Wplyw bialka HAX1 na Sciezke¢ sygnalowa estrogenu i progresj¢ w luminalnym raku
piersi.
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Streszczenie

Wstep: Rak piersi pozostaje najczescie] wykrywanym nowotworem zlosliwym wsrod
kobiet w Polsce i na §wiecie. Nadal poszukiwane sg optymalne wskazniki prognostyczne
1 predykcyjne, majace na celu poprawe rokowania w tym rozpoznaniu. Celem badania byto
sprawdzenie uzyteczno$ci oznaczenia biatka HAX1 jako prognostyka nawrotu raka piersi pod
postacig przerzutdw odlegtych oraz ocena jego roli petnionej w komoérkach luminalnego raka
piersi.

Chorzy i Metody: Przeprowadzono retrospektywny przeglad dokumentacji
medycznej dwéch grup chorych z rozpoznaniem raka piersi. Oceniono zwigzek migdzy
warto$ciami takich punktéw koncowych jak czas przezycia catkowitego (overall survival,
OS) i czas przezycia wolny od nawrotu odlegltego (distant recurrence free survival, DRFS)
a poziomem biatka HAX1 w komorkach guza pierwotnego. Przeanalizowano wybrane
czynniki kliniczne i patomorfologiczne wobec poziomu i komoérkowej lokalizacji HAX1.
Wykonano oceng¢ wptywu ekspresji genu HAX1 na stymulacje hormonalng i aktywno$¢
cytotoksyczna zwiazkoéw o dzialaniu antyestrogenowym. Badano wptyw ekspresji genu HAX1
na status gendw zaleznych od aktywacji receptora estrogenowego.

W czgsci klinicznej pracy material stanowily dwie grupy chorych leczonych
w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowym Instytucie
Badawczym w Warszawie: pilotazowa i rozszerzona. W grupie pilotazowej znalazlo si¢ 46
chorych operowanych miedzy styczniem a majem 2007 roku, w grupie rozszerzonej 90
chorych operowanych w latach 1999-2008. Grupa pilotazowa obje¢ta chore z réznymi
podtypami biologicznymi raka piersi, grupa rozszerzona jedynie te z rozpoznaniem
luminalnego, HER2 negatywnego nowotworu. Obydwie grupy zostat podzielone na dwie
populacje: chore u ktorych w okresie obserwacji po radykalnym zabiegu operacyjnym,
niepoprzedzonym leczeniem systemowym, stwierdzono obecno$¢ nawrotu pod postacia
przerzutdw odlegtych oraz te, u ktérych nie doszto na nawrotu choroby. Okres obserwacji
w grupie pilotazowej wyniost 9 lat, w grupie rozszerzonej 12.

W czgéci eksperymentalnej pracy materiat stanowita wyprowadzona z luminalnego

raka piersi, ludzka linia komérkowa MCF-7. Analizy doswiadczalne przeprowadzono na



dwoéch liniach z wyciszeniem genu HAX1, wyprowadzonych réznymi metodami oraz
odpowiadajagcym im liniom kontrolnym. Wykonano testy zywotno$ci komoérek po stymulacji
roztworami B- estradiolu, progesteronu, tamoksyfenu oraz ICI 182,780. Za pomoca reakcji
tancuchowej polimerazy z zastosowaniem sond Tagman oceniono ekspresje gendw zaleznych
od receptora estrogenowego w komorkach linii wyciszonych 1 kontrolnych przed i po
stymulacji B3- estradiolem.
Wyniki: W grupie pilotazowej poziom cytoplazmatycznego oraz catkowitego biatka
HAX1 w komorkach raka piersi okazat si¢ istotnie wyzszy u chorych, u ktérych w okresie
obserwacji stwierdzono wystgpienie nawrotu pod postacig przerzutow odlegtych
w poréwnaniu z chorymi bez nawrotu. Tego wyniku nie potwierdzono dla lokalizacji
jadrowej biatka. Poziom catkowity i cytoplazmatyczny korelowaty ze stopniem histologicznej
ztosliwosci nowotworu. W wykonanych analizach jednoczynnikowych dowiedziono, ze
cytoplazmatyczny poziom HAX1 wynoszacy > 1,02 oraz catkowity wynoszacy > 1,49 byty
zwigzane z istotnym statystycznie skroceniem OS (p = 0,0134 oraz p = 0,0097, odpowiednio).
Jadrowy poziom wybarwienia HAX1 wynosil >1,05 i nie byl w sposob istotny zwigzany ze
skroceniem OS. Istotne statystyczne wydluzenie DRFS potwierdzono u chorych
z cytoplazmatycznym poziomem HAX1 < 1,02 w poréwnaniu z chorymi z poziomem HAX1
> 1,02 (p = 0,012). W grupie chorych z wyzszym wynikiem barwienia IHC, odsetek chorych,
ktoérzy doswiadczyli progresji pod postacig przerzutow odleglych w 9. roku obserwacji
wynidst 89% w poréwnaniu z 43% chorych w grupie z nizszym wynikiem barwienia dla
HAX1. Statystycznie istotne wydluzenie DRFS uzyskano w grupie chorych z catkowitym
poziomem HAX1 < 1,49 w stosunku go grupy z poziomem wynoszacym > 1,49 (p = 0,0074).
Podobnie jak w przypadku OS, nizszy poziom wybarwienia jader komorkowych dla HAX1
nie mial istotnego statystycznie wpltywu na wydluzenie DRFS w tej grupie chorych.
W analizie wieloczynnikowej, podwyzszony poziom HAX1 w cytoplazmie okazat si¢ by¢
niezaleznym, negatywnym czynnikiem prognostycznym zwigzanym 2z podwyzszonym
ryzykiem progresji pod postacig przerzutow odlegtych (HR 2,832, 95% CI 1,207-6,644, p =
0,017). Podobnie, catkowita ekspresja biatka HAX1 byla istotnie zwigzana ze skroceniem
DRFS (HR 4,249, 95% CI 1,404-12,86, p = 0,010). Nie wykazano wptywu ekspresji jadrowe;j
HAX1 na zaden z wymienionych czynnikdéw przezyciowych.
W grupie rozszerzonej potwierdzono statystycznie istotng roznice miedzy catkowitym
poziomem biatka HAX1 w grupie kontrolnej i badanej. Wyzsze poziomy biatka w komoérkach
guza pierwotnego obserwowano w grupie chorych, u ktérych stwierdzono pojawienie si¢

przerzutow odleglych w okresie obserwacji. Ponownie, znamienne statystycznie wydtuzenie



OS uzyskano dla populacji chorych u ktorych stwierdzono poziom HAXI1 rowny 0 dla
lokalizacji cytoplazmatycznej (p = 0,0012) oraz catkowity (p = 0,0029). Statystycznie istotne;j
r6znicy w OS nie stwierdzono dla poziomu jadrowego (p = 0,406). Odsetki 12-letnich OS
w grupie chorych z cytoplazmatycznym poziomem HAXI1 réwnym 0 w pordéwnaniu do
chorych z poziomem > 0 wyniosty odpowiednio - 89,6% oraz 49,2%. Odsetki 12- letnich OS
dla poziomu caltkowitego wyniosty odpowiednio 89,6% oraz 49,2%. Istotne statystyczne
wydhuzenie DRFS potwierdzono u chorych z cytoplazmatycznym (p < 0,0001) i catkowitym
(p<0,0001) poziomem HAX1 rownym 0 w poroéwnaniu z chorymi z poziomem HAXI1 > 0.
W przypadku poziomu jadrowego nie potwierdzono istotnego wydtuzenia DRFS u chorych
z HAX1 wynoszacym 0 (p = 0,476). W grupie chorych z oznaczalnym cytoplazmatycznym
poziomem HAXI1 odsetek chorych, ktorzy doswiadczyli progresji pod postacig przerzutéw
odlegtych do 12 roku obserwacji wyniost 68,85% w poréwnaniu z 13,8% chorych w grupie
z HAX1 réwnym 0. Dla poziomu catkowitego odsetki chorych, ktérzy doznali progresji pod
postacig przerzutow odlegltych do 12. roku obserwacji wyniosty — odpowiednio - 66,6%
i 14,8%. W analizach wieloczynnikowych wykazano, ze cytoplazmatyczny i catkowity
poziom HAX1 > 0 s3 niezaleznymi, niekorzystnymi czynnikami prognostycznymi dla
zarowno dla OS jak 1 DRFS, czego nie uzyskano dla poziomu jadrowego.

W wykonanych testach zywotnosci komoérek (MTT) w obydwu liniach kontrolnych
i wyciszonych, wykazano istotng statystycznie odpowiedZz na stymulacje [-estradiolem.
Stymulacja progesteronem zastosowana w jednej linii kontrolnej i wyciszonej doprowadzita
do statystycznie znamiennego wzrostu odczytu MTT w linii kontrolnej, czego nie uzyskano
w przypadku linii wyciszonej zarowno przy stymulacji wylacznie progesteronem jak i dwoma
hormonami jednocze$nie. Zastosowanie antyestrogenéow ICI 182,780 oraz tamoksyfenu
doprowadzato do obnizenia redukcji MTT w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi, pomimo
wczesniejszej stymulacji  B-estradiolem. W poréwnaniu do linii kontrolnych efekt
zastosowania substancji cytotoksycznych byt silniej wyrazony w liniach z wyciszeniem genu
HAX1.

W ocenie ekspresji genéw zwigzanych ze §ciezka sygnalowa estrogenu, w zaleznosci
od statusu genu HAXL najsilniej wyrazone zmiany wykazano w grupie okoto 10 gendw.
Pomimo powtarzalnos$ci, zaden z uzyskanych wynikow nie okazat si¢ by¢ istotny
statystycznie. Wyodrebniono 1 przeanalizowano geny, dla ktorych réznica w ekspresji dla linii
wyciszonych byta co najmniej dwukrotnie wyzsza lub nizsza w poroOwnaniu z liniami
kontrolnymi. Znaczace podwyzszenie ekspresji w liniach wyciszonych w stosunku do

kontrolnych potwierdzono dla genow GABARAPL1, ERG oraz HSPB8. State obnizenie



ekspresji zaobserwowano w przypadku genow ERG, MPG, PGR, TSKU oraz TFF1. Do
genow wykazujacych wzrost ekspresji po stymulacji f-estradiolem zaliczono ERG, HSPBS,
CCND1 oraz TSKU. Gen w przypadku, ktorych wykazano wyrazny spadek ekspresji po
stymulacji B-estradiolem to MPG.

Whnioski: Podwyzszony poziom biatka HAX1 w komorkach raka piersi wskazuje na
wyzsze ryzyko zwigzane z nawrotem choroby, wystapieniem przerzutow odleglych a takze
skroceniem OS. Ekspresja genu HAX1 wptywa na ekspresj¢ gendéw biorgcych udziat
W $ciezce estrogenowej, proliferacje komorek oraz odpowiedZz na substancje o dziataniu
antyestrogenowym. Konieczne sg dalsze i poglgbione badania, pozwalajace na doktadniejsze

okreslenie roli biatka HAX1 w komorkach luminalnego raka piersi.



