjne. Innym szlakiem odgrywajacym rol¢ w procesie nowotworzenia
jest szlak sygnalizacyjny Notch, Aktywacja tego szlaku moze sprzyja¢ rozwojowi i progresji

wielu nowotworow (78).

SOX 10 w biologii ludzkich komorek byl poczatkowo uwazany za marker komorek
podstawnych i mioepitelialnych w gruczole piersiowym u kobiet. SOX 10 ulega ekspresji na
niskim poziomie w prawidtowych tkankach u ludzi (91,95). W patologii cztowieka, oznaczenie
immunohistochemiczne SOX 10 jest stosowana gléwnie do identyfikacji guzow wywodzacych
si¢ z grzebienia nerwowego. Jest przede wszystkim znany jako marker nowotworow
melanocytarnych, gléwnie czerniakéw (96-100), ale ostatnie badania wskazujg na jego role w

kancerogenezie raka piersi (112).

Ekspresje SOX 10 stwierdzono w prawidlowej tkance gruczotu sutkowego, zaréwno

w komorkach mioepitelialnych jak i nabtonkowych (98), jednak ulega on ekspresji na niskim
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poziomie w prawidtowych tkankach cztowieka. W naszym badaniu zaobserwowali§my
ekspresje SOX 10 w 70% probek zdrowej tkanki gruczotu sutkowego, ekspresje
zaobserwowano gtownie w komorkach nabtonkowych, jedynie pojedyncze komorki
mioepitelialne wykazaty reakcje barwng. Ekspresja SOX 10 w tkance prawidlowej byta istotnie
statystycznie nizsza w porownaniu do zmian ztos§liwych. StwierdziliSmy réwniez istotne
réznice w ekspresji SOX 10 migdzy rakami prostymi cewkowymi oraz mieszanymi, a tkanka
prawidtowa. Ekspresja SOX 10 w tych typach nowotwordéw byta istotnie wyzsza w poréwnaniu
do niezmienionej tkanki gruczotowej Ekspresje SOX 10 w ludzkim raku piersi stwierdzono
glownie w podtypie TNBC oraz typie basal-like, ktore charakteryzuja si¢ stabo zréznicowanym
fenotypem 1 agresywnym przebiegiem klinicznym w poréwnaniu z podtypem luminalnym

(112).

W piSmiennictwie wskazuje si¢ na zwigzek migdzy ekspresja SOX 10 a czynnikami
Kliniczno-patologicznymi, m.in. stopniem zto§liwosci histologicznej. Kriegsmann i wsp. (105)
uzyskali dodatnig korelacj¢ miedzy nasileniem ekspresji SOX 10 w komorkach
nowotworowych a stopniem zto§liwos$ci histologicznej raka piersi u kobiet. Podobng zaleznos$¢
zaobserwowano w badaniu Jin i wsp. (115). W TNBC ekspresja SOX 10 byta istotnie
skorelowana ze stopniem histologicznej zto§liwosci guzoéw. Ekspresja SOX 10 w guzach o
stopniu ztosliwosci G3 byla znacznie wyzsza niz w guzach o nizszym stopniu zto§liwosci.
Dokonalismy nieco innych obserwacji, w grupie badanej najwyzszy poziom ekspresji SOX 10
odnotowaliSmy w guzach w stopniu ztosliwosci G2. W badaniach Jin 1 wsp. ekspresja SOX 10
byta rowniez istotnie zwigzana ze stopniem zaawansowania choroby. Ograniczeniem mojego
badania jest niepetna historia leczenia kazdego z pacjentoéw, z tego wzgledu ustalenie korelacji
miedzy ekspresja SOX 10, a stopniem zaawansowania klinicznego oraz czasu wolnego od
choroby i czasu przezycia, wymaga wieloletniej obserwacji grupy pacjentow. Zespot badaczy
kierowany przez Jin i wsp. zaobserwowali rowniez wyzsza ekspresj¢ SOX 10 w guzach w
p6éznym stadium w poréwnaniu do guzow we wezesnym stadium. Nie stwierdzono jednak
istotnej korelacji z innymi cechami kliniczno-patologicznymi pierwotnego TNBC, w tym z
wiekiem zachorowania, $rednicg guza i1 typem histologicznym. W naszych badaniach nie
zaobserwowaliS§my roéwniez istotnej statystycznie korelacji migdzy wiekiem pacjentek, a
srednicg guza. W naszej pracy przeanalizowali$my inne czynniki determinujgce agresywnos¢
nowotworu oraz korelacj¢ z nasileniem ekspresji SOX 10. Jednym z nich jest marker
proliferacji komorek Ki-67, ktory jest czynnikiem prognostycznym i predykcyjnym nawrotu w

réznych podtypach molekularnych raka piersi. Jego wysoka ekspresja jadrowa §wiadczy o
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niekorzystnym rokowaniu dla pacjentki. W mojej analizie wykazano dodatnig korelacj¢ migdzy
ekspresja SOX 10 a ekspresja antygenu proliferacji komorkowej Ki-67 w komodrkach
nowotworowych raka sutka. Ekspresja SOX 10 w komodrkach nowotworowych i intensywno$¢
ekspresji Ki-67 w raku piersi u kobiet zaobserwowano w badaniach Hoang i Liu a jego
ekspresja byta istotnie nizsza w zmianach tagodnych. W przypadku naszej grupy badanej
stwierdzono staba pozytywna korelacje miedzy ekspresja tych dwoch biatek. Wyniki naszych
badan wskazuja, ze SOX 10 moze by¢ zwigzany z progresjg raka gruczotlu sutkowego u suk.
W naszym badaniu poddali$my analizie inne czynniki determinujace zwigkszong agresywnos¢
nowotwordéw gruczotu sutkowego u suk. Zaobserwowalismy wyraznie wigkszg ekspresje SOX
10 w nowotworach w ktérych doszto do zajecia naczyn krwiono$nych. Ten parametr wigze si¢
z niekorzystnym rokowaniem zard6wno w onkologii cztowieka, jak i w onkologii
weterynaryjnej. Kolejnym markerem stosowanym w diagnostyce raka piersi jest HER2. Cecha
charakterystyczng TNBC jest brak receptorow ER, PR i HER2. W rakach gruczotu sutkowego
ekspresja SOX 10 byta wyzsza w guzach HER2-ujemnych. W naszym badaniu ocenialiSmy
HERZ2 w nowotworach ztosliwych i tagodnych. Zaobserwowali$my ekspresje SOX 10 zar6wno
w zmianach HER2-dodatnich i guzach HER2-ujemnych, nie wykazaliSmy korelacji miedzy
ekspresja HER2 i SOX 10.

Brak ekspresji HER2 jest czesto zwigzany z guzami nisko zréznicowanymi, raki
potrdjnie negatywne, ktore wykazuja najwigksze poziomy ekspresji SOX 10, zostaly
powigzane z promocja przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT). W badaniu
Kriegsmann i wsp. (106) porownywano ekspresje SOX 10 w guzach wykazujacych ekspresje
wimentyny czyli jednego z markerow przejs$cia nablonkowo-mezenchymalnego. Stwierdzono
dodatnig korelacj¢ miedzy ekspresja tych dwoch markeréw. W naszych badaniach stwierdzono
stabg dodatnig korelacje miedzy wyzej wymienionymi biatkami Teoria, ze TNBC wywodzi si¢
z komorek mioepitelialnych piersi, wyjasnia, dlaczego SOX 10 ulega wigkszej ekspresji w
TNBC, a w przypadku psoéw, w rakach mieszanych, w ktoérych istotna jest komponenta

mioepitelialna.

W rakach gruczotu piersiowego wskazuje si¢ rowniez na zwigzek ekspresji SOX 10 z
markerami EMT, np wimentyng. Koekspresja tych dwoch markeréw wigzata sie z
niekorzystnym rokowaniem u pacjentéw (106). W naszej pracy odnotowali§my wyzsza
ekspresje wimentyny w nowotworach z komponenta mezenchymalng, jak rdwniez zmianach
wysoce agresywnych. Podobne obserwacje poczyniono w rakach sutka u cztowieka. W

naszych badaniach mimo iz wimentyna wigzala si¢ z wigkszg agresywnoscig nowotworu,
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zaobserwowali$my jedynie staba dodatnig korelacj¢ miedzy tymi dwoma parametrami.

SOX 10 wigze si¢ rowniez z fenotypem komorek macierzystych raka piersi. Badania
wykazujg iz wyciszenie SOX10 hamuje cechy TNBC. W pracy Feng i wsp. (96) stwierdzono
iz ekspresja SOX10 na poziomie mMRNA, jest wykazywana gtdéwnie w TNBC oraz komorkach
macierzystych. W naszych badaniach stwierdziliSmy ekspresje biatka SOX 10 w roznych
typach histologicznych nowotworéw. Nie zaobserwowano zaleznosci od stopnia histologicznej
ztosliwosci. ZauwazyliSmy natomiast wyraznie nizszy poziom ekspresji SOX10 na poziomie

MRNA w tkance niezmienionej nowotworowo.

W naszych badaniach zaobserwowali$my najwyzszy poziom SOX 10 w nowotworach
ztosliwych 1 byt on istotnie wyzsze w poréwnaniu ze zmianami tagodnymi. W guzach gruczotu
sutkowego u pséw wykazano, ze majg one zréznicowanie nabtonkowe 1 mioepitelialne, co

moze wyjasnia¢, dlaczego rézne rodzaje raka u pso6w wykazuja dodatnig ekspresj¢ jadrowa
SOX 10.

Ostatnie badania z wykorzystaniem materiatu raka gruczotu piersiowego u cztowieka
sugeruja wazna role¢ testyny jako biatka supresorowego w wielu typach nowotworéw (119). W
naszych badaniach staraliSmy si¢ wykazac¢ jej rol¢ w kancerogenezie raka sutka u psow.
Ekspresja testyny jest obserwowana w prawidtowych tkankach cztowieka. Odpowiada m.in za
polaczenia migdzykomérkowe oraz miejscowg adhezj¢ komodrek. Brak ekspresji lub
zmniejszenie jej intensywnosci w komodrkach objetych procesami patologicznymi, sugeruja
role testyny jako supresora nowotwordw. Zauwazono iz ekspresja genu TES wplywala na
zahamowanie proliferacji komoérek, zmniejszenie zdolnosci do inwazji oraz angiogenezy.
Natomiast zmniejszenie ekspresji tego biatka wigzato si¢ ze zwigkszeniem nasilenia wyzej
wymienionych proceséw. Zjawisko spadku ekspresji testyny wraz ze zwigkszajacym si¢
stopniem zaawansowania choroby, moze sugerowac,rol¢ tego biatka jako biomarkera procesu
nowotworowego. Wielu badaczy dostrzega jej role w kancerogenezie raka piersi, przede

wszystkim raka potrojnie negatywnego TNBC u kobiet.

Testyna moze odgrywac podobng role w procesach onkogenezy zarowno u ludzi, jak i
u zwierzat. Analiza piSmiennictwa wskazuje na role¢ testyny jako potencjalnego czynnika
prognostycznego. Znana jest jej funkcja supresorowa w wielu rodzajach nowotworéw u ludzi,
w tym raku piersi u kobiet (87). Jednak jego rola w progresji guza sutka u psow pozostaje

nieznana.

Wysoka ekspresje testyny obserwuje si¢ gtownie w prawidlowej tkance gruczotu

sutkowego u kobiet, zmniejsza si¢ ona wraz z nasileniem procesow patologicznych (87). W
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naszej analizie, rowniez stwierdzilisSmy wysoka ekspresje¢ testyny w tkance prawidlowej, byla
ona istotnie wyzsza niz w zmianach nowotworowych. Literatura opisuje rdézne poziomy
intensywnosci testyny w nowotworach piersi u kobiet (87). W badaniach Sarti i wsp. (117)
obnizong ekspresj¢ testyny w komodrkach nowotworowych zaobserwowano w 57,7%
przypadkow. Dalsze badania przeprowadzone przez ten sam zespol badaczy, wykazaty
statystycznie istotny zwigzek miedzy obnizeniem poziomu TES a wysoce agresywnymi
podtypami guzéw piersi, takimi jak guzy potréjnie ujemne i nowotwory luminalne B (131).
Zhu 1 wsp. (87) potwierdzili ponadto, ze gen TES hamowat inwazje, przerzuty i angiogeneze
poprzez hamowanie metaloproteinazy 2 (MMP-2) w raku piersi. W naszych badaniach
ekspresje testyny stwierdzono we wszystkich probkach tkanki prawidtowej oraz w
gruczolakach, natomiast w przypadku nowotworow zto§liwych ekspresje testyny stwierdzono
w 87% przypadkow raka gruczotu sutkowego. Poziom ekspresji TES w komorkach
nowotworowych byt istotnie nizszy w stosunku do gruczolakow i prawidlowej tkanki gruczotlu
sutkowego. ZaobserwowaliSmy rowniez stabego stopnia negatywng korelacje jej ekspres;ji i
stopnia ztosliwosci histologicznej nowotworu. Wynik ten wskazuje, Zze testyna moze by¢
zaangazowana w proces transformacji nowotworowej i moze odgrywac role jako biatko
supresorowe rozwoju choroby. W badaniu Zhu i wsp. (87) okreslono zwiazek ekspresji testyny
z klinicznymi cechami raka piersi. Stabsza ekspresja genu TES w badanym materiale wigzata
si¢ z niekorzystnymi parametrami klinicznymi takimi jak czas wolny od choroby, czas wolny
od przerzutow oraz czas przezycia calkowitego. Zaobserwowano istotne korelacje miedzy
ujemnym obnizeniem ekspresji testyny a zmniejszeniem czasOw we wszystkich wyzej
wymienionych kategoriach przezycia. Nie wykryto znaczenia prognostycznego w grupach
HER2-dodatnich i HER2-ujemnych. W naszym badaniu nie zaobserwowaliSmy korelacji
migdzy ekspresja HER2, a ekspresja testyny, jak rowniez na podstawie danych kliniczno-
patologicznych 0 badanej grupie nie jesteSmy w stanie jednoznacznie okreslic wptywu
ekspresji testyny na przezycie pacjentOw weterynaryjnych.

Nasze badanie jest pierwsza probg wyjasnienia supresorowej roli testyny w progresji
raka sutka u psow. Cze$¢ badan sugeruje iz testyna ma pewne wlasciwosci markeréw procesu
EMT, zaobserwowano iz spadek ekspresji testyny korelowal ze zwigkszeniem ekspresji

wimentyny w komorkach raka sutka u kobiet (155).

Wimentyna (VIM) jest stosowana klinicznie do identyfikacji guzow mezenchymalnych
1 migsakow, ale wykazano, ze jej ekspresja jest podwyzszona w kilku agresywnych liniach

komorkowych raka piersi, a ta nadekspresja z kolei byla skorelowana ze zwiekszong migracja
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1 inwazyjnoscig komorek raka piersi. W rakach gruczotu piersiowego dodatnig ekspresje
wimentyny stwierdzono gtéwnie w rakach przewodowych o wysokim stopniu ztosliwosci z
niskimi poziomami receptora estrogenowego. Kilka innych badan wykazalo nadmierng
ekspresje wimentyny w liniach komorkowych i tkankach raka piersi. Wimentyna odgrywa
glowng rolg w procesie EMT raka piersi, W badaniu Dong i wsp.(86) wykazano obnizenie
ekspresji genu TES przy zmniejszonej ekspresji markera nabtonkowego - E-kadheryny i
zwiekszonej ekspresji markerow mezenchymalnych: N-kadheryny, wimentyny i biatka SLUG.
Obecnos¢ ekspresji wymienionych wyzej markerow EMT istotnie korelowala ze zlymi
rokowaniami oraz nasilong inwazyjno$ciag komoérek nowotworowych. W naszym badaniu nie
obserwowalismy ekspresji wimentyny w komodrkach wykazujacych pozytywna ekspresje
testyny w zmianach tagodnych 1 tkance prawidtowej. Zaobserwowaliémy réwniez obnizong
ekspresje testyny w rakach litych, mieszanych i ztozonych. Analizie poddali$my réwniez inne
czynniki wplywajace na przebieg choroby i majace znaczenie prognostyczne. UwzgledniliSmy
marker proliferacji komorkowej Ki-67, ktory jest zwigzany z biologicznymi cechami
nowotworow. Odzwierciedla on aktywnos$¢ proliferacyjng komorek nowotworowych 1 jest
wiarygodnym markerem bardziej agresywnych rakow piersi. U pacjentek z rakiem piersi we
wczesnym stadium zaawansowania, wysoki wskaznik Ki-67 wigze si¢ ze wzrostem ryzyka
zgonu o ponad 50%, a ryzykiem nawrotu o 64% (136). W naszym badaniu jadrowa ekspresja
Ki-67 byta obserwowana na niskim poziomie, w tkance prawidlowej nie przekraczata 20 %
komorek. Wysoki indeks proliferacji Ki-67 tj powyzej 20 % komorek zostal zauwazony przede
wszystkim w rakach. Sposrod badanych przez nas gruczolakow 86% nie wykazywato ekspres;i
Ki-67, co potwierdza, ze komorki tych guzow nie dzielg si¢ tak intensywnie jak w przypadku
nowotworow ztosliwych. Ekspresj¢ Ki-67 w badanych przez nas rakach wykazano w 87%
przypadkéw. Podobny zwiazek migdzy ekspresja Ki-67 a stopniem zto§liwosci histologicznej
guza sutka i raka piersi u kobiet zaobserwowano w wielu badaniach nad nowotworami u
zwierzat Brakuje odniesien wskazujacych na korelacj¢ miedzy Ki-67 i testyny w raku piersi,
ale w wielu nowotworach u ludzi najwyzszy poziom Ki-67 odpowiada nizszym poziomom
testyny 1 ztemu rokowaniu (119). W naszych badaniach nie zaobserwowali§my Zzadnej istotnej

statystycznie korelacji migdzy Ki-67 a testyng w nowotworach ztosliwych i tagodnych.

Nasze badanie jest pierwszym, dotyczacym roli SOX 10 oraz testyny w nowotworach
gruczotu sutkowego u psow Koncentrujac si¢ na rakach sutka, stwierdziliSmy, ze wyzsza
ekspresja testyny w nabtonku gruczolu sutkowego byla zwigzana z mniej agresywnymi

postaciami nowotworu sutka u psow, natomiast w przypadku SOX 10 ekspresja wigzala si¢ z
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wyzszym wskaznikiem Ki-67, wyzszym stopniem histologicznej ztosliwosci oraz tendencja do
inwazji naczyn krwiono$nych. Nowotwory u psdw sa uwazane za dobre modele raka sutka u
cztowieka. Dalsze badania nad ekspresjg SOX 10 oraz testyny w nowotworach pséw moga
dostarczy¢ waznych informacji, na temat mechanizméw transformacji nowotworowej komorek

listwy mlecznej u psow.
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8. Podsumowanie i wniosKi

W pracy doktorskiej przeanalizowano ekspresje¢ dwoch nowych w onkologii
weterynaryjnej biatek: SOX 10 oraz testyny przy uzyciu metod IHC oraz real-time PCR w
nowotworach listwy mlecznej u suk. Stwierdzono nasilenie ekspresji biatka SOX 10 w
zmianach zlosliwych w odniesieniu do zmian tagodnych listwy mlecznej u suk oraz
zmniejszenia ekspresji testyny wraz z nasileniem zmian patologicznych. Wynik ten wskazuje,
ze SOX 10 oraz testyna biorg udzial w patogenezie omawianych nowotwordéw. Uzyskana
analiza statystyczna wykazata szereg dodatnich korelacji pomiedzy ekspresja badanych biatek
— wzrostem ekspresji SOX 10 i zmniejszeniem ekspresji testyny, a czynnikami
determinujacymi fenotyp zto§liwosci guza oraz gorsza prognoze dla pacjenta onkologicznego.
Wiyniki badan wskazuja role SOX 10 oraz testyny w procesie transformacji nowotworowej
gruczotu sutkowego u suk. Z tego powodu moga znalez¢ zastosowanie jako markery
diagnostyczne, rokownicze oraz predykcyjne. Majac na uwadze zaobserwowane zaleznosci,
mozna wnioskowaé, ze dalsze szczegdlowe badania dotyczace pozioméw ekspresji SOX 10 i
testyny oraz korelacji z dlugoterminowymi czynnikami tj. dalszym losem pacjentow (okres
przezycia, obecno$¢ przerzutéw odlegtych, czas wolny od choroby) zwieksza naszg wiedz¢ na
temat roli badanych bialek w przebiegu procesu raka gruczotu sutkowego u pséw oraz moga
przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych metod terapeutycznych i wydtuzeniu czasu przezycia
u pacjentow z guzami listwy mlecznej. Wskazanie dobrego markera predykcyjnego w raku
listwy mlecznej u psow pozwoliloby w przysztosci na wykorzystanie go w planowaniu terapii
tego typu nowotworu, a takze jak pokazujg ostatnie doniesienia z onkologii eksperymentalne;j

do zastosowania nowoczesnych terapii molekularnych.
Ponizej przedstawiono najwazniejsze wnioski :

1. Ekspresja SOX10 jest wyraznie wyzsza w tkance nowotworowej, w pordéwnaniu z

tkankg zdrowg..

2. Ekspresja SOX 10 wigze si¢ z niekorzystnymi rokowniczo czynnikami takimi jak

stopien histologicznej ztosliwosci,indeks proliferacji KI 67 oraz ekspresja wimentyny.

3.Poziom ekspresji testyny jest nizszy w zmianach ztosliwych , w porownaniu z tkanka

zdrowa.
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9. Streszczenie

Nowotwory gruczotu sutkowego u pséw sg zaraz po nowotworach skory, najczestsza
przyczyng konsultacji onkologicznej w medycynie matych zwierzat. Podstawowym badaniem
diagnostycznym przy podejrzeniu nowotworzenia jest badanie cytopatologiczne materiatu
pobranego metoda biopsji cienkoiglowej zmienionego patologiczne gruczotu mlekowego. W
przypadku podejrzenia nowotworzenia, najczesciej podejmowana jest decyzja o chirurgicznej
resekcji guza lub jednostronne odjecie catej listwy mlecznej. Ostateczne rozpoznanie opiera si¢
na badaniu histopatologicznym wg zalecen 1 wytycznych WHO. Wsrod nowotwordéw gruczotu
sutkowego ponad 50% stanowig formy zlosliwe. Przewazaja zmiany pochodzenia
nablonkowego. Do klasyfikacji klinicznego zaawansowania nowotworu, précz badania
histologicznego stosuje si¢ klasyfikacje TNM. Ze wzgledu na ztozono$¢ procesu onkogenezy,
standardowe badanie histopatologiczne oraz ocena w klasyfikacji TNM moze okaza¢ si¢
niewystarczajagca w ocenie rokowania. Z tego wzgledu patolodzy, onkolodzy oraz klinicysci
poszukuja nowych narzgdzi, pomocnych w diagnostyce i leczeniu nowotwordow. Szczegdlne
zainteresowanie budza nowe markery komodrkowe, ktérych ekspresja zmienia si¢ wraz z
rozwojem procesu nowotworowego. Do oceny proliferacji komorek nowotworowych
wykorzystuje si¢ oceng¢ aktywnosci mitotycznej Ki-67. Jednym z nowych markeréw o
potencjalnej wartosci jest SOX 10, jego ekspresja wzrasta wraz ze stopniem zaawansowania
klinicznego oraz histologicznego, wiaze si¢ u chorych z niekorzystnym rokowaniem. W
medycynie cztowieka najczgsciej stosowany jest do diagnozowania potrdjnie negatywnego
raka piersi (TNBC) oraz do detekcji metastaz w miejscach predylekcyjnych — weztach
chtonnych, tkance ptucnej, mozgu. Kolejnym markerem jest testyna (TES). Ekspresja tej
proteiny maleje wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania nowotworu. Najwyzsza ekspresja
obserwowana jest w komoérkach prawidtowych. Celem badania byta proba okreslenia poziomu
ekspresji tych dwoch bialek, zalezno$¢ migdzy innymi markerami proliferacji nowotworowe;j
takimi jak HER2 oraz Ki-67. Analiza ekspresji SOX 10 i testyny w zaleznosci od danych
kliniczno-patologicznych, a takze analiza SOX 10 na poziomie mRNA w wybranych
fragmentach zmian gruczolu mlekowego. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej
przyjmujac za poziom istotnosci p<0,05. W badaniach wykazatam iz ekspresja SOX 10 jest
obecna w tkance prawidtowej oraz w zmianach zlo§liwych gruczotu sutkowego u psow. Jej
nasilenie jest wyraznie nizsze w prawidlowym gruczole. Najsilniejszg reakcje barwnag
zaobserwowano w raku prostym cewkowym oraz w rakach mieszanych. Zaobserwowano

zwigzek ekspresji SOX 10 z czynnikami rokowniczo niekorzystnymi takimi jak stopien
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histologicznej ztosliwosci, indeks proliferacji Ki-67 oraz ekspresja wimentyny. W przypadku
testyny, najsilniejsza ekspresja obserwowana byta w prawidtowym gruczole sutkowym oraz w
zmianach tagodnych. Poziom nasilenia reakcji barwnej byt istotnie nizszy w zmianach
ztosliwych, w szczegolnosci w rakach mieszanych w poréwnaniu z innymi typami
histologicznymi oraz tkanka niezmieniong nowotworowo. Na podstawie zaobserwowanych
zalezno$ci, mozna wnioskowacd, ze dalsze szczegotowe badania dotyczace poziomow ekspresji
SOX 10 i testyny oraz korelacji z dlugoterminowymi czynnikami tj. dalszym losem pacjentow
(okres przezycia, obecnos¢ przerzutow odlegtych, czas wolny od choroby) zwigksza nasza
wiedz¢ na temat roli badanych biatek w przebiegu procesu nowotworowego u psow oraz moga
przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych metod terapeutycznych i wydtuzeniu czasu przezycia

u pacjentéw z guzami listwy mlecznej.
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10. Summary

Cancers of the mammary gland in dogs are, after skin cancers, the most common cause
of oncology consultation in small animal medicine. The basic diagnostic is a fine-needle biopsy
of the pathologically changed mammary gland. The final diagnosis is based on
histopathological examination according to WHO recommendations and guidelines. More than
50% of breast cancers are malignant. Changes of epithelial origin predominate. In addition to
histological examination, the TNM classification is used to classify the clinical stage of the
tumour. Due to the complexity of the oncogenesis process, standard histopathological
examination and TNM classification may not be sufficient in assessing the prognosis. For this
reason, pathologists, oncologists and clinicians are looking for new tools to diagnose and treat
cancer. New cell markers whose expression changes with the development of the neoplastic
process. Ki-67 mitotic activity is used to assess the proliferation of cancer cells. One of the new
markers of potential value is SOX 10, its expression increases with the degree of clinical and
histological advancement, and is associated with unfavorable prognosis. In human medicine, it
is most often used to diagnose triple-negative breast cancer (TNBC) and to detect metastases
in predilection sites - lymph nodes, lung tissue, brain. Another marker is the testin , the
expression of this protein decreases with increasing tumor stage. The highest expression is
observed in normal cells. The aim of the study was to try to determine the level of expression
of these two proteins, the relationship between other markers of tumor proliferation such as
HER2 and Ki-67. Analysis of SOX 10 and testin expression depending on clinical and
pathological data, as well as analysis of SOX 10 at the mRNA level in selected fragments of
changed mammary tissue. The obtained results were subjected to statistical analysis, assuming
the significance level of p<0.05. In my studies, | showed that SOX10 expression is present in
normal tissue and in malignant lesions of the mammary gland in dogs. Its severity is clearly
lower in the normal gland. The strongest color reaction was observed in simple tubular
carcinoma and in mixed carcinomas. Association with SOX10 expression, unfavorable
prognostic factors such as histological malignancy grade, Ki-67 proliferation index and
vimentin expression were observed. In the case of testin, the strongest expression was observed
in the normal mammary gland and in benign lesions. The intensity of the color reaction was
significantly lower in malignant lesions, especially in mixed carcinomas, compared to other
histological types and non-cancerous tissue. Based on the observed relationships, it can be
concluded that further detailed studies on SOX10 and testin expression levels and correlations

with long-term factors, i.e. overal survival, presence of distant metastases, disease-free survival
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time, will increase our knowledge about the role of the tested proteins in the course of the
neoplastic process in dogs and may contribute to the development of new therapeutic methods

and prolongation of survival in patients with mammary ridge tumours.
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12. Lista tabel

Tabela I. Podobienstwa migdzy rakiem sutka u kobiet, a rakiem gruczotu sutkowego u suk, na

podstawie Abdelmegeed 2018 (24).

Tabela II. Klasyfikacja histologiczna nowotworéw gruczotu sutkowego (za Goldschmidt,
2011).

Tabela III. Schemat klasyfikacji stadium/stopnia zaawansowania klinicznego nowotwordw

gruczotu sutkowego u suk (klasyfikacja TNM) na podstawie opracowania Owen i wsp. (46).
Tabela IV. Tabela prezentuje markery procesu EMT.
Tabela V. Charakterystyka grupy badanej.

Tabela VI. System stopniowania ztosliwo$ci nowotwordéw nabtonkowych, na podstawie Pena

i wsp (45).
Tabela VII. Tabela przedstawiajaca kryteria klasyfikacji w skali Remmele 1 Stegner (156).

Tabela VIII. Tabela uwzgledniajaca Kryteria interpretacji ekspresji SOX 10 na podstawie Ali i
wsp. (156).

Tabela IX. Tabela przedstawiajagca kryteria autorskiej oceny reakcji immunohistochemicznej

SOX 10.

Tabela X. Tabela przedstawiajgca kryteria przyjete dla niskiego oraz wysokiego indeksu

proliferacyjnego.

Tabela XI. Tabela przedstawiajaca kryteria przyjete dla HER2 dodatniej 1 uyjemnych reakcji, z

czego jedynie reakcje ocenione na 3 pkt, zostaty scharakteryzowane jako HER2 dodatnie.

Tabela XII. Tabela przedstawiajgca kryteria przyjete dla reakcji VIM dodatniej i ujemnej

reakcji.

Tabela XIII. Tabela przedstawiajaca rasy psow ze zdiagnozowanymi nowotworami ztosliwymi

oraz fagodnymi.
Tabela XIV. Poréwnanie systemu klasyfikacji jadrowej ekspresji SOX 10.

Tabela XV. Zalezno$¢ ekspresji SOX 10 w pordéwnaniu z parametrami kliniczno-

patologicznymi.

Tabela XVI. Zalezno$¢ ekspresji TES od parametrow kliniczno-patologicznych.
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13. Lista rycin

Ryc 1. Tlustracja prezentujaca proliferacj¢ poszczegdlnych komorek w zaleznosci od typu

histologicznego raka sutka (opracowanie wlasne).

Ryc 2. Tlustracja prezentujgca trzy typy EMT. MET (ang. mesenchymal epithelial transition)

przemiana mezenchymalno-nabtonkowa (opracowanie wtasne).

Ryc 3. Ilustracja prezentujgca fenotyp komorek ulegajagcym procesowi EMT (opracowanie

wlasne).

Ryc. 4. Przyktadowe zdjecia reakcji biatka Ki-67 w badanych guzach. A. Niski wspotczynnik
Ki-67: ekspresja w ponizej 20% komorek rakowych B. Ekspresja Ki-67 zaobserwowana w

ponad 20% komorek rakowych. Powigkszenie 400x.

Ryc. 5. Przyktadowe zdj¢cia reakcji biatka HER2 w badanych guzach. A. Brak ekspresji HER2
w raku. B. Silna btonowa ekspresja HER2 w raku, wynik uznany za HER2 dodatni.

Powiekszenie 400x.

Ryc. 6. Przyktadowe zdj¢cia reakcji wimentyny w badanych guzach. A. Ekspresja wimentyny
obecna w komorkach podscieliska gruczotu sutkowego, brak reakcji w tkance nabtonkowe;j. B.
Pozytywna reakcja w podscielisku nowotworu oraz w komoérkach nowotworowych.

Powickszenie 400x.

Ryc.7. Ocena SOX 10 w rakach. A. Brak reakcji SOX 10. B. Reakcja SOX10 oceniona na 1
pkt., niejednolite zabarwienie 1-10%. C, Reakcja SOX 10 oceniona na 2 pkt., ogniskowe
zabarwienie 10-70% komorek. D. Reakcja SOX 10 oceniona na 3 pkt. rozproszone 70-100%
komorek (za Ali 1 wsp. 2022).

Ryc. 8. Ocena SOX 10 w badanych tkankach. A. Reakcja SOX 10 oceniona na 1 pkt., niejednolite
zabarwienie 1-10%. B. Reakcja SOX 10 oceniona na 2 pkt., ogniskowe zabarwienie 11-50%
komorek. C. Reakcja SOX 10 oceniona na 3 pkt. 51-80% komoérek nowotworowych, brak
reakcji w podscielisku. D. Reakcja SOX 10 oceniona na 4 pkt. 81-100% komorek

nowotworowych.

Ryc. 9. Zalezno$¢ ekspresji SOX 10 od stopnia ztosliwosci guzéw. Istotng statystycznie réznice
wykazano miedzy guzami niezto§liwymi, a guzami o stopniu ztosliwosci G2 (p=0,009; analiza

Kruskala-Wallisa).

Ryc. 10. Zaleznos$¢ ekspresji SOX 10 od rodzaju badanej tkanki. Istotng statystycznie roznice

wykazano miedzy guzami ztosliwymi, a tkanka zdrowa (p=0,002; analiza Kruskala-Wallisa).
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Ryc. 11. Zaleznos¢ ekspresji SOX 10 od angioinwazji komoérek nowotworowych. Stwierdzono
wyzsza ekspresje SOX 10 w nowotworach wykazujacych naciekanie naczyn (p=0,02; test U
Manna-Whitneya).

Ryc. 12. Ekspresja testyny w zmianach ztosliwych A. Brak reakcji, B. Reakcja IRS oceniona
na 1 pkt. C. Reakcja IRS oceniona na 2 pkt. D. Reakcja IRS oceniona na 3 pkt. Powigkszenie
400x.

Ryc. 13. Zaleznos$¢ ekspresji testyny od rodzaju badanej tkanki. Istotng statystycznie rdznice
wykazano mig¢dzy guzami zlosliwymi, a guzami tagodnymi (p=0,01; analiza Kruskala-
Wallisa).

Ryc. 14. Roznica poziomu ekspresji SOX10 w tkance nowotworowej i tkance zdrowej
(p=0,006; analiza U Manna-Whitneya).

Ryc 15. Wydajnos$¢ transfekcji poziomoéw biatka TES mierzona metodg analizy Western Blott.
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