Streszczenie

Nadrzednym celem prezentowanych badan byta analiza mechanizmdéw molekularnych
lezacych u podstaw rozwoju opornosci na trastuzumab - pierwszej zatwierdzonej terapii
celowanej stosowanej do dnia dzisiejszego jako leczenie pierwszego rzutu w nowotworach

piersi charakteryzujgcych sie nadekspresjg receptora HER2.

W tym celu zostato zaprojektowane badanie naukowe oparte na dwdch gtéwnych
dogmatach. Po pierwsze, wdrozone zostato nowatorskie podejscie majgce na celu zbadanie
zmian molekularnych na przestrzeni petnego zakresu czasu trwania procesu zakfadajac, ze
rozwoj opornosci jest ztozonym procesem wieloetapowym, a nie wylgcznie pojedynczym
zdarzeniem na poziomie molekularnym. Po drugie, w celu uzyskania informacji o zmiennosci
ekspresji szerokiego spektrum gendw oraz czgsteczek mikroRNA wybrana zostata wysoko
przepustowa metoda mikromacierzy. Dane uzyskane
w eksperymencie zostaly poddane kompleksowej analizie statystycznej. Ponadto
wykorzystano szereg narzedzi bioinformatycznych oraz baz danych takich jak Gene Ontology,
czy KEGG Pathway w celu wskazania istotnych dla badanego procesu funkcji molekularnych,

proceséw biologicznych, $ciezek sygnatowych oraz interakcji biatkowych.

Analiza statystyczna ujawnita 8 874 genow w przypadku linii komorkowej BT474 oraz
13 892 gendw dla linii SKBR3 wykazujgcych istotng zmiennos¢ ekspresji w trakcie procesu
nabywania przez komérki opornosci na trastuzumab. Wsréd tych gendw 5 675 byto wspdlnych
dla obu modeli biologicznych wykorzystanych w doswiadczeniu. Wykazano, ze wiekszo$¢
transkryptow przypisanych na podstawie wartosci p-value do 25 najbardziej istotnych
statystycznie w jednym modelu badawczym byta jednoczesnie uplasowana w pierwszych 200
najbardziej istotnych transkryptach w drugiej linii komorkowej. Powyzsze rezultaty Swiadczg o
wysokim stopniu zgodnosci wynikow dla obu modeli eksperymentalnych i sugerujg istnienie
wspolnych mechanizmow opornosci
na badany lek. Co wazne, cztery geny zostaty znalezione w grupie 25 najbardziej znaczacych
gendw w obu liniach komérkowych. Sg to: BIRCS5, E2F1, USP1 oraz TFRC. Udziat BIRC5 oraz
E2F1 w Sciezce sygnatowej HER2, a takze interakcja tych  gendw
z wieloma innymi czynnikami wptywajacymi na odpowiedz komoérek na Herceptyne byta
wczesniej raportowana w literaturze naukowej, natomiast geny USP1 oraz TFRC stanowig
nowe potencjalne elementy Zaangazowane w rozwoj opornosci
na trazstuzumab. Ponadto, z 25 najwazniejszych dla procesu gendw zidentyfikowanych
w przynajmniej jednej linii komorkowej wytoniono kilka dodatkowych czynnikdw molekularnych
o potencjalnym zaangazowaniu w tworzenie opornosci na Herceptyne. Geny te to: IGF2BP1,
GSTM3, RASD1, KLK11, GSTP1, YWHAH, DTL, DOLK, NACC2, DDIT oraz DNAJAS. Ich



potencjalny wktad w badany proces dodatkowo uwiarygodniajg dane literaturowe opisujgce
funkcje molekularne oraz procesy komorkowe, w ktore sg zaangazowane powyzsze geny.
Waznym elementem naszej analizy byto wytonienie gendéw takich jak: BIRC5, E2F1, BRCAL,
RB1, ERBB2, EPHA2, IGFBP3, ADAM10, FOXM1, RAC1, MYC, CCND1, PTEN, TP53,
MAP2K4 oraz PI3KCA, ktorych udziat
w rozwoju opornosci na Herceptyne zostat potwierdzony we wczes$niej przeprowadzonych i
opublikowanych badaniach. Stanowi to potwierdzenie jakosci oraz trafnosci wynikéw
uzyskanych w naszym eksperymencie. Niemniej jednak, duza liczba badanych loci
dla dtugich niekodujgch RNA, a takze biatek o nieznanej funkcji lub wysoce ograniczonej ilosci
dostepnych informacji réwniez zostata scharakteryzowana w naszym badaniu jako istotna dla

procesu rozwoju opornosci na trastuzumab.

Wykorzystujgc analize interakcji biatkowych wykazaliSmy, ze znaczgca wiekszosc
sposrod 25 najistotniejszych produktow genowych w obu liniach komorkowych jest
Zaangazowana w sieci powigzan z biatkami o potwierdzonej literaturowo roli w tworzeniu
opornosci na Herceptyne. Wsrod nich BIRC5, E2F1 oraz RB1 zlokalizowane

sg w centrach tych sieci bedgc w bezposredniej interakcji z wiekszoscig tych biatek.

Analiza bioinformatyczna na podstawie bazy danych Gene Ontology miata na celu
wytonienie funkcji molekularnych oraz proceséw biologicznych, dla ktérych udziat genow
uznanych w naszym badaniu za istotne statystycznie jest wiekszy niz wynikatoby
to z przypadkowosci. Znaleziono 193 funkcje molekularne zwigzane z powstawianiem
opornosci na badany lek w linii komérkowej SKBR3 oraz 103 w przypadku BT474.
Najwazniejsze z nich dotyczyly: wigzania receptora, aktywnosci kinazy biatkowej, aktywnosci
zwigzanych z  GTPaza, mechanizméw zwigzanych z ATP lub ATPaza,
a takze aktywnosci transferazy, powstawania i dojrzewania RNA, replikacji i organizacji DNA
oraz wigzania biatka p53. Jesli chodzi natomiast o procesy biologiczne, wykazano 600 oraz
354 procesy istotne odpowiednio dla linii komérkowej SKBR3 oraz BT474. Wiekszo$¢
wytonionych proceséw biologicznych zwigzana byta z: mechanizmami regulacyjnymi cyklu
komérkowego, funkcjonowaniem mitochondriéw, apoptozg, aktywnoscig mikroRNA, reakcjg
na stres, infekcjg wirusowa, organizacjg mikrotubul

oraz naprawg uszkodzen DNA.

Analiza Sciezek molekularnych w oparciu o baze danych KEGG pozwolita
na wskazanie 9 istotnych dla rozwoju opornosci na Herceptyne szlakow sygnatowych
w przypadku linii komérkowej BT474 oraz az 75 Sciezek sygnatowych dla linii SKBR3. Wsrod
nich osiem szlakow bylo wspdlnych dla obu niezaleznych modeli badawczych,

co sugeruje ich duze znaczenie w badanym procesie. Szlakami tymi sg: szlak cyklu



komérkowego, szlak sygnatowy biatka p53, szlak anemii Fanconiego zwigzany z naprawg
DNA, starzenie komoérkowe, replikacjia DNA, infekcja EBV oraz dwa szlaki sygnatowe

zwigzane z nowotworem (pecherza oraz jelita grubego).

Wykazalismy ponadto, ze mechanizmy nabytej opornosci na traztuzumab mogag
obejmowacé zaréwno zalezne, jak i niezalezne od receptora HER2 sposoby dziatania.
W niniejszych badaniach potwierdzilismy, ze skrocone biatko lub endocytoza receptorozalezna
moze wptywac na tworzenie opornosci na terapie, jednakze nadaktywnos¢ czynnikdw w
Sciezce sygnatowe;j HER?2 rowniez moze sie przyczynic
do rozwoju opornosci na Herceptyne. Niemniej jednak, wyniki niniejszych badan naukowych
nie potwierdzity mechanizmu opartego na maskowaniu epitopu wigzgcego trastuzumab, ani
istotnego Zaangazowania innych receptoréw z rodziny biatek ERBB

w niwelowanie efektu terapeutycznego Herceptyny.

Porownanie rezultatow uzyskanych dla dwoéch niezaleznych modeli badawczych
ujawnito wiekszg zlozono$¢ mechanizméw zaangazowanych w rozwdj opornosci
na trastuzumab w przypadku linii komoérkowej SKBR3. Stwierdzono, ze iz jest to skorelowane
Ze znaczgcg nierownowaga liczby genow istotnych w procesie w obu liniach komoérkowych, a
co za tym idzie rowniez przewaga analizowanych funkcji molekularnych, procesow
biologicznych, a  takze  Sciezek  sygnatowych oraz interakcji  biatkowych
w przypadku linii SKBR3. Przypuszcza sie, ze taka charakterystyka obu linii moze byc¢
zwigzana z odmiennym stadium nowotworu, z ktérego wyprowadzone zostaty badane modele
komérkowe. Linia BT474 powstata z guza pierwotnego, natomiast linia SKBR3 jest pochodng

tkanki pochodzgcej z przerzutu.

W analizie zmian ekspresji czgsteczek mikroRNA, wykazaliSmy, ze ponad 99%
znanych ludzkich mikroRNA ma istotny statystycznie udziat w budowaniu opornosci
na Herceptyne. Wiele z nich zostato wczesniej opisanych w literaturze w kontekscie opornosci
na traztuzumab. Podobnie jak w przypadku gendw, wskazano cztery czgsteczki mikroRNA
wsérdd 25 najbardziej istotnych w przypadku obu linii komoérkowych. Sg nimi: hsa-miR-574-3p,
hsa-miR-4530, hsa-miR-8485 oraz hsa-miR-197-3p. Ponadto, zidentyfikowano kilka innych
bardzo waznych mikroRNA specyficznych dla jednego
z modeli badawczych. Sg to: hsa-miR-6886-3p, hsa-miR-4254, hsa-miR-4701-5p,
hsa-miR-3151-3p, hsa-miR-6834-3p, hsa-miR-4281, hsa-miR-4649-3p, hsa-miR-3162-3p,
hsa-miR-6826-5p, a takze hsa-miR-6869-5p.



Wyniki uzyskane w niniejszych badaniach naukowych wnoszg wiele cennych informacji
do wiedzy na temat rozwoju opornosci na trastuzumab w zakresie nauk podstawowych.
Wskazanie nowych potencjalnych gendw, proceséw, szlakow sygnatowych, a takze interakgji
biatkowych stanowi solidng podstawe do wyznaczenia kierunku szczegétowych badan
funkcjonalnych w dziedzinie genetyki nowotworéw oraz medycyny molekularnej. W
konsekwencji rozszerzenie badan w kierunku nauk stosowanych moze przyczynié¢ sie do
powstania nowej koncepcji terapii uzupetniajgcej, ktéra wyciszy, spowolni lub zahamuje rozwaj

opornosci na trastuzumab.



