Pomimo znaczacych osiagnie¢ wspotczesnej farmakoterapii, nowotwory piersi pozostaja nadal ogromnym problemem dla
spoteczenstwa. W 2012 roku zdiagnozowano prawie 1,7 miliona nowych przypadkéw tej choroby. Rak piersi jest drugim, co do
czestosci wystepowania nowotworem na Swiecie i najczesciej wystepujagcym w Europie . W 2012 roku odnotowano, ze az 12%
nowych przypadkéw raka na $wiecie to nowotwor piersi, podobnie w Europie, gdzie odsetek ten wynosit 13%. Rak piersi jest
najczesciej diagnozowanym nowotworem wsrod kobiet w 140 krajach sposrod 184 krajoéw Swiata. Dzieki wczesnej, efektywnej
diagnostyce $miertelno$¢ spowodowana tym typem nowotworu jest mniejsza, niemniej jednak nadal stanowi piagta przyczyne
zgondw na $wiecie i trzecig w Europie.

Rosnaca liczba badan naukowych i klinicznych jest powodem, dla ktérego nowotwor piersi, nie jest juz rozpatrywany, jako
jedna choroba, a raczej zespdl jednostek chorobowych charakteryzujacych sie odmiennym obrazem klinicznym, indywidualng
odpowiedzig na terapie, roznymi czynnikami ryzyka, a takze, co wazniejsze, specyficzng charakterystyka determinant na
poziomie molekularnym, zwanych markerami biologicznymi. Determinanty te to najczesciej receptory komdérkowe — grupa biatek
zaangazowana w przekazywanie informacji ze Srodowiska do wnetrza komérki. Najnowsza taksonomia nowotworéw piersi oparta
jest na markerach biologicznych takich jak receptory hormonalne - estrogenéw (ER) oraz progesteronu (PR), a takze receptora
ludzkiego, naskdérkowego czynnika wzrostu 2 (HER2). W oparciu 0 zmieniong aktywnos$¢ powyzszych markeréw, wyodrebniono
cztery podtypy diagnostyczne raka piersi: luminalny typ A (ER+ i/lub PR+ oraz HER2-), luminalny typ B (ER+ i/lub PR+,
HER2+ lub zwiekszone tempo proliferacji komérek), bazalny (ER-, PR- oraz HER2-), a takze typ ze zwiekszona ekspresja HER2
(ER- and PR-, HER+). Szacuje sie, ze ok. 15- 20% nowotworow piersi charakteryzuje sie zwiekszong aktywnoscig genu her2
promujacego proliferacje komdrek, a tym samym wzrost nowotworu. Z tego wzgledu ten typ nowotworu ma tendencje do
inwazyjnego naciekania, jest zwigzany ze znaczaco gorszym rokowaniem i czesciej wystepujagcym nawrotem choroby. W zwigzku
z powyzszym stanowi duze wyzwanie dla klinicystow. Niemniej jednak istnieje lek — trastuzumab, ktéry w potaczeniu ze
standardowa chemioterapia, znaczaco zwieksza szanse pacjentow na dtuzsze zycie, nawet 0 37% w poréwnaniu do stosowanej
monoterapii standardowymi cytostatykami. Trastuzumab - humanizowane przeciwciato monoklonalne, jest jednym z
istotniejszych przyktadéw terapii celowanej, ktéra byta przelomowym osiagnieciem w przeciwnowotworowej medycynie
molekularnej. Zasada jej dziatania polega na hamowaniu wzrostu nowotworu poprzez blokowanie specyficznych celéw
molekularnych przyczyniajacych sie do rozwoju raka, zamiast unicestwia¢ wszystkie szybko dzielgce si¢ komorki, jak to ma
miejsce w chemio- lub radioterapii. Terapia celowana z sukcesem wprowadzona byta dla wielu typéw nowotworéw, znaczaco
zwiekszajac Srednig przezywalno$¢ pacjentow. Trastuzumab, znany takze pod nazwa Herceptyna, zostat pierwotnie
zaakceptowany w 1998 roku przez FDA (Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow) w leczeniu raka piersi z przerzutami. Po
wielu badaniach, uznano ostatecznie, iz lek jest réwnie skuteczny w terapii wszystkich nowotwordw piersi charakteryzujacych sie
wzmozong aktywnosciag HER2. Obecnie, wszystkie inwazyjne przypadki nowotworu piersi diagnozowane sg pod katem
nadekspresji i/lub amplifikacji genu her2 w celu wytonienia pacjentek, dla ktorych terapia celowana jest szansg na wyleczenie.
Terapeutyczny efekt trastuzumabu polega na wigzaniu sie przeciwciata z receptorem HER2, co przeciwdziata dzieleniu sie
komdrek nowotworowych, jednakze, mimo wielu stawianych hipotez, szczegétowy mechanizm aktywnosci tego przeciwciata nie
zostat potwierdzony i opisany. Co wiecej, pomimo niewatpliwego sukcesu klinicznego Herceptyny, wiekszo$¢ pacjentow
stosujagcych te forme terapii ostatecznie rozwija opornos¢ na ten lek, zatracajac jego terapeutyczny wptyw. W zwigzku z tym
zrozumienie podstaw rozwoju opornosci jest duzg szansg dla pacjentéw i stanowi wyzwanie dla naukowcow.

Gtéwnym celem proponowanych badah naukowych jest zrozumienie molekularnego podtoza rozwoju opornosci na
trastuzumab. Pomimo sukcesdw klinicznych stosowania Herceptyny, jej wptyw na komorki raka piersi nie jest do korica poznany.
W zwigzku z tym trudno jest réwniez opisa¢ mechanizm rozwoju opornosci na trastuzumab. Opornos$¢ na lek powstaje w wyniku
naturalnej zdolnosci komérek (rakowych) do adaptacji do zmieniajagcego Srodowiska (w tym odpowiedzi na substancje
terapeutyczne). Aktualne badania traktujg rozwéj opornosci, jako pojedyncze zjawisko, natomiast wedtug nas mechanizm ten
powinien by¢ traktowany, jako sekwencja nastepujacych po sobie zdarzen na poziomie molekularnym. Takie podejscie pozwoli
nam na monitorowanie zmian zachodzacych w komoérce w czasie oraz stabilnosci tych zmian w trakcie catego procesu. Dzigki
temu zyskamy niepowtarzalng okazje, by opisa¢ dynamiczny obraz molekularny procesu i precyzyjnie wyszczeg6lIni¢ najbardziej
znaczace biomolekuty oraz Sciezki sygnatowe zaangazowane na wczesnych etapach w tworzenie opornosci na trastuzumab.

Nowotwor to ztozona choroba uwarunkowana wielogenowo, dlatego jesli jedna $ciezka sygnatowa zostanie zablokowana,
w dalszym ciagu istnieje wiele innych zaangazowanych w proliferacje i przezycie komoérek rakowych. Niektdre komérki zdolne
sg niwelowaé skutki terapii poprzez subtelne modyfikacje w procesie przekazywania informacji w $ciezkach sygnatowych.
Aktualne doniesienia $wiadczg o tym, iz doswiadczenia oparte na jednej Sciezce sygnatowej nie przynosza znaczacych wynikow
w badaniach Kklinicznych, pomimo zadowalajgcego efektu w badaniach in vitro i eksperymentach na zwierzetach. Pokazuje to, jak
wazna jest kompleksowa analiza wielu komponentéw molekularnych zaangazowanych szereg $ciezek sygnatowych. Najbardziej
oczywistym poziomem analizy przemian funkcjonowania komorki jest transkryptom, bedacy w centrum funkcjonowania komérki
na poziomie molekularnym i stanowiacy niejednokrotnie przyczyne i/lub skutek tych przemian. Majac na uwadze jak wazna jest
kompleksowa analiza wielu $Sciezek sygnatowych, potaczymy metode wysokowydajna, jaka jest technika mikromacierzy, z
modelowaniem komputerowym w celu zbadania zmian na poziomie transktyptomu w czasie rozwoju opornosci, co niewatpliwie
jest podejsciem innowacyjnym.

Dwie stabilne, certyfikowane przez ATCC (American Type Culture Collection) linie komdrkowe raka piersi zostaty
wybrane, jako linie wyjsciowe do stworzenia biologicznego modelu rozwoju opornosci, i bedg stanowity réwniez punkt
odniesienia. Wybrane linie komoérkowe sg HER2+, z potwierdzong doswiadczalnie wrazliwoscig na trastuzumab i posiadajace
zdolno$¢ rozwoju opornosci na Herceptyne. Ustalony model biologiczny ma na celu stworzenie warunkéw rozwoju opornosci,
podobnych do warunkéw wystepujacych w warunkach klinicznych. W tym celu planowane jest dtugotrwale prowadzenie hodowli
w statej, wzglednie niskiej dawce trastuzumabu. W oparciu o stopier proliferacji, a takze inne cechy charakterystyczne, tj.
morfologia komérek, wybranych zostanie 6 najbardziej znaczacych punktéw czasowych, dla ktérych przeprowadzone beda



pomiary zmian intensywnosci ekspresji genow.

Technika mikromacierzy jest wysoko wydajng metodg badania réznicy w ekspresji genéw pomiedzy jednostkami
r6znigcymi sie fenotypowo np. u osoba zdrowa i chora, a takze zmian w ekspresji genéw spowodowanych dodatkowsg ingerencja
ze strony Srodowiska np. przed i po podaniu leku. Dzieki miniaturyzacji i prowadzonym przez lata technicznym udoskonaleniom
metody, mozliwe jest obecnie badanie dziesigtek tysiecy gendw jednocze$nie z duzg powtarzalnoscia. Pomimo rozbieznych
sposobow immobilizacji sond molekularnych, drukowania ich na macierzy, znakowania probek oraz systemoéw detekcji, ogdlna
zasada dziatania mikromacierzy pozostaje niezmienna. Podstawa jest hybrydyzacja znakowanej prébki do unieruchomionego na
macierzy zestawu sond, charakterystycznych dla danego organizmu, oraz detekcja specyficznego zestawu transkryptéw w oparciu
0 komplementarnos¢ sekwencji kwasow nukleinowych. Detekcja sygnatu z kazdego miejsca hybrydyzacyjnego (specyficzna
sonda) jest proporcjonalna do ilosci poszczeg6lnych czasteczek mRNA zwigzanych z konkretng sonda, co pozwala na ocene
intensywnosci ekspresji gendw w odniesieniu do kontroli. Zaletag wybranych przez nas mikromacierzy jest mozliwos¢ detekcji
ponad 50000 transcryptow, wigczajac w to dtugie, niekodujagce RNA (linc RNAS), co z kolei generuje znaczacg ilos¢ informacji,
ktéra postuzy do stworzenia petniejszego obrazu badanego procesu. W oparciu o zmiany ekspresji genéw na podstawie dwdch
modeli biologicznych stworzymy komputerowy model molekularnych mechanizméw bedacych podstawg rozwoju opornosci.

Jestesmy przekonani, ze zaproponowany przez nas model znaczaco wzbogaci obecng wiedze z dziedziny nauk
podstawowych, poprzez wyjasnienie mechanizmu powstawania opornosci na trstuzumab w czasie na poziomie molekularnym.
Wiedza ta moze stanowi¢ zrédto informacji dla przysztych badan naukowych w celu poszukiwania efektywnego sposobu na
zatrzymanie, spowolnienie lub zniwelowanie efektu opornosci na Herceptyne.



