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Streszczenie

Rak piersi (ang. breast cancer — BC) jest najczesciej diagnozowanym typem nowotworu
oraz wiodaca przyczyna zgonu kobiet z powodu nowotworu na $wiecie. Pomimo, ze prognoza
dla chorych na BC jest obiecujaca, scisle zalezy od momentu diagnozy, a u chorych z przerzutami

odleglymi jest szczegdlnie niekorzystna.

Za powstawanie przerzutow odpowiedzialne sa krazace komorki nowotworowe
(ang. circulating tumor cells — CTCs), ktore po przekroczeniu bariery naczyn krwionosnych
migruja w krwiobiegu i moga kolonizowac odlegte narzady. CTCs stanowia zréznicowana
populacje komdrek, ktéra osigga swoja heterogenno$¢ miedzy innymi wskutek przemiany
epitelialno-mezenchymalnej (ang. epithelial-to-mesenchymal transition — EMT). W wyniku EMT
komorki nowotworowe staja sie bardziej mobilne i inwazyjne oraz zyskuja cechy promujace
ich przetrwanie w krwiobiegu i kolonizacje odleglych nisz, jednoczesnie tracac ekspresje
epitelialnych markerdw, ktéra stanowi kryterium wiekszosci metod izolacji CTCs. Na wczesnym
etapie kaskady metastatycznej liczba CTCs w krwiobiegu chorych na BC jest mata (1 - kilka CTCs
w 7,5 mL probee krwi) i stanowi niewielki odsetek komorek znajdujacych sie w krazeniu. Wobec
tego, okreslenie heterogennosci CTCs i poznanie biologicznych przyczyn ich agresywnosci

wymaga zastosowania analizy na poziomie pojedynczej komorki.

W ramach pracy doktorskiej podjeto sie okreslenia wartosci klinicznej oraz charakterystyki

biologicznej fenotypow EMT CTCs obecnych we krwi obwodowej chorych na BC.

W badaniu retrospektywnym przeanalizowano zageszczone w CTCs frakcje krwi
(ang. CTCs-enriched blood fractions — CTCs-EBFs) od 83 operacyjnych chorych na BC. Na podstawie
poziomu ekspresji markerow komorek BC (MGB1, HER2), epitelialnych (CK19, CDHI)
i mezenchymalnych (VIM, CDH2, PLS3) zdefiniowano obecnos¢ i fenotyp CTCs w CTCs-EBFs,
a nastepnie przeanalizowano ekspresje gendw promujacych agresywnos¢ (CXCR4, PLAUR),
powstawanie macierzystego fenotypu (CD44, NANOG, ALDH1A1l, POU5F1, PROM1I)
oraz formowanie klastrow (JUP) i okreslono wptyw obecnosci CTCs o réznych fenotypach EMT
na przezycie oraz skorelowano ja z cechami kliniczno-patologicznymi. CTCs o fenotypach
epitelialnym (eCTCs), epitelialno-mezenchymalnym (emCTCs) i mezenchymalnym (mCTCs)
wystepowaty u CTCs-pozytywnych chorych na BC w podobnym stosunku (odpowiednio 36,8%,
31,6%, 31,6%). mCTCs charakteryzowaly sie¢ najbardziej agresywnym fenotypem (wyrazonym
najwyzsza ekspresja CXCR4, PLAUR, CD44, NANOG i POUS5F1; P<0,05, w porownaniu
do eCTCs), a ich obecnosc¢ korelowata z przerzutami do weztéw chtonnych (P=0,043), wigkszym
rozmiarem guza (P=0,023) oraz 7-krotnie wyzszym ryzykiem zgonu w analizie wieloczynnikowej

(95% CI 1.06-50.41, P=0,04). Obecnos¢ emCTCs, charakteryzujacych sie potencjalnie najwieksza



plastycznoscia i agresywnoscia, réwniez korelowata z przerzutami do weztéw chlonnych
(P=0,043) i wigkszym rozmiarem guza (P=0,023), ale nie miata istotnej wartosci prognostycznej.
Nastepnie, w oparciu o wyniki kompleksowego przegladu i analizy statystycznej danych
literaturowych opisujacych stopien odzysku komoérek BC w uktadzie modelowym oceniono,
ze metody izolacji oparte o negatywna selekcje komorek krwi i wlasciwosci fizyczne pozwalaja
na bardziej wydajng izolacj¢ mCTCs niz CellSearch® (ztoty standard izolacji CTCs), jednoczesnie

charakteryzujac si¢ nie gorszym niz CellSearch® odzyskiem eCTCs.

W celu prospektywnej analizy pojedynczych CTCs niezaleznie od ich fenotypu EMT,
opracowano metode ich izolacji i detekcji. CTCs od 104 operacyjnych chorych na BC oraz 12
chorych na BC, u ktérych wystapily przerzuty odlegte, wznowa miejscowa lub otrzymywaty
hormonoterapie, wyizolowano w oparciu o wirowanie w gradiencie gestosci i negatywna
selekcje CD45-dodatnich komérek krwi. CTCs zidentyfikowano na podstawie obecnosci
markeréw epitelialnych (EpCAM, E-kadheryna) oraz mezenchymalnych (csVIM, MCAM))
w barwieniu immunofluorescencyjnym, a nastepnie pobrano mikromanipulacyjnie w celu
dalszej analizy transkryptomicznej opartej o zmodyfikowany protokoét Smart-Seq2. Opracowana
metoda izolacji CTCs od chorych na BC charakteryzowata si¢ podobnym stopniem odzysku
komorek z linii komoérkowych BC o fenotypie epitelialnym (58,4%) i mezenchymalnym (66,6%)
oraz nie wplywala na jakos$¢ ich transkryptomu. CD45-/CD31-/DAPI-negatywne komorki
od chorych na BC okreslono jako eCTCs (EpCAM-/E-kadheryna-pozytywne, csVIM-/MCAM-
negatywne), mCTCs (EpCAM-/E-kadheryna-negatywne, csVIM-/MCAM-pozytywne) i emCTCs,
w ktorych markery epitelialne i mezenchymalne byly koeksprymowane. Pieé¢dziesiat dwa
procent (54/104) chorych na BC bylo CTCs-pozytywnych, sposrdd ktérych u jednej trzeciej
wykryto jednoczesnie obecnos¢ CTCs o dwoch lub trzech fenotypach EMT. Wiecej CTCs
ojakimkolwiek fenotypie oraz w podziale na fenotypy EMT wystepowato u chorych
z niekorzystna charakterystyka kliniczno-patologiczna, tj. z wiekszymi (T2-4; jakiekolwiek CTCs
— P=0,037), mniej zréznicowanymi (stopient ztosliwosci histologicznej 3) guzami (jakiekolwiek
CTCs - P=0,006), oraz z guzami ER-negatywnymi (jakiekolwiek CTCs — P=0,020, eCTCs — P=0,001,
mCTCs - P=0,040), PR-negatywnymi (eCTCs — P=0,001) i HER2-pozytywnymi (mCTCs
— P=0,024). Analiza transkryptomiczna (RN A-Seq) pojedynczych komorek pobranych od chorych
na BC wykazata, ze w CTCs w poréwnaniu z komoérkami normalnymi (ang. normal cells - NCs)
mniej genéw ulegalo ekspresji. Geny, ktére miaty obnizona ekspresje w CTCs w poréwnaniu
do NCs, sg zaangazowane w procesy istotne dla transkrypcji i translacji, podczas gdy dwa geny
o zwiekszonej ekspresji sg zwigzane z hamowaniem translacji (CYFIP1) oraz ochrong komdrek

nowotworowych przed stresem komoérkowym (KDM3B).



CTCs od chorych na BC charakteryzuja si¢ wysoka heterogennoscia u jednej chorej
oraz pomiedzy chorymi. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na istotna role

profilowania pojedynczych CTCs w klasyfikacji BC i prognozie.



Abstract

Breast cancer (BC) is the most frequently diagnosed type of cancer and the leading cause
of cancer-related death among women worldwide. Despite promising prognoses for BC patients,
these depend strictly on the timing of the diagnosis; in patients with distant metastases,

the prognosis is particularly poor.

Circulating tumor cells (CTCs) are responsible for the formation of metastases.
After crossing the blood vessel barrier, they migrate through the bloodstream and can colonize
distant organs. CTCs represent a diverse population of cells, achieving their heterogeneity,
among other factors, through the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). As a result of EMT,
cancer cells become more mobile and invasive, acquiring traits that promote their survival
in the bloodstream and the colonization of distant niches, while simultaneously losing
the expression of epithelial markers, which form the basis of most CTC isolation methods.
At the early stage of the metastatic cascade, the number of CTCs in the bloodstream of BC patients
islow (1 to a few CTCs in a 7.5 mL blood sample), constituting a small fraction of the cells present
in the bloodstream. Therefore, determining the heterogeneity of CTCs and understanding

the biological causes of their aggressiveness requires single-cell level analysis.

As the goal of the doctoral dissertation, the clinical value and biological characterization
of CTCs with various EMT phenotypes present in the peripheral blood of BC patients

were determined.

In a retrospective study, CTCs-enriched blood fractions (CTCs-EBFs) from 83 non-metastatic
BC patients were analyzed. Based on the expression levels of BC cell (MGB1, HER?), epithelial
(CK19, CDH1), and mesenchymal markers (VIM, CDH2, PLS3), the presence and phenotype
of CTCs in CTCs-EBFs were determined. Subsequently, the expression of genes promoting
aggressiveness (CXCR4, PLAUR), the development of stem-like phenotypes (CD44, NANOG,
ALDH1A1, POUS5F1, PROMI1), and cluster formation (JUP) were analyzed. The impact
of the presence of CTCs with different EMT phenotypes on survival was assessed and correlated
with clinicopathological features. CTCs of epithelial (eCTCs), epithelial-mesenchymal (emCTCs),
and mesenchymal (mCTCs) phenotypes were present in BC patients in similar proportions
(36.8%, 31.6%, 31.6%, respectively). mCTCs were characterized by the most aggressive phenotype
(expressed by the highest levels of CXCR4, PLAUR, CD44, NANOG, and POU5F1; P<0.05
compared to eCTCs), and their presence correlated with lymph node metastases (P=0.043), larger
tumor size (P=0.023), and a sevenfold higher risk of death in multivariate analysis (95% CI

1.06-50.41, P=0.04). The presence of emCTCs, which potentially have the greatest plasticity



and aggressiveness, also correlated with lymph node involvement (P=0.043) and larger tumor

size (P=0.042) but did not have significant prognostic value.

Subsequently, based on the results of a comprehensive review and statistical analysis
of literature data describing the recovery rate of BC cell lines in a model system, it was assessed
that isolation methods based on negative selection of blood cells and physical properties allow
for more efficient isolation of mCTCs than CellSearch® (the golden standard for CTC isolation),

while maintaining recovery rates of eCTCs comparable to CellSearch®.

A method for the prospective isolation and detection of single CTCs, regardless of their EMT
phenotype, was developed. CTCs from 104 non-metastatic BC patients and 12 BC patients
with distant metastases, local recurrence, or undergoing hormone therapy were isolated using
density gradient centrifugation and negative selection of CD45-positive blood cells. CTCs were
identified based on the presence of epithelial (EpCAM, E-cadherin) and mesenchymal markers
(sVIM, MCAM) using immunofluorescent staining. Then, CTCs were collected
by micromanipulation for further transcriptomic analysis based on a modified Smart-Seq2
protocol. The developed method for CTCs isolation demonstrated a similar recovery rate
for epithelial (58.4%) and mesenchymal BC cell lines (66.6%) and did not affect the quality of their
transcriptome. CD45-/CD31-/DAPI-negative cells from BC patients were classified as eCTCs
(EpCAM-/E-cadherin-positive, csVIM-/MCAM-negative), mCTCs (EpCAM-/E-cadherin-
negative, csVIM-/ MCAM-positive), and emCTCs, in which epithelial and mesenchymal markers
were co-expressed. Fifty-two percent (54/104) of BC patients were CTC-positive, with one-third
of these patients exhibiting the presence of CTCs with two or three EMT phenotypes
simultaneously. More total CTCs of any phenotype and CTCs of particular EMT phenotypes
were found in patients with unfavorable clinicopathological characteristics, such as larger
(T2 4; any CTCs — P=0.037), less differentiated tumors (histological grade 3; any CTCs — P=0.006),
and tumors that were ER-negative (any CTCs — P=0.020, eCTCs — P=0.001, mCTCs - P=0.040),
PR-negative (eCTCs — P=0.001), and HER2-positive (mCTCs — P=0.024). Transcriptomic analysis
(RNA-Seq) of single cells collected from BC patients showed that less genes were expressed
in CTCs compared to normal cells (NCs). The genes with reduced expression in CTCs compared
to NCs are involved in processes crucial for transcription and translation, while two genes
with increased expression are associated with the inhibition of translation (CYFIPI)

and the protection of cancer cells from cellular stress (KDM3B).

CTCs from BC patients exhibit high heterogeneity both within a single patient and different
patients. The results of the analyses indicate the significant role of single CTC profiling in BC

classification and prognosis.
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ang. geometrically enhanced differential immunocapture (chip)
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MCA
MCAM
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MET
MGB1
MINDEC
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NANOG
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NCAD
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NF-«B

Notch

ang. human epidermal growth factor receptor type 2, ludzki naskérkowy czynnik

wzrostu typu 2

ang. HER2-enriched, HER2-pozytywny BC

ang. hypoxia-inducible factor 1a, czynnik indukowany hipoksja 1a
ang. hazard ratio, hazard wzgledny

ang. inferleukins, interleukiny

ang. isolation by size of tumor

ang. junction plakoglobin, gen kodujacy plakoglobine
ang. lysine demethylase 3B, demetylaza lizyny 3B
ang. keratin 19, gen kodujacy cytokeratyne 19

ang. keratins, keratyny

ang. luminal A BC, luminalny A BC

ang. luminal B BC, luminalny B BC

ang. mitogen-activated protein kinases signaling pathway, sciezka sygnalizacyjna

kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami

ang. mesenchymal CTCs, CTCs o fenotypie mezenchymalnym

ang. microcavity array

ang. melanoma cell adhesion molecule, czynnik adhezyjny komorek czerniaka
ang. mesenchymal BC cells, komorki BC o fenotypie mezenchymalnym

ang. mesenchymal-to-epithelial transition, przemiana mezenchymalno-epitelialna
ang. mammaglobin 1, mammaglobina 1 (mammaglobina A)

ang. multi-marker immunomagnetic negative depletion enrichment of CTCs

ang. mucin 1, mucyna 1

ang. NANOG homebox, homeokaseta NANOG

ang. normal cells, komorki normalne

ang. N-cadherin, N-kadheryna

ang. negative, (status) negatywny

ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, jadrowy czynnik

transkrypcyjny xB

ang. Notch signaling pathway, $ciezka sygnalizacyjna Notch
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PLAUR
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qPCR
refGs

RBCs

ang. occludin, okludyna

ang. octamer-binding transcription factor 4, czynnik transkrypcyjny 4 wiazacy

sekwencje oktamerowa

ang. overall survival, czas catkowitego przezycia

ang. P-value, prawdopodobienstwo testowe (warto$¢ P)

ang. plasminogen activator inhibitor 1, inhibitor aktywatora plazminogenu 1

ang. peripheral blood mononuclear cells, jednojadrzaste komdrki krwi obwodowej
ang. phosphate-buffered saline, sol fizjologiczna buforowana fosforanami

ang. potential CTCs, potencjalne CTCs

ang. platelet and endothelial cell adhesion molecule, antygen adhezyjny plytek

i komorek endotelialnych, gen kodujacy CD31
ang. progression-free survival, czas wolny od progresji

ang. phosphatidylinositol 3-kinase/ AKT serine/threonine kinase signaling pathway,
Sciezka sygnalizacyjna 3-kinazy fosfatydyloinozytolu/ kinazy

serynowo/treoninowej AKT

ang. plasminogen activator urokinase receptor, gen kodujacy uPAR
ang. plastin 3, plastyna 3

ang. plakoglobin, plakoglobina

ang. platelets, ptytki krwi

ang. potential NCs, potencjalne NCs

ang. POU domain class 5 homebox 1, homeokaseta 1 klasy 5 o domenie POU,
gen kodujacy OCT-4

ang. positive, (status) pozytywny

ang. progesterone receptor, receptor progesteronowy

ang. prominin 1, prominina 1, gen kodujacy CD133

ang. protein tyrosine phosphatase receptor type C, gen kodujacy receptor

tyrozynowej fosfatazy biatkowej typu C - CD45

ang. base pair, pary zasad (miara wielko$ci produktu PCR)
ang. quantitative polymerase chain reaction, ilosciowy PCR
ang. reference genes, geny referencyjne

ang. red blood cells, czerwone krwinki (erytrocyty)
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RT
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taSSAW
tCTCs
TEM
TGE-p
TNBC
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TNF-a

Tris
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TSO
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uPAR

VEGF

ang. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu

ang. ribosomal protein L, duze podjednostki rybosomoéw

ang. ribosomal protein S, mate podjednostki rybosoméw

ang. recovery rate, stopieni odzysku

ang. reverse transcription, odwrotna transkrypcja

ang. recombinant glycosaminoglycan-binding malaria protein VAR2CSA

ang. staining buffer, bufor do barwienia

ang. secretoglobin family 2A member 2, sekretoglobina 2A2, gen kodujacy MGB1
ang. standard deviation, odchylenie standardowe

ang. serine proteinase inhibitor family E member 1, inhibitor proteinazy serynowej

E1, gen kodujacy PAIl

ang. Snail family transcriptional repressorl/2, repressor transkrypcyjny 1/2

z rodziny Snail

ang. tilted-angle standing surface acoustic waves

ang. true CTCs, prawdziwe CTCs

ang. transendothelial migration, migracja transendotelialna

ang. transforming growth factor B, transformujacy czynnik wzrostu 3
ang. triple negative BC, potrdjnie-ujemny BC

ang. true NCs, prawdziwe NCs

ang. tumor necrosis factor a, czynnik martwicy nowotwordéw o

ang. 2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol, 2-amino-2-
(hydroksymetylo)propano-1,3-diol)

ang. trophoblast cell surface antigen 2, antygen powierzchniowy trofoblastu 2

ang. template-switching oligos, oligonukleotyd umozliwiajacy

przetaczenie matrycy

ang. Twist family basic helix-loop-helix transcription factor 1, czynnik

transkrypcyjny 1 z rodziny Twist o motywie helisa-petla-helisa

ang. urokinase plasminogen activator surface receptor, receptor urokinazowego

aktywatora plazminogenu

ang. wvascular endothelial ~growth factor, czynnik wzrostu srédbtonka

naczyniowego
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VIM ang. vimentin, wimentyna

Wnt/B-CAT ang. WNT proto-oncogene/ B-catenin signaling pathway, $ciezka sygnalizacyjna

Wnt/ 3-katenina

YWHAZ ang. tyrosine 3-monooxygenase/ tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta,
biatko zeta aktywujace 3-monooksygenaze tyrozynowa/ 5-monooksygenaze

tryptofanowa
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Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komoérek nowotworowych o réznych fenotypach
epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

1. Wstep

1.1. Epidemiologia, etiologia, czynniki predysponujace i prognoza w raku piersi

Rak piersi (ang. breast cancer — BC) jest najczesciej diagnozowanym typem nowotworu
u kobiet w Polsce (24 418 przypadkéw w 2022 roku; Ryc. 1A) i na $wiecie (2 296 840 przypadkow;
Ryc. 1B), gdzie jednoczesnie jest wiodaca przyczyng zgonow z powodu nowotworu (666 103
zgondw na $wiecie w 2022 roku; Ryc. 1B) — w 2022 roku odnotowane zgony chorych na BC
stanowity az 15,4% wszystkich zgonéw spowodowanych nowotworem [1]. W przypadku Polski,
BC jest drugim najczestszym powodem zgonu kobiet z powodu nowotworu (8 723 chorychna BC
- 16,1% zgonéw z powodu nowotworu w 2022 roku; Ryc. 1A) [1]. Szacuje sie, ze blisko jedna
na dziesie¢ kobiet w Polsce zostanie dotknieta ta choroba w ciggu zycia [1]. Zgodnie
z przewidywaniami Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (ang. International Agency
for Research on Cancer — IARC), w ciagu najblizszego c¢wierc¢wiecza (do 2050 roku) liczba
zachorowan na BC na $wiecie wzrosnie z 2 296 840 do 3 553 037 (o 54,7%), za$ liczba zgondw
-2666103 do 1 138 155 (o 70,9%) [2]. Zachorowalno$¢ na BC rokrocznie rosnie zaréwno
w krajach rozwinigtych, jak i rozwijajacych sie, cho¢ odnotowuje sie znaczne zrdznicowanie
pomiedzy regionami [2]. Sama czestos¢ wystepowania BC i liczba spowodowanych nim zgonéw
rozni si¢ w zaleznos$ci od regionu geograficznego [1] oraz w réznym stopniu dotyka kobiety
wywodzace si¢ z réznych grup etnicznych i spotecznych [3-5], co niepodwazalnie jest zwigzane
z dostepem do opieki medycznej oraz programoéw przesiewowych [6-8].

Najistotniejszym czynnikiem korelujagcym z ryzykiem zachorowania na BC jest wiek;
najczesciej chorujq kobiety w okresie post menopauzalnym, powyzej 50. roku zycia [1]. Wsrod
czynnikow przyczyniajacych si¢ do rozwoju BC nalezy wyroézni¢ ekspozycje na estrogen,
ktora jest wydluzona/ zwigkszona w przypadku wczesnego pokwitania, pdznej menopauzy
lub stosowania hormonalnej terapii zastepczej [9-11]. Jednoczesnie, w etiologii BC podkresla sie
znaczenie czynnikéw reprodukcyjnych; minimum jedna ciaza, wczesny wiek pierwszej ciazy
oraz karmienie piersia korelujg z mniejszym ryzykiem zachorowania na BC [12, 13].

Do czynnikéw predysponujacych do zachorowanie na BC nalezy takze zaliczy¢
wystepowanie mutacji w genach kodujacych biatka istotne dla mechanizméw naprawy DNA,
wzrostu i proliferacji oraz apoptozy (m.in. BRCA1/2 — ang. breast cancer gene 1/2, PALB2
—ang. partner and localizer of BRCA2, TP53 — ang. tumor protein 53, PTEN — ang. phosphatase
and tensin homolog) [14-19], jednakze oprdécz podloza genetycznego do rozwoju BC moga
przyczyni¢ sie tez czynniki sSrodowiskowe, takie jak ekspozycja na wybrane substancje chemiczne
i promieniowanie jonizujace [20-22] oraz styl zycia (np. uzywki, dieta, niski poziom aktywnosci

tizycznej) [23-27].
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epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

A B

24418 2296840

Rak piersi Rak piersi

Rak jelita Rak pluc

Rak piuc Rak jelita

Rak trzonu
macicy

Rak trzonu
macicy
Rak jajnika Rak tarczycy

Rak szyjki
macicy

Rak szyjki
macicy

Rak pecherza Rak zoladka

Rak trzustki Rak jajnika

265460

Rak tarczycy i
236899 mm— Zachorowalnos¢

L Rak watroby
—  Zachorowalnosc

2497 == Smiertelnosé¢ Chioniaki 242014 == Smiertelnosé
1936 nieziarnicze 106939
T T
0 5000 10000 15000 20000 25000 500000 1000000 1500000 2000000 2500000

Rak zotadka

Liczba przypadkéw Liczba przypadkow

Rycina 1. (A) Liczba zachorowan na nowotwory i zgondéw z powodu nowotworéw wsrdd kobiet w 2022

roku w Polsce i (B) na swiecie [1].

Prognoza dla chorych na BC jest zréznicowana i zalezy od wielu czynnikéw, w tym typu
molekularnego definiowanego na podstawie ekspresji receptora estrogenowego (ang. estrogen
receptor — ER), receptora progesteronowego (ang. progesterone receptor — PR) i receptora ludzkiego
naskérkowego czynnika wzrostu typu 2 (ang. human epidermal growth factor receptor type 2
—HER?2), oraz potencjalu proliferacyjnego guza (mierzonego odsetkiem Ki67-pozytywnych
komérek nowotworowych). Najdtuzszy czas catkowitego przezycia (ang. overall survival — OS)
odnotowuje sie¢ u chorych na luminalnego A (ang. luminal A — lum A; ER-pozytywny
i/lub PR-pozytywny, HER2-negatywny, Ki67<14% i luminalnego B (ang. luminal B — lum B;
ER-pozytywny i/lub PR-pozytywny, HER2-negatywny, Ki67214%, albo ER-pozytywny
i/lub PR-pozytywny, HER2-pozytywny, jakiekolwiek Ki67) BC, zas prognoza jest najmniej
korzystna, gdy status receptorow hormondéw i HER2 jest negatywny (potrdjnie ujemny BC;
ang. triple-negative BC — TNBC) [28-30]. Prognoza jest takze silnie zwigzana z momentem
wykrycia choroby;, w zaawansowanym BC (stadium IV), gdzie obserwuje si¢ przerzuty
do odleglych narzadow (szczegdlnie do mdzgu), rokowanie jest zawsze mniej korzystne [31, 32],
a cel leczenia czesto koncentruje si¢ na kontroli objawow, utrzymaniu jakosci zycia i opdznieniu
postepu choroby [33].

Warto podkresli¢, ze prognoza w BC jest ztozona, a indywidualna ocena powinna by¢
doktadnie przeprowadzana przez lekarza onkologa. Chore na BC otrzymuja rézne formy
leczenia w zalezno$ci od cech ich przypadku, a wspdlczesne metody diagnostyki i terapii

znacznie wydtuzyty OS i poprawily komfort chorych na BC [34, 35].
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1.2. Rola przemiany epitelialno-mezenchymalnej w kaskadzie metastatycznej

Jednym z mechanizmoéw, ktéry moze odpowiadac¢ za nabycie przez komodrki BC cech
kluczowych dla przerzutowania jest przemiana epitelialno-mezenchymalna (ang. epithelial-to-
mesenchymal transition — EMT) [36-39]. EMT jest fizjologicznym procesem istotnym w rozwoju
embrionalnym i przebudowie tkanek, podczas ktérego komorki epitelialne traca polarnoscé
oraz polaczenia z sasiadujacymi komodrkami i podlozem, jednoczesnie nabywajac bardziej
mobilny fenotyp [37, 38]. Podczas embriogenezy EMT ma kluczowe znaczenie w procesach
gastrulacji, formowania cewy nerwowej oraz powstawania tkanek i narzadow z listkow
zarodkowych, za$ w tkankach dojrzatego organizmu jest aktywowany w odpowiedzi
na uszkodzenie tkanki i stan zapalny [38, 40-42]. W procesie gojenia ran EMT indukuje migracje
komérek nabtonkowych do miejsca uszkodzenia w celu regeneracji i odbudowy tkanki [37, 40].
Powstate w wyniku EMT komorki mezenchymalne moga réznicowac si¢ w fibroblasty,
miofibroblasty i komdrki $rodbtonka, biorgce udziat w kluczowych dla rekonstrukgji tkanek

procesach — angiogenezie, zwldknieniu i tworzeniu blizn [43-45] .

Aktywacja EMT w warunkach patologicznych przyczynia sie do zwigkszenia mobilnosci
iinwazyjnosci komdrek nowotworowych, ulatwiajac im odlaczenie sie od guza pierwotnego,
penetracje sasiadujacych tkanek, pokonanie bariery naczyn krwionosnych i limfatycznych

oraz kolonizacje odleglych nisz (Ryec. 2) [36, 46, 47].

Czynniki aktywujgce przemiane epitelialno-mezenchymalng

Aktywacja EMT w guzie pierwotnym jest kompleksowym procesem obejmujacym
wzajemne oddziatywanie réznych Sciezek sygnalizacyjnych, sygnatow srodowiskowych i zmian
epigenetycznych [36, 48-70].

Gléwnymi regulatorami EMT sa geny kodujace czynniki transkrypcyjne (ang. EMT-inducing
transcription factors — EMT-TFs): SNAI1/2 (ang. Snail family transcriptional repressor 1/2, repressor
transkrypcyjny 1/2 z rodziny Snail) [51, 56, 62, 71], TWIST1 (ang. Twist family basic helix-loop-helix
transcription factor 1, czynnik transkrypcyjny 1 z rodziny Twist o motywie helisa-petla-helisa)
[51, 63, 71-75], ZEB1/2 (ang. zinc finger E-box binding homeobox 1/2) [51, 71]. Ich ekspresja
jest regulowana na drodze wielu $ciezek transdukcji sygnatu, miedzy innymi JAK/STAT
(ang. Janus kinase/ signal transducer and activator of transcription) [52, 53], Notch (ang. Notch
signaling pathway, Sciezka sygnalizacyjna Notch) [54-56], PI3K/AKT (ang. phosphatidylinositol
3-kinase/ AKT serine/threonine kinase signaling pathway, Sciezka sygnalizacyjna 3-kinazy
fosfatydyloinozytolu/ kinazy serynowo/treoninowej AKT) [57, 58], mTOR (ang. mechanistic target

of rapamycin pathway) [59, 60], MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases signaling pathway,
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Sciezka sygnalizacyjna kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami) [61], Wnt/p-CAT
(ang. WNT proto-oncogene/ B-catenin signaling pathway, sciezka sygnalizacyjna Wnt/B-katenina)
[63, 64], AMPK (ang. AMP-activated kinase signaling pathway) [76], oraz regulowanych przez
TGF-B (ang. transforming growth factor f — transformujacy czynnik wzrostu () [61, 65, 66]
ina drodze aktywacji NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
—jadrowy czynnik transkrypcyjny «B) [53, 62, 67, 75].

Najwigksza grupe induktorow EMT stanowia czynniki zewnatrzkomorkowe, miedzy
innymi TGF-{ [77, 78], naskérkowy czynnik wzrostu [78, 79], czynnik martwicy nowotworow o
(ang. tumor necrosis factor & — TNF-a) [75], interleukiny (ang. interleukins — ILs; np. IL-6, IL-8) [80-
82], wydzielane przez komorki znajdujace si¢ w mikrosrodowisku guza [83, 84] lub przez same
komorki nowotworowe [85]. EMT moze takze zosta¢ zaindukowana w odpowiedzi
na zwiekszong sztywnos$¢ i skiad macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix
— ECM), ktdre aktywuja sygnalizacje zalezna od integryn, prowadzac do zwigkszenia ekspres;ji

EMT-TFs i zaburzenia adhezji, ale tez reorganizacji cytoszkieletu i nabycia mobilnosci [86-91].

EMT moze by¢ zaindukowane wskutek hipoksji, ktérej doswiadczaja komorki
nowotworowe wystepujace w ubogo unaczynionych czesciach guza. Wskutek redukcji poziomu
tlenu dochodzi do stabilizacji czynnika indukowanego hipoksja 1a (ang. hypoxia-inducible factor
la - HIF-1a), co wptywa na ekspresje EMT-TFs [92-95] oraz innych genéw zaangazowanych
w proliferacje, przetrwanie i inwazyjnos¢ komodrek nowotworowych [96]. Do aktywacji HIF-1a
moze dojs¢ takze niezaleznie od hipoksji na drodze sygnalizacji NF-xB [97], TGF-p [98],
PI3K/AKT [99] i Wnt/p-CAT [100]. W warunkach normoksji do stabilizacji HIF-1ac moze dojs¢
poprzez dziatanie reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species — ROS) [101],
ktore sa wydzielane wskutek intensywnie zachodzacych proceséw metabolicznych i stresu
oksydacyjnego [102-104]. Ogétem, ROS pelnig istotna role w nowotworzeniu; o ile ich wysoki
poziom dziata cytotoksycznie na komorki nowotworowe, to niski poziom ROS stymuluje
ich proliferacje i przetrwanie [102-104]. ROS indukuja takze EMT poprzez NF-kB-zalezna
indukcje ekspresji SNAI1 [62].

Warto réwniez podkresli¢ istotng role zmian epigenetycznych w indukcji EMT; metylacja
DNA, modyfikacje histonéw i mikroRNA wyciszaja ekspresje gendow epitelialnych i aktywuja
ekspresje markeréw mezenchymalnych, prowadzac do promowania mezenchymalnego

fenotypu [70, 105-108].
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Zmiany morfologiczne oraz utrata adhezji

Wskutek EMT w komérkach nowotworowych BC dochodzi do zaburzenia poziomu biatek
cytoszkieletu; ekspresja charakterystycznych dla komorek epitelialnych keratyn (ang. keratins
— KRTs, m.in. KRT-18, -19, -7, -8) ulega obnizeniu, a w filamentach posrednich zwigksza sie udziat
wimentyny (ang. vimentin — VIM), co promuje mobilnos¢ komoérki [110-112]. Indukowana jest
takze rearanzacja filamentéw aktynowych, co prowadzi do formowania bogatych w aktyne
struktur takich jak lamellipodia i filopodia, a w konsekwencji do zwiekszenia zdolnosci
do migracji [110, 112, 113]. Komérki nowotworowe traca takze kontakt z sasiadujacymi
komorkami i podiozem w wyniku zaburzonej ekspresji biatek budujacych potaczenia zwierajace;
zmniejszona ekspresja epitelialnej E-kadheryny (ang. E-cadherin — ECAD) i zwigkszona ekspresja
mezenchymalnej N-kadheryny (ang. N-cadherin — NCAD) koreluje z bardziej mobilnym
fenotypem komorek [114-119]. Dochodzi takze do zmian w strukturach potaczen zamykajacych
i desmosomoéw oraz indukowanego przez TGF-f3 obnizenia ekspresji okludyny (ang. occludin
— OCLN), co skutkuje zaburzeniem integralnosci nabtonka [120]. Powyzsze zmiany prowadzace
do zwiekszenia mobilnosci komdrek nowotworowych, sa wyrazone poprzez zmiany
morfologiczne — zaburzona polarno$¢ oraz zmiane ksztattu na bardziej obly, wydluzony,

wrzecionowaty [121, 122].

Zwiekszenie mobilnosci i inwazyjnosci

Komoérki nowotworowe oraz komorki stromy (miofibroblasty, fibroblasty, komorki
endotelialne, makrofagi) wykazuja ekspresje aktywatorow plazminogenu, gtownie typu
urokinazowego i tkankowego, ktdre konwertuja plazminogen do plazminy, proteazy serynowej
degradujacej biatka ECM [123-126]. Plazmina z kolei promuje nabywanie przez komorki
nowotworowe agresywnych mezenchymalnych cech oraz aktywuje metaloproteinazy [127],
ktore degraduja biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej, takie jak kolagen, syndekan,
fibronektyna czy laminina [128-131]. Wskutek dziatania plazminy dochodzi takze do uwolnienia
zgromadzonych w ECM czynnikéw wzrostu (np. TGF-, czynnik wzrostu fibroblastéw, czynnik
wzrostu hepatocytéw, czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial
growth factor — VEGF)) i cytokin, istotnych w procesie aktywacji EMT wskutek sygnalizacji
parakrynnej [132-134]. Wydzielane chemokiny i czynniki wzrostu peinig takze role
chemoatraktanta komdrek nowotworowych w kierunku naczyn limfatycznych i krwionos$nych
[135, 136]. Komorki nowotworowe wskutek EMT eksprymuja z kolei receptory chemokin, w tym
receptor chemokinowy 4 o motywie C-X-C (ang. C-X-C motif chemokine receptor 4 — CXCR4),

ktoére pozwalajg na odbieranie sygnatéw promujacych ich chemotaksje [137, 138].
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Powyzej wymienione mechanizmy promuja penetracie ECM i pobliskich tkanek

przez komorki nowotworowe, co jest istotnym elementem procesu przerzutowania.

Przekroczenie bariery naczys krwionosnych

Intrawazacja komdrek nowotworowych jest krytycznym elementem kaskady
metastatycznej, podczas ktérego dochodzi do przekroczenia przez nie bariery naczyn
limfatycznych i krwionosnych (Ryc. 2). Aktywna intrawazacja jest utatwiona dzigki zmianom
w komorkach nowotworowych, ktére zaszty podczas EMT, ale moze takze zachodzi¢ w sposob
pasywny [139]. Teoria pasywnej intrawazacji jest wspierana przez fakt, ze proliferujaca masa
guza wywiera stres mechaniczny na naczynia krwionosne [140], oraz ze wskutek urazu
lub masazu guza pierwotnego dochodzi do zwiekszonego uwalniania komoérek nowotworowych
do krwiobiegu [141].

Wiekszos$¢ komodrek nowotworowych pokonuje bariere naczyn krwionosnych na drodze
migracji parakomdrkowej, ktora zaklada ich przedostawanie sie przez uprzednio zdegradowane
potaczenia migdzykomdrkowe [142], ale niektdére zrédta literaturowe opisuja migracje komodrek
nowotworowych przez cialo komorek endotelialnych (migracja transkomorkowa) [143].
W poblizu weczesniej istniejacych, badz powstatych wskutek angiogenezy S$cian naczyn
krwionosnych komdrki nowotworowe poprzez adhezje oddziatuja z komérkami endotelialnymi,
i w wyniku migracji transendotelialnej (ang. transendothelial migration — TEM), penetracji blony
podstawnej endotelium i warstwy pericytéw wkraczaja do srodowiska krwionosnego [144, 145].
Proces intrawazacji jest dodatkowo wspierany przez czynniki wydzielane przez komorki
nowotworowe oraz komorki stromy, ktére powoduja zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn
krwionosnych [146-149].

Znajdujace si¢ w krwiobiegu komodrki nowotworowe, okreslane jako krazace komorki
nowotworowe (ang. circulating tumor cells — CTCs), moga migrowac¢ do odlegtych tkanek

i organow, stanowiac zrédio nowych ognisk metastatycznych.

Migracja i przetrwanie w krwiobiegu

Uktad krwiono$ny jest dla CTCs zupelnie nowym, obcym $rodowiskiem, w ktérym sa
narazone na zréznicowane czynniki stresowe. CTCs doswiadczaja stresow fizycznych, takich jak
naprezenia $cinajgce i turbulencje, co moze prowadzi¢ do mechanicznych uszkodzen
i fragmentacji tych komérek [150, 151]. Wérod cech, ktoére promuja przetrwanie CTCs sa te, ktore
nabyty w drodze EMT- zwigkszona deformowalnos¢ oraz odporno$¢ na anoikis, $Smierc

komorkowa, ktéra wywotywana jest brakiem kontaktu z podiozem [151-153]. CTCs nabywaja
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cechy charakterystyczne dla komorek macierzystych, w tym zdolnos¢ do samoodnowy,

ktora zwigksza ich potencjat metastatyczny [63, 74, 154, 155].

CTCs moga angazowa¢ wiele mechanizmdéw, aby unika¢ kontroli ukladu
immunologicznego i zniszczenia wskutek bezposredniego lub posredniego dziatania leukocytow
[156-159]. Komoérka nowotworowa moze zmienia¢ wzér ekspresji i réznorodnosci peptydéw
prezentowanych na powierzchni, poprzez obnizenie ekspresji podjednostek immunoproteasomu
oraz biatek bioracych udziat w transporcie i prezentacji antygendéw [156]. Stanowi to kamuflaz
maskujacy CTCs i uniemozliwiajacy ich rozpoznanie przez limfocyty T cytotoksyczne.
Dodatkowo, poprzez zwiekszenie ekspresji bialek wchodzacych w interakcje z biatkami
punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego (np. PD-L1/2 — ang. programmed death receptor
1/2 ligand), CTCs zapobiegaja aktywacji limfocytow T, co indukuje ich wyczerpanie i supresje
odpowiedzi antynowotworowej [158].

Poprzez formowanie klastrow z innymi CTCs, komoérkami ukladu immunologicznego
iendotelium oraz ptytkami krwi (ang. platelets — PLTs), CTCs zapewniaja sobie ochrone
przed uszkodzeniem i fragmentacja wskutek dziatania sit spowodowanych przeptywem krwi
w naczyniach, a takze dzialaniem komorek uktadu immunologicznego [160-163]. PLTs biora
udzial w transporcie bialek gléwnego ukladu zgodnosci tkankowej na powierzchnie CTCs,
upodabniajac je w ten sposob do nietransformowanych nowotworowo komorek i chroniac przed
komorkami uktadu immunologicznego [164]. TGF-p i VEGF wydzielane przez aktywowane
PLTs, odpowiednio wplywaja na zmniejszenie ekspresji immunoreceptora NKG2D (ang. natural
killer group 2D receptor) komorek NK, hamujac ich aktywnosc [165], oraz zapobiegaja dojrzewaniu
komorek dendrytycznych, ktére prezentuja antygeny komoérkom ukladu immunologicznego
[166]. Wydzielane przez PLTs TGF-, plytkopochodny czynnik wzrostu i tromboksan A2
aktywuja pro-przezyciowe Sciezki sygnalizacyjne (PI3K/AKT, MAPK, Wnt/3-CAT, Notch,
TGF-, NF-kB) oraz zwigkszaja ekspresje anty-apoptotycznych biatek Bcl-2 (ang. B-cell
lymphoma-2) i Bcl-xL (ang. B-cell lymphoma-extra large), co promuje ich przetrwanie [167-171].

Jako uboczne produkty przemiany materii CTCs produkujg ROS, co moze indukowac stres
oksydacyjny i uszkodzenie komponentéw komorki [172]. W celu ochrony przed ROS CTCs
uruchamiaja szereg mechanizmdéw enzymatycznych; zwiekszaja ekspresje dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy glutationowej, ktére neutralizuja ROS [173].
W przypadku uszkodzenia DNA przez ROS, komdrka aktywuje mechanizmy naprawy DNA,
takie jak naprawa przez wycinanie zasad i nukleotydow, umozliwiajac zachowanie integralnosci
genomu i zapobiegajac akumulacji mutacji [174]. Z drugiej strony, ROS moga promowac

karcynogeneze poprzez aktywacje protoonkogenow i inaktywacje gendw supresorowych [175].
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W celu zmniejszenia produkcji ROS, komdrka nowotworowa moze modyfikowaé swoj
metabolizm i ogranicza¢ zdobywanie energii na drodze fosforylacji oksydacyjnej na poczet

glikolizy [176, 177].

Z uwagi na mnogos¢ czynnikéw stresowych wptywajacych na CTCs w uktadzie
krwionos$nym, jedynie niewielki odsetek CTCs przetrwa w tych niesprzyjajacych warunkach
idotrze do narzadéw odleglych, gdzie czekaja na nie kolejne wyzwania zwiazane

z przystosowaniem do nowego $rodowiska.

Ekstrawazacja i kolonizacja niszy metastatycznej

Wigkszo$¢ danych literaturowych wskazuje, ze ekstrawazacja CTCs zachodzi w sposob
aktywny i jest napedzana przez rézne czynniki molekularne i mechanizmy komoérkowe,
ktore umozliwiajag CTCs przekraczanie bariery srédblonkowej i inwazje odlegtych tkanek [178].
Ektrawazacje CTCs czesto poréwnuje sie¢ do TEM leukocytow, ktora jest aktywnym procesem
angazujacym czasteczki adhezyjne, chemokiny i r6zne mechanizmy molekularne [179]. Klastry
CTCs charakteryzuja sie zwigkszonym potencjalem przerzutowym w poréwnaniu
z pojedynczymi CTCs, potencjalnie ze wzgledu na ich zwiekszona zdolnos$¢ do zatrzymywania
sie w naczyniach wlosowatych [180]. Eksprymowane w sklastrowanych CTCs mucyna 1
(ang. mucin 1 — MUC1) i czasteczka réznicowania komoérkowego 44 (ang. cluster of differentiation
44 — CD44) nie tylko promuja ich agregacje [180, 181], ale tez pelnig istotng role w przyleganiu
do $rodbtonka naczyniowego oraz TEM [182-184]. Niemniej, zatrzymywanie CTCs w naczyniach
jest ztozonym procesem, na ktéry wptywaja takie czynniki, jak odksztalcalnos¢ komorek,

potencjat adhezyjny i lokalny przeptyw krwi [185].

Sygnalizacja chemokinowa pelni istotng role w procesie migracji CTCs w poblize niszy
metastatycznej i przyleganie do sgsiadujacych z nia naczyn krwionosnych. Chemokina 12
o motywie C-X-C (ang. C-X-C motif chemokine 12 — CXCL12) wydzielana przez komorki stromy
w odleglych narzadach petni role chemoatraktanta CTCs eksprymujacych CXCR4 i receptor
chemokinowy 7 o motywie C-X-C (ang. C-X-C motif chemokine receptor 7 - CXCR7),
a takze stymuluje ich TEM [186, 187]. CTCs eksprymuja dodatkowo czasteczki adhezyjne
definiujace ich zdolnos¢ do przylegania do endotelium: NCAD [188], integryny [189, 190]
oraz ligandy selektyn [182-184, 191, 192]. Dodatkowo, cytokiny wydzielane przez CTCs
stymuluja wydzielanie TNF-a przez makrofagi, co skutkuje indukcja ekspresji selektyn

na powierzchni komdrek endotelialnych [193].
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Rycina 2. Elementy kaskady metastatycznej (inwazja, intrawazacja, migracja w krazeniu, ekstrawazacja, kolonizacja) prowadzace do rozsiewu nowotworu [109].
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Po zatrzymaniu w krwiobiegu i adhezji do $rodbtonka, CTCs pokonuja bariere naczyn
krwionosnych na drodze migracji para- lub transkomodrkowej. TEM CTCs jest ulatwiona dzigki
rozluznieniu polaczen miedzykomdrkowych na drodze $ciezek transdukcji sygnatu
aktywowanych przez TGF-{3 i VEGF [194, 195] oraz zwiekszonej mobilnosci i inwazyjnosci CTCs
nabytych wskutek EMT [59, 82, 112, 178, 196], ale takze deformowalnosci, przy czym w trakcie
migracji pomiedzy komodrkami endotelium najpierw odksztatca sie cytoplazma CTCs,

a nastepnie jadro komoérkowe [197].

Rozsiane komoérki nowotworowe (ang. disseminating tumor cells — DTCs) poczatkowo
aktywnie przebudowuja nisze metastatyczna poprzez bezposrednia produkcje czynnikow
zewnatrzkomorkowych lub rekrutacje komoérek stromy, wpierajacych przygotowanie ogniska
metastatycznego [198-203]. Wydzielane biatka wplywaja na modyfikacje skladu macierzy
zewnatrzkomorkowej [203-205], aktywuja proprzezyciowe $ciezki sygnalizacyjne [206-208],
indukuja adhezje [209] i angiogeneze [210, 211] oraz hamuja odpowiedz immunologiczng [212-
215].

Dane literaturowe wskazuja takze na zdolnos¢ DTCs do przechodzenia w stan u$pienia
[216], co potwierdza obecnos¢ nieproliferujacych DTCs wystepujacych w organach, w ktérych
zazwyczaj dochodzi do rozwoju przerzutéw [217, 218]. Mechanizmy przechodzenia DTCs w stan
spoczynku sa ubogo poznane, jednak zrédla literaturowe wskazuja na role warunkow
stresowych, ktorych komorki nowotworowe doswiadczaja na roznych etapach kaskady

metastatycznej lub wplywu stromy [219-223].

Podczas gdy EMT promuje rozprzestrzenianie CTCs w krwiobiegu i ekstrawazacje,
przemiana mezenchymalno — epitelialna (ang. mesenchymal-to-epithelial transition, MET) pozwala
na przywrocenie epitelialnego fenotypu, pozadanego podczas kolonizacji miejsca przerzutu [224-
226]. MET indukuje nabycie adhezyjnosci, zdolnosci do proliferacji oraz interakcji
z komponentami niszy metastatycznej [224, 227], wobec czego (czasowa) niezdolnos¢ DTCs

do zmiany fenotypu moze przyczyniac sie do ich uspienia.
1.3. Znaczenie krazacych komoérek nowotworowych w raku piersi

Wartos¢ diagnostyczna i prognostyczna

Metody obrazowe, takie jak tomografia komputerowa i rezonans magnetyczny,
sg uzytecznymi narzedziami pozwalajacymi na detekcje ognisk nowotworowych,
ale charakteryzuja sie ograniczona czuloscia i dokladnoscia [228]. Literatura wskazuje
na korelacje pomiedzy obecnosciag CTCs a stopniem zaawansowania choroby we wczesnym BC,

jednak ich uzyteczno$¢ diagnostyczna nadal budzi kontrowersje.
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Badania potwierdzajg obecno$¢ CTCs u chorych na wezesnego BC — odpowiednio 41% i 47%
chorych z matymi guzami (T1) i wezlami chtonnymi wolnymi od przerzutéw
bylo CTCs-pozytywnych [229], zas w innej grupie chorych CTCs wykryto zaréwno u chorych
z wolnymi (21%) jak i zajetymi weztami chtonnymi (24%) [230]. Metaanaliza wykonana na grupie
3173 operacyjnych chorych na BC wskazuje jednak na czestsza obecnos¢ CTCs u chorych
z wigkszymi i mniej zréznicowanymi guzami oraz zajetymi weztami chlfonnymi [231].

Obecnos¢ CTCs w krazeniu chorych na BC wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju
choroby i niekorzystna prognoza, jednak wigkszo$¢ badann koncentruje si¢ na chorych
przerzutowych [232-236]. Niemniej, dane literaturowe wskazuja réwniez na znaczenie
prognostyczne CTCs w operacyjnym BC — CTCs-pozytywne chore charakteryzuja sie istotnie
krétszym OS [157, 231, 237], czasem wolnym od choroby (ang. disease-free survival — DFS) [157,
231], czasem wolnym od przerzutow odleglych [231, 237] oraz wiekszym ryzykiem wystapienia

wznowy miejscowej [237].

Wybér metody leczenia oraz monitorowanie odpowiedzi na terapie

Monitorowanie obecnosci i liczby CTCs u chorych na BC potencjalnie pozwala na dobor
terapii oraz okreslenie skutecznosci leczenia, jednak nadal nie ustalono konsensusu w kwestii
zastosowania tego narzedzia w praktyce klinicznej. Uzytecznos¢ obecnosci CTCs (25 CTCs/
7,5 mL krwi) jako parametru pozwalajacego na dobor terapii zostata udowodniona dotychczas
jedynie u chorych na ER- i/lub PR-pozytywnego/ HER2-negatywnego zaawansowanego BC.
W przeprowadzonym badaniu klinicznym trzeciej fazy chore na BC, u ktorych decyzja
terapeutyczna zostala podjeta na podstawie obecnosci CTCs charakteryzowata si¢ nie krétszym
czasem wolnym od progresji (ang. progression-free survival — PFS niz chore, u ktérych leczenie

zostato zaproponowane na podstawie obowiazujacych kryteriow klinicznych [238].

Dodatkowo, monitorowanie liczby CTCs w trakcie leczenia umozliwia oszacowanie
odpowiedzi na wczesnym etapie, oraz w razie koniecznosci modyfikacje strategii terapeutycznej
w celu uzyskania optymalnych efektow. W badaniu Wang i in. (2020) mniej CTCs wykrytych
metoda CellSearch® oraz dluzszy OS odnotowano u chorych po interwencji chirurgicznej
w poréwnaniu z chorymi leczonymi trastuzumabem [239]. Praca Shliakhtunou (2021) opisuje
z kolei, ze zmiana terapii (na taksany, badz wilgczenie gemcytabiny) w oparciu o obecnos¢ CTCs

skutkowata wydtuzeniem 5-letniego DFS i OS [240] .
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Heterogennosé fenotypowa krgzacych komoérek nowotworowych w raku piersi

a znaczenie kliniczne

CTCs nie tworza jednorodnej populacji; roéznig sie pod wzgledem agresywnosci,
macierzystosci, zdolnosci tworzenia klastréw, immunogennosci i potencjalu do unikania kontroli
uktadu immunologicznego. Ta heterogennos¢ moze by¢ spowodowana aktywacja EMT,
ktora powszechnie jest postrzegana jako proces powodujacy kompletna transformacje ze stanu
epitelialnego do mezenchymalnego [49, 241]. Wskutek czeSciowej EMT powstaja CTCs o catym
spektrum fenotypow (Ryec. 3), charakteryzujacych sie réznymi wlasciwosciami, ktore przektadaja
sie na ich plastycznosc¢ [39, 49, 241-244]. Dane literaturowe wskazuja, ze komorki nowotworowe,
w ktorych doszto do czesciowej aktywacji EMT, charakteryzuja sie zwiekszong zdolnoscia
do adaptacji, umozliwiajagca im zmiane fenotypu na epitelialny lub mezenchymalny
w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe [245, 246].
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Rycina 3. Spektrum fenotypéw CTCs powstajacych wskutek EMT wraz z wybranymi cechami
charakterystyczymi: fenotyp epitelialny — adhezja, polarnos¢, fenotyp epitelialno-mezenchymalny
— plastycznos¢, fenotyp mezenchymalny — utrata polarnosci, reorganizacja cytoszkieletu, mobilnos¢,

macierzystosc.

Heterogennos$¢ CTCs pod wzgledem fenotypu EMT przektada sie takze na ich odmienng
warto$¢ prognostyczna i rokownicza. CTCs o epitelialnym fenotypie dominuja u chorych,
u ktérych wystapila wznowa miejscowa, zas u chorych z przerzutami odlegtymi odnotowuje sie
obecnos¢ CTCs o wszystkich fenotypach EMT [247]. Chore, u ktdrych wykryto tylko epitelialne
CTCs (ang. epithelial CTCs — eCTCs) charakteryzuja si¢ dtuzszym OS w poréwnaniu z chorymi,
u ktérych wykryto mezenchymalne CTCs (ang. mesenchymal CTCs — mCTCs) [248]. Z kolei
obecnos¢ epitelialno-mezenchymalnych CTCs (ang. epithelial-mesenchymal CTCs — emCTCs)
w operacyjnym i przerzutowym BC jest zwiazana z krétszym PFS i OS [249, 250]. W HER2+ BC
(ang. HER2-enriched BC, HER2-pozytywny BC) i TNBC obserwuje si¢ wiekszy odsetek emCTCs
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i mCTCs niz w przypadku lum A/B BC [243, 247]. Ponadto, wigcej emCTC i mCTCs obserwuje
sie u chorych na BC z przerzutami odleglymi niz ze wznowa miejscowq [247]. Jednoczesna
obecnos¢ emCTCs i mCTCs u przerzutowych chorych na BC wskazuje na najbardziej agresywna
i inwazyjna charakterystyke nowotworu oraz jest zwiazana z krétszym PFS [251]. U chorych
mCTCs-dodatnich obserwuje si¢ z kolei bardziej agresywny fenotyp guza pierwotnego [252],
wieksze ryzyko wystapienia przerzutow do weztéw chlonnych [248] i narzadéw odlegtych [47]
oraz krotszy PFS [251, 253], DFS [254, 255] 1 OS [254, 256]. Zwigkszona agresywnos¢ mCTCs moze
by¢ spowodowana ich wysokim stopniem zaawansowania EMT oraz nabyciu cech komoérek

macierzystych, ktére zwiekszaja potencjat przerzutowy.

1.4. Izolacja krazacych komorek nowotworowych o réinych fenotypach EMT

— metody, kryteria detekcji, ograniczenia

Negatywna selekcja

Negatywna selekcja czesto stanowi wstepny krok w protokotach izolacji CTCs zaleznej
od ekspresji markerow [160, 244, 257-259]. Wiekszo$¢ metod bazujacych na negatywnej selekgji
opiera si¢ na wykorzystaniu magnetycznych nanoczasteczek oplaszczonych przeciwciatami
wykrywajacymi CD45 (ang. cluster of differentiation 45, czasteczka réznicowania komdrkowego
45) — powszechny marker komdrek hematopoetycznych (m.in. Miltenyi anti-CD45 beads, Dynal
anti-CD45 beads [260], Dynabeads™ CD45 [261]). Niektore protokoty uwzgledniaja uzycie
przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom specyficznych dla danych subpopulacji komdrek
krwi, takim jak markery granulocytarne CD66b (np. nsCTC-uChip [262]) i CD15 (*sCTC-iChip
[263]), marker limfocytow B CD19 (MINDEC - ang. multi-marker immunomagnetic negative
depletion enrichment of CTCs [264]) oraz marker endotelialny CD34, co zmniejsza
prawdopodobienstwo fatszywej identyfikacji komorek krwi lub $rédbtonka jako CTCs
oraz zwigksza specyficznos¢ metody [262, 263, 265]. Negatywna selekcja charakteryzuje sie
wysoka przepustowoscia, ale nie gwarantuje uzyskania frakcji komérkowej o wysokiej czystosci
z powodu niskiej/ braku ekspresji specyficznych markeréw na powierzchni wychwytywanych
komorek [248, 266]. Co wiecej, CTCs moga zostac utracone w trakcie negatywnej selekcji wskutek

ich przypadkowego schwytania przez komoérki krwi migrujace w kierunku magnesu [267].

Pozytywna selekcja zalezZna od markera

Mozliwos¢ izolacji komoérek nowotworowych o réznych fenotypach EMT jest écidle zalezna
od markera, na ktérym bazuje selekcja. Z powodu braku specyficznego markera
powierzchniowego komorek mezenchymalnych, wigkszos¢ metod opierajacych sig o pozytywna

selekcje bazuje na markerach komorek epitelialnych [268-270]. Najbardziej rozpowszechniong
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metoda izolacji CTCs bazujaca na pozytywnej selekcji w oparciu o marker epitelialny jest
CellSearch® — jedna z metod zaakceptowanych przez Agencje Zywnosci i Lekéw (ang. Food
and Drug Administration — FDA), uzywana w praktyce klinicznej [271-274]. Pomimo, Ze ta metoda
izoluje CTCs w oparciu o obecnos¢ antygenu adhezyjnego komorek nabtonkowych (ang. epithelial
cell adhesion molecule — EpCAM) na ich powierzchni, to nadal pozwala na wykrycie CTCs
eksprymujacych mezenchymalne markery [257, 275]. Z uwagi na fakt, ze wskutek EMT CTCs
traca ekspresje epitelialnych markerow, takich jak EpCAM i ECAD, metody pozytywnej selekcji
nie moga by¢ jednak uznawane za zloty standard izolacji CTCs, ktére przeszty EMT [275, 276].
Oparcie selekcji o dodatkowe markery stanowi jednak szanse na izolacje bardziej
mezenchymalnych CTCs. Zmodyfikowana metoda CellSearch®, bazujaca na dodatkowym
uzyciu przeciwciat wykrywajacych eksprymowany w EpCAM-negatywnych liniach
komorkowych BC [265] antygen adhezyjny komoérek czerniaka (ang. melanoma cell adhesion
molecule — MCAM), cechuje sie lepsza czuloscia i umozliwia wykrycie agresywnej,
EpCAM-negatywnej populacji CTCs u chorych na BC [277]. Z kolei oznaczenie liczby CTCs
z zastosowaniem przeciwcial wykrywajacych wimentyne powierzchniowa (ang. cell surface
vimentin — csVIM), ktéra pojawia sie na powierzchni komoérek nowotworowych przechodzacych
EMT wskutek stabilizacji ufosforylowanej formy tego biatka [278, 279], umozliwia zréznicowanie
przerzutowych chorych na BC pod wzgledem odpowiedzi na leczenie [258]. Wsrdéd metod,
ktore opieraja pozytywna selekcje na podstawie obecnosci EpCAM i innych markeréw mozna
wyrdzni¢ Liquid Biopsy® (HER2 i antygen powierzchniowy trofoblastu 2 (ang. trophoblast cell
surface antigen 2 — TROP2) [280]), OncoCEE™ (HER2, MUC1, receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor — EGFR), receptor folianu 1, TROP2, protoonkogen
c-MET, NCAD, CD318, mezenchymalny marker komorek macierzystych [281, 282]), NP-HBCTC-
Chip (HER2, EGFR [283]). Czes¢ metod bazuje takze na ekspresji pojedynczych alternatywnych
markerow, takich jak HER2 (np. GEDI (ang. geometrically enhanced differential immunocapture) Chip
[284]) czy onkoplodowy siarczan chondroityny (rVAR2 (ang. recombinant glycosaminoglycan-
binding malaria protein VAR2CSA)-coated magnetic beads [285]). Kryterium wykorzystywanym
w pozytywnej selekcji moze by¢ tez aktywnos¢ enzymoéw w komodrkach nowotworowych
(np. telomerazy — Telomescan [286]) lub obecnosci transkryptéow (np. VIM i fibronektyny-1
— NanoFlares [287]).
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Selekcja w oparciu o wlasciwosci fizyczne

Metody z tej grupy mozna podzieli¢ na bazujace na (i) wielko$ci i odksztatcalnosci komorek,
(ii) ich przewodnosci elektrycznej, oraz (iii) szybkosci poruszania si¢ pod wplywem sily
akustycznej.

CTCs charakteryzuja si¢ wieksza srednica w pordwnaniu do wigkszo$ci komorek
znajdujacych sie w krwiobiegu, co stanowi solidny fundament oparcia izolacji CTCs o ta ceche
morfologiczng. Jednakze, komoérki z tych dwdch populacji cechuja sie¢ zakresami srednicy
mogacymi nachodzi¢ na siebie, co z jednej strony wymusza zastosowanie dodatkowego
kryterium w celu wyeliminowania komdrek falszywie zidentyfikowanych jako CTCs
(np. monocytéw lub komorek endotelialnych), ale stwarza prawdopodobienstwo utraty
subpopulacji CTCs o malej srednicy, ktére roéwniez sg uzyteczne klinicznie [288]. Wérod metod
separujacych CTCs na podstawie ich wielkosci wyrdznia sie gltownie filtracje
przez mikroporowata membrane (pory o érednicy 6-9 um, m.in. Canpatrol™ CTC assay [289],
ScreenCell® [290, 291], ISET — ang. isolation by size of tumor cells [292]). Wiele tego typu platform
wymaga wczesniejszego utrwalenia komodrek, co ogranicza ich dalsza analize
transkryptomiczna, a takze wzbogacenie krwi we frakcje bogata w CTCs z uwagi na niska
przepustowos¢ metody spowodowana zatykaniem porow przez komorki [292]. Drugi z tych
probleméw zostat czesciowo zredukowany w przypadku metod bazujacych na mikrofiltracji
przeptywowej [293] (m. in. Parsortix™ Cell Separation System [294], VyCAP [295], CelSee PREP
400™ [296], FCMC (ang. fluidic cell-microarray-chip) [297], FMSA (ang. flexible micro spring array)
[288], MCA (ang. microcavity array) [298], 3D hexagonal array [299], CD-PRIME™ [290], VTX-1
Liquid Biopsy System [300], spiralne urzadzenia mikrofluidowe (ang. 2/8-loop spiral microfluidic
device) [301, 302]), ktére oprdcz réznicy w wielkosci wykorzystuja mniejsza odksztatcalnos¢ CTCs
utykajacych w kanatach urzadzenia. Niemniej, uzyskanie wysokiej przepustowosci
oraz odzysku, a takze zywotnosci komoérek moze by¢ utrudnione z powodu wysokiego cisnienia,
na ktore narazone sa komorki przeptywajace w zawiesinie oraz ich przedtuzonej adhezji do filtra
[293]. Nie ma jednak potrzeby zageszczania probki krwi i utrwalania komorek, a szybka

procedura umozliwia izolacje komdrek o transkryptomie dobrej jakosci [303-305].

Cechy morfologiczne i biofizyczne, ktore réznig CTCs i komorki, dla ktérych krew stanowi
fizjologiczne $srodowisko, determinuja ich przewodnos¢ elektryczna, ktora jest kryterium izolacji
w metodach bazujacych na dielektroforezie (ang. dielectrophoresis — DEP) [306-310]. W przypadku
metod izolacji CTCs bazujacych na DEP (np. ApoStream® [311]) nie ma mozliwosci utrwalenia
komorek, gdyz podczas tego procesu dochodzi do zmian w przepuszczalnosci blony

komorkowej, co utrudnia rozréznienie CTCs i komorek krwi od komorek krwi na podstawie
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ich przewodnosci elektrycznej [306]. W praktyce, CTCs sa oddzielane poprzez przyciaganie
do dodatnio natadowanej elektrody, zas$ leukocyty przeptywaja dalej w kanatach urzadzenia
mikroprzeptywowego [311, 312].

Wielko$¢ i wlasciwosci fizyczne komoérek wplywaja takze na predkos$¢ migracji komdrek
w polu akustycznym [313, 314]. Metody bazujace na tej wlasciwosci (np. taSSAW - ang. tilted-
angle standing surface acoustic waves [315], czipy akustoforetyczne [316, 317]) charakteryzuja sie
brakiem wptywu na zywotnos¢, jakos¢, fenotyp i genotyp izolowanych komorek [314-316],
coumozliwia przeprowadzenie dalszych, bardziej szczegélowych analiz. Pomimo,
ze w przypadku niektorych platform akustoforetycznych mozliwa jest jednoczesna separacja
komorek nowotworowych i komorek krwi oraz zageszczenie frakcji uzyskanych CTCs, to tak
jak w przypadku wszystkich metod akustoforetycznych charakteryzuja one sie niska

przepustowoscia [317].
1.5. Analiza na poziomie pojedynczych komoérek — zalety, wady, ograniczenia

Heterogenno$¢ CTCs jest odpowiedzialna za ich réznorodnos¢ fenotypowa i lezy
u podstawy molekularnych mechanizmoéw ewolucji nowotworu [318, 319], przerzutowania [320]
oraz odpowiedzi i opornosci na terapie [321]. Poznanie przyczyn zréznicowanej agresywnosci
CTCs o roznych fenotypach EMT wymaga zastosowania technik umozliwiajacych analize CTCs
na poziomie pojedynczej komorki, a nie masy komorek, jak to czyniono dotychczas. Pomimo,
ze pierwsze analizy calego transkryptomu pojedynczych komoérek wykonano przeszto 30 lat
temu [322, 323], to wysokoprzepustowe profilowanie z uzyciem sekwencjonowania nowej
generacji wykonano dopiero na poczatku drugiej dekady XXI wieku [324-326]. Opracowania tego
protokotu stworzylo podstawy dynamicznego rozwoju analiz na poziomie pojedynczej komdrki
oraz pozwolilo na kompleksowy wglad w charakterystyke komdrek nowotworowych

i okreslenie ich wartosci kliniczne;j.

Transkryptomiczne profilowanie CTCs umozliwia wglad w heterogennos¢ fenotypowa
klonéw charakteryzujacych si¢ najwigeksza agresywnoscia, odpornoscia mechaniczng
oraz opornoscig na leczenie. W wyniku takich wysokoprzepustowych analiz zidentyfikowano
rzadkie subpopulacje CTCs o rozbieznej sygnaturze ekspresji gendéw pod wzgledem EMT,
macierzystosci, mechanizmdéw naprawy DNA, sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej oraz interakcji
z komorkami ukladu immunologicznego [327]. Detekcja klastréw CTCs z komoérkami krwi
iich analiza na poziomie pojedynczej komoérki pozwolita na identyfikace CTCs
wspotpracujacych z neutrofilami, ktére wskutek zmian w cyklu komdrkowego charakteryzujg

sig istotnie wigkszym potencjalem metastatycznym i korelujg z krotszym PFS [160, 161].
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Detekcja oraz profilowanie pojedynczych CTCs w trakcie terapii stanowi takze narzedzie
do monitorowania lekoopornosci oraz identyfikacji molekularnych mechanizmoéw lezacych u jej
podstaw. Wskutek sekwencjonowania egzomu pojedynczych CTCs i sparowanych prébek guza
pobranych podczas biopsji od chorych z przerzutowym ER-dodatnim BC zidentyfikowano
mutacje de novo w genie kodujacym ER, co wskazywalo na powstanie klonéw opornych
na hormonoterapieg [328-330]. Z kolei analiza transkryptomiczna pojedynczych CTCs od chorych
ER-dodatnich/HER2-ujemnych wskazata na obecno$¢ populagi CTCs pozytywnych
inegatywnych pod wzgledem ekspresji genu kodujacego HER2, przy czym frakcja
HER2-dodatnich CTCs zwigkszata si¢ wraz z postepem choroby. Co wigcej, HER2-negatywne
CTCs charakteryzowaly sie zwigekszona ekspresja genow zaangazowanych w naprawe DNA
iaktywacje Sciezki Notch, co wskazuje na ich oporno$¢ na chemioterapie, ale wrazliwos¢
na leczenie celowane w Notch. Potwierdza to wage analizy heterogennosci CTCs, ktére moga
wykazywac rézng wrazliwosc na terapie oraz prowadzic¢ do progres;ji choroby [331, 332].

Sposrod czynnikow limitujacych analize transkryptomiczng CTCs na poziomie pojedynczej
komorki na szczegdlng uwage zastuguje niewielka ilos¢ RNA (10 pg) zawarta w komorce.
Z tego wzgledu, przygotowanie biblioteki cDNA wymaga dostatecznego namnozenia materiatu,
przy jednoczesnej kontroli, aby zakonczy¢ ten proces przed osiagnigciem logarytmicznego tempa
wzrostu ilosci transkryptéw [333]. Do metod uzywanych obecnie do tworzenia bibliotek
z pojedynczych komorek zalicza si¢ Smart-Seq oraz jego ulepszong wersje Smart-Seq2 [333],
CEL-Seq [326], CEL-Seq?2 [334], Quartz-Seq [335] i STRT-Seq [325]. Kazda z tych metod jest jednak
obarczona btedami; rzadko przepisywane sa pelne sekwencje transkryptow, a te o najnizszej

ekspresji moga by¢ tracone [336].
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2. Cele pracy

Celem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej jest okreslenie wartosci klinicznej

oraz charakterystyki biologicznej fenotypéw CTCs obecnych we krwi obwodowej chorych na BC.

Do celdow szczegdtowych naleza:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

retrospektywna analiza fenotypéw EMT, markeréw inwazyjnosci, macierzystosci
i formowania klastrow w CTCs zebranych z zageszczonej frakcji jednojadrzastych
komorek krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells — PBMCs)

od chorych na BC oraz okreslenie ich wartosci klinicznej,

przeglad opisanych w literaturze metod izolacji CTCs o réznych fenotypach EMT
oraz analiza statystyczna opublikowanych danych w celu poréwnania metod
oraz wyboru wysokoprzepustowej metody do izolacji pojedynczych CTCs w catym
spektrum fenotypéw EMT z krwi chorych na BC,

w badaniu prospektywnym - opracowanie i optymalizacja metody izolagji
pojedynczych CTCs o roznych fenotypach EMT, pozwalajacej na ich
charakterystyke transkryptomiczna,

oznaczenie liczby CTCs, ich fenotypow EMT i stopnia heterogennosci, skorelowanie
tych parametréw z danymi kliniczno-patologicznymi, a takze okreslenie znaczenia
biologicznego CTCs o cechach mezenchymalnych w celu poszukiwania nowych

celow i strategii terapeutycznych.
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3. Dane i materialy

3.1. Charakterystyka grup badanych

Grupa retrospektywna

W badaniu retrospektywnym wykorzystano dane kliniczno-patologiczne pochodzace od 83
chorych na operacyjnego, zrazikowego BC w stadium I-IIl, ktére nie byly leczone
przed pobraniem krwi obwodowej, oraz dane molekularne bedace wynikiem analizy frakcji krwi
obwodowej wzbogaconych w CTCs (ang. CTCs-enriched blood fractions — CTCs-EBFs) [248]. Chore
byly leczone w Uniwersyteckim Centrum Klinicznym przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym w okresie od kwietnia 2011 do maja 2013. Jako kontrole wykorzystano dane
molekularne pochodzace z analizy prébek krwi 22 ochotniczek, ktére nie chorowaly
na nowotwor w przeszlosci. Mediana wieku chorych na BC wynosita 61,9 lat (zakres 39,1 — 82,6
lat), za$ mediana wieku zdrowych ochotniczek — 50,2 lat (zakres 21 — 74,1 lat). Wszystkie chore
oraz zdrowe ochotniczki wyrazity swiadoma zgode na udzial w badaniu, ktére otrzymato zgode
Komisji Bioetycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (NKEBN/30/2010). Charakterystyka

kliniczno-patologiczna chorych z grupy retrospektywnej jest przedstawiona w Tabeli 1.

Stopnien zaawansowania klinicznego (ang. clinical TNM - cTNM) i patologicznego
(ang. pathological TNM — pTNM) okreslono wedtug obowiazujacej klasyfikacji TNM [337]. Stopien
ztosliwosci histologicznej (ang. grade — G) oceniono na podstawie zmodyfikowanej klasyfikacji
Bloom’a i Richardson’a. Status ER i PR oceniono immunohistochemicznie zgodnie z klasyfikacja
Allreda z punktem odcigcia 3 jako wynik pozytywny. Pozytywny status HER2 okreslono
jako wynik 3+ w imunochostochemii lub pozytywny wynik fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.
Podtypy molekularne okreslono zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowego Konsensusu
Ekspertow z St. Gallen (2011): lum A BC - ER-pozytywny i/lub PR-pozytywny,
HER2-negatywny, Ki67<14%, lum B BC — ER-pozytywny i/lub PR-pozytywny, HER2-negatywny,
Ki67214% albo ER-pozytywny i/lub PR-pozytywny, HER2-pozytywny, jakiekolwiek Ki67,
HER2+ BC - ER-negatywny, PR-negatywny, HER2-negatywny, jakiekolwiek Ki67, TNBC

— ER-negatywny, PR--negatywny, HER2-negatywny, jakiekolwiek Ki67 [28].
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy chorych na BC analizowanej retrospektywnie.

Cecha Status n %
<50 lat 18 21,7
Wiek
>50 lat 65 78,3
pT1 39 47,0
pT2 38 45,8
PT T3 3 3,6
(wielko$é guza) P -
pT4 2 2,4
brak danych 1 1,2
pN pNreg 41 49,4
(obecnos¢ przerzutow
do wezléw chlonnych) pNPe 42 50,6
G Gl 12 14,5
(stopien ztosliwosci G2 43 51,8
histologicznej) G3 28 33,7
ERneg 17 20,5
Status ER
ERpos 66 79,5
PRresg 18 21,7
Status PR
PRpos 65 78,3
HER2nes 61 73,5
Status HER2 HER2pos 20 24,1
brak danych 2 2,4

ER — receptor estrogenowy (ang. estrogen receptor), PR — receptor progesteronowy (ang. progesterone receptor),
HER2 - ludzki naskérkowy czynnik wzrostu typu 2 (ang. human epidermal growth factor receptor type 2),
neg — status negatywny (ang. negative), pos — status pozytywny (ang. positive)

Grupa prospektywna

Do badania prospektywnego wykorzystano probki krwi obwodowej od 116 chorych na BC
przyjetych do Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym od maja 2019 do pazdziernika 2020 oraz do Gdynskiego Centrum Onkologii
przy Szpitalu Morskim im. Polskiego Czerwonego Krzyza od lutego 2020 do maja 2021.
Sto cztery chore byly operacyjne i nie otrzymywaty leczenia przed pobraniem prébki, 2 chore
otrzymywaty hormonoterapie, a u 10 wykryto przerzuty odlegle lub wznowe miejscowa.
Mediana wieku chorych wynosita 60 lat (zakres 25 — 85 lat). Dane kliniczno-patologiczne chorych

z grupy prospektywnej sa podsumowane w Tabeli 2.

Do okreslenia parametréw technicznych metody izolacji CTCs wykorzystano 6 probek krwi
od zdrowych ochotniczek bez historii choroby nowotworowej. Mediana ich wieku wynosita
29 lat (zakres 28-48 lat). Wszystkie chore oraz zdrowe ochotniczki wyrazity $wiadoma zgode
na udzial w badaniu, ktére otrzymato zgody komisji Bioetycznej Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego (NKBBN/433/2017 i NKBBN/748/2019-2020).
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Tabela 2. Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy chorych na BC analizowanej prospektywnie.

Chore przerzutowe/

Chore operacyjne ze wznowa/

Cecha Status po hormonoterapii
n % n %
<50 lat 24 23,1 1 8,3
Wiek >50 lat 79 75,9 11 91,7
brak danych 1 1,0 0 0,0
cT1 68 65,4 1 8,3
cT2 26 25,0 1 8,3
T
(wielko$é guza) 13 29 ! 55
cT4 3,8 0 0,0
brak danych 2,9 9 75,0
N Nineg 81 77,9 0 0,0
(obecnos¢ przerzutow cNpes 20 19,2 3 25,0
do weztéw chlonnych)  prak danych 3 2,9 9 75,0
M MO 104 100,0 4 33,3
(obecnos¢ przerzutow M1 0 0,0 8 66,7
odlegtych) Brak danych 0 0,0 0 0,0
Gl 26 25,0 0 0,0
G . . . G2 51 49,0 7 58,4
(stopien zlosliwosci
histologicznej) G3 24 231 ! 83
brak danych 3 29 4 33,3
ERres 12 11,5 1 8,3
Status ER ERpos 91 87,5 10 83,4
brak danych 1 1,0 1 8,3
PRres 20 19,2 4 33,3
Status PR PReos 82 78,9 7 58,4
brak danych 2 1,9 1 8,3
HER2res 89 85,6 9 75,0
Status HER2 HER2pos 10 9,6 3 25,0
brak danych 5 4.8 0 0,0

ER - receptor estrogenowy (ang. estrogen receptor), PR — receptor progesteronowy (ang. progesterone receptor),

HER?2 - ludzki naskérkowy czynnik wzrostu typu 2 (ang. human epidermal growth factor receptor type 2)
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3.2. Dane molekularne

W analizie retrospektywnej wykorzystano dane molekularne pozyskane we wczesniejszych

badaniach zespotu [248, 256]: wyniki analizy ekspresji genéw w CTCs-EBFs od chorych na BC

i zdrowych ochotniczek.

Dysponowano danymi z ekspresji genéw kodujacych:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

v)

markery komoérek BC — mammaglobine 1 (ang. mammaglobin 1 — MGB1, kodowang
przez gen SCGB2A2 — ang. secretoglobin family 2A member 2, sekretoglobina 2 A2)
i HER2 (kodowany przez gen ERBB2 — ang. erb-b2 receptor tyrosine kinase 2),

marker komorek o fenotypie epitelialnym — cytokeratyne 19 (ang. cytokeratin 19
— CK19, kodowana przez gen KRT19 — ang. keratin 19, keratyna 19),

marker komorek o fenotypie mezenchymalnym - VIM,

markery zwiazane z inwazyjnoscia — CXCR4 i uPAR (ang. urokinase plasminogen

activator surface receptor, receptor urokinazowego aktywatora plazminogenu,

kodowany przez gen PLAUR — ang. plasminogen activator, urokinase receptor),

oraz marker komoérek hematopoetycznych CD45 (kodowany przez gen PTPRC
—ang. protein tyrosine phosphatase receptor type C, receptor tyrozynowej fosfatazy

biatkowej typu C) w celu kontroli zanieczyszczenia CTCs-EBFs leukocytami.

Skorzystano takze z danych dotyczacych ekspresji genow badanych w probkach

preamplifikowanych (opisano szczegoélowo w rozdziale 4.2), kodujacych:

(i)
(ii)

(iii)

(iv)

epitelialng ECAD, (kodowana przez gen CDH1 — ang. cadherin 1),

mezenchymalne NCAD (kodowana przez gen CDH2 — ang. cadherin 2) i plastyne 3
(ang. plastin 3 — PLS3),

markery macierzysto$ci — CD44, NANOG (ang. NANOG homebox, homeokaseta
NANOG), ALDH1 (ang, aldehyde dehydrogenase 1, dehydrogenaza aldehydowa 1,
kodowana przez gen ALDH1A1 — ang. aldehyde dehydrogenase 1 family member Al,
dehydrogenaza aldehydowa 1 A1), OCT-4 (ang. octamer-binding transcription factor 4,
czynnik transkrypcyjny 4 wiazacy sekwencje oktamerowa, kodowany przez
gen POU5F1 — ang. POU domain class 5 homebox 1, homeokaseta 1 klasy 5 o domenie
POU), CD133 (ang. cluster of differentiation 133, czasteczka rdznicowania

komoérkowego 133, kodowana przez gen PROM1 — ang. prominin 1, prominina 1),

oraz marker tworzenia klastréw — plakoglobing (ang. plakoglobin - PKGB, kodowana

przez gen JUP — ang. junction plakoglobin).

33



Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komorek nowotworowych o réznych fenotypach
epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

3.3. Materialy

Linie komoérkowe

e  MCF-7 (ATCC, nr kat. HTB-22) — ludzka linia komoérkowa lum A BC
e  MDA-MB-231 (ATCC, nr kat. HTB-26) — ludzka linia komdérkowa TNBC
e  SK-BR-3 (ATCC, nr kat. HTB-30) — ludzka linia komérkowe HER2+ BC

Pozywki i dodatki do pozywek stosowane w hodowli komdérkowej

e  Pozywka DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium; VWR®, nr kat. VWRC392-0414)
e  Surowica ptodowa krwi bydlecej (ang. fetal bovine serum — FBS; Gibco, nr kat. 10270-106)
e  Penicylina/streptomycyna (Gene DireX, nr kat. CC502-0100)

Inne odczynniki stosowane w hodowli komorkowej

e  Trypsyna (Sigma Aldrich, nr kat. 59418C)

e SOl fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate-buffered saline — PBS;

Sigma Aldrich, nr kat. P4417)

Znaczniki

. Hoechst 33342 (Invitrogen™, nr kat. H3570)

e Dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (ang. 4’ 6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride — DAPI; Sigma Aldrich, nr kat. MBD0015)

Przeciwciala

e Anty-EpCAM (klon VU1D9Y, skoniugowane z Alexa Fluor®
e 488; Cell Signalling Technology, nr kat. 5198)

e  Anty-ECAD (klon 67A4, skoniugowane z Alexa Fluor® 488; Santa Cruz Biotechnology,
nr kat. sc-21791)

e Anty-MCAM (klon P1H12, skoniugowane z Alexa Fluor® 594; Santa Cruz
Biotechnology, nr kat. sc-18837)

e Anty-csVIM (klon WM-59, skoniugowane z Super Bright 436; eBioscience,

nr kat. 62-0319-42)

e Anty-CD31 (ang. cluster of differentiation 31 — czasteczka réznicowania komdrkowego
31, marker komorek endotelialnych; klon 84-1, skoniugowane z Texas Red; Abnova,

nr kat. H00007431-MT£08)
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Anty-CD45 (klon REA747, skoniugowane =z VioBlue®, Miltenyi Biotec,
nr kat. 130-110-637)

Bufory i roztwory

Bufor oplaszczajacy (ang. coating buffer — CB); 2 mM kwas wersenowy
(ang. ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA; Sigma Aldrich, nr kat. 03695), 1% FBS
w 1x PBS

Bufor blokujacy (ang. blocking buffer — BB; 50 mM glicyny (Sigma Aldrich, nr kat. 50046),
5% albuminy surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin — BSA; Sigma Aldrich,
nr kat. 810533) w 1x PBS

Bufor do barwienia (ang. staining buffer — SB; 10 mM glicyny, 1% BSA w 1x PBS)

Inne odczynniki wykorzystane do metod pozyskania CTCs-EBFs oraz pojedynczych

CTCs

Histopaque®-1077 (Sigma Aldrich, nr kat. 10771)
Dynabeads™ CD45 (Invitrogen™, nr kat. 11153D)

Odczynniki i startery do analizy ekspresji genéw

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix for qPCR (Applied Biosystems™,
nr kat. A25777)

Startery (Merck; sekwencje starterow przedstawiono w Tabeli 3)

Odczynniki i akcesoria uzyte do metody Smart-Seq2

Rekombinowany inhibitor RNazy (Recombinant RNase Inhibitor, 40 U/uL; Takara,
nr kat. 2313A)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, nr kat. T9284)

Oligonukleotydy przytaczajace si¢ do ogona poliadenylowego mRNA — oligo-dTa0VN
(10 uM, 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT30VN-3’; Biomers)

Bufor Tris (ang.  2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol ~ —  2-amino-2-
(hydroksymetylo)propano-1,3-diol)-EDTA (Thermo Scientific Chemicals,
nr kat. J75793.AE)

Mieszanina trifosforanéw deoksynukleotyddéw (ang. deoxynucleotide triphosphates

— dNTPs; Fermentas, nr kat. R0192)
SuperScript II reverse transcriptase (200 U/uL, Invitrogen™, nr kat. 18064-014)

Superscript II first-strand buffer (5%, Invitrogen™, nr kat. 18064-014)

35



Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komorek nowotworowych o réznych fenotypach
epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

¢  Ditiotreitol (ang. dithiothreitol — DTT; 100 mM, Invitrogen™, nr kat. 18064-014)
e  Betaina (5 M; Sigma Aldrich, nr kat. 61962)
e  MgCl (1 M; Sigma Aldrich, nr kat. M8266)

e Oligonukleotyd umozliwiajacy przetaczenie matrycy (ang. template-switching oligos

- TSO; 100 uM, 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACATrGrG+G-3’; Exiqon)

¢  Woda wolna od nukleaz (VWR® Chemicals, nr kat. 733-2573)

° KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2x; KAPA Biosystems, nr. kat. KK2601)

e  Startery do preamplifikacji - ISPCR primers (10 uM;
5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’; Biomers

e Ampure XP beads (Beckman Coulter, nr kat. A63881)

¢  Alkohol etylowy 99,8% (Warchem, nr kat. 37701),

e  Bufor do elucji (10 mM Tris-Cl, pH 8,5; Qiagen, nr kat. 19086)

Tabela 3. Sekwengje starterow uzytych do iloéciowego PCR (ang. quantitative PCR — qPCR).

Wielkos¢
Gen Starter prawy (5" >3’) Starter lewy (5" 3’) produktu

[pz]
ACTB TGACGTGGACATCCGCAAAG CTGGAAGGTGGACAGCGAGG 205
GAPDH ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG GCCATCACGCCACAGTTTC 101
YWHAZ TGTAGGAGCCCGTAGGTCATC GTGAAGCATTGGGGATCAAGA 179
CDH1 TTGGAGAGACACTGCCAACTG AGCAACTGGAGAACCATTGTCTG 151
EpCAM GCTGGAATTGTTGTGCTGGTTA AAGATGTCTTCGTCCCACGC 189
VIM CGAGGAGAGCAGGATTTCTC CGTGATGCTGAGAAGTTTCGT 170
SERPINE1 CTGGTTCTGCCCAAGTTCTC CCACTCTCGTTCACCTCGAT 179
PLS3 TTCTCCCTGGTTGGCATTGG GGAGCTGATCGTCTTGTCCTTA 228
PTPRC CATGGTTTCCACATTCGAGCAAT CTTTTCTGGGGCACCAAGTG 181
PECAM1 GTCCCTGATGCCGTGGAAAG CTCGGAACATGGATGTCCTTC 107

pz — pary zasad; ACTB — ang. actin beta, aktyna beta; GAPDH — ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego; YWHAZ — ang. tyrosine 3-monooxygenasel tryptophan
5-monooxygenase activation protein zeta, biatko zeta aktywujace 3-monooksygenaze tyrozynowa/
5-monooksygenaze tryptofanowa; PECAMI1 — ang. platelet and endothelial cell adhesion molecule, antygen
adhezyjny plytek i komorek endotelialnych, gen kodujacy CD31; SERPINEI — ang. serine proteinase inhibitor
family E member 1, czlonek rodziny inhibitoréw proteinaz serynowych E1, gen kodujacy PAIl
(ang. plasminogen activator inhibitor 1, inhibitor aktywatora plazminogenu 1).

Odczynniki i startery do analizy jakosci transkryptomu

e  FastStart Taq DNA Polymerase (5 U/uL; Roche Diagnostics, nr kat. 04738314001)
e  FastStart PCR Buffer (10x, 20 mM MgClz; Roche Diagnostics, nr kat. 04738314001)

e  dNTPs (10 mM kazdy; Roche Diagnostics, nr kat. 04738314001)
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BSA (20 mg/ml, Roche Diagnostics, nr kat. 10711454001)
Startery (Merck; sekwencje starterow przedstawiono w Tabeli 4)

Woda (jakos¢ HPLC; Thermofisher Scientific, nr kat. 268300025)

Tabela 4. Sekwengje starterow uzytych do multipleksowego PCR w celu analizy jakoSci

transkryptomu [338].

Wielkos¢
Gen Starter prawy (5'->3’) Starter lewy (5'>3) produktu
[pz]
EEF1A1 CTGTGTCGGGGTTGTAGCCA TGCCCCAGGACACAGAGACT 290
ACTB GCGTGACATTAAGGAGAAGCTG CGCTCAGGAGGAGCAATGAT 378
GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGAT CAGTGGGGACACGGAAGG 489

EEF1A1 - ang. eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1, eukariotyczny czynnik elongacyjny 1 alfa 1

Odczynniki do elektroforezy

Bufor TAE (50x; EURx, nr kat. E22002)

Agaroza (BIO STANDARD; Prona, nr kat. BS1)

Bromek etydyny (Sigma Aldrich, nr kat. E7637)

Marker wielkosci produktéw PCR (Invitrogen™, nr kat. 10416014)

Odczynniki do przygotowania bibliotek cDNA i sekwencjonowania (RNA-Seq)

pojedynczych komorek

Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, nr kat. FC-131-1024 i FC-1311096)
Nextera XT Index Kit (Illumina, nr kat. FC-131-1001)

IDT® DNA/RNA UD Indexes Set A (Illumina, nr kat. 20027213)

Ampure XP beads (Beckman Coulter, nr kat. A63881)

Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, nr kat. 5067-4626)

High Sensitivity D5000 ScreenTape (Agilent Technologies, nr kat. NC1874887)
MiniSeq High Output Reagent Kit (2x75 bp; lllumina, nr kat. FC-420-1001)

HiSeq X Ten Reagent Kit v2.5 (2x150 bp; Illumina, nr kat. FC-501-2501; wykorzystany

w ramach ustugi w firmie Macrogen)

Urzgdzenia i akcesoria

Komora z laminarnym przeptywem powietrza do hodowli komdrkowych (HERAsafe
HS 12 Biosafety Cabinet; Thermo Fisher Scientific/ Heraeus, nr kat. STEM-GLE-
1228-LGZ)

Komory do pracy z DNA/RNA/PCR (Biosan, nr kat. BS-040107-AAA)
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Komora z laminarnym przeptywem powietrza do pracy z pojedynczymi komdrkami
(GuardOne® Laminar Flow; Starlab, nr kat. S8040-0001)

Inkubator do hodowli komoérkowych z kontrola temperatury i stezenia CO:2

(ICO240med, Memmert)

Suszarka laboratoryjna (UF30, Memmert)

Aspirator (Starlab, nr kat. N2400-9000)

Mikroskop fluorescencyjny (ZEISS AxioVision 200; Zeiss)

Mikroskop $wietlny (Zeiss Primovert, nr kat. 415510-1100-0000)
Rotator (HulaMixer™ Sample Mixer, Invitrogen™, nr kat. 159-20D)
Mikromanipulator (TransferMan® 4r; Eppendorf®, nr kat. 5193000012),

Termocykler z gradientem temperatury (Mastercycler X50s Eppendorf®,
nr kat. 6311000010)

Termocykler do ilosciowej analizy ekspresji gendw (CFX96™ Real Time System;

Bio-Rad, nr kat. 185-50-96)

Wiréwka z chlodzeniem i kontrola przyspieszenia/hamowania (Centrifuge 5810R,

Eppendorf®, nr kat. EP022628188)

Wiréwka z chlodzeniem (Centrifuge 5417R, Eppendorf®, nr kat. Z366021)
Wirowka MiniSpin® Plus (Eppendorf®, nr kat. EP022620207)
Wiréwko-worteks Combi-Spin FVL-2400N (Biosan, nr kat. BS-010202-AAA)
Fluorymetr (Qubit 4, Invitrogen™, nr kat. Q33226)

Worteks z adapterem na plytke 96-miejscowq (IKA®-Werke, nr kat. 0003617000
oraz 0003428000)

Worteks z czujnikiem na podczerwien (Starlab, nr kat. N2400-0001)

Pipety automatyczne jednokanalowe (Eppendorf® Research Plus; Eppendorf®,
nr kat. 3123000012, 3123000020, 3123000098, 3123000047, 3123000055, 3123000063)

Pipetor (accu-jet® pro, Brand, nr kat. 17]J04632)
Wyciagarka do kapilar (DMZ Zeitz Puller; Zeitz-Instruments)
Sekwenator MiniSeq System (Illumina, nr kat. SY-420-1001)

Sekwenator HiSeq X Ten System (Illumina, nr kat. SY-412-1001; wykorzystany

w ramach ustugi w firmie Macrogen)
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Aparat do elektroforezy zintegrowany z zasilaczem (Mupid®One; Advance,

nr kat. MU2)
Transiluminator (Molecular Imager® Gel Doc™ XR System; Bio-Rad, nr kat. 1070-8170)

Materialy zuzywalne i akcesoria

Statyw magnetyczny na probéwki 15 mL (DynaMag™-15 Magnet, Thermofisher
Scientific, nr kat. 12301D)

96-miejscowy statyw (Axygen, nr kat. L-4880) przymocowany do plytki magnetycznej
(Ambion, nr kat. AM10027)

Aluminiowy blok chlodzacy na 96 probowek 0,2 mL (Argos Technologies®,
nr kat. GZ-63615-04)

Filtry strzykawkowe z membrang PVDF (Whatman® nr kat. WHA9913-2502
i WHA9913-2504)

Probéwki prézniowe BD Vacutainer® (Becton Dickinson, nr kat. BDAM367864)
Butelki hodowlane T25 i T75 (VWR®, nr kat. 734-2311 i 734-2313)

Skrobaki do komérek (Starlab, nr kat. CC7600-0250)

Komora Neubauera (Marienfeld, nr kat. 0640031)

Ptytki 96-dotkowe (Falcon, nr kat. 353072)

Probéwki o zmniejszonej adhezyjnosci (MAXYMumRecovery® PCR tubes; Merck,
nr kat. AXYPCRO2LC oraz (Ultra High Recovery Tubes, Starlab, nr kat. E1415-2600
i Protein LoBind Tubes, Eppendorf®, nr kat. 0030108116)

Probowki wirowkowe o pojemnosciach 0,5 — 2 mL (Starlab, nr kat. S1605-0000,
S1615-5500, S1620-2700)

Slajdy mikroskopowe (Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ system, Merck, nr kat. C7182)

Koncowki bez filtra do pipet automatycznych (Starlab, nr kat. S1111-3000, S1110-3000,
S1111-0006, S1111-6001)

Koncéowki z filtrem do pipet automatycznych, sterylne (Starlab, nr kat. S1121-3810,
S1120-3810, S1120-1840, S1120-8810, S1126-7810)

Pipety serologiczne (VWR®, nr kat. 612-3702, 612-3700, 612-3698)
Pipety Pasteura szklane (Brand, nr kat. 747720)
Pipety Pasteura sterylne (VWR® nr kat. 162-1747)

Pipety Pasteura niesterylne VWR® 612-2850)
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Probéwki typu Falcon (Starlab, nr kat. E1450-0200 i E1415-0100)
Folie adhezyjne na plytki 96-dotkowe (Bio-Rad, nr kat. MSB1001)
Plytki 96-dotkowe do qPCR (Bio-Rad, nr kat. MLL9601)

Oprogramowanie

Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad, wersja 3.1)

Agilent Tapestation Software (Agilent, wersja 4.1.1)

Tapestation Controller Software (Agilent)

2100 Expert Software (Agilent, wersja A.02.10)

Quantity One® 1-D Analysis Software (Bio-Rad)

Zen Microscopy Software (Zeiss, wersja 3.5 blue edition)

qBase™Us (Biogazelle, wersja 3.0)

STATISTICA (Statsoft, wersja 13.0)

GraphPad Prism (GraphPad Software, wersje 8.0-10.1.2)

Image] (Wayne Rasband and contributors, National Institute of Health, wersja 1.54g)
R (R Development Core Team)

StatsToDo (narzedzie online: https://www.statstodo.com/index.php)

DAVID Bioinformatics (DAVID 2021, v2023g4;  narzedzie  online:

https://david.ncifcrf.gov/content.jsp?file=release.html)

Primer BLAST (narzedzie online: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi)

Beacon  Designer (PREMIER Biosoft International; narzedzie online:

http://www .premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1)
Human Protein Atlas (narzedzie online: https://www.proteinatlas.org)

BioRender (Science Suite Inc.)
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4. Metody

Analiza retrospektywna

4.1. Klasyfikacja zageszczonych frakcji krazacych komérek nowotworowych od chorych

na raka piersi

Probki od chorych na BC traktowano jako CTCs-pozytywne, jezeli wykryto w nich ekspresje
conajmniej jednego z gendéw kodujacych markery komoérek BC (SCGB2A2, ERBB2)
oraz minimum jednego z gendéw kodujacych markery epitelialne (KRT19, CDHI)
lub mezenchymalne (VIM, CDH2, PLS3). Probki CTCs-pozytywne klasyfikowano pod wzgledem
fenotypu EMT jako eCTCs (KRT19- i/lub CDHI1-pozytywne, VIM-, CDH2- i PLS3 negatywne),
mCTCs (KRT19- i CDHI1-negatywne, VIM- i/lub CDH2- i/lub PLS3-pozytywne) lub emCTCs,

gdzie markery epitelialne i mezenchymalne byly koeksprymowane.
4.2. Analiza ekspresji gendw w zageszczonych frakcjach komdrek nowotworowych

W analizie wykorzystano wyniki ekspresji genow pozyskane we wczesniejszych badaniach
zespotu [244]. Poziom ekspresji byl liczony w programie qBase'VS (Biogazelle)
zmodyfikowanym wzorem AACt [339]) na podstawie sredniego cyklu kwantyfikagji (ang. cycle
of quantification — Cq) z dwéch powtdrzen technicznych wzgledem sredniej ekspresji gendw
referencyjnych (ang. reference genes — refGs) — GAPDH i YWHAZ, z uwzglednieniem kalibratora
(mieszanina cDNA ze zdrowej tkanki piersi) obecnego na kazdej z ptytek do qPCR. Poziom
ekspresji skalowano do prébki znajnizsza ekspresja (rowna 1), zas jezeli gen nie byl
eksprymowany, jego poziom oznaczono jako 0. Prébki traktowano jako pozytywne
pod wzgledem ekspresji danego genu, jezeli jego ekspresja byta wyzsza niz najwyzsza ekspresja

w probkach kontrolnych od zdrowych ochotniczek.

Analiza prospektywna

4.3. Hodowla komorkowa

Linie komoérkowe MCEF-7, SK-BR-3 i MDA-MB-231 (ATCC, nr kat. HTB-22, HTB-30
oraz HTB-26) hodowano w pozywce DMEM z wysoka zawartoscia glukozy (VWRE,
nr kat. VWRC392-0414) z 10% dodatkiem FBS (Gibco, nr kat. 10270-106) i 1% dodatkiem
roztworu penicyliny i streptomycyny (Gene DireX, nr kat. CC502-0100) w butelkach T25 lub T75
(VWR®, nr kat. 734-2311 i 734-2313) w temperaturze 37 °C przy 5% nasyceniu COz. Komorki
dysocjowano od dna butelki przy uzyciu 1x roztworu trypsyny (Sigma Aldrich, nr kat. 59418C)
w 1x PBS; Sigma Aldrich, nr kat. P4417) przy konfluencji 70-80%. Wszystkie linie komérkowe

byly rutynowo sprawdzane pod katem zakazenia mykoplazma.
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4.4. Okreslenie wydajnosci technicznej oraz specyficznosci metody izolacji i detekcji

pojedynczych krazacych komorek nowotworowych

Opracowana metoda umozliwiajaca izolacje pojedynczych CTCs bazuje na usunieciu osocza
bogatego w ptytki, wirowaniu w gradiencie gestosci, multipleksowym barwieniu
fluorescencyjnym i negatywnej selekcji komoérek CD45- dodatnich. Z przygotowanej w taki
sposob frakcji komorkowej zawieszonej w 1xPBS, umieszczonej na jednym z okienek slajdu
mikroskopowego (Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ system, Merck, nr kat. C7182), pojedyncze
komorki byly pobierane z uzyciem mikromanipulatora (TransferMan® 4r; Eppendorf®,

nr kat. 5193000012; Ryc. 4).

Przed przystapieniem do detekgji i izolacji pojedynczych CTCs z prébek klinicznych,
okreslono odsetek pozostalych PBMCs, specyficznos¢ oraz stopien odzysku (ang. recovery rate
—RR) metody. Do oceny tych parametrow wykorzystano 5mL probki krwi od zdrowych
ochotniczek. Odsetek pozostatych PBMCs obliczono na podstawie stosunku liczby PBMCs
po wirowaniu w gradiencie gestosci, do liczby PBMCs pozostatych po procedurze wzbogacenia
w CTCs probki krwi (wzor (1)). PBMCs liczono pod mikroskopem swietlnym (Zeiss Primovert,

Zeiss, nr kat. 415510-1100-0000) z uzyciem komory Neubauera (Marienfeld, nr kat. 0640031).

Odsetek liczba PBMCs po procedurze izolacji CTC

= x 1009
po;(;‘]‘t/laéych liczba PBMCs po wirowaniu w gradiencie gestoSci % 1)
s

Specyficznos¢ metody oceniano na podstawie obecnosci komorek o fenotypie CTCs
(EpCAM-/ECAD-pozytywne i/lub csVIM-/MCAM-pozytywne oraz CD45/CD31/DAPI-
negatywne) u zdrowych kontroli (n=6, opis grupy kontrolnej w rozdziale 3.1), po poddaniu 5 ml
krwi procedurze izolacji CTCs wedtug opracowanego protokotu. W celu okreslenia RR CTCs,
w trzech powtorzeniach biologicznych przeprowadzono test symulujacy analize prébek
klinicznych (ang. spike-in test, test spike-in). Komorki z linii MCF-7 i MDA-MB-231 (model
odpowiednio eCTCs i mCTCs) znakowano przyzyciowo Hoechst 33342 (Invitrogen™,
nr kat. H3570), zawieszono w 1x PBS i zliczano na plytce 96-dotkowej (Falcon, nr kat. 353072)
pod mikroskopem. Pobierano po 100 komorek z kazdej linii komorkowej z wybranych dotkéw
plytki i przenoszono do probéwek z 5 mL krwi obwodowej kazdej ze zdrowych ochotniczek.
Po procedurze, Hoechst-pozytywne  komdrki (MCF-7 lub MDA-MB-231)  zliczano
pod mikroskopem fluorescencyjnym (ZEISS AxioVision 200; Zeiss). RR liczono zgodnie
ze wzorem (2):

_ liczba komérek zliczonych po procedurze

9 2
liczba komoérek dodanych do krwi x 100% (2)
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CD45-pozytywne Liza pojedynczej
komorki krwi CTCs-EBF komorki

 Markery epitelialne: EpCAM, E-cadherin
/ Markery mezenchymalne: csVIM, MCAM
! Markery wykluczajace: DAPI, CD45, CD31

Fluorescence

—> —> —— —> Threshold
Cycles
Wirowanie prébki Wirowanie Barwienie Negatywpa selekcja (_JD45-pozytywnych Poszukiwanie CTCs pod mikroskopem ) Odwrptna t_ranskrypcja ) Analiza egspresji
krwi w celu w gradiencie immunofluorescencyjne leukocytéw przy uzyciu nanoczgsteczek fluorescencyjny i ich izolacja za i preamplifikacja na podstawie genow

usuniecia osocza gestosei magnetycznych pomoca mikromanipulatora protokotu Smart-Seq 2

Rycina 4. Procedura wzbogacenia, detekgji, izolacji i dalszej analizy transkryptomicznej pojedynczych CTCs o réznych fenotypach EMT od chorych na BC.
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4.5. Izolacja, detekcja i pobieranie pojedynczych krazacych komérek nowotworowych

z probek klinicznych

Pigciomililitrowe prébki krwi od chorych na BC pobierano do 6 mL probowek
oplaszczonych KeEDTA (BD Vacutainer®, nr kat. BDAM367864). Pierwszy 1 mL krwi z pobrania
odrzucano z powodu potencjalnej kontaminacji komoérkami epitelialnymi i fibroblastami
uwolnionymi wskutek naktucia skory. Procedure izolacji i detekcji CTCs z krwi obwodowej
rozpoczynano zazwyczaj do 2 godzin po pobraniu krwi. W celu usuniecia PLTs, krew wirowano
w 200xg, 21 °C przez 10 min. Gérna warstwe osocza usuwano, pozostawiajac okoto 1 mL osocza
powyzej warstwy PBMCs, w celu unikniecia przypadkowego zaciagniecia frakcji komdrkowe;.
Pozostato$¢ probki uzupelniano 1x PBS w temperaturze pokojowej do objetosci 9 mL
i po delikatnym wymieszaniu przenoszono do nowej 15 mL probowki optaszczonej CB
(2 mM EDTA, 1% FBS w 1x PBS), zawierajacej 4 mL sterylnego roztworu Histopaque®-1077
(Sigma Aldrich, nr kat. 10771), nastepnie wirowano w 400xg, 21°C przez 30 min,
bez przyspieszenia i hamowania. Od tego momentu wszystkie kroki procedury przeprowadzano
nalodzie lub w temperaturze 4 °C. Frakcje PBMCs po wirowaniu w gradiencie gestosci pobierano
do nowej 15 mL probowki oplaszczonej CB, uzupetniano do objetosci 10 mL zimnym (4°C)
roztworem 1x PBS i wirowano w 450xg, 4 °C, przez 10 min, w celu uzyskania osadu
komérkowego. Osad PBMCs zawieszano w 250 uL sterylnego BB (50 mM glicyny, 5% BSA
w 1Ix PBS) i przenoszono do optaszczonej CB probéwki 1,5 mL (Ultra High Recovery Tubes,
Starlab, nr kat. E1415-2600 lub Protein LoBind Tubes, Eppendorf® nr kat. 0030108116). Prébki
inkubowano z mieszaniem w 4 °C przez 15 min na rotatorze (HulaMixer™ Sample Mixer,
Invitrogen™, nr kat. 159-20D) i wirowano przy 400xg, 4 °C, przez 5 min. Po ostroznym usunigciu
supernatantu, dodawano 200 pL roztworu przeciwciat wykrywajacych EpCAM; rozcienczenie
1:400, klon VU1D9, skoniugowane z Alexa Fluor® 488; Cell Signalling Technology, nr kat. 5198),
ECAD (rozcienczenie 1:100, klon 67A4, skoniugowane z Alexa Fluor® 488; Santa Cruz
Biotechnology, nr kat. sc-21791), MCAM (rozcieniczenie 1:200, klon P1H12, skoniugowane z Alexa
Fluor® 594, Santa; Cruz Biotechnology, nr kat. sc-18837), csVIM (rozcienczenie 1:100; klon WM-59,
skoniugowane z Super Bright 436; eBioscience, nr kat. 62-0319-42), CD31 (rozcienczenie 1:100;
klon 84-1, skoniugowane z Texas Red, Abnova, nr kat. H00007431-MTO08), oraz DAPI
(rozcienczenie 1:10,000; Sigma Aldrich, nr kat. MBDO0015), przygotowanego bezposrednio
przed dodaniem do probki w sterylnym SB (10 mM glicyny, 1% BSA w 1x PBS), i delikatnie
wymieszano. Probke inkubowano w 4 °C przez 30 min na rotatorze, nastepnie wirowano (700xg,
4 °C, 10 s), i po delikatnym wymieszaniu przenoszono do optaszczonej CB 15 mL probowki

zawierajacej 125 uL uprzednio przygotowanego zgodnie z protokolem producenta roztworu
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magnetycznych czastek optaszczonych przeciwcialem wykrywajacym CD45 (Dynabeads™
CD45, Thermofisher Scientific, nr kat. 11153D) w CB. Probowke 1,5 mL przeptukiwano 675 uL
roztworu CB i przenoszono do 15 mL probowki zawierajacej frakcje komdérkowa i Dynabeads™
CD45 (catkowita objeto$¢ 1 mL). Probke inkubowano przez 30 min w 4 °C na rotatorze. W trakcie
inkubacji dochodzilo do optaszczenia CD45-pozytywnych komdrek krwi magnetycznymi
czasteczkami skoniugowanymi z przeciwciatem anty-CD45. Po 5 min inkubacji w 4 °C,
dodawano 5 pL przeciwciat anty-CD45 (klon REA747, skoniugowane z VioBlue®; Miltenyi Biotec,
nr kat. 130-110-637) bezposrednio do probowki (rozcienczenie koricowe 1:200). Po zakonczeniu
inkubacji probke rozcienczano zimnym (4 °C) CB do objetosci 13 mL, delikatnie mieszano
iumieszczano na statywie z magnesami (DynaMag™-15 Magnet, Thermofisher Scientific,
nr kat. 12301D) na 10 min, jednoczesnie chronigc przed swiattem. Podczas tego kroku, komorki
CD45-pozytywne optaszczone magnetycznymi czastkami migrowaly w kierunku magnesow
znajdujacych sie po bokach probdéwki, zas komoérki CD45-negatywne (potencjalnie CTCs)
pozostawaly w roztworze. Po zakoniczonej inkubacji ostroznie przenoszono CTCs-EBF do 50 mL
probowki optaszczonej CB i uzupetniano do objetosci 25 mL zimnym roztworem (4 °C) CB.
Probowke wirowano w 400xg w 4 °C przez 5 min, usuwano supernatant, a osad komoérkowy
zawierajacy CTCs zawieszano w 100 pL roztworu CB. Nastepnie, odpowiednio rozcienczona
CTCs-EBF przenoszono na jedno z osmiu okienek slajdu (Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™
system, Merck, nr kat. C7182) i ogladano pod mikroskopem fluorescencyjnym. Liczbe
oraz fenotyp potencjalnych CTCs okreslano na podstawie obecnosci ekspresji markerow
epitelialnych (EpCAM/ECAD) i/lub mezenchymalnych (csVIM/MCAM), braku ekspresji
markerow komorek endotelialnych (CD31) i hematopoetycznych (CD45) oraz braku sygnatu
od DAPI (znakujacego martwe komorki). W przypadku wiekszosci probek ogladano catg
objetos¢ zawiesiny CTCs-EBF, a w przypadku duzej kontaminacji leukocytami okreslong czes¢
zawiesiny, za$ liczbe CTCs przeliczano proporcjonalnie do obejrzanej objetosci roztworu.
Pojedyncze komorki (CTCs i do dwéch PBMCs — komérek normalnych, ang. normal cells — NCs)
pobierano za pomoca mikromanipulatora (TransferMan® 4r; Eppendorf®, nr kat. 5193000012),
przenoszono do 0,2 mL probéwek (MAXYMumRecovery® PCR tubes; Merck,
nr kat. AXYPCRO2LC) zawierajacych 2 pL buforu lizujacego (0,1 uL Recombinant RNase
Inhibitor (Takara, nr kat. 2313A) w 1,9 uL 0,2% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, nr kat. T9284))

i przechowywano w -80 °C do dalszych analiz.
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4.6. Odwrotna transkrypcja i preamplifikacja materialu z pojedynczych komérek

technika Smart-Seq2

Materiat ze zlizowanych pojedynczych komodrek poddawano odwrotnej transkrypcji
(ang. reverse transcription — RT) i preamplifikacji zgodnie z protokotem Smart-Seq2 [333].
Pokrotce, do kazdej ze zwirowanych (700xg, 21 °C, 10 s) probek dodawano po 1 uL starterow
oligo-dT30VN (10 uM; 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT30VN-3’; Biomers) oraz 1 uL
mieszaniny dNTPs (10 mM kazdy; Fermentas, nr kat. R0192), nastepnie po wymieszaniu
i zwirowaniu (700xg, 21 °C, 10 s) inkubowano w 72 °C przez 3 min w termocyklerze (Mastercycler
X50s, Eppendorf®, nr kat. 6311000010), po czym niezwlocznie umieszczano je na lodzie.
Nastepnie, po zwirowaniu (700xg, 21 °C, 10 s) do probek dodawano po 5,7 puL mieszaniny
odczynnikéw do RT (Tabela 5), ponownie wymieszano, zwirowano (700xg, 21 °C, 10 s)
i przeprowadzano RT w nastepujacych warunkach: 42 °C przez 90 min (RT z przetaczeniem
matrycy), 10 cykli 50 °C przez 2 min (usunigcie struktur drugorzedowych RNA) i w 42 °C
przez 2 min (RT z przelaczeniem matrycy), nastepnie 70 °C przez 15 min (inaktywacja enzymu).
Niezwlocznie po zakonczeniu RT umieszczano prébki na lodzie, zwirowano (700xg, 21 °C, 10 s)
idodawano po 15 uL mieszaniny odczynnikéw do preamplifikacji (Tabela 6),
ktéra przeprowadzano zgodnie z programem: denaturacja wstepna w 98 °C przez 3 min, 18 cykli
w 98 °C przez 20 s (denaturacja), 67 °C przez 15 s (przylaczanie starterow) i 72 °C przez 6 min
(wydtuzanie amplikonu), oraz wydluzanie koncowe w 72 °C przez 5 min. Po zakoriczonej
preamplifikacji probki umieszczano w 4 °C, a nastepnie oczyszczano. W skrdcie, do kazdej probki
dodawano po 25 pL kulek do oczyszczania DNA (Ampure XP beads, Beckman Coulter,
nr kat. A63881), dokladnie wymieszano i inkubowano przez 8 min w temperaturze pokojowej.
Nastepnie, probki umieszczano w 96-miejscowym statywie (Axygen, nr kat. L-4880)
przymocowanym do ptytki magnetycznej (Ambion, nr kat. AM10027) i po 5-minutowej inkubacji
zbierano klarowny roztwor, uwazajac przy tym, aby nie naruszy¢ warstwy magnetycznych kulek
z przylaczonym cDNA, ktore pod wplywem przyciggania magnetycznego osiadaly na dnie
probowki. Osad dwukrotnie przeptukiwano 200 pL swiezo przygotowanego 80% etanolu
(Warchem, nr kat. 37701), po kazdym ptukaniu umieszczajac probki na magnesie na 30 s.
Po usunigciu etanolu prébki suszono przez okoto 5 min, az do momentu pojawienia si¢ pekniec
na warstwie kulek magnetycznych. Osad zawieszano w 17,5 uL buforu do elugji (10 mM Tris-Cl,
pH 8,5; Qiagen, nr kat. 19086), delikatnie wymieszano, i po umieszczeniu prébek na magnesie
na okoto 2 min pobierano, 15 uL supernatantu, ktoéry przenoszono do nowych 200 uL probéwek.

Probki przechowywano w -20 °C do dalszych analiz.
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Tabela 5. Sktad mieszaniny odczynnikéw do odwrotnej transkrypcji w pojedynczych komorkach [333].

Obictosé , .
Odczynnik Producent Nr katalogowy Jetosce Koncowa II,OSC/
[uL] koncentracja
SuperScript If reverse Invitrogen™ 18064-014 0,50 100U
transcriptase (200 U ul-1)
RNAse inhibit
s¢ ImubIor Clontech 2313A 0,25 10U
(40 U pl-1)
Superscript II )
. Invitrogen™ 18064-014 2,00 1x
first-strand buffer (5x)
DTT (100 mM) Invitrogen™ 18064-014 0,50 5mM
Betaina (5 M) Sigma Aldrich 61962 2,00 1M
MgCl, (1 M) Sigma Aldrich M8266 0,06 6 mM
TSO (100 M) Exiqon - 0,10 1 uM
Woda wolna od nukleaz VWRe® 733-2573 0,29 -

Tabela 6. Sktad mieszaniny odczynnikéw do preamplifikacji RNA z pojedynczych komorek [333].

Obictosé Kod ilogé

Odczynnik Producent Nr katalogowy Jeose oncowat .OSC/
[uL] koncentracja

KAPA HlFl HotStart KAPA KK2601 12,50 Ix

ReadyMix (2x) Biosystems

IS PCR primer (10 uM) Biomers - 0,25 0,1 uM

Woda wolna od nukleaz VWRe 733-2573 2,25 -

4.7. Ocena jakosci transkryptomu pojedynczych komorek

Jakos¢ transkryptomu pojedynczych komorek oceniano z uzyciem multipleksowej reakcji
faricuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction — PCR), w ktorej amplifikowano
transkrypty kodowane przez trzy refGs: EEF1A1, ACTB, oraz GAPDH, o dlugo$¢ od 290 do 489
par zasad. Po przygotowaniu mieszaniny odczynnikéw do reakgcji (Tabela 7), w termocyklerze
Mastercycler X50s (Eppendorf®, nr kat. 6311000010) prowadzono multipleksowy PCR
w nastepujacych warunkach: 95 °C przez 4 min, 32 cykle 30 s w 95 °C, 30 s w 58 °C, 90 s w 72 °C,
i wydluzanie konicowe przez 7 min w 72 °C [338]. W kazdej reakcji uwzgledniano negatywna
i pozytywna kontrole. Produkty amplifikacji rozdzielano podczas elektroforezy agarozowej
(1,5% agaroza; BIO STANDARD, Prona, nr kat. BS1) w 1x buforze TAE (EURX, nr kat. E0220-02),
w aparacie do elektroforezy (Mupid®One; Advance, nr kat. MU2) w 100 V przez 20 min,
nastepnie 135 V przez 30 min), i wizualizowano w transiluminatorze (Molecular Imager® Gel
Doc™ XR System; Bio-Rad, nr kat. 1070-8170).

Stezenie cDNA w proébkach dobrej jakosci (ekspresja minimum 2 z 3 refGs) mierzono
za pomoca fluorymetru (Qubit 4 Fluorometer, Invitrogen™, nr kat. Q33238), nastepnie z probek
o wystarczajacej ilosci materialu (minimum 1 ng) przygotowywano biblioteki cDNA do analizy

transkryptomicznej metoda RNA-Seq (protokot opisany w rozdziale 4.9).
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Tabela 7. Sktad mieszaniny odczynnikéw do multipleksowego PCR [338].

Obictosé i Yy
Odczynnik Producent Nr katalogowy JEROSE Koncowa ll.OSC/
(uL) koncentracja
FastStart PCR Buff
astoar e Roche 04738314001 1,0 1x

(10x, 20 mM MgClz) Diagnostics

FastStart Taqg DNA R?che ' 04738314001 01 05U

Polymerase (5 U/uL) Diagnostics
Roch

dNTPs (10 mM) one 04738314001 0,2 0,2 mM
Diagnostics
Roche

BSA (20 mg/mL) . . 10711454001 0,2 4mg
Diagnostics

Woda (jakos¢ HPLC) Thermofisher 268300025 6,5 -

Mieszanina starteréw* Merck - 1,0 4 M

cDNA z pojedynczej 10

komorki (rozcienczone 1:5)

* po 8 uL kazdego ze starterow o stezeniu 100 uM + 152 puL wody (jako$é¢ HPLC)

4.8. Analiza ekspresji genow metoda qPCR w pojedynczych komdrkach

Poziom ekspresji refGs (ACTB, GAPDH, YWHAZ) oraz genow kodujacych markery
epitelialne (CDH1, EpCAM, KRT19), mezenchymalne (VIM, SERPINE1, PLS3) oraz komdrek
hematopoetycznych (PTPRC) i endotelialnych (PECAMI) w pojedynczych komérkach z linii BC
(MCEF-7 i MDA-MB-231), oraz PBMCs pobranych od chorych na BC analizowano metoda qPCR.
Reakcje prowadzono w trzech powtdrzeniach technicznych na plytkach 96-dotkowych (Bio-Rad,
nr kat. MLL9601) z uzyciem termocyklera (CFX96™ Real-Time PCR Detection System; Bio-Rad,
nr kat. 185-50-96), oraz PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems,
nr kat. A25741) i starterow zaprojektowanych za pomocg narzedzia online Primer-BLAST
i Beacon Designer (Tabela 3). Wydajnos¢ amplifikacji z uzyciem wszystkich starteréw okreslano
na podstawie analizy krzywych standardowych, a do analiz uzywano jedynie starteréw
z wydajnoscia bliska 100% (+5%). Reakcje qPCR prowadzono w nastepujacych warunkach:
10 min w 95 °C, 40 cykli 15 s w 95 °C, 1 min w 60 °C, nastepnie 10 s w 95 °C. Krzywe topnienia
sporzadzano monitorujac fluorescencje probek w temperaturze od 65 do 95 °C ze wzrostem
temperatury co 0,5 °C. Poziom ekspresji obliczano na podstawie sredniego Cq z powtorzen
technicznych réznigcych sie maksymalnie o 0,5 cykla. Na kazdej ptytce znajdowat sie kalibrator
(mieszanina cDNA z linii komérkowych BC i PBMCs), ktéry stuzyt do oceny zmiennosci
ekspresji genéw miedzy plytkami. Kolejne plytki byty kalibrowane w oparciu o réznice w Cq
poszczegdlnych genéw w kalibratorze na ptytce kalibracyjnej i w kalibratorze na ptytce badanej.

Nastepnie poziom ekspresji obliczany byt wedtug wzoru (3):
Poziom ekspresji = 2Camax—Cdpadanej probki 3)

gdzie jako punkt odciecia (Cqmax) przyjeto 35 cykl.

48



Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komoérek nowotworowych o réznych fenotypach
epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

4.9. Przygotowanie bibliotek oraz sekwencjonowanie (RNA-Seq) pojedynczych komdrek

Stezenie ¢cDNA w prébkach dobrej jakosci (ekspresja minimum 2 z 3 refGs
w multipleksowym PCR) mierzono za pomoca fluorymetru (Qubit 4 Fluorometer, Invitrogen™,
nr kat. Q33238), nastepnie z prébek o wystarczajacej ilosci materiatu (minimum 1 ng)

przygotowywano biblioteki cDNA do analizy transkryptomicznej metoda RNA-Seq.

Z pojedynczych komorek przygotowywano biblioteki do sekwencjonowania przy uzyciu
zestawu Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, nr kat. FC-131-1024 i FC-131-1096)
zgodnie z protokolem opisanym przez Picelli i in (2014) [333]. Trawienie maksymalnie 1 ng
cDNA w objetosci 5 pL z uzyciem odczynnikéw wymienionych w Tabeli 8 prowadzono
przez5min w 55 °C w termocyklerze Mastercycler X50s (Eppendorf®, nr kat. 6311000010),
po czym niezwlocznie przenoszono probki na 16d. Nastepnie dodawano 5 pL buforu NT

w celu odigczenia Tn5 transpozazy (tagmentazy).

Pofragmentowane cDNA znakowano indeksowanymi adapterami (Nextera XT Index Kit,
nr kat. FC-131-1001 lub IDT® DNA/RNA UD Indexes Set A, nr kat. 20027213, oba z Illumina®,
Tabela 9) i amplifikowano zgodnie z nastepujacym protokolem: 72 °C przez 3 min, 95 °C
przez 30s, 10 cykli 95 °C przez 10 s, 55 °C przez 30 s i 72 °C przez 30 s, nastepnie 72 °C

przez 5 min.

Produkty PCR oczyszczano z uzyciem Ampure XP beads (Beckman Coulter, nr kat. A63881)
w stosunku 0,7:1. Dystrybucje wielkosci fragmentéw w przygotowanych bibliotekach cDNA
analizowano za pomoca 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent Technologies, nr kat. G2939BA)
i Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, nr kat. 5067-4626) lub 4150 TapeStation
System (Agilent Technologies, nr kat. G2992AA) oraz High Sensitivity D5000 ScreenTape
(Agilent Technologies, nr kat. NC1874887). W przypadku, gdy krotkie (<135 par zasad)
fragmenty stanowily >30% biblioteki cDNA, oczyszczano je ponownie z uzyciem Ampure XP
beads w stosunku 0,8:1. Biblioteki cDNA z 49 komdrek pobranych od chorych na BC
sekwencjonowano z uzyciem MiniSeq System (Illumina, nr kat. SY-420-1001) i MiniSeq High
Output Reagent Kit (2x75 bp; lllumina, nr kat. FC-420-1001,) lub HiSeq X Ten System (Illumina,
nr kat. 5Y-412-1001) oraz HiSeq X Ten Reagent Kit v2.5 (2x150 bp; lllumina, nr kat. FC-501-2501,

[llumina; ustuga wykonana przez Macrogen, Korea).
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Tabela 8. Sktad mieszaniny odczynnikéw do trawienia [333].

Obictosé , o .
Odczynnik Producent Nr katalogowy JEROSE Koncowa I.IOSC/
[pL] koncentracja

FC-131-1024

Tagment DNA buffer (2x)  Illumina { 10,0 1x
FC-131-1096

. . . FC-131-1024/

Amplicon tagment mix Illumina 5,0 -
FC-131-1096

Woda (jakos¢ HPLC) Thermofisher 268300025 15,0 -

cDNA z pojedynczej

komorki ) ) 50 Ing

Tabela 9. Sktad mieszaniny odczynnikéw do amplifikacji fragmentdéw cDNA znakowanych
indeksowanymi adapterami [333].

Obictosé B .
Odczynnik Producent Nr katalogowy Jetost Koncowa Il.OSC/
[uL] koncentracja
FC-131-1001
Nextera PCR master mix Illumina / 15,0 -
20027213
FC-131-1001
Index 1 primers (N7xx) MNlumina / 5,0 -
20027213
FC-131-1001
Index 2 primers (N5xx) Mlumina / 5,0 -
20027213
cDNA - - 25,0 -

4.10. Analiza metod izolacji CTCs o réznych fenotypach EMT od chorych na raka piersi

Wybdr metody izolacji CTCs ma duzy wptyw na mozliwos¢ wykrycia CTCs, szczegélnie
tych o fenotypie mezenchymalnym, dla ktérych nie ma metody izolacji typu , zloty standard”.
Wydajnos¢ metody izolacji CTCs okresla sie poprzez RR, ktdry z kolei weryfikowany jest w tescie
spike-in, gdzie dominuja dwa podejscia: znang liczbe komorek z nowotworowej linii
komodrkowej dodaje sie do (i) okreslonej objetosci krwi obwodowej lub (ii) zawiesiny PBMCs
i poddaje sie procedurze izolacji/detekcji, a nastepnie zlicza si¢ odzyskane komorki.

Aby okresli¢, ktére metody sg najbardziej odpowiednie do detekcji mezenchymalnych CTCs
od chorych na BC, przeprowadzono przeglad literatury w celu poszukiwania badan, w ktérych
opisano RR (wartos¢ srednig, odchylenie standardowe (ang. standard deviation — SD, liczba
powtdrzen technicznych) réznych metod, ktérymi odzyskiwano komorki z linii komérkowych
BC o réznym fenotypie EMT. W przypadku, gdy wiecej niz jedna praca opisywata RR danej
metody, obliczano $rednig i SD uwspolnione (ang. combined mean/SD). Fenotyp kazdej linii
komorkowej BC okreslono na podstawie statusu EMT wedlug Tan i in. (2014) [340]. Wyniki
poréwnano z RR metody CellSearch®, ktéra od lat stanowi , ztoty standard” detekcji CTCs,
jednakze wychwytuje CTCs w oparciu o marker epitelialny. Dane literaturowe wykorzystane
do przeprowadzenia  analiz = s3  podsumowane i  dostgpne  pod  linkiem:

https://link.springer.com/article/10.1007/s00018-021-04064-6#Sec44 (Supplementary filel) [341].
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4.11. Analiza bioinformatyczna i statystyczna

Zmienne jako$ciowe poréwnywano testem X2 Pearsona lub testem Fishera, zas zmienne
ciagle korelowano z uzyciem testu rang Spearmana. Roéznice w zmiennych ilodciowych
analizowano testami U Manna-Whitneya i Kruskalla — Wallisa (analiza ekspresji genow)
oraz ANOVA dwuczynnikowa z poprawkami Sidaka, Tukeya i Dunneta dla poréwnan
wielokrotnych (poréwnanie RRs metod). Krzywe Kaplana-Meiera dla OS, zdefiniowanego jako
czas od operacyjnego usuniecia guza do $mierci chorej lub do momentu ostatniej informacji
o losach chorej, poréwnywano testem log-rank. Hazard wzgledny (ang. hazard ratio — HR) z 95%
przedziatem ufnosci (ang. 95% confidence interval — 95% CI) w celu analizy ryzyka zgonu obliczano
zuzyciem analizy regresji Coxa. Roznice uznawano za istotne statystyczne,
gdy prawdopodobienstwo testowe (ang. P-value — P) lub oczekiwana proporcja bledow I rodzaju
(ang. false discovery rate - FDR) byly mniejsze niz 0,05. Wigkszos$¢ analiz statystycznych wykonano
w programach STATISTICA (Statsoft, wersja 13) i GraphPad Prism (GraphPad Software,

wersje 8-10). Uwspdlnione srednie i SD obliczano z uzyciem narzedzia online StatsToDo.

Analizy bioinformatyczne i poréwnawcze danych z sekwencjonowania wykonat
dr hab. Tomasz Stokowy zgodnie z ponizszymi wytycznymi: sekwencjonowane odczyty
dopasowano do genomu referencyjnego GRCh38.p7 przy uzyciu HISAT2 2.0.5 [342].
Dopasowane odczyty w odpowiednich regionach adnotacji genu GENCODE v25 [343] zliczono
za pomocy funkcji FeatureCounts [344]. Liczby odczytéow dalej normalizowano za pomoca
DESeq2 [345] w s$rodowisku R/Bioconductor [346]. Analizy poréwnawcze danych
z sekwencjonowania przeprowadzone w R obejmowaly oszacowanie krotnosci zmiany

i obliczenie testu t-Studenta.

Markery erytrocytow (ang. erythrocytes/ red blood cells — RBCs) i PLTs zidentyfikowano
w oparciu o listy dostepne na platformie Human Protein Atlas (Cluster 1: Erythroid cells
- Oxygen transport and Cluster 57: Platelets — Hemostasis) [347].

Geny ulegajace zroznicowanej ekspresji (ang. differentially expressed genes — DEGs) pomiedzy
dwiema grupami zidentyfikowano w oparciu o poziom istotnosci statystycznej (P<0,05) i log2FC;
gdy mediana log:FC<-1, ekspresje genow uwazano zaobnizona, a gdy logFC 21
—za podwyzszona. DEGs powigzano z GO BP, GO MF, GO CC oraz $ciezkami Reactome i KEGG
przy uzyciu narzedzia Functional Annotation Tool autorstwa DAVID Bioinformatics

Re-sources 6.8 [348-350].
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5. Wyniki

Analiza retrospektywna

Celem analizy bylo okreslenie fenotypéw EMT, ekspresji markeréw inwazyjnosci,
macierzystosci i formowania klastréw w CTCs-EBFs od chorych na BC (n=83) oraz zdefiniowanie
ich wartosci klinicznej. Opracowane kryteria klasyfikacji CTCs-EBFs wedlug fenotypu EMT
pozwolity na wyrdznienie fenotypdw epitelialnego, mezenchymalnego oraz fenotypu
posredniego — epitelialno-mezenchymalnego, ktéry wedtug doniesien literaturowych moze by¢
zwiazany z wieksza plastycznoscia [351], czyli zdolnoscia do zmiany fenotypu na bardziej
epitelialny lub mezenchymalny w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe. Wyniki

przedstawione w tej sekcji zostaty opublikowane [244].

5.1. Identyfikacja fenotypow EMT krazacych komdrek nowotworowych u chorych

na raka piersi

Trzydziesci siedem z osiemdziesigciu trzech (45%) analizowanych probek krwi od chorych
na BC bylo pozytywnych pod wzgledem ekspresji markeréw BC — SCGB2A2 i/lub ERBB2
(Ryc.5). Probki SCGB2A2 i/lub ERBB2-pozytywne, majace ekspresje gendéw epitelialnych
i/lub mezenchymalnych (n=19) podzielono na trzy fenotypy:

(i) epitelialny (KRT19- i/lub CDHI1-pozytywne) — 7 z 19 (36,8%),

(if) mezenchymalny (VIM- i/lub CDH2- i/lub PLS3-pozytywne) — 6 z 19 (31,6%),

(iii) epitelialno-mezenchymalny, gdzie markery epitelialne (KRT19 i/lub CDHI)

i mezenchymalne (VIM i/lub CDH2 i/lub PLS3) byly koeksprymowane
— 62 19(31,6%) (Ryc. 5).

W szeSciu probkach nie odnotowano ekspresji epitelialnych lub mezenchymalnych
markerow CTCs, wobec czego zakwalifikowano je jako CTCs-negatywne. Status markeréw
(pozytywny/negatywny) we wszystkich CTCs-pozytywnych prébkach przedstawiono
na Rycinie 6.

Zadna z prébek pozyskana od zdrowych ochotniczek nie miata ekspresji SCGB2A2, ERBB2,
KRT19 oraz PLAUR (Ryc. 7). Geny VIM, CDH1, CDH2, PLS3, CXCR4, CD44, NANOG, ALDH1A1,
POUS5F1, PROM1 i JUP byty eksprymowane w zdrowych kontrolach, a ich najwyzszy poziom
ekspresji u zdrowych kontroli stanowit punkt odcigcia, powyzej ktérego CTCs-EBFs od chorych

na BC byty rozpatrywane jako CTCs-pozytywne (Ryc. 6, Ryc. 7).
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Frakcje krwi wzbogacone w CTCs (n=83)

®
Analiza ekspresji genéw metodg RT-gPCR

()
Markery komorek raka piersi Potencjalnie CTCs-pozytywne (n=37) CTCs-negatywne (n=46)
SCGB2A2i/lub ERBB2-pozytywne SCGB2A2i ERBB2-negatywne

e SCGB2A2 (mammaglobina 1)
e ERBB2(HER2)

!

@
Preamplifikacja nie przeprowadzona*

Preamplifikacja zakoriczona sukcesem

()
Preamplifikacja zakoriczona sukcesem Preamplifikacja nie przeprowadzona*
(n=21/21, 100%)

(n=25/26, 96%) (n=25)

(n=11)

@ ()
emCTCs mCTCs
n=6 n=6
ekspresja epitelialnych brak ekspresji epitelialnych markerow
i mezenchymalnych markeréw ekspresja mezenchymalnych markeréw

Markery EMT Markery
epitelialne > mezenchymalne
e KRT19 (cytokeratyna 19) e VIM (wimentyna)

e CDH1 (E-kadheryna) . g{)sl:gz((l\ll-ketldhegy)na)
. plastyna

®
eCTCs
n=7
ekspresja epitelialnych markeréw
brak ekspresji mezenchymalnych markeréw

®
CTCs-negatywne
n=6
brak ekspresiji epitelialnych
i mezenchymalnych markeréw

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy probki od chorych na BC wylaczone i wiaczone do analizy ekspresji gendw. Prébki SCGB2A2- i/lub ERBB2-pozytywne zostaly
zakwalifikowane jako CTCs-pozytywne i podzielone na klasy EMT na podstawie ekspresji genow KRT19, CDH1, VIM, CDH2 i PLS3. * - preamplifikacji nie przeprowadzono

z powodu matej ilodci lub niewystarczajacej jakosci materiatu.
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E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 EM1 EM2 EM3 EM4 EM5 EM6
1 1 1 1

M1 M2 M3 M4 M5 Mé

SCGB2A2

ERBB2

KRT19

CDH1

VIM

CDH2

PLS3

status negatywny status pozytywny

Rycina 6. Status markeréw BC, epitelialnych i mezenchymalnych w CTCs-EBFs zakwalifikowanych
jako eCTCs (E), emCTCs (EM) i mCTCs (M). Negatywny status markera oznaczono na szaro, zas pozytywny

na biato.

Poziom ekspresji genu SCGB2A2 byt nizszy w mCTCs niz emCTCs (mediana 0 vs 7,65;
P=0,044), oraz wykazywat trend w kierunku zmniejszonej ekspresji w poréwnaniu do eCTCs
(P=0,087) Podobne zaleznosci obserwowano w przypadku markeréw epitelialnych
(KRT19, CDHI; Ryc. 8A), co sugeruje obnizenie ekspresji SCGB2A2 podczas utraty epitelialnosci.
Z kolei mediana poziomu ekspresji gendw kodujacych mezenchymalne markery CDH2 i PLS3
byla najwyzsza w emCTCs, nie rézniac sie jednak istotnie w porownaniu do mCTCs, gdzie geny
te byly eksprymowane na posrednim poziomie (CDH2 - mediana 53 vs 4,8, P=0411;
PLS3 —mediana 4,8 vs 3,4, P=0,305). Jednoczesnie, w eCTCs obserwowano najnizszy poziom
ekspresji CDH2 (mediana 2,3) i PLS3 (mediana 2,2), istotnie nizszy w poréwnaniu do emCTCs
(CDH2 - P=0,004, PLS3 — P=0,002) i mCTCs (CDH2 — P=0,042, PLS3 — P=0,039; Ryc. 8A), co moze
by¢ zwigzane z bardziej zaawansowanym EMT w CTCs, ktdre nabyly mezenchymalne cechy.

Nastepnie skupiono sie¢ na analizie ekspresji genéw kodujacych markery inwazyjnosci
(CXCR4, PLAUR), macierzystosci (CD44, NANOG, POU5F1, ALDH1Al, PROM]I)
oraz formowania klastréw (JUP). Wraz z pojawieniem sie¢ cech mezenchymalnych zwigkszy? sie
poziom ekspresji genéw CXCR4, PLAUR, NANOG i POU5F1 (Ryc. 8B). Roéznice byly istotne,
gdy poréwnywano CTCs o fenotypie epitelialnym oraz mezenchymalnym (CXCR4 — mediana
3,06 vs 4,18, P=0,012; PLAUR — mediana 3,32 vs 6,62, P=0,006; NANOG — mediana 3,01 vs 5,87,
P=0,009; POU5F1 — mediana 4,19 vs 6,40, P=0,011; Ryc. 8B). Z kolei poziomy ekspresji gendéw
kodujacych markery macierzystosci ALDHIAT i PROM1 oraz marker potencjalu do tworzenia

klastrow JUP nie roznity sie¢ pomiedzy CTCs o réznych fenotypach EMT (Ryc. 8B).
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Rycina 7. (A) Poziom ekspresji genéw kodujacych SCGB2A2 i ERBB2 oraz markery epitelialne
(KRT19, CDHI1), mezenchymalne (VIM, CDH2, PLS3), (B) markery inwazyjnosci (CXCR4, PLAUR),
macierzystosci (CD44, NANOG, ALDH1A1, POU5F1, PROM]1) i formowania klastréw (JUP) w prébkach
CTCs-negatywnych, CTCs-pozytywnych oraz zdrowych kontrolach, poréwnany testem Kruskalla-Wallisa.
Na wykresie pokazano tylko wartosci P<0,1, wartosci P<0,05 sa pogrubione. Pozioma linia wskazuje

mediang, ,+” — $rednig, ramka — 25-75% percentyl, a wasy — zakres.
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Rycina 8. (A) Poziom ekspresji genéw kodujacych SCGB2A2 i ERBB2 oraz markery epitelialne
(KRT19, CDH1), mezenchymalne (VIM, CDH2, PLS3), (B) markery inwazyjnosci (CXCR4, PLAUR),
macierzystosci (CD44, NANOG, ALDH1A1, POU5F1, PROM1) i formowania klastréw (JUP) w préobkach
CTCs-pozytywnych, poréwnany testem Kruskalla-Wallisa. Na wykresie pokazano tylko wartosci P<0,1,
wartosci P<0,05 sa pogrubione. Pozioma linia wskazuje mediang, ,,+” — $rednia, ramka —25-75% percentyl,
a wasy — zakres.
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5.2. Znaczenie kliniczne réznych fenotypow EMT w zageszczonych frakcjach komorek

nowotworowych u chorych na raka piersi

Epitelialno-mezenchymalny i mezenchymalny fenotyp CTCs przeklada si¢ na bardziej
agresywna charakterystyke nowotworu (Tabela 10). Obserwowano wiecej niz 3 zajete wezly
chtonne u chorych, u ktérych wykryto emCTCs i mCTCs (emCTCs — 17%, mCTCs — 33%
vs eCTCs — 0%; P=0,003). U chorych na BC z wiekszymi guzami (status T2-4) réwniez czesciej
obserwowano emCTC (13%) i mCTCs (16%) w poréwnaniu do eCTCs (5%, P=0,023).

Obecno$¢ CTCs we krwi chorych na BC jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym
(Ryc. 9A); chore, u ktérych wykryto CTCs miaty istotnie krétszy OS (P=0,012) i wigksze ryzyko
zgonu w poréwnaniu do pacjentek, u ktérych nie wykryto CTCs (HR=5,17, 95% CI 1,23-21,68,
P=0,02; Tabela 11). Co wigcej, podziat CTCs na fenotypy EMT umozliwit bardziej doktadna
charakterystyke ich wartosci klinicznej; obecno$¢ mezenchymalnych markerow w CTCs-EBFs
od chorych na BC korelowata z istotnie krétszym OS (P=0,005, Ryc. 9B) oraz z wigkszym
ryzykiem zgonu (HR=7,77, 95% CI 1,85-32,68, P=0,005; Tabela 11) w poréwnaniu do chorych
CTCs-negatywnych. W analizie wieloczynnikowej obecnos¢ mCTCs byta niezaleznym
negatywnym czynnikiem prognostycznym (HR=7,33, 95% CI 1,06-50,41, P=0,04; Tabela 11).

Tabela 10. Korelacje pomiedzy cechami kliniczno-patologicznymi a fenotypem EMT CTCs u chorych na BC.

Istotne statystycznie (P<0,05) réznice pogrubiono. Procentowos¢ obliczano w stosunku do wszystkich

prébek (n).
CTCs-pozytywne P
Cecha Status n  CTCs-negatywne
eCTCs emCTCs mCTCs
pT pT1 32 26 (81%) 5 (3%) 1 (16%) 0 (0%) i
(wielkos¢ guza) pT2-pT4 38 25 (66%) 2 (5%) 5 (13%) 6 (16%) ’
pN
(obecnoéé pNres 37 32 (86%) 3 (8%) 1 (3%) 1 (3%)
przerzutow 0,043
do wezlow pNpos 34 20 (59%) 4(11%) 5(15%) 5 (15%)
chionnych)
Liczba zajetych 1-3 (pN1) 59 46 (78%) 7(12%) 4 (7%) 2 (3%)
weztow . . . . 0,003
chtonnych >4 (>pN2) 12 6 (50%) 0 (0%) 2 (17%) 4 (33%)
G ) G1-G2 45 33 (73%) 7(16%) 2 (4%) 3 (7%)
(stopien 0.077
ztosliwosci . . o . ’
histologicznej) G3 26 19 (73%) 0 (0%) 4 (15%) 3 (12%)
ERres 15 12 (80%) 1 (7%) 0 (0%) 2 (13%)
Status ER 0,483
ERpos 56 40 (71%) 6(11%) 6(11%)  4(7%)
PRres 16 13 (82%) 1 (6%) 1 (6%) 1 (6%)
Status PR 0,875
PReos 55 39 (71%) 6 (11%)  5(9%) 5 (9%)
HER2nes 50 37 (74%) 7 (14%) 2 (4%) 4 (8%)
Status HER2 0,060
HER2pos 19 13 (67%) 0(0%)  4(22%)  2(11%)
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Rycina 9. Wptyw obecnosci (A) oraz fenotypu CTCs (B) u chorych na BC na czas catkowitego przezycia.
Jedynie istotne statystycznie roznice (P<0,05) zostaly pokazane na wykresie. Krzywe przezycia

poréwnywano testem log-rank.

Tabela 11. Analiza jedno- i wieloczynnikowa ryzyka zgonu chorych na BC (n=72) uwzgledniajaca klasyczne
cechy kliniczno-patologiczne w zaleznosci od fenotypu wystepujacych CTCs (w poréwnaniu do reszty

probek). Istotne statystycznie réznice (P<0,05) pogrubiono.

. Analiza jednoczynnikowa Analiza wieloczynnikowa
Zmienna
HR 95% CI p HR 95% CI p
o eCTCs 1,40 0,17-11,36 0,75 1,13 0,12-10,61 0,92
..E‘ ] emCTCs 1,65 0,20-13,59 0,64 0,95 0,10-8,75 0,97
E b mCTCs 7,77 1,85-32,68 0,005 7,33 1,06-50,41 0,04
jakikolwiek 5,17 1,23-21,68 0,02 3,40 0,69-16,69 0,13
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Analiza danych literaturowych dotyczgcych metod izolacji krgZzgcych komérek

nowotworowych

W celu pordwnania metod izolacji i detekcji CTCs o réznych fenotypach dokonano
przegladu opisanych w literaturze metod izolacji CTCs o réznych fenotypach EMT
oraz przeprowadzono analize statystyczna opublikowanych danych. Wyzwanie stanowita
gléwnie detekcja CTCs o fenotypie mezenchymalnym ze wzgledu na brak ustandaryzowanej
metody bazujacej na ekspresji specyficznego zewnatrzkomoérkowego markera (a nie tylko
cechach fizycznych), ktéry umozliwialby wychwycenie zywych CTCs do analizy

transkryptomicznej. Wyniki przedstawione w tej sekgji zostaty opublikowane [341].

5.3. Wydajnos¢ odzysku epitelialnych i mezenchymalnych komoérek z linii komérkowych

raka piersi w testach symulujacych analize prébek klinicznych

Metody stuzace do izolacji i detekcji CTCs podzielono wedlug kryterium (wlasciwosci
komérek nowotworowych), na jakim bazuje metoda: (i) CellSearch® (pozytywna selekcja
epitelialna), (ii) negatywna selekcja (usuwanie komoérek z ekspresja markerow leukocytow
i komorek endotelialnych), (iii) pozytywna selekcja zalezna od markerdw (oprécz metody
CellSearch®), oraz (iv) metody fizyczne (wykorzystujace réznice w wielkosci i odksztatcalnosci

komorek).

Wiekszos$¢ metod bazujacych na negatywnej selekgji (Dynal anti-CD45 beads, MINDEC,
negCTC-Chips) i wlasciwosciach fizycznych (Parsortix™, VyCAP, CelSee PREP 400™, FCMC,
FMSA, MCA, spiralne urzadzenia mikrofluidowe — ang. spiral microfluidic devices) charakteryzuje
sie podobnym wspolczynnikiem odzysku (RR) bez wzgledu na fenotyp odzyskiwanych komdrek
nowotworowych (Ryc. 10). Sposrédd analizowanych metod dwie wykazaly dysproporcje
w izolacji komérek o réznych fenotypach. CellSearch®, metoda bazujaca na pozytywnej selekcji
w oparciu o ekspresje EpCAM charakteryzuje si¢ najnizszym RR komdrek BC o fenotypie
mezenchymalnym (ang. mesenchymal BC cells — mesBCs; 23,7%), jednoczesnie pozwalajac
na wysoki odzysk komoérek BC o fenotypie epitelialnym (ang. epithelial BC cells — epiBCs; 89,5%,
P<0,0001). LiquidBiopsy®, metoda pozytywnej selekcji wykorzystujaca markery epitelialne
i mezenchymalne réwniez pozwala na skuteczniejsza izolacje epiBCs niz mesBCs (72,5% vs 32%,
P<0,0001), jednakze OncoCEE™ - metoda z tej samej grupy umozliwia izolacje komorek
o wszystkich fenotypach EMT. Warto jednak podkresli¢, ze OncoCEE™ do detekcji wykorzystuje
szerszy panel markerow niz LiquidBiopsy® (Ryc. 10) [280, 282, 283, 352].

W poréwnaniu do CellSearch®, poszczegdlne metody bazujace na negatywnej selekcji

(Dynal anti-CD45 beads, MINDEC oraz negCTC-uChip) umozliwiaja osiggniecie wyzszego RR
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mesBC, oraz nie gorszego RR epiBC - jedynie z uzyciem Miltenyi anti-CD45 beads uzyskano
gorsze RR epiBC niz CellSearch® (Ryc. 11). Jednoczesnie, frakcja komoérek BC wzbogacona
Miltenyi anti-CD45 beads charakteryzuje sie lepsza czystoscig (zanieczyszczenia PBMCs
w stopniu 0,5%) w poréwnaniu do Dynal anti-CD45 beads (20%) [260]. Metody bazujace
na réznicach we wiasciwosciach fizycznych komérek BC (Parsortix™, CelSee PREP 400™,
FCMC, FMSA, MCA, spiralne urzadzenia mikrofluidowe) generalnie réwniez sprawdzaja sie
lepiej w detekcji mesBC niz CellSearch®, ale réwnie dobrze wykrywaja epiBC. Warto jednak
podkresli¢, ze generalnie w testach spike-in przeprowadzonych z uzyciem metod fizycznych
do krwi dodawana jest duza liczba komdrek z linii komérkowych BC, co nie odwzorowuje
stosunku CTCs do PBMCs w prdbkach klinicznych.
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Rycina 10. RRs epitelialnych (szare) i mezenchymalnych (grafitowe) komorek z linii BC izolowanych
réznymi metodami. Jedynie metody, gdzie dysponowano jednoczesnie RRs dla obu fenotypéw linii BC,
zostaty uwzglednione w analizie [260, 263, 264, 280, 282, 288, 290, 291, 294-298, 301, 302, 353-356]. Kolumny
wskazuja Srednia, za$ stupki SD. Jedynie istotne statystycznie réznice (P<0,05) zostaty pokazane na wykresie.
RRs byly poréwnywane za pomoca ANOVY dwuczynnikowej z poprawka Sidaka dla poréwnan
wielokrotnych.

Wyniki powyzszych analiz wskazuja, ze metody bazujace na negatywnej selekcji
leukocytow oraz wilasciwosciach fizycznych CTCs pozwalaja na izolacje CTCs bez wzgledu
na ich fenotyp. W przypadku analizy probek klinicznych niezbedna jest jednak dalsza detekcja
z uzyciem markerdéw specyficznych dla réznych fenotypéow EMT, aby zagwarantowac rzetelne
odréznienie CTCs od komoérek hematopoetycznych. Zakonczona powodzeniem izolacja CTCs
z probek klinicznych scisle zalezy od objetosci przeanalizowanej krwi, co jest szczegolnie istotne,

gdy w grupie badanej znajdujg si¢ chore we wczesnym stadium BC, u ktdérych rozsiew
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nowotworu droga krwionosna jest na poczatkowym etapie, a odsetek CTCs w poréwnaniu
do komoérek krwi — niewielki. W poréwnaniu do metod fizycznych, metody bazujace
na negatywnej selekcji majg wyzsza przepustowosé, wobec czego umozliwiajg przeanalizowanie
wiekszej objetosci krwi, co w konsekwencji zwigksza prawdopodobienstwo wykrycia

potencjalnych CTCs u chorych.
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Rycina 11. Srednia réznica pomiedzy RRs epiBCs (kota) i mesBCs (kwadraty) uzyskanym wybranymi
metodami [260-262, 264, 265, 280, 282-286, 288, 290-292, 294-302, 311, 315-317, 357-359] oraz CellSearch®
[297, 353, 354, 356] (pokazana na osi Y). Wasy pokazuja 95% CI. Istotne statystycznie réznice (P<0,05) zostaty
oznaczone zaznaczone kolorem grafitowym (epiBCs) i czarnym (mesBCs), podczas gdy nieistotne
statystycznie roznice zaznaczono kolorem biatym. RRs byly poréwnywane za pomoca ANOVY
dwuczynnikowej z poprawka Dunneta dla poréwnan wielokrotnych. W przypadku, gdy RRs epiBCs
lub mesBCs nie byly dostepne dla poszczegoélnych metod, pokazywano RR tylko dla jednego fenotypu.
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Analiza prospektywna

Analiza CTCs-EBFs od chorych na BC z grupy retrospektywnej (n=83) wykazala,
ze mezenchymalne cechy korelowaty z niekorzystna charakterystyka kliniczno-patologiczna,
krétszym OS, wiekszym ryzykiem zajecia wezlow chtonnych oraz ze zwiekszong ekspresja
markerow inwazyjnosci i macierzystosci. Niemniej, geny VIM, CDH1, CDH2, PLS3, CXCR4,
CD44, NANOG, ALDH1A1, POU5F1, PROM1 i JUP byty eksprymowane w zdrowych kontrolach,
najprawdopodobniej wskutek ich ekspresji w komoérkach wystepujacych w krwi. Z tego wzgledu
podjeto sie opracowania metody umozliwiajacej izolacje, detekcje i analize transkryptomiczng
(niewymagajacej korekty poziomu tta) CTCs na poziomie pojedynczej komorki, aby okresli¢
cechy oraz mechanizmy stojace za zwiekszong agresywnoscia CTCs eksprymujacych
mezenchymalne markery. Opracowana metoda (Ryc. 4) bazuje na (i) negatywnej selekcji
komérek CD45 dodatnich, ktéra wedtug analizy danych literaturowych umozliwia izolacje CTCs
bez wzgledu na ich fenotyp EMT, (ii) detekcji opartej o markery epitelialne (EpCAM/ECAD)
i mezenchymalne (csVIM/MCAM) oraz wykluczajace (CD45/CD31/ DAPI). Opracowana

procedura zostata opublikowana [360].

5.4. Wydajnos¢ techniczna metody izolacji i detekcji pojedynczych krazacych komoérek

nowotworowych

Specyficznos¢ metody okreslano analizujac probki krwi od 6 zdrowych ochotniczek. Probki
krwi poddano procedurze izolacji CTCs oraz obejrzano zaggszczone zawiesiny komorek
pod mikroskopem fluorescencyjnym w celu okreslenia obecnosci CD45-/CD31-/DAPI-
negatywnych komodrek o fenotypie: eCTCs (EpCAM- i/lub ECAD-pozytywne, csVIM-
i MCAM negatywne), mCTCs (EpCAM- i ECAD-negatywne, csVIM- i/lub MCAM-pozytywne)
lub emCTCs, gdzie markery epitelialne i mezenchymalne byly koeksprymowane. Jedynie
w martwych (DAPI-pozytywnych) PBMCs i/lub komoérkach o pochodzeniu leukocytarnym
(CD45-pozytywnych) lub endotelialnym (CD31-pozytywnych) obserwowano

wewnatrzkomodrkowg ekspresje markerow mCTCs (csVIM/MCAM) na poziomie biatka.

Po dodaniu 100 komdrek z linii komérkowych BC (MCF-7 - fenotyp epitelialny
lub MDA-MB-231 — fenotyp mezenchymalny) do 5 mL pelnej krwi i przeprowadzeniu procedury
izolacji pojedynczych CTCs, oceniano stopien zageszczenia (wydajno$¢ redukgji ilosci
niepozadanych PBMCs) oraz stopient odzysku — RR (wydajnos¢ wychwytywania komorek
nowotworowych z probki krwi). Metoda izolacji CTCs umozliwia redukcje ilosci PBMCs o 98,4%
(Ryc. 12A; mediana 7 457 059 komdrek po wirowaniu w gradiencie gestosci vs 86 550 komorek

po catej procedurze). RR dodawanych komoérek byt podobny dlalinii komdrkowych BC
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o fenotypach epitelialnym i mezenchymalnym — odzyskano odpowiednio 58,4 + 6,5 i 66,6 + 8,5%
(Srednia + SD) dodanych komorek z linii MCF-7 i MDA-MB-231 (Ryc. 12B). Reprezentatywne
zdjecia wykrytych komdrek z linii MCF-7 i MDA-MB-231 wybarwionych na obecnos¢
EpCAM/ECAD, MCAM oraz CD45/CD31/DAPI przedstawiono na Rycinie 12C.

5.5. Heterogennosc fenotypu EMT w krazacych komoérkach nowotworowych u chorych

na raka piersi

Nastepnie, analizowano prébki od chorych na BC w celu okreslenia liczby CTCs i ich
fenotypu EMT. Jedynie chore operacyjne, ktére przed pobraniem prébki krwi nie otrzymywaty
leczenia systemowego, byly wlaczone do tej analizy. W tej grupie 54 ze 104 (51,9%) chorych byto
CTCs-pozytywnych, z mediang 1 CTC w 5 mL krwi ($rednia + SD - 3,8 + 15). Mediana liczby
eCTCs oraz emCTCs byla nizsza niz mediana liczby mCTCs (o fenotypie mezenchymalnym)
— odpowiednio 010 vs 1,1 CTCs (Ryc. 13A). Chore rdznily sie pod wzgledem zaobserwowanych
fenotypow CTCs: u 7,4% (4/54) chorych wykryto tylko eCTCs, u 50,0% (27/54) tylko mCTCs,
u11,1% (6/54) tylko emCTCs. U 31,5% (17/54) chorych jednoczesnie wystepowaty 2 lub 3
fenotypy CTCs (Ryc. 13B). Reprezentatywne zdjecia wykrytych CTCs przedstawiono
na Rycinie 13C.
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Rycina 12. (A) Liczba PBMCs po wirowaniu w gradiencie gestosci i po catej procedurze izolacji CTCs
po przeprocesowaniu 5 mL prébek krwi od zdrowych ochotniczek (n=6). (B) RR pojedynczych komoérek
z linii BC MCEF-7 (o fenotypie epitelialnym) i MDA-MB-231 (o fenotypie mezenchymalnym) dodanych
do 5 mL prébek krwi od zdrowych ochotniczek. Zmienne poréwnywano testem U Manna-Whitneya.
Na rycinie pokazano $rednie + SD z trzech niezaleznych powtoérzen technicznych dla kazdej linii
komoérkowej BC. (C) Reprezentatywne zdjecia linii komdrkowych BC podczas walidacji barwienia
immunofluorescencyjnego wykrywajacego obecnos¢ EpCAM, ECAD, MCAM, CD45 i CD31.
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Rycina 13. (A) Liczba CTCs o réznych fenotypach EMT u chorych na BC poréwnana testem Kruskalla-
Wallisa. Pionowe linie wskazuja mediang, a wasy 95% CI. Pokazane zostaly jedynie istotne statystycznie
réznice (P<0,05). (B) Heterogennos¢ fenotypéw EMT CTCs wykrytych u CTCs-pozytywnych chorych (n=54)
ukazana jako catkowita liczba CTCs na 5 mL krwi. (C) Reprezentatywne zdjecia CTCs wykrytych u chorych
na BC.
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5.6. Liczba i fenotyp EMT krazacych komodrek nowotworowych u chorych na raka piersi

w zaleznosci od ich charakterystyki kliniczno-patologicznej

Jedynie catkowita liczba CTCs (wszystkie fenotypy) réznita sie¢ pomiedzy chorymi o r6znym
statusie cechy cT; chore z wigkszymi (cT2-4) guzami miaty wiecej CTCs niz chore z mniejszymi
(cT1) guzami (mediana 1,25 vs 0, P=0.037; Ryc. 14A). Jednakze, poréwnujac wielko$¢ guzéw na
podstawie ich $rednicy, byta ona wigksza u chorych CTCs-pozytywnych i eCTCs-pozytywnych
w porownaniu do chorych o negatywnym statusie CTCs (mediana 15 vs 19 mm, P=0,037) i eCTCs
(16 vs 25 mm, P=0.0437; Ryc. 14B). U chorych z zajetymi wezlami chlonnymi w poréwnaniu
do chorych, u ktérych nie wystepowaty przerzuty do weztéw chlonnych obserwowano wiegcej
wszystkich CTCs (mediana 1,9 vs 0, P=0,002), eCTCs (mediana 0 vs 0, P=0,002) i emCTCs
(mediana 0 vs 0, P=0.024) (Ryc. 14C). Konsekwentnie, chore, u ktorych wykonano
limfadenektomie czesciej byty CTCs-pozytywne (67% vs 42%, P=0,02; Tabela 12), co moze
$wiadczy¢ o koniecznosci interwencji chirurgicznej spowodowanej bardziej zaawansowanym
rozsiewem komorek nowotworowych. Liczba wszystkich CTCs byla takze wigksza u chorych
z mniej zréznicowanymi (G3) guzami (mediana 0 vs 3, P=0,006) w pordwnaniu z chorymi z
guzami o wyzszym stopniu zréznicowania (G1-G2), a w przypadku poszczegdlnych fenotypow
CTCs wystepowal podobny trend (Ryc. 14D). Obserwowano ponadto, ze odsetek proliferujacych
(Ki67-pozytywnych) komoérek nowotworowych w guzie pierwotnym byt wiekszy u chorych,
u ktérych wykryto mCTCs w porownaniu do chorych mCTCs-negatywnych (mediana 13%
vs 20%, P=0,009 Ryc. 15A). Przygladajac sie statusowi receptoréw hormondéw steroidowych,
chore z ER-negatywnymi guzami mialy wiecej wszystkich CTCs niz chore ER-pozytywne
(mediana 4 vs0 CTCs, P=0,005; Ryc. 15B), a podobny kierunek zmian wystepowal,
gdy analizowano liczbe eCTCs (mediana 0,5 vs 0; P<0,001), emCTCs (mediana 0 vs 0; P=0,048)
oraz mCTCs (mediana 1 vs 0; P=0,01). U chorych PR-negatywnych istotnie wiecej byto jedynie
eCTCs (mediana 0 vs 0; P<0.001; Ryc. 15C), chore PR-negatywne byty réwniez czesciej eCTCs-
pozytywne (35% vs 7%, P=0,003; Tabela 12). U chorych HER2-pozytywnych obserwowano wigcej
mCTCs w poréwnaniu do chorych HER2-negatywnych (mediana 1 vs 0; P=0.024; Ryc 15D).
Analizujac zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia CTCs i statusem HER2, chore HER2-pozytywne
czesciej byty mCTCs-pozytywne (38% vs 70%, P=0,04; Tabela 12). Ponadto, CTCs o roznych
fenotypach EMT czesciej wspdtwystepowaly u chorych z TNBC niz z lum A/B BC - 86% chorych
z TNBC miato CTCs o co najmniej dwéch roznych fenotypach EMT, w poréwnaniu do chorych
z lum A/B BC, gdzie tylko w 21% przypadkéw rdézne fenotypy EMT byly wykrywane
jednoczesnie(P=0,008), co jest czesciowo konsekwencja nadreprezentacji kilku fenotypéw CTCs

u chorych o negatywnym statusie ER (70% vs 23%; P=0,033) i PR (64% vs 22%; P=0,046; Ryc. 16).
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Rycina 14. Liczba CTCs w zaleznosci od (A) cechy cT, (B) najwiekszego wymiaru guza, (C) cechy cN i (D) stopnia zlosliwosci histologicznej (G) guza u CTCs-negatywnych
i CTCs-pozytywnych chorych na BC. Pozioma linia wskazuje mediang, ramka — 25-75% percentyl, a wasy — zakres.
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Rycina 15. (A) Procent komorek proliferujacych (Ki67-pozytywnych) w guzie u CTCs-negatywnych i -pozytywnych chorych na BC oraz liczba CTCs w zaleznosci
od (B) statusu ER, (C) PR i (D) HER2 guzéw. Pozioma linia wskazuje mediane, ramka — 25-75% percentyl, a wasy — zakres.
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Tabela 12. Korelacje pomiedzy cechami kliniczno-patologicznymi chorych na BC a obecnosciag CTCs
o roznych fenotypach EMT analizowane testem x2 Pearsona lub testem Fishera ().

Obecnos¢
Cecha Status n CTCs eCTCs emCTCs mCTCs
- + - + - + - +

cT1 69 34 35 59 10 55 14 42 27
fvrfrie Ikosé guza) cT2-cT3 34 16 18 31 3 27 7 21 13

P 0.83 0.54* 0.97 0.93
cN cNres 63 33 30 54 9 51 12 39 24
(obecnos¢ przerzutow  cNPpos 40 17 23 36 4 31 9 24 16
do wezléw chlonnych) p 0.33 0.52*  0.67 0.85

nie przeprowadzono 66 38 28 61 5 56 10 43 23
Limfadenektomia przeprowadzono 33 11 22 27 6 24 9 17 16

P 0.02 0.11 0.15 0.19
G G1-2 77 43 34 71 6 65 12 50 27
(stopien ztosliwosci G3 24 7 17 19 5 16 8 12 12
histologicznej) P 0.02 0.07*  0.08* 0.19

ERres 12 2 10 6 6 7 5 3 9
Status ER ERpos 91 48 43 84 7 75 16 60 31

P 0.02* 0.0008  0.07 0.01*

PRres 20 9 11 13 7 15 5 1 9
Status PR PRpos 82 41 41 76 6 67 15 52 30

P 0.69 0.003 0.53* 0.49

HER2"es 89 46 43 79 10 71 18 58 31
Status HER2 HER2pos 0 2 8 8 2 8 2 3 7

P 0.09* 0.35* 1.00% 0.04*

Status Status Stopien ztosliwosci Status Status Status Podtyp
cT cN histologicznej ER PR HER2 molekularny
=043t p=0079 P=0847. P=0.033 P=0.046 P=0603 P=0.008
9 28 26 54 2;5 % 7;) 7 64 = 32 46 a:s PT

% chorych

o 1

9

7 7

cT1  cT24 cN™d  cNPo* G1-2 G3 ER™?  ERP® PR™  PRP®  HER2"® HER2°™  TNBC Lum A/B
(n=29)  (n=22) (n=35)  (n=16) (n=34)  (n=17)  (n=10) (n=43)  (n=11) (n=41) (n=43)  (n=8) (n=7)  (n=42)

Il eCTCs E emCTCs Il mCTCs O Dwa lub trzy fenotypy CTCs

Rycina 16. Heterogenno$¢ fenotypowa CTCs w zaleznosci od charakterystyki kliniczno-patologicznej
chorych na BC.
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5.7. Transkryptomiczne profilowanie pojedynczych krazacych komoérek nowotworowych

Transkryptomiczne profilowanie pojedynczych komoérek =z epitelialnych (MCEF-7)
i mezenchymalnych (MDA-MB-231) linii komérkowych BC pobranych przed i po procedurze
izolacji CTCs pokazuje, ze opracowana metoda nie wyptywa na jakos¢ transkryptomu
pojedynczych komoérek. Wszystkie komorki z linii MDA-MB-231 i 89% komorek z linii MCEF-7
charakteryzowaty si¢ dobrej jakosci transkryptomem, co definiowane byto na podstawie
ekspresji co najmniej dwoch z trzech transkryptow refGs w multipleksowym PCR (Ryc. 17A)
[338]. Réznice w ekspresji 5 genow (oceniane metoda qPCR) kodujacych markery EMT (CDH1,
EpCAM, VIM, PLS3, SERPINE1) pozwolily na identyfikacje fenotypu EMT pojedynczych
komoérek z linii komérkowych BC, a takze ich odrdznienie od komoérek krwi na podstawie
ekspresji genu PTPRC, kodujacego CD45 (Ryc. 17B). Odsetek komodrek o dobrej jakosci
transkryptomie (spelniajacym kryteria opisane powyzej) pobranych od chorych na BC wyraznie
roznil sie w poréwnaniu do jakosci komorek z linii komoérkowych BC; sposréd 104 CTCs i 65 NCs
wyizolowanych od 46 pacjentek, 51 CICs (49%) i 39 NCs (60%) charakteryzowato sie
transkryptomem dobrej jakosci (Ryc. 17C). Obserwuje tu si¢ wyrazna dysproporcje w odsetku
komorek dobrej jakosci w poréwnaniu z ukladem modelowym (testem spike-in; Ryc. 17A),
co moze by¢ spowodowane warunkami stresowymi, na jakie narazone sa CTCs w krwiobiegu.
Oile w przypadku komorek z linii komdérkowych BC fenotypowanie na podstawie analizy
ekspresji metoda qPCR byto mozliwe, to w przypadku CTCs z probek klinicznych nie udato sie
ich jednoznacznie sklasyfikowac¢ wedtug fenotypéw EMT (Ryc. 17D). W CTCs nie obserwowano
ekspresji markeréow mezenchymalnych (SERPINE1, PLS3), ktére byty uzyte do potwierdzenia
fenotypow linii komoérkowych BC. Niemniej, obserwowano podobne roznice w poziomie
ekspresji genow jak w przypadku CTCs-EBFs analizowanych w prébkach klinicznych;
w emCTCs w poréwnaniu do eCTCs i mCTCs odnotowano istotnie wyzszy poziom ekspres;ji
markeréw epitelialnych CDHI (mediana w emCTCs - 2,2vs eCTCs/mCTCs - 0, P<0,001 dla obu),
EpCAM (mediana w emCTCs — 0,8 vs eCTCs/mCTCs - 0, P<0,001 dla obu) i KRT19 (mediana
w emCTCs - 0 vs eCTCs/mCTCs - 0, P=0,008 oraz P=0,013; Ryc. 17D).

Analiza ekspresji genow metoda qPCR umozliwia detekcje jedynie wybranych regionow
transkryptéw uwarunkowanych sekwencja zaprojektowanych starteréow, stad tez istnieje
mozliwo$¢, ze gen jest eksprymowany w danej komoérce wyizolowanej od chorej na BC,
ale konkretny wykrywany fragment transkryptu jest nieobecny (np. wskutek degradacji
lub niewydajnej RT). Metoda RNA-Seq pozwala na szersze profilowanie transkryptomiczne
— sekwencjonowane sa rézne fragmenty danego transkryptu. Zgodnie z protokolem opisanym

wrozdziale 4.9. z materialu z pojedynczych komoérek przygotowano biblioteki cDNA,
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a 49 bibliotek z 22 CTCs (7 emCTCs, 15 mCTCs), 11 NCs oraz 16 z komérek kontrolnych z linii
komorkowych BC — MCF-7, SK-BR-3 i MDA-MB-231 (w tym dwie pobrane z zawiesiny komdrek
po testach spike-in) o odpowiedniej dystrybucji wielkosci fragmentow (srednio 361 pz) poddano
sekwencjonowaniu. Do szczegétowych analiz statystycznych wykorzystano jedynie dobrej
jakosci dane z sekwencjonowania (minimum 800 zmapowanych genéw w komorce [361]) —

z analizy odrzucono jedng CTC (ID 245) i jedna NC (ID 204; Ryc. 18A).
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Rycina 17. (A) Jakos¢ transkryptomu pojedynczych komorek z linii komérkowych BC MCEF-7
i MDA-MB-231 oceniana przed i po przeprowadzeniu procedury izolacji CTCs, oraz (C) pojedynczych CTCs
o roznych fenotypach EMT (n=104) i NCS (n=65) od chorych na BC. (B) Poziom ekspresji markerow
epitelialnych (CDH1, EpCAM, KRT19) i mezenchymalnych (VIM, SERPINE1, PLS3) oraz markeréw komorek
hematopoetycznych (PTPRC) i endotelialnych (PECAM1) w komorkach MCF-7, MDA-MB-231 i NCs
od zdrowych kontroli po procedurze izolacji CTCs oraz (D) w CTCs i NCs pobranych od chorych na BC.
Pozioma linia wskazuje mediang, ,+” — $rednig, ramka — 25-75% percentyl, a wasy — zakres. Jedynie isotne
(P<0,05) réznice sa pokazane.
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Rycina 18. (A) Liczba zmapowanych genow w pojedynczych komorkach z linii komérkowych BC (szary)
i komorkach od chorych na BC — CTCs (czerwony) i NCs (niebieski). Komérki wytaczone z dalszych analiz
zaznaczone sa na czarno. MC — komorki z linii MCF-7, MC_spike — komérka z linii MCF-7 wyizolowana
z petnej krwi, MD — komorki z linii MDA MB-231, MD_spike — komorka z linii MDA-MB-231 wyizolowana
z petnej krwi, SK — komorki z linii SK-BR-3. (B) Liczba zmapowanych odczytéw oraz (C) genow ulegajacych
ekspresji w tCTCs (czerwony), pCTCs (jasny czerwony), pNCs (blekitny) i tNCs (niebieski) poréwnywana
testem Kruskalla-Wallisa i Manna-Whitneya. Ramki symbolizuja mediana, a wasy 95% CI. Jedynie roznice

P<0,01 sa zaznaczone na wykresach.
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Profil ekspresji markeréw BC i markeréw komorek hematopoetycznych w komorkach
dobrej jakosci wskazuje, ze niektére CTCs majq ekspresje genow komodrek uktadu
odpornosciowego (Ryc. 19). Poddaje to w watpliwos¢ ich nowotworowe pochodzenie,
szczegOlnie w przypadku komdrek, u ktérych obserwuje sie jednocze$nie wiele réznych
markerow komoérek ukladu odpornosciowego (np. komérka 25, 30). Z tego powodu,
na podstawie ekspresji markerow oznaczanych na poziomie biatka (EpCAM/ECAD/csVIM/
MCAM barwione immunofluorescencyjnie przed mikromanipulacyjna izolacja pojedynczych
komorek) oraz ekspresji genéw (wyniki RNA-Seq) kodujacych markery komoérek ukiadu
odpornosciowego i endotelialnych, markery epitelialne oraz keratyn, komorki pobrane
od chorych podzielono na 4 grupy o profilach ekspresji progresywnie wskazujacych

na charakterystyke komodrek ukladu immunologicznego (Ryc. 19):

(1) prawdziwe CTCs (ang. true CTCs — tCTCs) — komoérki pobrane na podstawie
pozytywnego barwienia biatkowych epitelialnych i/lub mezenchymalnych
markeréw oraz braku sygnatu od CD45/CD31. Transkryptomicznie komorki
nie wykazuja ekspresji (poziom ekspresji genu <4) markeréw komorek ukladu

immunologicznego.

(ii) potencjalne CTCs (ang. potential CTCs — pCTCs) — komorki pobrane na podstawie
pozytywnego barwienia biatkowych epitelialnych i/lub mezenchymalnych
markeréw oraz braku sygnalu od CD45/CD31. Transkryptomicznie komorki
wykazuja ekspresje (24) markerow komorek uktadu immunologicznego i komorek

endotelialnych oraz ekspresje (>4) markeréw epitelialnych i keratyn.

(iii) potencjalne NCs (ang. potential NCs — pNCs) — komdrki pobrane na podstawie
pozytywnego barwienia biatkowych epitelialnych i/lub mezenchymalnych
markerdw oraz braku sygnatu od CD45/CD31. Transkryptomicznie komorki
wykazuja ekspresje (24) markerow komorek uktadu immunologicznego i komorek
endotelialnych, przy braku ekspresji (<4) markerow epitelialnych i keratyn,
albo wykazuja ekspresje (=4) markerow epitelialnych i keratyn przy jednoczesnej
ekspresji (24) wiecej niz 4 markeréw komorek ukladu immunologicznego

i endotelialnych.

(iv) prawdziwe NCs (ang. true NCs — tNCs) - komorki pobrane na podstawie braku

sygnatu od epitelialnych i mezenchymalnych markeréw na poziomie biatka.
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Rycina 19. Profil ekspresji (nRNA) markeréw komorek i ptytek krwi, komorek endotelialnych, fibroblastow,

telialnych i KRTs

ow ep1

7

komorek BC, receptorow hormondéw, markeréw MET, a takze marker

w pojedynczych komdrkach z linii komérkowych BC oraz komoérek od chorych na BC podzielonych

na tCTCs, pCTCs, pNCs i tNCs.
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Pojedyncze komoérki z linii komorkowych BC wykazywaly silng ekspresje gendow
kodujacych biatka odpowiedzialne za utrzymanie epitelialnej morfologii: luminalnych KRTs
(KRT8, KRT18, KRT19), markerow epitelialnych - DSP, OCLN, MUC1, EpCAM i CDHI)
oraz markerow MET. tCTCs i pCTCs wykazywaly niska ekspresje epitelialnych KRTs,
ale niektére z nich eksprymowaty geny kodujace bazalne KRTs (KRT5, KRTI17) oraz gen
kodujacy MGB1 - SCGB2A2 (Ryc. 19).

Wiele komdrek pobranych z krwi chorych na BC charakteryzowalo si¢ ekspresja genow
kodujacych markery RBCs i PLTs (Ryc. 19) — najliczniejszych elementéw morfotycznych krwi.
Dane literaturowe wskazuja, ze znajdujace si¢ w krwi obwodowej egzosomy zawierajace
transkrypty RBCs i PLTs moga by¢ dostarczane do komorek [362-368]. Zaktadajac taki scenariusz
i biorac pod uwage, ze PLTs mogly zosta¢ przypadkowo zaaspirowane podczas pobierania
CTCs, z dalszych analiz wyszczegdlniajacych réznice transkryptomiczne pomiedzy CTCs i NCs,
wytaczono markery RBCs i PLTs (zidentyfikowane na podstawie paneli dostepnych

na platformie online Human Protein Atlas [347].

Podczas gdy liczba odczytéw w RNA-Seq nie réznita si¢ w CTCs i NCs (Ryc. 18B, liczba
zmapowanych gendw byta istotnie nizsza w CTCs niz w NCs (P=0,0125, mediana 3156 vs 4701;
Ryc. 18C). Oznaczatoby to, ze w CTC mniej genéw ulega ekspresji niz w nienowotworowych
NCs. Przypuszczenia te potwierdza analiza réznicowo eksprymowanych genéw w tCTCs i tNCs,
ktora wykazata, ze 471 gendéw miato obnizonag ekspresje w tCTCs (log2FC<-1), a wérdd nich
dominowaly geny kodujace biatka matej (ang. ribosomal protein S - RPSs) i duzej (ang. ribosomal
protein L - RPLs) podjednostki rybosomow. Jedynie dwa geny charakteryzowaly sie
podwyzszonag ekspresja (log2FC>1) w tCTCs, kodujace biatko cytoplazmatyczne 1 oddziatujace
z FMR1 (ang. cytoplasmic FMR1 interacting protein 1 — CYFIP1) oraz demetylaze lizyny 3B
(ang. lysine demethylase 3B — KDM3B) (Ryc. 20; peina lista genow ulegajacych réznicowej ekspresji

zostata wyszczegolniona w Tabeli U1).

W celu okreslenia, w jakie procesy zaangazowane sa geny o obnizonej ekspres;ji,
przeprowadzono analize ontologii gendw; w ktérej dominowaly procesy zwigzane z ekspresja
gendw na réznych poziomach: transkrypgji i dojrzewania mRNA) i translacji (Ryc. 21). Pozostate
procesy zahamowane w tCTC byty charakterystyczne dla komoérek uktadu immunologicznego,
co potwierdza nieleukocytarny charakter pobranych tCTCs. Lista proceséw zahamowanych

w tCTCs zostata wyszczegodlniona w Tabeli U2.
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Rycina 20. Geny ulegajace roznicowej ekspresji pomiedzy tCTCs i tNCs. Geny o zmienionej ekspresji
w tCTCs zaznaczono na szaro, a geny o obnizonej ekspresji kodujace podjednostki rybosomoéw —na czarno.

Na szarym tle znajduja sie geny, ktorych ekspresja nie byla istotnie zmieniona (-1<log2(FC)<1

i/lub
Manna-Whitneya.
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Rycina 21. Wybrane procesy (GO BP, GO MF, Reactome, KEGG), w ktdre zaangazowane sg geny o obnizonej ekspresji w tCTCs w poréwnaniu do tNCs. Rozmiar kota odpowiada
ilo$ci genow zaangazowanych w dany proces, a jego kolor — logi(FDR).
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6. Dyskusja

Z uwagi na molekularng heterogennos¢ CTCs oraz ich istotng role w kaskadzie
metastatycznej, istnieje potrzeba doskonalenia metod izolacji i detekcji CTCs. Nie wszystkie
obecnie stosowane protokoly umozliwiaja wychwycenie CTCs o wszystkich fenotypach,
zwlaszcza tych, ktdre wskutek EMT utracily epitelialnosc i zyskaty mezenchymalne cechy [47, 58,
243, 248, 257-259, 277, 369-375].

Niedostosowanie strategii wykrywania heterogennych fenotypowo CTCs podkresla fakt,
ze metoda CellSearch® — zaakceptowana przez FDA technika izolacji i detekcji CTCs u chorych
na wybrane nowotwory epitelialne [271-274] nadal uznawana jest za zloty standard
do oznaczania ilosci CTCs. Czulo$¢ tej metody w wykrywaniu CTCs, ktére utracity epitelialne
cechy budzi obawy (47,5% vs 85% w poréwnaniu do metody wykorzystujacej przeciwciato
anty-csVIM) [258], gdyz wskutek aktywacji EMT w komdrkach nowotworowych [257], ekspresja
markeréw epitelialnych, w tym EpCAM (marker, o ktéry oparta jest izolacja w CellSearch®),
ulega obnizeniu, co wykazano w przypadku wybranych linii komérkowych BC o agresywnym
fenotypie [275, 276]. Oparcie selekcji na ekspresji dodatkowych markeréw komorek
mezenchymalnych i macierzystych zwieksza prawdopodobienstwo wykrycia CTCs o réznych
fenotypach [282, 352], do tej pory jednakze ekspresja mezenchymalnych markeréw bylta czesto
analizowana w CTCs izolowanych w oparciu o marker epitelialny. Taka strategia moze by¢
skuteczna, gdy izolowane CTCs zachowuja cechy epitelialne, lecz nie jest odpowiednia,

gdy celem jest izolacja CTCs, ktére sa bardziej zaawansowane w EMT.

Dane literaturowe wskazuja, ze mCTCs (CTCs o czysto mezenchymalnym fenotypie)
wystepuja u 71,7% chorych z przerzutowym i 35,5% z operacyjnym BC [47], a w miare postepu
choroby u chorych nieodpowiadajacych na terapie niemal cata populacja CTCs moze wykazywac
cechy mezenchymalne [243]. Zastosowanie niewlasciwej techniki izolacji/ identyfikacji mCTCs
zwieksza ryzyko uzyskania falszywie-negatywnego wyniku detekcji [47, 243, 258], a utrata
informacji na temat subpopulacji CTCs wystepujacych u tak duzego odsetka chorych na BC
skutkuje uzyskaniem niepetnego obrazu heterogennosci CTCs. CTCs o réznych fenotypach EMT
moga dostarczy¢ cennych klinicznie informacji, dlatego odpowiednie zaprojektowanie protokotu
izolacji i identyfikacji CTCs w prébkach klinicznych jest kluczowe dla ich kompleksowej
charakteryzacji, a ukierunkowane na nie leczenie stanowi potencjalng strategie ograniczajaca
powstawanie przerzutdw [376, 377]. Dodatkowo, procesy biologiczne stojace za agresywnoscia
CTCs nadal sg niedostatecznie poznane. Zastosowanie metody izolacji i detekcji CTCs operujacej
na zywych komdrkach otwiera zatem droge do ich analizy transkryptomicznej, a w konsekwencji

ich bardziej szczegdtowej biologicznej charakteryzaciji.
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Analiza retrospektywna

W retrospektywnej czesci badan opisanych w pracy doktorskiej przeprowadzono analize
ekspresji genow metoda qPCR w CTCs-EBFs wzbogaconych we wszystkie fenotypy EMT.
Chociaz zastosowana metoda nie gwarantuje uzyskania catkowicie czystej frakcji CTCs,
ktora moze by¢ zanieczyszczona komdrkami krwi (szczegélnie tymi o niskim poziomie/ braku
ekspresji CD45), to zastosowanie odpowiedniego punktu odcigcia (powyzej poziomu tla

obserwowanego w zdrowych kontrolach) pozwolito na doktadniejsza klasyfikacje CTCs-EBFs.

W  przeprowadzonych badaniach wykazano, ze jedna trzecia (6/19, 31,5%)
CTC-pozytywnych prébek wykazywata jednoczesna ekspresie markeréw epitelialnych
i mezenchymalnych, a eCTC- i mCTCs-pozytywne chore stanowily odpowiednio 37% i 31,5%
badanej grupy. Réwnoczesna detekcja markerow epitelialnych i mezenchymalnych moze
wskazywac na obecnos¢ zaréwno wspdtwystepujacych CTCs o fenotypie czysto epitelialnym
i czysto mezenchymalnym, jak i fenotypie epitelialno-mezenchymalnym. Jednakze, ze wzgledu
na ograniczenia stosowanej metody, nie mozna bylo tego jednoznacznie potwierdzi¢. Co wazne,
zaréwno bifenotypowos¢ CTCs [249, 378], jak i wspolwystepowanie w krazeniu CTCs
o fenotypach epitelialnym i mezenchymalnym [379] zwigzane sa z wigkszym ryzykiem
wystepowania przerzutow. W przypadku CTCs o hybrydowym, epitelialno-mezenchymalnym
fenotypie, niekorzystna prognoza moze by¢ zwigzana z nabywaniem mezenchymalnych cech
zwigkszajacych potencjat do formowania przerzutéw, takich jak ekspresja gendw zwiazanych
z macierzysto$cia, formowaniem klastrow CTCs, lub chocby czesciowa epitelialnoscia, ktéra
umozliwia szybsza kolonizacje [378, 380]. Jednoczesna obecnos¢ eCTCs i mCTCs w krazeniu
sprzyja kooperatywnej kolonizacji; mCTCs sa bardziej inwazyjne i maja wiekszy potencjat
do oddzielenia si¢ od guza, pokonania bariery naczyn krwionosnych, a takze przetrwania
w krazeniu, zas eCTCs charakteryzuja sie wigkszym potencjatem kolonizacyjnym [379]. W tym
kontekscie, analiza CTCs na poziomie pojedynczej komoérki oferowalaby mozliwos¢

precyzyjnego okreslenia ich fenotypu i heterogennosci.

Wedtug danych literaturowych chore na BC z przerzutami odlegltymi, u ktérych wystepuja
mCTCs, maja gorszaq prognoze [47, 243, 249, 258], jednak rola CTCs o mezenchymalnym
fenotypie nie zostala jeszcze dokladnie zbadana w kontekscie wczesnych etapdéw kaskady
metastatycznej. W grupie chorych CTCs-pozytywnych, 61% wykazywalo ekspresje markeréw
mezenchymalnych CTCs, podczas gdy u 31,5% chorych wystepowaly tylko mCTCs. Bazujac
na ekspresji VIM i TWIST1 Zhang i in. (2017) wykazali obecno$¢ emCTCs i/lub mCTCs u 71,8%,
atylko mCTCs u 1% nieprzerzutowych CTCs-pozytywnych chorych na BC, co stanowito

mniejszy odsetek niz w przypadku chorych przerzutowych (odpowiednio 87,6% i 4,1%) [47].
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Ponadto, obecnos¢ emCTCs i/lub mCTCs okazata sie by¢ wskaznikiem obecnosci odlegtych
przerzutéow, a obecnos¢ nawet jednej mCTCs w 5 mL prébkach krwi obwodowej od chorych
na BC byla zwiazana z progresjqa choroby [47]. W pracy Ou i in. (2018) zaobserwowano
analogiczng zaleznos¢ miedzy wystepowaniem CTCs o réznych fenotypach a gorsza prognoza;
chorzy na raka watroby, u ktérych wykryto mCTCs mieli krotszy DFS niz ci, u ktérych wykryto
eCTCs i emCTCs [381]. Bardziej agresywny przebieg choroby w przypadku detekcji mCTCs
potwierdzja tez wyniki opisane w pracy doktorskiej — obecno$¢ mCTCs wykrywanych przy
uzyciu wykorzystanego przeze mnie szerszego panelu markeréw (ERBB2, SCGB2A2, VIM, CDH2,
PLS3) byla zwiazana z 7-krotnie wyzszym ryzykiem zgonu. W CTCs-EBF o hybrydowym,
epitelialno-mezenchymalnym fenotypie zaobserwowano podwyzszona ekspresje PLS3,
co wskazuje, ze podobnie jak w przypadku raka jelita grubego [382], PLS3 moze by¢ skutecznym
markerem CTCs przechodzacych EMT, charakteryzujacym sie jednoczesnie niska ekspresja

w komorkach krwi od zdrowych kontroli.

Analiza metod izolacji krqZgcych komorek nowotworowych

Na podstawie danych literaturowych opisujacych wyniki testow spike-in wykazano,
ze wiekszos¢ metod zaprojektowanych w celu wykrycia CTCs o réznych fenotypach EMT lepiej
niz CellSearch® izoluja mCTCs, podczas gdy tylko niektore z nich wykazuja gorszy stopien
odzysku eCTCs w poréownaniu do CellSearch®. Jednoczeénie, zadna z metod nie umozliwiata
uzyskania istotnie lepszego odzysku eCTCs niz CellSearch®, uzasadniajac postrzeganie
tej metody jako ztotego standardu ich detekcji.

Poréwnujac dane z testow spike-in oraz probek od chorych na BC, wydaje sig, ze izolacje
mCTCs umozliwiaja wybrane metody fizyczne, negatywna selekcja i metody bazujace
na szerokim panelu markeréw (np. OncoCEE™). Jednakze, metody oparte na wtasciwosciach
fizycznych nie byly dotychczas rutynowo stosowane do izolacji CTCs z prébek klinicznych,
co uniemozliwilo sprawdzenie ich uzytecznosci w analizach prébek od chorych. Certyfikowanie
przez FDA w 2022 roku mikrofluidowego systemu Parsortix® PC1 jako urzadzenia
do wzbogacania w CTCs probek krwi od chorych na BC z przerzutami odleglymi otwiera droge
do izolagji szerokiego spektrum fenotypdw CTCs w prdobkach klinicznych. Parsortix® P1 pozwala
na izolacje komorek BC o kazdym fenotypie EMT [383], a jego skutecznos¢ w analizie probek
klinicznych zostata potwierdzona [384], jednak uzytecznos¢ tego systemu do charakterystyki
roznych fenotypdéw CTCs bedzie Scisle zalezala od metody detekgji.

Poréwnywanie metod izolacji CTCs o réznych fenotypach EMT jedynie na podstawie
danych literaturowych niesie ze sobg ograniczenia wynikajgce z faktu, ze zostaly one pozyskane

na podstawie eksperymentéw przeprowadzonych w réznych osrodkach, z uzyciem réznych
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objetosci krwi, liczby dodawanych komorek oraz technik detekgji. Detekcja komorek z linii
komorkowych na podstawie barwnika uzytego do wyznakowania komorek przed procedurg
izolacji albo optymalnego markera moze skutkowac uzyskaniem wysokiego stopnia odzysku,
ale niekoniecznie przektada si¢ na mozliwos¢ zaobserwowania heterogennosci CTCs u chorych.
Przydatno$¢ poszczegoélnych metod izolacji CTCs moze by¢ ograniczona w analizie prébek
klinicznych ze wzgledu na pominiecie krytycznej roli odpowiedniego markera do detekcji CTCs.

Na chwile obecna ograniczona ilo$¢ danych literaturowych uniemozliwia jednoznaczne
okreslenie optymalnego markera do detekcji mCTCs, co stanowi uzasadnienie kompleksowej
charakteryzacji CTCs =z prébek klinicznych na poziomie pojedynczej komorki,
co przeprowadzono w analizie prospektywnej opisywanej w pracy doktorskiej. Definiowanie
mCTCs nie powinno opiera¢ sie na ekspresji markeréw plejotropowych, jak EMT-TFs,
ktore odpowiadaja za regulacje roznych programoéw molekularnych [385]. W CTCs obserwuje sie
heterogenna ekspresje markeréw mezenchymalnych i EMT, dlatego zastosowanie wielu
markeréw moze zwigkszy¢ czutosci detekcji. Musi to jednak by¢ zrownowazone specyficznoscia
markera oraz markerdw wykluczajacych, gdyz poszczegélne markery mezenchymalne/EMT
(np. VIM, EMT-TFs) moga ulega¢ ekspresji w komoérkach wystepujacych we krwi [248, 257, 259,
369, 375].

Analiza prospektywna

Bazujac na wynikach analizy danych literaturowych, metode izolacji CTCs opracowana
w ramach pracy doktorskiej oparto o negatywna selekcje, ktéra umozliwia izolacje CTCs
niezaleznie od statusu EMT. Wzbogacenie w CTCs krwi obwodowej od chorych na BC metoda
wirowania w gradiencie gestosci oraz negatywnej selekcji CD45-pozytywnych komoérek krwi
pozwolilo na uzyskanie optymalnej czystosci frakcji komodrkowej do manualnej detekcji
potencjalnych CTCs. Biorac pod uwage heterogennos¢ fenotypowa EMT réznych subpopulacji
CTCs, ich detekcje oparto o panel markerow epitelialnych - EpCAM i ECAD,
oraz mezenchymalnych — csVIM i MCAM. Wybrane markery mezenchymalne sa eksprymowane
w liniach komorkowych BC o mezenchymalnym fenotypie, charakteryzuja guzy BC
o niekorzystnych cechach kliniczno-patologicznych i sa zwigzane z krotszym OS [196, 258, 265,
386-388]. Wystepuja jednak réwniez w innych komoérkach znajdujacych sie w krwiobiegu [248,
389], co uzasadnia dodatkowe zastosowanie markeréw wykluczajacych hematopoetyczne
(CD45) i endotelialne (CD31) pochodzenie potencjalnych CTCs. Strategia przyjeta
w opracowanym protokole pozwolita na okreslenie fenotypu pojedynczych komorek:
epitelialnego, epitelialno-mezenchymalnego i mezenchymalnego, oraz ich mikromanipulacyjna

izolacje w celu dalszej, bardziej szczegolowej charakterystyki transkryptomicznej. Opracowana
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metoda nie izolowata takze preferencyjnie komoérek o danym fenotypie EMT; w testach spike-in
z rowna wydajnoscia izolowano komorki BC o fenotypach epitelialnym i mezenchymalnym,
jednoczesnie uzyskujac wyzszy RR tych ostatnich (66,6%), w porownaniu do CellSearch®
(23,7% [341]).

U 48% (50/104) operacyjnych chorych na BC analizowanych prospektywnie wystepowaty
emCTCs i/lub mCTCs, zas u 26% (27/104) jedynie mCTCs. Podobnie jak w przypadku chorych
analizowanych retrospektywnie, odsetek mCTCs-pozytywnych chorych roznit si¢ od wartosci
literaturowych, wykazujac jeszcze wigsza dysproporcje (mCTCs — 5%) [341]. Warto jednak
zwrdci¢ uwage na fakt, ze jeden z markerow mezenchymalnych uzytych przez badaczy
do detekcji mCTCs — TWIST1, podobnie jak pozostale EMT-TFs, jest eksprymowany na niskim
poziomie w komodrkach nowotworowych, a liczba jego transkryptow w komorce jest scisle
regulowana przez Sciezki transdukgji sygnatu aktywujace i hamujace EMT.Dodatkowo, analiza
danych literaturowych wskazuje, ze EM-TFs nie s3 markerami umozliwiajacymi czuta detekcje
mCTCs u przerzutowych chorych na BC [341].

Przygladajac sie zaleznosciom pomiedzy liczba CTCs a cechami kliniczno-patologicznymi
chorych na BC, mozna zauwazy¢, ze wiecej istotnych statystycznie roznic obserwowano,
gdy rozpatrywano catkowita liczbe CTCs (o wszystkich fenotypach), co sugeruje, ze detekcja
CTCs w calym spektrum fenotypéw EMT moze przekladac sie na ich znaczenie kliniczne. Guzy
chorych mCTCs-pozytywnych czesciej byly HER2-dodatnie oraz miaty wysoki potencjat
proliferacyjny. Chore na TNBC czesciej wykazywaly wysoka heterogennosc¢ fenotypow CTCs
w poréwnaniu do chorych lum A/B (86% vs 21% chorych z wiecej niz jednym fenotypem CTCs).
Ze wzgledu na fakt, ze u chorych z TNBC czesciej obserwuje si¢ gorsza charakterystyke
kliniczno-patologiczng oraz zle rokowanie [36], obecno$¢ CTCs o roznych fenotypach EMT
u jednej chorej moze Swiadczy¢ o wigkszej plastycznosci BC o tym podtypie molekularnym i by¢
zwigzana z jego zwigkszong agresywnoscia

Przechodzac dalej do charakterystyki molekularnej CTCs, zaobserwowano, ze opracowana
metoda izolacji i detekcji CTCs nie wptywata na jako$¢ transkryptomu analizowanych komorek
w testach spike-in, jednak odsetek dobrej jakosci komoérek pobranych od chorych na BC
byt wyraznie nizszy niz w przypadku uktadu modelowego (linie komérkowe). Warto podkresli¢,
ze linie komdrkowe maja ustabilizowany fenotyp i s3 hodowane w optymalnych warunkach,
podczas gdy CTCs, dla ktdrych uklad krwiono$ny nie jest naturalnym s$rodowiskiem,
sa narazone na szereg czynnikow stresowych, takich jak uszkodzenia mechaniczne, stres
oksydacyjny, kontrola ze strony ukladu immunologicznego i brak otrzymywanych

fizjologicznych sygnaléw [390], co moze prowadzi¢ do zahamowania ekspresji genow
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i/lub degradacji mRNA, ktére nawet w warunkach homeostazy jest nietrwale. Ogranicza
to rowniez mozliwo$¢ fenotypowania CTCs za pomoca niskoprzepustowych metod (np. qPCR),
co skltania do stosowania wysokoprzepustowych metod takich jak RNA-Seq wykorzystany
do przedstawionej w pracy doktorskiej biologicznej charakterystyki pojedynczych CTCs.

Wykorzystujac opracowana metode izolacji i detekcji pojedynczych komorek z krwi
obwodowej pobrano 33 komdrki (CTCs i NCs) od chorych na BC, ktére poddano
sekwencjonowaniu transkryptomu. Zaobserwowano, ze czgs¢ komorek, ktore na poziomie biatka
miaty ekspresje markeréw epitelialnych, na poziomie RNA wykazywaty ekspresje transkryptéw
komorek ukladu odpornosciowego. Aby wykluczy¢ komorki falszywie zidentyfikowane
jako CTCs, wprowadzono ich klasyfikacje oparta o profil ekspresji progresywnie wskazujacy na
charakterystyke komodrek ukladu immunologicznego. Jedynie komdrki pobrane na podstawie
pozytywnego barwienia na obecnos¢ epitelialnych i/lub mezenchymalnych markeréw
oraz braku sygnatu od CD45/CD31, oraz transkryptomicznie wykazujace niska ekspresje
markeréow komoérek ukladu immunologicznego lub jej brak, byly uwzglednione w analizach
funkgji biologicznych.

Przygladajac si¢ parametrom danych uzyskanych w wyniku sekwencjonowania, liczba
odczytow nie rézni si¢ pomiedzy podgrupami pobranych komorek, ale w CTCs zostato
zmapowanych mniej genéw niz w NCs. Mniejszg liczbe gendéw ulegajacych ekspresji w tCTCs
potwierdza obserwacja, ze w poréwnaniu do tNCs, 471 gendw miato obnizona ekspresje.
Wsrod tych gendéw dominowaly geny kodujace podjednostki rybosomoéw oraz geny krytyczne
dla procesu translacji. Zmniejszona ekspresja RPL15 w CTCs zostala opisana jako gtowny
czynnik przyczyniajacy si¢ do zahamowania translacji i zwigkszenia agresywnosci eCTCs
u chorych na BC [332]. Jednoczesnie, gen o najbardziej podwyzszonej ekspresji w tCTCs
— CYFIP1, koduje biatko petniace role inhibitora translacji poprzez wiazanie z czapeczka mRNA
[391]. Dane literaturowe wskazujg na potencjat inhibitoréw transkrypcji i translacji w leczeniu
BC, zarowno stosowanych samodzielnie jak i w terapiach kombinowych [392-394]. Wyniki badan
przedklinicznych i klinicznych nie dajg jednak jednoznacznej odpowiedzi, czy testowane
terapeutyki moga skutecznie hamowac wzrost nowotworu nie wywotujac jednoczesnie skutkow

ubocznych dyskwalifikujgcych ich zastosowanie w praktyce klinicznej [392, 393].

Drugi z gendéw o podwyzszonej ekspresji w tCTCs, KDM3B, koduje demetylaze reszt
lizynowych ogonéw histondéw, ktéra poprzez usuwanie grup metylowych moze wplywac
na regulacje dostepnosci chromatyny [395]. KDM3B odgrywa istotna role w komorkach
nowotworowych poprzez swoje dziatanie regulatorowe na poziomie transkrypcji genow

kluczowych dla wielu procesdéw zwigzanych z nowotworzeniem. Nadekspresje KDM3B
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obserwowano w nowotworach epitelialnych [396-400], co zwiazane bylo z niekorzystna

charakterystyka kliniczno-patologiczna i gorszym rokowaniem [398, 400].

W raku jelita grubego KDM3B pelni role regulatora sciezki sygnalizacyjnej Wnt/B-CAT
poprzez bezposrednie wigzanie z regionem promotorowym gendéw kodujacych [-katenine
oraz zaangazowanych w $ciezke Wnt AXIN? (ang. axis inhibition protein 2) i DKK1 (ang. Dickkopf
Whnt signaling pathway inhibitor 1) [401]. W liniach komodrkowych BC KDM3B aktywuje $ciezke
Wnt/pB-CAT poprzez hamowanie ekspresji LMO2 (ang. LIM domain only 2) [399]. Ekspresja
KDM3B jest rowniez istotna dla ksztattowania agresywnego fenotypu komdrek nowotworowych
w raku prostaty opornym na kastracje [402]. Ponadto, KDM3B wptywa na zwiekszenie odsetka
agresywnej populacji ALDH1-pozytywnych komoérek w liniach komdrkowych raka jelita, a takze
promuje oporno$¢ tych komoérek na apoptoze indukowana cisplatyna i irinotekanem [401].

Aby komdrki nowotworowe mogly przerzutowa¢, musza pokona¢ bariere naczyn
krwionosnych i dosta¢ sie do krwiobiegu, gdzie sa narazone na czynniki wywotujace stres
komérkowy, negatywnie wplywajace na potencjat metastatyczny CTCs [390]. Dane literaturowe
wskazuja na role KDM3B w hamowaniu ferroptozy — regulowanej sciezki $mierci komdrkowej
charakteryzujacej sie zalezna od zelaza akumulacja wodoronadtlenkow lipidéw [403].
Nadekspresja KDM3B w komdrkach nowotworowych prowadzi do zwiekszenia ekspresji genu
SLC7A11 (ang. solute carrier family 7 member 11), kodujacego antyporter cystyny i glutaminianu
(substratéw glutationu) oraz GPX4, kodujacego peroksydaze glutationowa (ang. glutathione

peroxidase 4), ktérych aktywno$¢ ogranicza negatywne skutki dziatania ROS [404].

KDM3B petni istotna role w patogenezie nowotworow poprzez regulacje szeregu procesow
biologicznych zwigzanych z inwazyjnoscia, przerzutowaniem i opornoscia na leczenie.
Jego dziatanie czyni go potencjalnym celem terapeutycznym i biomarkerem prognostycznym.
Inhibitory KDM3B sa obecnie intensywnie badane pod katem ich potencjalnego zastosowania
w leczeniu nowotwordw, w tym BC [405-407]. Warto jednak zauwazy¢, ze inhibitory KDM3B
sa wciaz w fazie badan przedklinicznych, a ich skutecznos¢ i bezpieczenstwo musza by¢ jeszcze

doktadnie zbadane przed wprowadzeniem ich do praktyki leczniczej.
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7. Podsumowanie i wnioski

W pracy doktorskiej zaadresowano zagadnienia dotyczace klinicznego i biologicznego
znaczenia CTCs o réznych fenotypach EMT u chorych na BC oraz ograniczen metod izolacji
idetekcji CTCs wynikajacych z ich heterogennosci i matej liczby w krwi obwodowej

na wczesnych etapach kaskady metastatycznej, dzieki czemu:

() zidentyfikowano CTCs o fenotypach epitelialnym, epitelialno-mezenchymalnym
i mezenchymalnym w CTCs-EBF od retrospektywnie analizowanych chorych
na operacyjnego BC, oceniono ich cechy biologiczne (inwazyjnos¢, macierzystos¢,

zdolno$¢ do formowania klastréw) oraz wartos¢ rokownicza.

Ekspresja genéw odpowiedzialnych za cechy promujace rozsiew (CXCR4, PLAUR, CD44,
NANOG, POUS5F1) zwiekszata sie¢ wraz mezenchymalnymi cechami CTCs. Obecnos¢ emCTCs
imCTCs wiazata sie z niekorzystng charakterystyka kliniczno-patologiczna — przerzutami
do wezléw chlonnych oraz wiekszym rozmiarem guza, zas obecnos¢ mCTCs byla niezaleznym
czynnikiem 7-krotnie wyzszego ryzyka zgonu.

(ii) w oparciu o dane literaturowe wytypowano metode izolacji pojedynczych CTCs

w calym spektrum fenotypéw EMT z krwi chorych na BC.

Wybor metody opartej o fizyczne wiasciwosci CTCs czy negatywna selekgje,
anie o ekspresje  waskiego  spektrum  markeréw  epitelialnych, stwarza wieksze
prawdopodobienstwo izolacji i charakterystyki CTCs o réznych fenotypach EMT i réznym

potencjalne metastatycznym.

(iii) opracowano protokot izolacji i detekcji pojedynczych CTCs o fenotypach
epitelialnym, epitelialno-mezenchymalnym i mezenchymalnym, umozliwiajacy
ich charakterystyke transkryptomiczng na poziomie pojedynczej komorki.

Opisany protokot izolacji i detekcji CTCs charakteryzuje si¢ dobrymi parametrami
technicznymi w ukladzie modelowym - w testach spike-in umozliwiat wykrycie 58,4%
epitelialnych komorek MCEF-7 oraz 66,6% mezenchymalnych komoérek MDA-MB-231,
ktore charakteryzowaty sie dobrej jakosci transkryptomem. Dodatkowo, za pomoca
opracowanego panelu markeréw jest mozliwe rozréznienie ich fenotypow w qPCR.

(iv) u prospektywnie analizowanych operacyjnych chorych na BC oznaczono liczbe

CTCs, ich fenotypy EMT i stopien heterogennosci oraz skorelowano te parametry
zdanymi  kliniczno-patologicznymi  chorych. Na  podstawie  analizy

transkryptomicznej pojedynczych CTCs okreslono ich znaczenie biologiczne
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oraz zidentyfikowano zmienione w nich procesy, ktére moga by¢ istotne
dla przezycia CTCs.

Wyniki badania prospektywnego réwniez wskazuja na zalezno$¢ pomiedzy obecnos$cia
iliczbg CTCs o réznych fenotypach, a bardziej agresywnymi cechami nowotworu, przy czym
wiecej eCTCs obserwowano u chorych z zajetymi weztami chlonnymi oraz z guzami
o negatywnym statusie receptoréw hormonow steroidowych, podczas gdy liczba mCTCs byta
wieksza u chorych z guzami HER2-dodatnimi oraz guzami o wigkszym potencjale
proliferacyjnym. Co wiecej, najwiekszg heterogennos¢ fenotypéw EMT CTCs obserwowano
u chorych z TNBC. Swiadczy to o istnieniu pewnej tendencji do rozsiewu okreslonych fenotypéw

EMT CTCs w zaleznosci od charakterystyki molekularnej nowotworu.

Niemniej, na podstawie analizy danych transkryptomicznych okreslono populacje komédrek
fatszywie zidentyfikowanych jako CTCs na podstawie barwienia immunofluorescyjnego.
Oznacza to, ze obecnos¢ i liczba CTCs, ktdére korelowano z danymi kliniczno-patologicznymi
mogly zosta¢ okreslone nieprawidlowo. Pomimo tego, istnieje istotna zaleznos¢ pomiedzy
obecnoscig i liczbg CTCs o réznych fenotypach EMT a charakterystyka kliniczno-patologiczna
chorych na BC. Wykluczenie falszywie-pozytywnych wynikéw mogloby potencjalnie zwiekszy¢

site tych korelacji, ale jest to niemozliwe w przypadku detekcji CTCs na poziomie biatka.

Analiza transkryptomiczna pojedynczych komodrek pobranych od chorych na BC wykazala,
ze w porownaniu do komorek krwi mniej gendéw jest eksprymowanych w CTCs, zas geny
o obnizonej ekspresji (kodujace podjednostki rybosomow) w CTCs sg zaangazowane w proces
translacji. W tCTCs obserwowano réwniez podwyzszona ekspresje genu CYFIP1, kodujacego
inhibitor translacji. Czynniki stresowe, ktére oddzialuja na CTCs obecne w krazeniu moga
wplywacé na ich zywotnos¢, ale takze na rézne procesy biologiczne, w tym te zwiazane z ekspresja
genéw. Mozna przypuszczaé, ze zahamowanie procesow molekularnych zwigzanych
z translacja  stanowi  pro-przezyciowa strategie umozliwiajacq  przetrwanie CTCs

w niekorzystnych warunkach.
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8. Tabele uzupelniajace

Tabela Ul. Lista genéw ulegajacych réznicowej ekspresji w tCTCs.

ENSEMBL ID ENTREZID Symbolgenu Nazwa genu log2(FC) P
ENSG00000164587.11 6208 RPS14 ribosomal protein S14 -6,91 0,0026
ENSG00000143546.9 6279 S100A8 5100 calcium binding protein A8 -6,83 0,0145
ENSG00000163220.10 6280 S100A9 5100 calcium binding protein A9 -6,71 0,0032
ENSG00000198034.10 6191 RPS4X ribosomal protein 54 X-linked -6,47 0,020
ENSG00000142534.6 6205 RPS11 ribosomal protein S11 -6,47 0,0134
ENSG00000089009.15 6128 RPL6 ribosomal protein L6 -6,11 0,0088
ENSG00000149806.10 2197 FAU FAU ubiquitin like and ribosomal protein S30 fusion -5,98 0,0040
ENSG00000011600.11 7305 TYROBP transmembrane immune signaling adaptor TYROBP -5,98 0,0004
ENSG00000147162.13 8473 OGT O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase -5,97 0,0127
ENSG00000110700.6 6207 RPS13 ribosomal protein S13 -5,92 0,0215
ENSG00000019582.14 972 CD74 CD74 molecule -5,80 0,0030
ENSG00000213741.9 6235 RPS29 ribosomal protein 529 -5,77 0,010
ENSG00000147403.16 6134 RPL10 ribosomal protein L10 -5,72 0,0428
ENSG00000162511.7 7805 LAPTM5 lysosomal protein transmembrane 5 -5,70 0,0027
ENSG00000136167.13 3936 LCP1 lymphocyte cytosolic protein 1 -5,61 0,0011
ENSG00000148303.16 6130 RPL7A ribosomal protein L7a -5,53 0,0112
ENSG00000265972.5 10628 TXNIP thioredoxin interacting protein -5,51 0,001
ENSG00000204287.13 3122 HLA-DRA major histocompatibility complex, class II, DR alpha -5,50 0,003
ENSG00000143947.13 6233 RPS27A ribosomal protein S27a -5,47 0,0128
ENSG00000171863.12 6201 RPS7 ribosomal protein S7 -5,34 0,046
ENSG00000125691.12 9349 RPL23 ribosomal protein L23 -5,29 0,0246
ENSG00000162434.11 3716 JAK1 Janus kinase 1 -5,19 0,0107
ENSG00000030582.17 2896 GRN granulin precursor -5,10 0,0057
ENSG00000145592.13 6167 RPL37 ribosomal protein L37 -5,10 0,0008
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ENSG00000021355.12 1992 SERPINBI1 serpin family B member 1 -5,09 0,0059
ENSG00000122406.12 6125 RPL5 ribosomal protein L5 -5,09 0,0126
ENSG00000198755.10 4736 RPL10A ribosomal protein L10a -5,07 0,030
ENSG00000132670.20 5786 PTPRA protein tyrosine phosphatase receptor type A -5,02 0,0240
ENSG00000135046.13 301 ANXA1 annexin Al -4,99 0,0045
ENSG00000170776.21 11214 AKAP13 A-kinase anchoring protein 13 -4,99 0,000
ENSG00000008988.9 6224 RPS20 ribosomal protein 520 -4,98 0,0035
ENSG00000165168.7 1536 CYBB cytochrome b-245 beta chain -4,98 0,0001
ENSG00000100503.23 51199 NIN ninein -4,95 0,006
ENSG00000135390.17 517 ATP5MC2 ATP synthase membrane subunit c locus 2 -4,94 0,0068
ENSG00000136942.14 11224 RPL35 ribosomal protein L35 -4,93 0,0099
ENSG00000197386.10 3064 HTT huntingtin -4,92 0,011
ENSG00000103187.7 23406 COTL1 coactosin like F-actin binding protein 1 -4,92 0,0094
ENSG00000142657.20 5226 PGD phosphogluconate dehydrogenase -491 0,0424
ENSG00000182670.13 7267 TTC3 tetratricopeptide repeat domain 3 -4,90 0,022
ENSG00000151092.16 55768 NGLY1 N-glycanase 1 -4,90 0,0006
ENSG00000101347.8 25939 SAMHD1 SAM and HD domain containing deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase 1  -4,90 0,0002
ENSG00000108298.9 6143 RPL19 ribosomal protein L19 -4,89 0,0281
ENSG00000168028.13 3921 RPSA ribosomal protein SA -4,88 0,042
ENSG00000149273.14 6188 RPS3 ribosomal protein S3 -4,81 0,0313
ENSG00000138071.13 10097 ACTR2 actin related protein 2 -4,78 0,0062
ENSG00000231925.11 6892 TAPBP TAP binding protein -4,75 0,043
ENSG00000110934.10 51411 BIN2 bridging integrator 2 -4,75 0,0051
ENSG00000128340.14 5880 RAC2 Rac family small GTPase 2 -4,74 0,0009
ENSG00000177885.13 2885 GRB2 growth factor receptor bound protein 2 -4,72 0,045
ENSG00000111913.17 9750 RIPOR2 RHO family interacting cell polarization regulator 2 -4,71 0,0001
ENSG00000114942.13 1933 EEF1B2 eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2 -4,71 0,0219
ENSG00000188042.7 10123 ARL4C ADP ribosylation factor like GTPase 4C -4,68 0,049
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ENSG00000131236.16 10487 CAP1 cyclase associated actin cytoskeleton regulatory protein 1 -4,68 0,0111
ENSG00000231389.7 3113 HLA-DPA1 major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1 -4,67 0,015
ENSG00000204472.12 199 AIF1 allograft inflammatory factor 1 -4,64 0,002
ENSG00000244754.8 10443 N4BP2L2 NEDD4 binding protein 2 like 2 -4,63 0,011
ENSG00000196126.11 3123 HLA-DRB1 major histocompatibility complex, class II, DR beta 1 -4,63 0,004
ENSG00000169442.8 1043 CD52 CD52 molecule -4,60 0,004
ENSG00000110077.14 64231 MS4A6A membrane spanning 4-domains A6A -4,57 0,0013
ENSG00000204323.5 643008 SMIM5 small integral membrane protein 5 -4,54 0,009
ENSG00000110880.10 23603 CORO1C coronin 1C -4,53 0,0244
ENSG00000100201.20 10521 DDX17 DEAD-box helicase 17 -4,51 0,0242
ENSG00000186517.13 257106 ARHGAP30 Rho GTPase activating protein 30 -4,51 0,000
ENSG00000137642.12 6653 SORL1 sortilin related receptor 1 -4,47 0,0011
ENSG00000107290.13 23064 SETX senataxin -4,45 0,0003
ENSG00000005483.20 55904 KMT2E lysine methyltransferase 2E -4,41 0,0155
ENSG00000170889.13 6203 RPS9 ribosomal protein S9 -4,40 0,001
ENSG00000149311.18 472 ATM ATM serine/threonine kinase -4,36 0,0010
ENSG00000198408.13 10724 OGA O-GIcNAcase -4,35 0,003
ENSG00000101558.13 9218 VAPA VAMP associated protein A -4,33 0,0307
ENSG00000109861.15 1075 CTSC cathepsin C -4,31 0,0013
ENSG00000116251.9 6146 RPL22 ribosomal protein L22 -4,30 0,0218
ENSG00000166974.12 10982 MAPRE2 microtubule associated protein RP/EB family member 2 -4,30 0,0254
ENSG00000143119.12 963 CD53 CD53 molecule -4,26 0,0092
ENSG00000100077.14 157 GRK3 G protein-coupled receptor kinase 3 -4,26 0,0005
ENSG00000127022.14 821 CANX calnexin -4,25 0,0252
ENSG00000102879.15 11151 CORO1A coronin 1A -4,25 0,0094
ENSG00000010810.17 2534 FYN FYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase -4,24 0,0096
ENSG00000163660.11 57018 CCNL1 cyclin L1 -4,23 0,0281
ENSG00000159140.19 6651 SON SON DNA and RNA binding protein -4,22 0,0230

89



Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komorek nowotworowych o réznych fenotypach epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

ENSG00000075151.20 8672 EIF4G3 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3 -4,19 0,0078
ENSG00000065413.18 91526 ANKRD44 ankyrin repeat domain 44 -4,19 0,0139
ENSG00000095787.21 51322 WAC WW domain containing adaptor with coiled-coil -4,18 0,0370
ENSG00000130741.10 1968 EIF2S3 eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamma -4,16 0,0184
ENSG00000102007.10 5355 PLP2 proteolipid protein 2 -4,15 0,0279
ENSG00000125304.8 9375 TM9SF?2 transmembrane 9 superfamily member 2 -4,14 0,0090
ENSG00000153914.15 140890 SREK1 splicing regulatory glutamic acid and lysine rich protein 1 -4,14 0,0038
ENSG00000157873.17 8764 TNFRSF14 TNF receptor superfamily member 14 -4,13 0,0041
ENSG00000108405.3 5023 P2RX1 purinergic receptor P2X 1 -4,13 0,0320
ENSG00000120899.17 2185 PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta -4,12 0,0155
ENSG00000237550.5 254948 RPLIPS ribosomal protein L9 pseudogene 8 -4,10 0,025

ENSG00000101150.17 7165 TPD52L2 TPD52 like 2 -4,06 0,0143
ENSG00000198830.10 3151 HMGN?2 high mobility group nucleosomal binding domain 2 -4,06 0,028

ENSG00000163349.21 204851 HIPK1 homeodomain interacting protein kinase 1 -4,06 0,0170
ENSG00000108848.15 51747 LUC7L3 LUCY7 like 3 pre-mRNA splicing factor -4,03 0,0240
ENSG00000163162.8 284996 RNF149 ring finger protein 149 -4,02 0,0014
ENSG00000118181.10 6230 RPS25 ribosomal protein 525 -4,02 0,0414
ENSG00000091527.15 55573 CDV3 CDV3 homolog -4,01 0,0038
ENSG00000126264.9 10870 HCST hematopoietic cell signal transducer -4,01 0,0001
ENSG00000116754.13 9295 SRSF11 serine and arginine rich splicing factor 11 -4,01 0,0016
ENSG00000167526.13 6137 RPL13 ribosomal protein L13 -3,97 0,017

ENSG00000185811.16 10320 IKZF1 IKAROS family zinc finger 1 -3,96 0,005

ENSG00000131469.12 6155 RPL27 ribosomal protein L27 -3,96 0,0478
ENSG00000137841.11 5330 PLCB2 phospholipase C beta 2 -3,94 0,0007
ENSG00000167978.16 23524 SRRM2 serine/arginine repetitive matrix 2 -3,92 0,034

ENSG00000145287.10 51316 PLACS placenta associated 8 -3,92 0,0117
ENSG00000173821.19 57674 RNF213 ring finger protein 213 -3,91 0,025

ENSG00000111716.12 3945 LDHB lactate dehydrogenase B -3,91 0,0012
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ENSG00000188846.13 9045 RPL14 ribosomal protein L14 -3,90 0,006
ENSG00000110876.9 6404 SELPLG selectin P ligand -3,90 0,0008
ENSG00000081237.18 5788 PTPRC protein tyrosine phosphatase receptor type C -3,90 0,0011
ENSG00000144713.12 6161 RPL32 ribosomal protein L32 -3,89 0,0036
ENSG00000261371.5 5175 PECAM1 platelet and endothelial cell adhesion molecule 1 -3,89 0,010
ENSG00000176903.4 9240 PNMA1 PNMA family member 1 -3,88 0,002
ENSG00000142937.11 6202 RPS8 ribosomal protein S8 -3,88 0,0377
ENSG00000185862.6 2124 EVI2B ecotropic viral integration site 2B -3,86 0,002
ENSG00000197969.11 23230 VPS13A vacuolar protein sorting 13 homolog A -3,85 0,025
ENSG00000114857.17 4820 NKTR natural killer cell triggering receptor -3,83 0,0108
ENSG00000182372.9 2055 CLN8 CLNS8 transmembrane ER and ERGIC protein -3,83 0,004
ENSG00000104408.9 3646 EIF3E eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E -3,82 0,0159
ENSG00000134294.13 54407 SLC38A2 solute carrier family 38 member 2 -3,82 0,0394
ENSG00000124831.18 9208 LRRFIP1 LRR binding FLII interacting protein 1 -3,81 0,0049
ENSG00000151702.16 2313 FLI1 Fli-1 proto-oncogene, ETS transcription factor -3,81 0,0120
ENSG00000111775.2 1337 COX6A1 cytochrome c oxidase subunit 6A1 -3,81 0,0214
ENSG00000101745.16 23253 ANKRD12 ankyrin repeat domain 12 -3,80 0,0166
ENSG00000167461.11 4218 RABSA RABS8A, member RAS oncogene family -3,80 0,0056
ENSG00000213654.9 63940 GPSM3 G protein signaling modulator 3 -3,80 0,000
ENSG00000181555.20 29072 SETD2 SET domain containing 2, histone lysine methyltransferase -3,78 0,045
ENSG00000091039.16 114882 OSBPL8 oxysterol binding protein like 8 -3,78 0,0294
ENSG00000163682.15 6133 RPL9 ribosomal protein L9 -3,74 0,0133
ENSG00000048740.18 10659 CELF2 CUGBP Elav-like family member 2 -3,74 0,0068
ENSG00000169398.19 5747 PTK2 protein tyrosine kinase 2 -3,74 0,036
ENSG00000153046.17 9425 CDYL chromodomain Y like -3,73 0,0073
ENSG00000160255.17 3689 ITGB2 integrin subunit beta 2 -3,73 0,0009
ENSG00000169554.18 9839 ZEB2 zinc finger E-box binding homeobox 2 -3,73 0,047
ENSG00000147526.19 6867 TACC1 transforming acidic coiled-coil containing protein 1 -3,72 0,0088
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ENSG00000123144.10 79002 TRIR telomerase RNA component interacting RNase -3,72 0,0268
ENSG00000254087.7 4067 LYN LYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase -3,71 0,004
ENSG00000150593.17 27250 PDCD4 programmed cell death 4 -3,71 0,0264
ENSG00000163131.10 1520 CTSS cathepsin S -3,69 0,0036
ENSG00000166501.12 5579 PRKCB protein kinase C beta -3,68 0,0001
ENSG00000089280.18 2521 FUS FUS RNA binding protein -3,67 0,0126
ENSG00000005844.17 3683 ITGAL integrin subunit alpha L -3,66 0,0058
ENSG00000157106.16 23049 SMGI1 SMGI1 nonsense mediated mRNA decay associated PI3K related kinase -3,66 0,0169
ENSG00000130755.12 9535 GMFG glia maturation factor gamma -3,65 0,0159
ENSG00000183354.11 158358 KIAA2026 uncharacterized protein KIAA2026 -3,65 0,010
ENSG00000110395.6 867 CBL Cbl proto-oncogene -3,64 0,0090
ENSG00000197747.8 6281 S100A10 5100 calcium binding protein A10 -3,64 0,022
ENSG00000022267.16 2273 FHL1 four and a half LIM domains 1 -3,64 0,0389
ENSG00000078369.17 2782 GNB1 G protein subunit beta 1 -3,62 0,0112
ENSG00000104894.11 951 CD37 CD37 molecule -3,62 0,0006
ENSG00000181467.4 5912 RAP2B RAP2B, member of RAS oncogene family -3,62 0,023
ENSG00000171858.17 6227 RPS21 ribosomal protein S21 -3,61 0,046
ENSG00000196683.10 54543 TOMM7 translocase of outer mitochondrial membrane 7 -3,61 0,042
ENSG00000168066.20 7536 SF1 splicing factor 1 -3,61 0,018
ENSG00000026025.15 7431 VIM vimentin -3,61 0,0049
ENSG00000135976.17 375248 ANKRD36 ankyrin repeat domain 36 -3,61 0,0259
ENSG00000120708.16 7045 TGFBI transforming growth factor beta induced -3,61 0,0432
ENSG00000169045.17 3187 HNRNPH1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 -3,61 0,018
ENSG00000189067.12 9516 LITAF lipopolysaccharide induced TNF factor -3,60 0,009
ENSG00000169967.16 10746 MAP3K2 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2 -3,60 0,014
ENSG00000101294.16 81502 HM13 histocompatibility minor 13 -3,58 0,0105
ENSG00000034510.5 9168 TMSB10 thymosin beta 10 -3,56 0,0164
ENSG00000081320.10 9262 STK17B serine/threonine kinase 17b -3,55 0,0076
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ENSG00000005810.17 23077 MYCBP2 MYC binding protein 2 -3,54 0,0145
ENSG00000038427.15 1462 VCAN versican -3,54 0,0142
ENSG00000113648.16 9555 MACROH2A1 macroH2A.1 histone -3,53 0,0069
ENSG00000152601.17 4154 MBNL1 muscleblind like splicing regulator 1 -3,53 0,0169
ENSG00000144028.14 23020 SNRNP200 small nuclear ribonucleoprotein U5 subunit 200 -3,52 0,0111
ENSG00000138698.14 5910 RAP1GDS1 Rapl GTPase-GDP dissociation stimulator 1 -3,51 0,0219
ENSG00000167863.11 10476 ATP5H ATP synthase peripheral stalk subunit D -3,50 0,040

ENSG00000109920.12 23360 FNBP4 formin binding protein 4 -3,50 0,0347
ENSG00000090382.6 4069 LYZ Lysozyme -3,50 0,0365
ENSG00000100815.12 9321 TRIP11 thyroid hormone receptor interactor 11 -3,49 0,0444
ENSG00000100300.17 706 TSPO translocator protein -3,49 0,0092
ENSG00000067900.7 6093 ROCK1 Rho associated coiled-coil containing protein kinase 1 -3,49 0,0090
ENSG00000132274.15 10346 TRIM22 tripartite motif containing 22 -3,48 0,0058
ENSG00000121892.14 23244 PDS5A PDS5 cohesin associated factor A -3,48 0,0187
ENSG00000197629.5 219972 MPEG1 macrophage expressed 1 -3,46 0,033

ENSG00000114867.20 1981 EIF4G1 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 -3,46 0,0066
ENSG00000088888.17 57506 MAVS mitochondrial antiviral signaling protein -3,45 0,0115
ENSG00000129534.13 55320 MIS18BP1 MIS18 binding protein 1 -3,43 0,0045
ENSG00000165119.20 3190 HNRNPK heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K -3,42 0,0009
ENSG00000105323.16 11100 HNRNPUL1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U like 1 -3,39 0,0098
ENSG00000162889.10 9261 MAPKAPK2 MAPK activated protein kinase 2 -3,39 0,0418
ENSG00000152558.14 114908 TMEM123 transmembrane protein 123 -3,39 0,0003
ENSG00000077420.15 54518 APBBI1IP amyloid beta precursor protein binding family B member 1 interacting protein -3,39 0,0014
ENSG00000145416.13 55016 MARCHF1 membrane associated ring-CH-type finger 1 -3,38 0,0141
ENSG00000124151.18 8202 NCOA3 nuclear receptor coactivator 3 -3,38 0,0328
ENSG00000168610.14 6774 STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 -3,37 0,022

ENSG00000103811.15 1512 CTSH cathepsin H -3,37 0,0099
ENSG00000103653.16 1445 CSK C-terminal Src kinase -3,36 0,0110
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ENSG00000124795.14 7913 DEK DEK proto-oncogene -3,35 0,0246
ENSG00000100941.8 5411 PNN pinin, desmosome associated protein -3,34 0,0403
ENSG00000111252.10 10019 SH2B3 SH2B adaptor protein 3 -3,33 0,0049
ENSG00000155629.14 118788 PIK3AP1 phosphoinositide-3-kinase adaptor protein 1 -3,32 0,0330
ENSG00000072501.17 8243 SMC1A structural maintenance of chromosomes 1A -3,32 0,0041
ENSG00000069424.14 8514 KCNAB2 potassium voltage-gated channel subfamily A regulatory beta subunit 2 -3,32 0,0018
ENSG00000189079.15 196528 ARID2 AT-rich interaction domain 2 -3,32 0,001

ENSG00000152795.17 9987 HNRNPDL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D like -3,31 0,0464
ENSG00000230590.8 100302692 FTX FTX transcript, XIST regulator -3,31 0,011

ENSG00000111237.18 51699 VPS29 VPS29 retromer complex component -3,31 0,0281
ENSG00000204257.14 3108 HLA-DMA major histocompatibility complex, class II, DM alpha -3,30 0,005

ENSG00000196628.15 6925 TCF4 transcription factor 4 -3,30 0,048

ENSG00000111670.14 79158 GNPTAB N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase subunits alpha and beta -3,30 0,0075
ENSG00000119707.13 58517 RBM25 RNA binding motif protein 25 -3,29 0,0118
ENSG00000089248.6 10961 ERP29 endoplasmic reticulum protein 29 -3,28 0,0243
ENSG00000142227.10 2014 EMP3 epithelial membrane protein 3 -3,28 0,0342
ENSG00000119535.17 1441 CSF3R colony stimulating factor 3 receptor -3,25 0,0040
ENSG00000169567.11 3094 HINT1 histidine triad nucleotide binding protein 1 -3,24 0,030

ENSG00000135317.12 57231 SNX14 sorting nexin 14 -3,23 0,0150
ENSG00000114978.17 55233 MOBI1A MOB kinase activator 1A -3,22 0,0150
ENSG00000137154.12 6194 RPS6 ribosomal protein S6 -3,21 0,0153
ENSG00000115091.11 10096 ACTR3 actin related protein 3 -3,21 0,0488
ENSG00000113441.15 4012 LNPEP leucyl and cystinyl aminopeptidase -3,20 0,0057
ENSG00000138594.13 29766 TMOD3 tropomodulin 3 -3,20 0,0467
ENSG00000198837.9 9909 DENND4B DENN domain containing 4B -3,18 0,003

ENSG00000090905.18 27327 TNRC6A trinucleotide repeat containing adaptor 6A -3,18 0,0014
ENSG00000007168.12 5048 PAFAHI1B1 platelet activating factor acetylhydrolase 1b regulatory subunit 1 -3,17 0,0438
ENSG00000153250.19 5937 RBMS1 RNA binding motif single stranded interacting protein 1 -3,16 0,0103
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ENSG00000078747.14 83737 ITCH itchy E3 ubiquitin protein ligase -3,15 0,0089
ENSG00000283041.1 729998 LOC729998 eukaryotic translation elongation factor 1 gamma pseudogene -3,15 0,015
ENSG00000122705.16 1211 CLTA clathrin light chain A -3,15 0,0135
ENSG00000168675.18 753 LDLRAD4 low density lipoprotein receptor class A domain containing 4 -3,11 0,012
ENSG00000174839.12 201627 DENND6A DENN domain containing 6A -3,10 0,003
ENSG00000186566.12 23131 GPATCHS G-patch domain containing 8 -3,10 0,010
ENSG00000235552.4 645387 RPL6P27 ribosomal protein L6 pseudogene 27 -3,10 0,029
ENSG00000108669.16 9267 CYTHI1 cytohesin 1 -3,09 0,0151
ENSG00000028137.18 7133 TNFRSF1B TNF receptor superfamily member 1B -3,08 0,0108
ENSG00000147168.12 3561 IL2RG interleukin 2 receptor subunit gamma -3,07 0,0086
ENSG00000135090.13 51347 TAOK3 TAO kinase 3 -3,06 0,0018
ENSG00000155097.11 528 ATP6V1C1 ATPase H+ transporting V1 subunit C1 -3,02 0,0152
ENSG00000204397.7 114769 CARD16 caspase recruitment domain family member 16 -3,02 0,016
ENSG00000136490.8 80774 LIMD?2 LIM domain containing 2 -3,02 0,0064
ENSG00000051523.10 1535 CYBA cytochrome b-245 alpha chain -3,02 0,0111
ENSG00000133112.16 7178 TPT1 tumor protein, translationally-controlled 1 -3,01 0,0473
ENSG00000188404.8 6402 SELL selectin L -3,00 0,011
ENSG00000114861.18 27086 FOXP1 forkhead box P1 -3,00 0,0153
ENSG00000174718.11 55196 RESF1 retroelement silencing factor 1 -3,00 0,007
ENSG00000164031.16 79982 DNAJB14 Dna]J heat shock protein family (Hsp40) member B14 -2,99 0,0120
ENSG00000233927.4 6234 RPS28 ribosomal protein 528 -2,98 0,019
ENSG00000152518.7 678 ZFP36L2 ZFP36 ring finger protein like 2 -2,97 0,0307
ENSG00000158604.14 222068 TMED4 transmembrane p24 trafficking protein 4 -2,96 0,0068
ENSG00000136280.15 83605 CCM2 CCM2 scaffold protein -2,93 0,0130
ENSG00000142634.12 79180 EFHD?2 EF-hand domain family member D2 -2,93 0,0242
ENSG00000011454.16 23637 RABGAP1 RAB GTPase activating protein 1 -2,93 0,0026
ENSG00000104824.16 3191 HNRNPL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L -2,93 0,0341
ENSG00000186908.14 23390 ZDHHC17 zinc finger DHHC-type palmitoyltransferase 17 -2,91 0,012
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ENSG00000134242.15 26191 PTPN22 protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22 -2,90 0,0019
ENSG00000126107.14 79654 HECTD3 HECT domain E3 ubiquitin protein ligase 3 -2,90 0,0319
ENSG00000115523.16 10578 GNLY granulysin -2,89 0,0112
ENSG00000198818.9 113402 SFT2D1 SFT2 domain containing 1 -2,89 0,013

ENSG00000076641.4 55824 PAG1 phosphoprotein membrane anchor with glycosphingolipid microdomains 1 -2,88 0,0067
ENSG00000119866.20 53335 BCL11A BCL11 transcription factor A -2,87 0,0334
ENSG00000159322.17 83440 ADPGK ADP dependent glucokinase -2,87 0,0044
ENSG00000013441.15 1195 CLK1 CDC like kinase 1 -2,87 0,0055
ENSG00000093144.18 55862 ECHDC1 ethylmalonyl-CoA decarboxylase 1 -2,86 0,0157
ENSG00000172349.17 3603 IL16 interleukin 16 -2,85 0,005

ENSG00000118308.15 4033 IRAG2 inositol 1,4,5-triphosphate receptor associated 2 -2,85 0,0154
ENSG00000281103.1 100506776 TRG-AS1 T cell receptor gamma locus antisense RNA 1 -2,85 0,023

ENSG00000133226.16 10250 SRRM1 serine and arginine repetitive matrix 1 -2,84 0,0244
ENSG00000104714.13 157697 ERICH1 glutamate rich 1 -2,83 0,0272
ENSG00000112343.10 10475 TRIM38 tripartite motif containing 38 -2,83 0,0164
ENSG00000168071.21 283234 CCDC88B coiled-coil domain containing 88B -2,83 0,018

ENSG00000188994.12 23036 ZNF292 zinc finger protein 292 -2,83 0,022

ENSG00000065534.18 4638 MYLK myosin light chain kinase -2,81 0,0378
ENSG00000057608.16 2665 GDI2 GDP dissociation inhibitor 2 -2,81 0,0477
ENSG00000119900.7 79627 OGFRL1 opioid growth factor receptor like 1 -2,79 0,0070
ENSG00000140386.12 49855 SCAPER S-phase cyclin A associated protein in the ER -2,78 0,0165
ENSG00000185432.11 25840 METTL7A thiol methyltransferase 1A -2,77 0,023

ENSG00000140988.15 6187 RPS2 ribosomal protein S2 -2,77 0,0482
ENSG00000109475.16 6164 RPL34 ribosomal protein L34 -2,76 0,0209
ENSG00000168918.13 3635 INPP5D inositol polyphosphate-5-phosphatase D -2,76 0,035

ENSG00000101596.14 23347 SMCHD1 structural maintenance of chromosomes flexible hinge domain containing 1 -2,75 0,0117
ENSG00000064607.16 10147 SUGP2 SURP and G-patch domain containing 2 -2,75 0,0083
ENSG00000158869.10 2207 FCERIG Fc epsilon receptor Ig -2,75 0,0407

96



Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komorek nowotworowych o réznych fenotypach epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

ENSG00000253729.7 5591 PRKDC protein kinase, DNA-activated, catalytic subunit -2,73 0,006

ENSG00000167483.17 199786 NIBAN3 niban apoptosis regulator 3 -2,71 0,022

ENSG00000264538.6 440423 Suzi2ri SUZ12 pseudogene 1 -2,70 0,021

ENSG00000132334.16 5791 PTPRE protein tyrosine phosphatase receptor type E -2,70 0,0110
ENSG00000032219.18 5926 ARID4A AT-rich interaction domain 4A -2,70 0,0350
ENSG00000104907.12 55621 TRMT1 tRNA methyltransferase 1 -2,70 0,0294
ENSG00000170275.14 10491 CRTAP cartilage associated protein -2,68 0,042

ENSG00000167895.14 147138 TMC8 transmembrane channel like 8 -2,68 0,012

ENSG00000140750.16 55114 ARHGAP17 Rho GTPase activating protein 17 -2,65 0,0274
ENSG00000177189.12 6197 RPS6KA3 ribosomal protein S6 kinase A3 -2,65 0,014

ENSG00000162402.13 23358 usr24 ubiquitin specific peptidase 24 -2,64 0,0419
ENSG00000164713.9 25798 BRI3 brain protein I3 -2,63 0,0112
ENSG00000173209.22 130872 AHSA2P activator of HSP90 ATPase homolog 2, pseudogene -2,62 0,024

ENSG00000065526.10 23013 SPEN spen family transcriptional repressor -2,62 0,0290
ENSG00000105202.8 2091 FBL fibrillarin -2,61 0,0175
ENSG00000116679.15 10625 IVNS1ABP influenza virus NS1A binding protein -2,61 0,0034
ENSG00000242299.1 100131863 RPS18P5 Ribosomal Protein S18 Pseudogene 5 -2,61 0,014

ENSG00000036549.12 26009 /4773 zinc finger ZZ-type containing 3 -2,60 0,0012
ENSG00000124782.19 6239 RREBI1 Ras responsive element binding protein 1 -2,56 0,0058
ENSG00000129128.12 60559 SPCS3 signal peptidase complex subunit 3 -2,55 0,0077
ENSG00000103740.9 23205 ACSBG1 acyl-CoA synthetase bubblegum family member 1 -2,52 0,0078
ENSG00000141480.17 409 ARRB2 arrestin beta 2 -2,52 0,0298
ENSG00000153064.11 55024 BANK1 B cell scaffold protein with ankyrin repeats 1 -2,50 0,0302
ENSG00000105339.10 22898 DENND3 DENN domain containing 3 -2,49 0,0109
ENSG00000000938.12 2268 FGR FGR proto-oncogene, Src family tyrosine kinase -2,49 0,0077
ENSG00000139641.12 23344 ESYT1 extended synaptotagmin 1 -2,48 0,0118
ENSG00000067066.16 6672 SP100 SP100 nuclear antygen -2,47 0,0260
ENSG00000139278.9 11010 GLIPR1 GLI pathogenesis related 1 -2,47 0,0005
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ENSG00000140853.15 84166 NLRC5 NLR family CARD domain containing 5 -2,46 0,0353
ENSG00000197442.9 4217 MAP3K5 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 -2,46 0,014

ENSG00000178695.5 115207 KCTD12 potassium channel tetramerization domain containing 12 -2,45 0,011

ENSG00000187147.17 55182 RNF220 ring finger protein 220 -2,44 0,009

ENSG00000105372.6 6223 RPS19 ribosomal protein 519 -2,44 0,0276
ENSG00000010610.9 920 CD4 CD4 molecule -2,42 0,0208
ENSG00000073849.14 6480 ST6GALI1 ST6 beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1 -2,42 0,0083
ENSG00000111275.12 217 ALDH2 aldehyde dehydrogenase 2 family member -2,41 0,0241
ENSG00000115232.13 3676 ITGA4 integrin subunit alpha 4 -2,39 0,0081
ENSG00000137776.16 79811 SLTM SAFB like transcription modulator -2,39 0,0297
ENSG00000142347.16 4542 MYOI1F myosin IF -2,39 0,0213
ENSG00000153006.15 285672 SREK1IP1 SREKI1 interacting protein 1 -2,39 0,0140
ENSG00000126756.11 8409 uxr ubiquitously expressed prefoldin like chaperone -2,38 0,0134
ENSG00000009954.10 9031 BAZ1B bromodomain adjacent to zinc finger domain 1B -2,37 0,0013
ENSG00000138246.15 23317 DNAJC13 Dna]J heat shock protein family (Hsp40) member C13 -2,37 0,0440
ENSG00000176953.12 84901 NFATC2IP nuclear factor of activated T cells 2 interacting protein -2,37 0,006

ENSG00000126070.19 192669 AGO3 argonaute RISC catalytic component 3 -2,36 0,0159
ENSG00000184007.18 8073 PTP4A2 protein tyrosine phosphatase 4A2 -2,35 0,029

ENSG00000154310.16 23043 TNIK TRAF2 and NCK interacting kinase -2,35 0,0078
ENSG00000140368.12 9051 PSTPIP1 proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1 -2,35 0,0190
ENSG00000082153.17 9689 BZW1 basic leucine zipper and W2 domains 1 -2,35 0,0387
ENSG00000157500.10 26060 APPL1 adaptor protein, phosphotyrosine interacting with PH domain and leucine zipper 1 -2,34 0,0375
ENSG00000132388.12 7326 UBE2G1 ubiquitin conjugating enzyme E2 G1 -2,34 0,0056
ENSG00000198502.5 3127 HLA-DRB5 major histocompatibility complex, class II, DR beta 5 -2,33 0,007

ENSG00000174238.14 5306 PITPNA phosphatidylinositol transfer protein alpha -2,33 0,029

ENSG00000118503.14 7128 TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 -2,33 0,0435
ENSG00000141646.13 4089 SMAD4 SMAD family member 4 -2,33 0,0049
ENSG00000170571.11 133418 EMB embigin -2,33 0,014
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ENSG00000140105.17 7453 WARS tryptophanyl-tRNA synthetase 1 -2,33 0,0384
ENSG00000089063.14 29058 TMEM230 transmembrane protein 230 -2,32 0,0157
ENSG00000215021.8 11331 PHB2 prohibitin 2 -2,32 0,008

ENSG00000167323.11 6786 STIM1 stromal interaction molecule 1 -2,32 0,0308
ENSG00000187239.16 23048 FNBP1 formin binding protein 1 -2,31 0,035

ENSG00000188986.6 25920 NELFB negative elongation factor complex member B -2,31 0,021

ENSG00000124588.19 4835 NQO2 N-ribosyldihydronicotinamide:quinone reductase 2 -2,31 0,0316
ENSG00000131165.14 5119 CHMP1A charged multivesicular body protein 1A -2,31 0,0139
ENSG00000107099.15 81704 DOCK8 dedicator of cytokinesis 8 -2,30 0,0103
ENSG00000163635.17 6314 ATXN7 ataxin 7 -2,29 0,0168
ENSG00000101265.15 9770 RASSF2 Ras association domain family member 2 -2,29 0,0088
ENSG00000166912.16 54893 MTMR10 myotubularin related protein 10 -2,28 0,0298
ENSG00000170345.9 2353 FOS Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit -2,27 0,014

ENSG00000145715.14 5921 RASA1 RAS p21 protein activator 1 -2,27 0,0466
ENSG00000163219.11 9938 ARHGAP25 Rho GTPase activating protein 25 -2,26 0,0109
ENSG00000143157.11 57645 POGK pogo transposable element derived with KRAB domain -2,26 0,0200
ENSG00000155744.9 285172 HYCC2 hyccin PI4KA lipid kinase complex subunit 2 -2,25 0,0003
ENSG00000196295.11 401320 GARS1-DT GARS1 Divergent Transcript -2,25 0,012

ENSG00000123329.17 64333 ARHGAP9 Rho GTPase activating protein 9 -2,24 0,0167
ENSG00000256537.4 100129361 SMIMI10L1 small integral membrane protein 10 like 1 -2,24 0,016

ENSG00000135677.10 2799 GNS glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase -2,24 0,0215
ENSG00000172890.11 55191 NADSYN1 NAD synthetase 1 -2,23 0,013

ENSG00000084693.15 60509 AGBL5 AGBL carboxypeptidase 5 -2,23 0,0374
ENSG00000122224.17 4063 LY9 lymphocyte antigen 9 -2,22 0,0189
ENSG00000065135.10 2773 GNAI3 G protein subunit alpha i3 -2,22 0,0381
ENSG00000134516.15 1794 DOCK2 dedicator of cytokinesis 2 -2,22 0,0194
ENSG00000150995.18 3708 ITPR1 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 -2,22 0,0477
ENSG00000126882.12 286336 FAM78A family with sequence similarity 78 member A -2,22 0,0168
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ENSG00000116691.10 60672 MIIP migration and invasion inhibitory protein -2,21 0,0261
ENSG00000197471.11 6693 SPN sialophorin -2,20 0,006

ENSG00000023734.10 11171 STRAP serine/threonine kinase receptor associated protein -2,20 0,0377
ENSG00000197535.14 4644 MYO5A myosin VA -2,20 0,008

ENSG00000138814.16 5530 PPP3CA protein phosphatase 3 catalytic subunit alpha -2,19 0,0145
ENSG00000167613.15 3903 LAIR1 leukocyte associated immunoglobulin like receptor 1 -2,19 0,011

ENSG00000099204.18 3983 ABLIM1 actin binding LIM protein 1 -2,18 0,0220
ENSG00000115355.15 55704 CCDC88A coiled-coil domain containing 88A -2,18 0,0255
ENSG00000068745.14 51447 IP6K2 inositol hexakisphosphate kinase 2 -2,18 0,0102
ENSG00000071537.13 6400 SELIL SEL1L adaptor subunit of ERAD E3 ubiquitin ligase -2,16 0,0230
ENSG00000110852.4 9976 CLEC2B C-type lectin domain family 2 member B -2,15 0,0140
ENSG00000085265.10 2219 FCN1 ficolin 1 -2,15 0,0321
ENSG00000054654.16 23224 SYNE2 spectrin repeat containing nuclear envelope protein 2 -2,14 0,0266
ENSG00000148019.12 84131 CEP78 centrosomal protein 78 -2,14 0,0147
ENSG00000131196.17 4772 NFATC1 nuclear factor of activated T cells 1 -2,13 0,0121
ENSG00000052841.14 55761 TTC17 tetratricopeptide repeat domain 17 -2,13 0,0434
ENSG00000197226.12 23061 TBC1D9B TBC1 domain family member 9B -2,13 0,028

ENSG00000063978.15 6047 RNF4 ring finger protein 4 -2,13 0,0158
ENSG00000102699.5 143 PARP4 poly(ADP-ribose) polymerase family member 4 -2,12 0,0486
ENSG00000197530.12 142678 MIB2 MIB E3 ubiquitin protein ligase 2 2,11 0,013

ENSG00000257621.7 379025 PSMA3-AS1 PSMAS3 antisense RNA 1 -2,09 0,042

ENSG00000015475.18 637 BID BH3 interacting domain death agonist -2,08 0,0471
ENSG00000241553.12 10093 ARPC4 actin related protein 2/3 complex subunit 4 -2,08 0,021

ENSG00000145675.14 5295 PIK3R1 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1 -2,07 0,0272
ENSG00000227081.5 654365 RPS27P3 ribosomal protein S27 pseudogene 3 -2,07 0,015

ENSG00000072818.11 9744 ACAP1 ArfGAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH domains 1 -2,06 0,0049
ENSG00000165178.9 654817 NCF1C neutrophil cytosolic factor 1C pseudogene -2,06 0,0276
ENSG00000116489.12 829 CAPZA1 capping actin protein of muscle Z-line subunit alpha 1 -2,06 0,0237
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ENSG00000196912.12 57730 ANKRD36B ankyrin repeat domain 36B -2,06 0,015

ENSG00000028528.14 6642 SNX1 sorting nexin 1 -2,06 0,0068
ENSG00000269858.5 112398 EGLN2 egl-9 family hypoxia inducible factor 2 -2,06 0,009

ENSG00000147853.16 50808 AK3 adenylate kinase 3 -2,05 0,0177
ENSG00000177663.13 23765 IL17RA interleukin 17 receptor A -2,05 0,008

ENSG00000130592.15 4046 LSP1 lymphocyte specific protein 1 -2,05 0,0101
ENSG00000137502.9 27314 RAB30 RAB30, member RAS oncogene family -2,05 0,0147
ENSG00000018280.16 6556 SLC11A1 solute carrier family 11 member 1 -2,04 0,0170
ENSG00000017260.19 27032 ATP2C1 ATPase secretory pathway Ca2+ transporting 1 -2,03 0,0264
ENSG00000137947.11 2959 GTF2B general transcription factor IIB -2,03 0,0218
ENSG00000009413.15 5980 REV3L REV3 like, DNA directed polymerase zeta catalytic subunit -2,01 0,0109
ENSG00000141376.22 54828 BCAS3 BCAS3 microtubule associated cell migration factor -2,01 0,0182
ENSG00000147872.9 123 PLIN?2 perilipin 2 -2,01 0,0178
ENSG00000072958.8 8907 APIM1 adaptor related protein complex 1 subunit mu 1 -2,00 0,0167
ENSG00000082212.12 4200 ME2 malic enzyme 2 -1,99 0,0239
ENSG00000130309.10 79709 COLGALT1 collagen beta(1-O)galactosyltransferase 1 -1,99 0,0259
ENSG00000119138.4 687 KLF9 KLF transcription factor 9 -1,93 0,0319
ENSG00000067560.10 387 RHOA Ras homolog family member A -1,93 0,0298
ENSG00000198286.9 84433 CARD11 caspase recruitment domain family member 11 -1,92 0,008

ENSG00000170027.6 7532 YWHAG tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein gamma -1,92 0,035

ENSG00000120925.15 81790 RNF170 ring finger protein 170 -1,91 0,0089
ENSG00000004534.14 10180 RBM6 RNA binding motif protein 6 -1,91 0,0462
ENSG00000070814.17 6949 TCOF1 treacle ribosome biogenesis factor 1 -1,91 0,0143
ENSG00000080345.17 55183 RIF1 replication timing regulatory factor 1 -1,90 0,0125
ENSG00000089820.15 393 ARHGAP4 Rho GTPase activating protein 4 -1,89 0,0017
ENSG00000110906.12 83892 KCTD10 potassium channel tetramerization domain containing 10 -1,89 0,0076
ENSG00000144468.16 84236 RHBDD1 rhomboid domain containing 1 -1,88 0,0131
ENSG00000104047.14 56986 DTWD1 DTW domain containing 1 -1,88 0,0205
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ENSG00000164091.11 80335 WDRS82 WD repeat domain 82 -1,87 0,0059
ENSG00000067208.14 7813 EVI5 ecotropic viral integration site 5 -1,87 0,0200
ENSG00000163513.17 7048 TGFBR2 transforming growth factor beta receptor 2 -1,86 0,0310
ENSG00000163466.15 10109 ARPC2 actin related protein 2/3 complex subunit 2 -1,85 0,0157
ENSG00000135686.12 79786 KLHL36 kelch like family member 36 -1,85 0,0140
ENSG00000183298.5 730029 RPSAP19 ribosomal protein SA pseudogene 19 -1,84 0,004

ENSG00000268043.7 149013 NBPF12 NBPF member 12 -1,83 0,026

ENSG00000198001.13 51135 IRAK4 interleukin 1 receptor associated kinase 4 -1,83 0,008

ENSG00000106070.17 2887 GRB10 growth factor receptor bound protein 10 -1,81 0,0140
ENSG00000120802.13 7112 TMPO thymopoietin -1,80 0,0345
ENSG00000059728.10 4084 MXD1 MAX dimerization protein 1 -1,80 0,0195
ENSG00000174891.12 51319 RSRC1 arginine and serine rich coiled-coil 1 -1,79 0,015

ENSG00000110075.14 55291 PPP6R3 protein phosphatase 6 regulatory subunit 3 -1,78 0,0074
ENSG00000114796.15 54800 KLHL24 kelch like family member 24 -1,78 0,0476
ENSG00000059377.16 6916 TBXAS1 thromboxane A synthase 1 -1,77 0,0218
ENSG00000125505.16 79143 MBOAT7 membrane bound O-acyltransferase domain containing 7 -1,76 0,0205
ENSG00000160712.12 3570 IL6R interleukin 6 receptor -1,76 0,0374
ENSG00000215030.5 388344 RPL13P12 ribosomal protein L13 pseudogene 12 -1,76 0,025

ENSG00000145782.12 9140 ATGI12 autophagy related 12 -1,76 0,0280
ENSG00000122692.8 55234 SMU1 SMU1 DNA replication regulator and spliceosomal factor -1,75 0,0331
ENSG00000122008.15 51426 POLK DNA polymerase kappa -1,74 0,0126
ENSG00000223803.1 440992 RPS20P14 ribosomal protein 520 pseudogene 14 -1,74 0,004

ENSG00000197563.10 23556 PIGN phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class N -1,74 0,028

ENSG00000170876.7 79188 TMEM43 transmembrane protein 43 -1,74 0,023

ENSG00000033030.13 55596 ZCCHCS8 zinc finger CCHC-type containing 8 -1,74 0,0094
ENSG00000107551.20 83937 RASSF4 Ras association domain family member 4 -1,72 0,0259
ENSG00000122566.20 3181 HNRNPA2B1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 -1,71 0,0270
ENSG00000104886.11 55111 PLEKH]1 pleckstrin homology domain containing J1 -1,71 0,0203
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ENSG00000163563.7 4332 MNDA myeloid cell nuclear differentiation antygen -1,70 0,0197
ENSG00000135678.11 1368 CPM carboxypeptidase M -1,69 0,0294
ENSG00000124813.20 860 RUNX2 RUNKX family transcription factor 2 -1,69 0,0286
ENSG00000103326.11 6650 CAPN15 calpain 15 -1,69 0,0482
ENSG00000144909.7 114885 OSBPL11 oxysterol binding protein like 11 -1,68 0,0145
ENSG00000203875.10 387066 SNHGb5 small nucleolar RNA host gene 5 -1,67 0,026

ENSG00000140931.19 123920 CMTM3 CKLF like MARVEL transmembrane domain containing 3 -1,64 0,0428
ENSG00000182389.19 785 CACNB4 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 4 -1,63 0,027

ENSG00000100580.7 283578 TMEDS transmembrane p24 trafficking protein family member 8 -1,61 0,0217
ENSG00000129925.10 58986 PGAP6 post-GPI attachment to proteins 6 -1,60 0,0166
ENSG00000168899.4 10791 VAMP5 vesicle associated membrane protein 5 -1,60 0,020

ENSG00000111300.9 80018 NAA25 N-alpha-acetyltransferase 25, NatB auxiliary subunit -1,59 0,0237
ENSG00000096401.7 988 CDC5L cell division cycle 5 like -1,58 0,0201
ENSG00000160145.15 8997 KALRN kalirin RhoGEF kinase -1,56 0,0406
ENSG00000082397.17 23136 EPB41L3 erythrocyte membrane protein band 4.1 like 3 -1,56 0,0174
ENSG00000266094.7 83593 RASSF5 Ras association domain family member 5 -1,56 0,044

ENSG00000131069.19 55902 ACSS2 acyl-CoA synthetase short chain family member 2 -1,55 0,0315
ENSG00000095059.15 1725 DHPS deoxyhypusine synthase -1,55 0,0276
ENSG00000171051.8 2357 FPR1 formyl peptide receptor 1 -1,52 0,021

ENSG00000198223.16 1438 CSF2RA colony stimulating factor 2 receptor subunit alpha -1,52 0,035

ENSG00000136271.10 54606 DDX56 DEAD-box helicase 56 -1,51 0,0248
ENSG00000198898.13 830 CAPZA2 capping actin protein of muscle Z-line subunit alpha 2 -1,51 0,042

ENSG00000039319.16 9765 ZFYVE16 zinc finger FYVE-type containing 16 -1,51 0,0162
ENSG00000081665.13 440515 ZNF506 zinc finger protein 506 -1,50 0,0257
ENSG00000100365.14 4689 NCF4 neutrophil cytosolic factor 4 -1,50 0,0255
ENSG00000198642.6 55958 KLHL9 kelch like family member 9 -1,49 0,022

ENSG00000163946.13 23272 TASOR transcription activation suppressor -1,48 0,0297
ENSG00000001631.15 889 KRIT1 KRIT1 ankyrin repeat containing -1,48 0,0430
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ENSG00000154874.15 284047 CCDC144B coiled-coil domain containing 144B, pseudogene -1,46 0,0354
ENSG00000152620.12 133686 NADK?2 NAD kinase 2 -1,45 0,0311
ENSG00000163947.11 50650 ARHGEF3 Rho guanine nucleotide exchange factor 3 -1,45 0,0192
ENSG00000151883.17 79668 PARPS8 poly(ADP-ribose) polymerase family member 8 -1,45 0,0203
ENSG00000075884.13 55843 ARHGAP15 Rho GTPase activating protein 15 -1,45 0,0378
ENSG00000198055.10 2870 GRKé6 G protein-coupled receptor kinase 6 -1,45 0,009

ENSG00000213492.2 90859 NT5C3AP1 NT5C3A pseudogene 1 -1,44 0,032

ENSG00000009790.14 80342 TRAF3IP3 TRAF3 interacting protein 3 -1,43 0,0232
ENSG00000104870.12 2217 FCGRT Fc gamma receptor and transporter -1,43 0,0480
ENSG00000116497.17 64766 S100PBP S100P binding protein -1,42 0,0106
ENSG00000213064.9 375035 SFT2D2 SFT2 domain containing 2 -1,41 0,035

ENSG00000007392.16 55692 LUC7L LUC7 like -1,40 0,0418
ENSG00000112773.15 55603 TENT5A terminal nucleotidyltransferase 5A -1,40 0,0341
ENSG00000177674.15 57085 AGTRAP angiotensin II receptor associated protein -1,40 0,045

ENSG00000132965.9 241 ALOX5AP arachidonate 5-lipoxygenase activating protein -1,40 0,0305
ENSG00000113916.17 604 BCL6 BCL6 transcription repressor -1,40 0,0405
ENSG00000110931.18 10645 CAMKK?2 calcium/calmodulin dependent protein kinase kinase 2 -1,40 0,0329
ENSG00000223960.6 101927027 CHROMR cholesterol induced regulator of metabolism RNA -1,39 0,013

ENSG00000230202.1 387101 RPL29P4 ribosomal protein L29 pseudogene 4 -1,38 0,031

ENSG00000116062.14 2956 MSH6 mutS homolog 6 -1,37 0,0186
ENSG00000148842.17 54805 CNNM2 cyclin and CBS domain divalent metal cation transport mediator 2 -1,37 0,0086
ENSG00000182487.12 654816 NCF1B neutrophil cytosolic factor 1B pseudogene -1,36 0,037

ENSG00000119979.16 404636 DENNDI10 DENN domain containing 10 -1,35 0,0229
ENSG00000093167.17 9209 LRRFIP2 LRR binding FLII interacting protein 2 -1,34 0,0157
ENSG00000110324.10 3587 IL10RA interleukin 10 receptor subunit alpha -1,34 0,0341
ENSG00000086300.15 29887 SNX10 sorting nexin 10 -1,33 0,0212
ENSG00000040933.15 3631 INPP4A inositol polyphosphate-4-phosphatase type I A -1,33 0,0211
ENSG00000196911.10 3841 KPNA5 karyopherin subunit alpha 5 -1,33 0,046
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ENSG00000204577.11 11025 LILRB3 leukocyte immunoglobulin like receptor B3 -1,32 0,019

ENSG00000065923.9 84679 SLCY9A7 solute carrier family 9 member A7 -1,31 0,0353
ENSG00000166275.15 119032 BORCS7 BLOC-1 related complex subunit 7 -1,31 0,0243
ENSG00000185278.15 84614 ZBTB37 zinc finger and BTB domain containing 37 -1,29 0,021

ENSG00000086102.18 4799 NFX1 nuclear transcription factor, X-box binding 1 -1,29 0,0153
ENSG00000177853.14 9849 ZNF518A zinc finger protein 518A -1,29 0,018

ENSG00000118482.11 23469 PHF3 PHD finger protein 3 -1,28 0,0393
ENSG00000115419.12 2744 GLS glutaminase -1,28 0,0332
ENSG00000135541.20 54806 AHI1 Abelson helper integration site 1 -1,28 0,0197
ENSG00000100991.11 26133 TRPC4AP transient receptor potential cation channel subfamily C member 4 associated protein -1,27 0,0404
ENSG00000131378.13 23180 RFTN1 raftlin, lipid raft linker 1 -1,27 0,0220
ENSG00000116254.17 26038 CHD5 chromodomain helicase DNA binding protein 5 -1,27 0,0192
ENSG00000168961.16 3965 LGALS9 galectin 9 -1,27 0,024

ENSG00000124198.8 10564 ARFGEF2 ADP ribosylation factor guanine nucleotide exchange factor 2 -1,27 0,0290
ENSG00000099219.13 79956 ERMP1 endoplasmic reticulum metallopeptidase 1 -1,26 0,0240
ENSG00000144040.12 94097 SFXN5 sideroflexin 5 -1,26 0,0286
ENSG00000115271.10 25801 GCA grancalcin -1,26 0,0061
ENSG00000023892.10 50619 DEF6 DEF6 guanine nucleotide exchange factor -1,21 0,0217
ENSG00000092964.17 1808 DPYSL2 dihydropyrimidinase like 2 -1,21 0,0263
ENSG00000128563.13 79706 PRKRIP1 PRKR interacting protein 1 -1,20 0,0154
ENSG00000181852.17 10193 RNF41 ring finger protein 41 -1,20 0,026

ENSG00000061676.14 10787 NCKAP1 NCK associated protein 1 -1,19 0,0308
ENSG00000077984.5 8530 CST7 cystatin F -1,19 0,0266
ENSG00000163754.17 2992 GYGI glycogenin 1 -1,19 0,0224
ENSG00000168234.12 125488 TTC39C tetratricopeptide repeat domain 39C -1,19 0,015

ENSG00000059378.12 64761 PARP12 poly(ADP-ribose) polymerase family member 12 -1,19 0,0327
ENSG00000169403.11 5724 PTAFR platelet activating factor receptor -1,18 0,022

ENSG00000196369.10 647135 SRGAP2B SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2B -1,17 0,020
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ENSG00000196873.15 220869 ZNGIE Zn regulated GTPase metalloprotein activator 1E -1,17 0,003
ENSG00000112079.8 11329 STK38 serine/threonine kinase 38 -1,17 0,0490
ENSG00000065882.15 23216 TBC1D1 TBC1 domain family member 1 -1,16 0,0343
ENSG00000145860.11 153830 RNF145 ring finger protein 145 -1,16 0,0302
ENSG00000243199.1 642828 RPL6P10 ribosomal protein L6 pseudogene 10 -1,16 0,035
ENSG00000043462.11 3937 LCP2 lymphocyte cytosolic protein 2 -1,16 0,0280
ENSG00000188827.10 84464 SLX4 SLX4 structure-specific endonuclease subunit -1,15 0,021
ENSG00000166035.10 3990 LIPC lipase C, hepatic type -1,14 0,0227
ENSG00000134954.14 2113 ETS1 ETS proto-oncogene 1, transcription factor -1,14 0,0254
ENSG00000123384.13 4035 LRP1 LDL receptor related protein 1 -1,13 0,0182
ENSG00000164307.12 51752 ERAP1 endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 -1,12 0,0468
ENSG00000158517.13 653361 NCF1 neutrophil cytosolic factor 1 -1,12 0,0327
ENSG00000141556.20 6904 TBCD tubulin folding cofactor D -1,12 0,0499
ENSG00000171490.12 26156 RSL1D1 ribosomal L1 domain containing 1 -1,12 0,031
ENSG00000244716.3 100132742 RPL17P7 ribosomal protein L17 pseudogene 7 -1,11 0,022
ENSG00000163719.19 64419 MTMR14 myotubularin related protein 14 -1,10 0,0276
ENSG00000188549.12 388115 CCDC9B coiled-coil domain containing 9B -1,10 0,043
ENSG00000174720.15 51574 LARP7 La ribonucleoprotein 7, transcriptional regulator -1,09 0,029
ENSG00000170142.11 7324 UBE2E1 ubiquitin conjugating enzyme E2 E1 -1,09 0,034
ENSG00000031003.10 51306 FAM13B family with sequence similarity 13 member B -1,09 0,0226
ENSG00000136813.14 23392 ECPAS Ecm?29 proteasome adaptor and scaffold -1,09 0,0282
ENSG00000160294.10 8888 MCM3AP minichromosome maintenance complex component 3 associated protein -1,08 0,0409
ENSG00000215252.11 440270 GOLGASB golgin A8 family member B -1,08 0,026
ENSG00000136193.16 9805 SCRN1 secernin 1 -1,07 0,0336
ENSG00000164305.18 836 CASP3 caspase 3 -1,06 0,0286
ENSG00000186469.8 54331 GNG2 G protein subunit gamma 2 -1,06 0,023
ENSG00000197852.9 55924 INKA2 inka box actin regulator 2 -1,06 0,020
ENSG00000147036.11 347404 LANCL3 LanC like family member 3 -1,04 0,0193
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ENSG00000175115.11 55690 PACS1 phosphofurin acidic cluster sorting protein 1 -1,04 0,038

ENSG00000225205.5 124900513 PDK1-AS1 PDK1 And ITGA6 Antisense RNA 1 -1,03 0,041

ENSG00000127533.3 9002 F2RL3 F2R like thrombin or trypsin receptor 3 -1,02 0,0200
ENSG00000135905.18 55619 DOCK10 dedicator of cytokinesis 10 -1,02 0,0219
ENSG00000140992.18 5170 PDPK1 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1 -1,02 0,0187
ENSG00000111911.6 135114 HINT3 histidine triad nucleotide binding protein 3 -1,02 0,0291
ENSG00000134982.16 324 APC APC regulator of WNT signaling pathway -1,01 0,0320
ENSG00000139370.11 121260 SLC15A4 solute carrier family 15 member 4 -1,01 0,0410
ENSG00000155256.17 118813 ZFYVE27 zinc finger FYVE-type containing 27 -1,01 0,0495
ENSG00000120733.13 51780 KDM3B lysine demethylase 3B 1,94 0,0224
ENSG00000273749.4 23191 CYFIP1 cytoplasmic FMR1 interacting protein 1 3,09 0,0280
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Tabela U2. Lista proceséw zahamowanych w tCTCs.

Proces Zaangazowane geny FE FDR
GO:0045730~respiratory burst CD52, CYBA, CYBB, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, RAC2, SLC11A1 2412  831E-07
GO:0043020~NADPH oxidase complex  CYBA, CYBB, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, RAC2 1825  4,39E-05
R-HSA-1236973~Cross-presentation of
particulate exogenous antigens CYBA, CYBB, NCF2, NCF4 17,42 1,62E-02
(phagosomes)
GO:0002503~peptide antigen assembly ) \ b\ 4 1 4 DMB, HLA-DPAT, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 16,08  5,02E-03
with MHC class II protein complex
GO:0005885~Arp2/3 protein complex ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4 15,64 1,79E-02
GO:0046598~positive regulation of viral - -1\ " o) 11 4 PRBI LGALSO, TRIM3S 1519  2,99E-02
entry into host cell
GO:0015935~small ribosomal subunit FAU, RPS18, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS9 15,08  3,52E-06
R-H5A-202427~Phosphorylation of CD3 - -1,/ ~ax 11 4 pPpAT HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS5, PAG1, PTPN22, PTPRC 1425  2,36E-06
and TCR zeta chains
, , FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6,

GO:0002181-~cytoplasmic translation RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 1402 434820
GO:2000406~positive regulation of Teell -\ p) " ~op01 4 pOCKS, ITGA4, SPN, TNFRSF14 13,67  1,02E-02
mlgratlon
GO:0002504~antigen processing and
presentation of peptide or HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 13,67  1,02E-02
polysaccharide antigen via MHC class II

o FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6,
GO:0022626~cytosolic ribosome RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS3, RPSS, RPS9 1362 7,34E-20
i?gfgi%z%cytosom small ribosomal /2 po17 RPS14, RPS1S, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 12,98  1,00E-08
GO:0071556~integral component of
lumenal side of endoplasmic reticulum CANX, CD74, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, HM13, TAPBP 12,94 5,29E-05
membrane
GO:0098553~lumenal side of CANX, CD74, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, HM13, TAPBP 12,94  5729E-05

endoplasmic reticulum membrane
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GO:0042613~MHC class II protein

complex CD74, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 12,63  3,15E-04
GO:0023026-MHC class II protein CD4, CD74, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 12,34 4,23E-04
complex binding
R-HSA-9735869-SARS-CoV-1 modulates o,/ ppeiy rpsia, RPS1S, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 1224  6,88E-09
host translation machinery
GO:0001891~phagocytic cup AIF1, ANXA1, ARHGAP25, BIN2, CORO1A, LCP1, RAB11FIP2 11,73 4,73E-04
R-H5A-5668599-RHO GIPases Activate .~y p, ~ypp NCE2, NCE4, PRKCB, RAC2, S100A8, S100A9 11,61  7,64E-05
NADPH Oxidases
GO:0007159~leukocyte cell-cell adhesion ~ ITGA4, ITGAL, ITGB2, PECAM1, PTPRC, ROCK1, SELL, SYK 11,39  1,29E-03
GO:0019886~antigen processing and
presentation of exogenous peptide CD74, CTSS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 11,39  1,29E-03
antigen via MHC class II
GO:0022625~cytosolic large ribosomal RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A,
: 11,35  2,08E-09
subunit RPL9
R-H5A-202430~Translocation of ZAP-70 ) 1) 4 hpa1 HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS, PTPN22 11,00  2,84E-03
to Immunological synapse
GO:0042554~superoxide anion CYBA, CYBB, NCF1B, NCFIC, NCF2, NCF4 1093  2,36E-02
generatlon
R-HSA-2730905~Role of
LAT2/NTAL/LAB on calcium FYN, LYN, PDPK1, PIK3R1, SYK 10,89  1,30E-02
mobilization
FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6

R_H A_l 2~P . h . 1 . 4 v 4 4 4 4 4 4 7 7 4 4 7 4 1 4 1 4 E_l

SA-156902-Peptide chain elongation .\ 2 )"k by 9 Rps11 RPS14, RPS1S, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 08 AOE-18

. , FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6,

R-H5A-192823~Viral mRNA Translation 1 >4 g by o Rps17, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 1084 140E-18
R-HSA-156842~Eukaryotic Translation  EEF1B2, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPLS5, 1075 815E.19
Elongation RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9 ' '
i?ififgimmosmve regulation of Tcell -y gsp, P4, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRBI, HLA-DRB5 1072 1,66E-03
R-HSA-975956~Nonsense Mediated
Decay (NMD) independent of the Exon L/F4G1 FAU RPL10, RPLIOA, RPLI3, RPL14, RPLISA, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL3S, RPLS7, RPLS, 1052 865519

Junction Complex (EJC)

RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS8, RPS9
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FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6,

R-H5A-2408557-Selenocysteine synthesis o) 2 4 pprg Rps11, RPS14, RPS1S, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 10,38 2,70E-18
R-HSA-72764~Eukaryotic Translation FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPLS, 1038 270518
Termination RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 ’ '
R-HSA-72695~Formation of the ternary
complex, and subsequently, the 43S EIF2S3, EIF3E, FAU, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS8, RPS9 10,05  3,85E-09
complex
R-HSA-9633012~Response of EIF2AK4  EIF2S3, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, 001 244E18
(GCN2) to amino acid deficiency RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9 ’ '
R-HSA-72689~Formation of a pool of free  EIF3E, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPLS5, 001 244E18
405 subunits RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 ’ '
R-HSA-156827~L13a-mediated EIF2S3, EIF3E, EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35,
translational silencing of Ceruloplasmin  RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, 9,64 8,15E-19
expression RPS8, RPS9
R-HSA72706-GTP hydrolysis and EIF2S3, EIF3E, EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35,
S , , RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPLY, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, 9,56  8,15E-19
joining of the 60S ribosomal subunit

RPS8, RPS9
5}'2%‘1’912631~Regula“°n ofsignaling  -p; ryN LYN, PIK3R1, RPS274, SYK 950  5,06E-03
R-HSA-72702-Ribosomal scanning and  EIF2S3, EIF3E, EIF4GL, FAU, RPS11, RPSL4, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, o\ 0 o
start codon recognition RPS9 ! g
R-HSA-72649~Translation initiation EIF2S3, EIF3E, EIF4G1, FAU, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, o\, o0 oo
complex formation RPS9 ! §
R-HSA-72662~Activation of the mRNA
upon binding of the cap-binding EIF2S3, EIFSE, EIF4G1, FAU, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, o o0 oo oo
complex and elFs, and subsequent RPS9 ’ ’
binding to 43S
Sg;ziiiiianhgen processing and CD74, CTSH, CTSS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 911  1,29E-03
R-HSA-389948~PD-1 signaling CD4, CSK, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 9,09  6,22E-03
RHSA.927802-Nonsense-Mediated EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5,

RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9, 9,01  636E-18

Decay (NMD)

SMGI1
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R-HSA-975957~Nonsense Mediated

EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5,

Decay (NMD) enhanced by the Exon RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9, 9,01  636E-18
Junction Complex (E]JC) SMGI1
RS A72737Cadependent EIF2S3, EIF3E, EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35,
HoAseso/m-ap-dependen RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, 9,00  2,40E-18
Translation Initiation
RPS8, RPS9
R HSA726 13- Eukarvotic Translation EIF2S3, EIF3E, EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35,
e Hkaryotic transiatio RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, 9,00  2,40E-18
Initiation
RPS8, RPS9
R'?SA'llzg 9331%51?,' d‘zpenctl,emt FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, 501 340E17
fseﬁgi;:m protein targetng to RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9, SPCS3 ’ AR
R-HSA-9754678-5ARS-CoV-2modulates .\ ppo11 Rpsia RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 888  3,91E-07
host translation machinery
GO:0042788~polysomal ribosome RPL10A, RPL18A, RPL32, RPL6, RPL7A, RPS29 8,80 6,30E-03
GO:0050778~positive regulation of HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, SYK 862  1,90E-02
mmune response
:0004715~-non- '
GO:0004715-non-membrane spanning  p 115 o) k1 CSK FGR, FYN, JAK1, LYN, PTK2B, SYK 845  1,19E-03
protein tyrosine kinase activity
R-HSA-2408522~Selenoamino acid FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPLG, 590 159E.15
metabolism RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9 ' '
R-HSA-9013422-RHOBTB1 GTPase cycle ROCK1, SPEN, SRRM1, TRA2B, VIM 757  461E-02
GO:0031295~T cell costimulation CARDI11, CSK, FYN, LYN, PDPK1, SPN, TNFRSF14 742  3,66E-02
R-HSA-9607240~FLT3 Signaling CBL, CSK, FYN, GRB10, PIK3R1, RPS27A, SH2B3, SYK 733 1,63E-03
CYBA, CYBB, FOS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, IRAK4, ITGA4
h 14 :L . h . . 4 7 4 4 4 7 4 4 4 4 4 7 E_ 7
sa05140:Leishmaniasis ITGB2, JAK1, NCF2, NCF4, PRKCB .30 2,29E-0
‘ CANX, FAU, RPL10, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL37, RPL5, RPL6, RPL9, RPS11, RPS14,
GO:0005840-ribosome RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS6KA3, RPS8, RPS9, SF1 7,28 636E-13
R-HSA-168273~Influenza Viral RNA FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPLG, 17 520E14
Transcription and Replication RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9 ' '
GO:0006909~phagocytosis ANXA1, CORO1A, ITGAL, ITGB2, LRP1, NCF2, NCF4, PECAM1, RAB11FIP2, SLC11A1, SLTM 716  1,03E-03
GO:0031623~receptor internalization DNM3, GRK2, GRK3, ITCH, ITGB2, LRP1, SNX1, SYK 7,15 1,68E-02
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R-HSA-9692914~SARS-CoV-1-host

FAU, ITCH, KPNB1, MAVS, PDPK1, RCAN3, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A,

interactions RPS29, RPS3, RPS8, RPS9, SMAD4 6,90 548E-09
CANX, CLTA, FAU, KPNB1, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35,

R-HSA-168255~Influenza Infection RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, 6,88  3,87E-15
RPS8, RPS9

hsa05310: Asthma HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 6,80  1,44E-02

R-HSA-1222556-ROS and RNS ATP6VIC1, CYBA, CYBB, NCF2, NCF4, RAC2, SLC11A1 6,77  7,41E-03

production in phagocytes

RHSA-9711097~Cellular response o ATP6VIC1, EIF253, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35,

, RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, 6,66  3,82E-14

starvation
RPS8, RPS9

R-H5A-3928662-EPHB-mediated ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, FYN, KALRN, LYN, ROCK1 6,64  2,96E-03

forward signaling

GO:0030658~transport vesicle membrane ~ CD74, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, SORL1 6,55  1,94E-02

R-HSA-512985-Interleukin3, CBL, CSF2RA, FYN, IL2RG, JAK1, LYN, PIK3R1, RPS27A, SYK 653  1,12E-03

Interleukin-5 and GM-CSF signaling

GO:0003735~structural constituent of FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, 637 SEIE1

ribosome RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9 ' '

hea05416:Viral myocarditi Efgﬂ, EIF4G3, FYN, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPAL HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS, ITGAL ITGB2, o™ 4 /0 o

GO:0005771~multivesicular body CD63, CD74, CHMP1A, CST7, SORL1, TPT1 626  2,33E-02
EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5,

GO:0006412~translation RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS, 624  9,53E-12
WARST

GO:0001772~immunological synapse CARDI11, CD37, CD53, CORO1A, HLA-DRA, HLA-DRB1 612  2,52E-02

GO:0042102~positive regulation of Tcell 0 )y 49 cARDI1, CCDCSSB, CORO1A, HLA-DMB, HLA-DPA1, PTPRC, SPN 6,03  1,68E-02

proliferation

R-HSA-114604-GPVI-mediated FYN, LYN, PDPK1, PIK3R1, RAC2, SYK 597  3,80E-02

activation cascade

hea03010-Ribosome FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, 580 LadEl
RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9 '

R-HSA-9010553~Regulation of EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, 587 286E12

expression of SLITs and ROBOs

RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9
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GO:0070821~tertiary granule membrane ~ CD53, CYBA, CYBB, ITGB2, KCNAB2, LAIR1, RAP2B, SLC11A1, VAMPS 579  2,59E-03
:0031234~extrinsi f
GO:0031234~extrinsic component o CYTHI, ESYTI, FGR, FYN, JAK1, KCNAB2, LYN, PTK2B, SYK 571 2,66E-03
cytoplasmic side of plasma membrane
GO:0030666~endocytic vesicle membrane ~ CD74, CSF3R, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, LRP1, LYN, RPS27A 571  2,66E-03
GO:0035579~specific granule membrane ~ APIM1I, CD53, CYBA, CYBB, ITGAL, ITGB2, KCNAB2, LAIR1, RAP2B, TNFRSF1B, VAMPS 567  4,73E-04
N s d covip.  CYBB FAU, FOS, IL6R, IRAK4, JAKL, MAVS, PIK3R1, PRKCB, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPLISA, RPL22,
) ;’a f-oronavirus disease RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, 5,60  5,50E-15
RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9, SYK
©0:0035577~azurophil granule BRI3, CD63, DNAJC13, FPR1, GLIPR1, IRAG2, VAMPS 557 1,56E-02
membrane
E;Z‘?iiii‘mcosnmmatmn by the CD4, CSK, FYN, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, LYN, PDPK1, PIK3R1, TNFRSF14 555  5,02E-04
hsa05330:Allograft rejection HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 555  2,79E-02
z'gliiﬁr'sl927~I“terleUkm'2 family CSF2RA, IL2RG, JAK1, LGALS9, PIK3R1, PTK2B, SYK 554  2,00E-02
R-HSA-6791226-Major pathway of rRNA  FAU, FBL, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL1SA, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPLS, RPLG, o
processing in the nucleolus and cytosol  RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 ’ '
R-H5A-9664422~FCGR3A-mediated ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, FGR, FYN, LYN, MYO5A, SYK 531  4,03E-03
phagocytosis
R-HSA-9664407~Parasite infection ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, FGR, FYN, LYN, MYO5A, SYK 531  4,03E-03
R-HSA-9664417~Leishmania ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, FGR, FYN, LYN, MYOS5A, SYK 531  4,03E-03
phagocytosis
R-HSA-8868773-TRNA processing in the  FAU, FBL, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPLS, RPL6, 0 go0
nucleus and cytosol RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9 ' '
. CANX, FAU, ITCH, KPNB1, MAVS, PDPK1, RCAN3, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25,
R-HSA-9678108-5ARS-CoV-1 Infection 0 " vt b oo pes. RPS9. SMADA, STEGALI 515  9,92E-08
GO:0030670~phagocytic vesicle ATG12, CORO1A, CYBA, CYBB, RAB8A, RAC2, SLC11A1, TAPBP, VAMPS 515  4,65E-03
membrane
hsa05332:Graft-versus-host disease HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 5,02 3,91E-02
hsa04672:Intestinal immune network for )\ b4 1y A DAME HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS, ITGA4 502 1,92E-02
IgA production
GO:0032040~small-subunit processome  FBL, PRKDC, RPS11, RPS14, RPS19, RPS27A, RPSS, RPS9 501  1,12E-02
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hsa04612:Antigen processing and

oresentation CANX, CD4, CD74, CTSS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, TAPBP 496  137E-03
L CAP1, EIF4G1, FAU, PFN1, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35,
R-H5A-376176~Signaling by ROBO RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, 4,93  3,34E-11
receptors
RPS8, RPS9
, FAU, FBL, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6,
R-HSA-72312-TRNA processing RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9 493 19410
hsa04940:Type I diabetes mellitus HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5 490  421E-02
. L CD4, FOS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS5, IL2RG, IL6R, JAKI,
hsa04659:Th17 cell differentiation NFATC1, PPP3CA, SMAD4, TGFBR? 4,88 9,08E-05
GO:0034774~secretory granule lumen ARHGAP9, BIN2, COTL1, CTSH, FCN1, FGR, GMFG, GYG1, ROCK1, S100A8, S100A9, SERPINB1 485  7,22E-04
GO:0005884~actin filament AIF1, ANXA1, CORO1A, COTL1, FYN, LCP1, MYO5A, PSTPIP1, RAC2, RCSD1 474  3,77E-03
(GO:0030669~clathrin-coated endocytic CD4, CD74, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, VAMPS 469  3,04E-02
vesicle membrane
GO:0035578~azurophil granule lumen ACTR2, CAP1, CTSC, GCA, GNS, GRN, LYZ, MNDA, PLACS 464  7,65E-03
Ha04658 Th1 and Tha cell differentiation CD% FOS HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS, IL2RG, JAK1, NFATCL, 158 195803
PPP3CA
GO:0045335~phagocytic vesicle CORO1A, CTSS, CYBB, MPEG1, RAB8A, SRGAP2B, VIM 456  3,29E-02
igrfgziz&tmm'cdgl network APIM1, CD74, CLTA, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, MARCHF1, RAB8A, VPS53 439  581E-03
R-HSA-9013404-RAC2 GTPase cycle ARHGAP17, CYBA, CYBB, DOCK2, ESYT1, NCF2, NCF4, PIK3R1, RAC2, TAOK3, TMPO 435  3,47E-03
ACTR2, ACTR3, ANXA1, APBB1IP, ARPC2, CAP1, CBL, CYBA, HNRNPK, HSP90B1, IL16, ITGA4, ITGB2, JAKI,
GO:0005925~focal adhesion LCP1, LRP1, PDPK1, PEN1, PTK2B, PTPRA, PTPRC, RAC2, RPL10A, RPL22, RPL23, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, 4,32  3,08E-12
RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9, SYNE2, VIM
hsa05321:Inflammatory bowel disease HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS5, IL2RG, NFATC1 432  1,87E-02
}r:.zorﬁ?:eumcyte transendothelial CYBA, CYBB, GNAI3, ITGA4, ITGAL, ITGB2, NCF2, NCF4, PECAM1, PIK3R1, PRKCB, PTK2B, RAC2, ROCK1 428  6,06E-04
1 1
hea04640:Hematopoietic cell lineage CD37, CD4, CSF2RA, CSF3R, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS5, IL6R, 126 19003
ITGA4
;:Ejffyz:B cell receptor signaling BANK1, CARD11, FOS, LYN, NFATC1, PIK3R1, PPP3CA, PRKCB, RAC2, SYK 418  746E-03
:0004713~protein tyrosine ki
GO:0004713~protein tyrosine kinase BAZ1B, CLK1, CSK, FGR, FYN, HIPK1, JAK1, LYN, PTK2B, SLTM, SYK 417 2,87E-02

activity
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GO:1904813~ficolin-1-rich granule lumen ~ ACTR2, BIN2, COTL1, CTSH, CTSS, FCN1, GMFG, GNS, GYG1, KPNB1, MNDA 413 4,65E-03

GO:0071013~catalytic step 2 spliceosome ~ CDC5L, HNRNPHI, HNRNPK, PNN, SF3B1, SNRNP200, SRRM1, ZCCHCS 408  2,91E-02
EEF1B2, EIF2S3, EIF3E, EIF4G1, FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34,

R-HSA-72766~Translation RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, 4,06  4,47E-10
RPS3, RPS8, RPS9, SPCS3, WARS1

R-FI5A-2029480~Fegamma receptor ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, FGR, FYN, LYN, MYO5A, PIK3R1, SYK 405  1,11E-02

(FCGR) dependent phagocytosis

GO:0043123~positive regulation of I- AKAP13, ATP2C1, CARD11, CARD16, CD4, CD74, FYN, HLA-DRB1, IRAK4, LGALS9, LITAF, MAVS, MIB2, 400 LOBE03

kappaB kinase/NF-kappaB signaling PRKCB, TMED4, TRIM?22, TRIM38, ZDHHC17 ’ '

R-HSA-2132295-MHC class II antigen APIM1, CANX, CAPZA1, CD74, CLTA, CTSC, CTSH, CTSS, DNM3, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-

: 3,97  9,74E-04

presentation DRBI1, HLA-DRB5

R-HSA-6785807~Interleukin-4 and ANXA1, FOS, HSP90B1, IL2RG, IL6R, ITGB2, JAK1, MCL1, PIK3R1, TNFRSF1B, VIM, ZEB1 387  4,03E-03

Interleukin-13 signaling

GO:0005681~spliceosomal complex CDC5L, HNRNPK, IVNS1ABP, PNN, PRKRIP1, SF1, SF3B1, SNRNP200, SREK1, SRRM1, TRA2B 380  7,35E-03

hsa05323:Rheumatoid arthritis ATP6V1C1, FOS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, ITGAL, ITGB2 378  1,25E-02

ARD11, CD4, CSK, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, PAG1, PDPK1, PIK3R1, PTPN22, PTPR

R-HSA-202403~TCR signaling ¢ , CD4, CSK, ' ' ' 5 PAG, » PIK3R1, PTPN22, 377 291E-03
RPS27A

R-HSA-9013423-RAC3 GTPase cycle ARHGAP15, ARHGAP17, CYBA, CYBB, ESYT1, NCF2, NCF4, PIK3R1, TAOK3, TMPO 371  1,98E-02

D63, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, MARCHF1, OSBPL11, SLC11A1,

GO0:0031902~late endosome membrane C€Do3, ’ ’ ’ 5 MARC 0S SLC 3,70 5,36E-03
SNX14, VAMPS

hsa05150:Staphylococcus aureus

N FPR1, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, ITGAL, ITGB2, SELPLG 3,66  1,44E-02

1

}C‘:ﬁgSlOO:BaCteml invasion of epithelial -, 7.0, 4 cTR3, ARPC2, ARPC4, CBL, CLTA, DNM3, PIK3R1 3,65  3,80E-02

R-H5A-1236975~Antigen processing- CTSS, CYBA, CYBB, LNPEP, NCF2, NCF4, RPS27A, S100A8, S100A9, TAPBP, VAMPS 365  1,20E-02

Cross presentation

hsa04666:Fc gamma R-mediated ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, LYN, PIK3R1, PRKCB, PTPRC, RAC2, SYK 3,62 1,44E-02

phagocytosis
ANXA1, CD63, DNAJC13, FCGRT, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS,

G0:0010008~endosome membrane IRAK4, LEPROT, NCF4, RPS27A, SLCIA7, SNX1, SORL1, TMISF2, VPS13A, VPS29, VPS53 361 529E-05

hsa05135: Yersinia infection ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, CD4, FOS, IRAK4, ITGA4, NFATC1, PIK3R1, PTK2B, RAC2, ROCK1, RPS6KA3 3,59  2,18E-03

CO004512 Lmembrane raft CARD11, CBL, CD4, CSK, EFHD2, FYN, GNAI3, LDHB, LYN, PAG1, PECAM1, PTK2B, PTPRC, RAP2B, 358 161E.04

S100A10, SLC25A5, TGFBR2, TNFRSF1B, TPP1
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CD4, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS5, ITGA4, ITGAL, ITGB2, PECAM]1,

hsa04514:Cell adhesion molecules PTPRC, SELL, SELPLG, SPN, VCAN 3,56 1,03E-03
?:;SW‘EQOOWNVEGFA'VEGFM CYBA, CYBB, FYN, NCF2, NCF4, PDPK1, PIK3R1, PRKCB, PTK2B, ROCK1 352  2,74E-02
, , ACTR2, BCL11A, DNM3, EIF3E, FYN, INPP4A, KALRN, LYN, PDPK1, PHB2, PTK2B, RABSA, RPL14, RPL6,
GO:0014069~postsynaptic density RPS14, RPS18, RPS19, RPS25, RPS3, SRGAP2B 3,49 1,31E-04
ATP6V1C1, CANX, CORO1A, CTSS, CYBA, CYBB, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRBI,
hsa04145:Phagosome HLA-DRBS, ITGB2, NCF2, NCF4 3,47 1,90E-03
hsa04142:Lysosome APIM1, CD63, CLTA, CTSC, CTSH, CTSS, DMXL2, GNPTAB, GNS, LAPTMS5, LITAF, SLC11A1, TPP1 346  5,16E-03
. CDC5L, FUS, IVNS1ABP, LUC7L3, PNN, PRKRIP1, RBM25, RSRC1, SF3B1, SMU1, SON, SREK1, SREK1IP1,
GO:0008380~RNA splicing SRRM1, SRSF11, SUCP? 345  1,11E-02
ACTR2, AP1M1, ARHGAP9, BIN2, BRI3, CAP1, CD53, CD63, COTL1, CTSC, CTSH, CTSS, CYBA, CYBB,
R-HSA-6798695~Neutrophil DNAJC13, DOCK2, FCN1, EGR, FPR1, GCA, GLIPR1, GMEG, GNS, GRN, GYG1, IRAG2, ITGAL, ITGB2, sil Ls6EAL
degranulation KCNAB2, KPNB1, LAIR1, LYZ, MNDA, PECAM1, PLACS, PTPRC, RAP2B, ROCK1, ST00A8, S100A9, SELL, ’ ’
SERPINBI, SLC11A1, TMT1A, TNFRSF1B, TYROBP, VAMPS
ABLIM1, ACTR2, ACTR3, AIF1, APBB1IP, ARPC2, CCDC88A, CORO1A, PSTPIP1, PTK2B, RAC2, ROCK1
GO:0030027~lamellipodium M1, ACTR2, ACTRS3, AIF, s ARPC2, CCDC884, CORO14, PS ' ) RAC2, ROCKT, 339  3,84E-03
SNX1, SRGAP2B
hea04 144 Endocytosi ACAP1, ACTR2, ACTR3, ARFGEF2, ARPC2, ARPC4, CAPZA1, CBL, CHMP1A, CLTA, CYTH1, DNM3, GRK2, 23 34005
saiilatbndocytosis GRK3, GRK6, IL2RG, ITCH, RAB11FIP2, RAB8A, RNF41, SNX1, TGFBR2, VPS29, ZFYVE16 ’ ’
GO:0055037~recycling endosome ARFGEF2, DENND6A, MYO5A, SLC9A7, SORL1, TMEM230, TNIK, TPP1, VAMPS, VPS53 333  2,77E-02
hsa05166:Human T-cell leukemia virus1  ATM, CANX, CD4, FOS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS5, IL2RG, 23 151E.04
infection ITGAL, ITGB2, JAK1, NFATC1, PIK3R1, PPP3CA, SLC25A5, SMAD4, TGFBR2, TSPO ’ ’
}C‘ngfjgi\lamml killer cell mediated FYN, HCST, ITGAL, ITGB2, NEATC1, PIK3R1, PPP3CA, PRKCB, PTK2B, RAC2, SYK, TYROBP 332 1,09E-02
ytotoxicity
GO:0005770~late endosome CD74, CST7, CTSS, GRN, HTT, MYO5A, RNF149, SLC11A1, SNX14, TMEM230, VPS29 331  1,82E-02
GO:0016363~nuclear matrix ARID2, ATXN7, BCL11A, CHMP1A, PHB2, S100A10, SMC1A, SRRM1, VIM 327  4,75E-02
AP1M1, ATP6V1C1, CD63, CD74, CHMP1A, CSF3R, DNAJC13, GNAI3, GNB1, GNB4, GRN, HLA-DMA, HLA-
GO:0005765~lysosomal membrane DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, LAPTM5, LITAF, LNPEP, LRP1, LYN, MARCHF1, 324  7,24E-06
SLC11A1, SNX14, TRAF3IP3, VAMPS, VPS13A
R-HSA-194138-Signaling by VEGF CYBA, CYBB, FYN, NCF2, NCF4, PDPK1, PIK3R1, PRKCB, PTK2B, ROCK1 323  4,61E-02
ARHGAP15, ARHGAP17, ARHGAP25, ARHGAP30, ARHGAP4, ARHGAP9, CYBA, CYBB, DOCK2, DOCKS,
R-HSA-9013149~RAC1 GTPase cycle ESYT1, KALRN, NCF2, NCF4, PIK3R1, TAOK3, TMPO 3,20 1,55E-03
R-HSA-9658195~Leishmania infection ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, CYBA, FGR, FYN, GNAI3, GNB1, GNB4, LYN, MYO5A, PSTPIP1, SYK, TXNIP 319  4,03E-03
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R-HSA-9824443~Parasitic Infection

Pathways ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, CYBA, FGR, FYN, GNAI3, GNB1, GNB4, LYN, MYO5A, PSTPIP1, SYK, TXNIP 3,19  4,03E-03
hsa05145:Toxoplasmosis GNAI3, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, IRAK4, JAK1, PDPK1 317 2,79E-02
hsa04380:Osteoclast differentiation CYBA, FOS, FYN, JAK1, NCF2, NCF4, NFATC1, PIK3R1, PPP3CA, SYK, TGFBR2, TYROBP 312 1,44E-02
hsa04611:Platelet activation APBBI1IP, FYN, GNAI3, LYN, PIK3R1, PLCB2, ROCK1, STIM1, SYK, TBXAS1, VAMPS 312 2,02E-02
Sjjg'tiif:828~Clathrm'med‘ated ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, CBL, CD4, CLTA, DNM3, FNBP1, GRK2, GRK3, RPS27A, VAMPS 310  1,37E-02
ABLIM1, ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, CAP1, CLTA, DNM3, EIF4G1, FAU, FYN, GRB10, KALRN, LYN,
, PFN1, PIK3R1, PITPNA, PTPRA, PTPRC, ROCK1, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23,
R-HSA-422475~Axon guidance RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPLS, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, 00 LA7E-D
RPS27A, RPS29, RPS3, RPS6KA3, RPS8, RPS9, TYROBP
ATM, CSF2RA, CSK, FGR, FYN, GMFG, GRK2, GRK3, GRK6, HCST, HIPK1, JAK1, KALRN, LYN, MAP3K2,
GO:0006468~protein phosphorylation MAP3K5, PDPK1, PIK3R1, PRKCB, PRKDC, PTK2B, PTPRA, ROCK1, RSRC1, SMG1, STK17B, SYK, TAOK3, 3,08  9,16E-05
TGFBR2, TNIK
o o ABLIM1, ACTR2, ACTR3, AIF1, ARPC2, ARPC4, CAPZA1, CORO1A, COTL1, LCP1, LIMD2, MYOIF, MYO5A,
GO:0051015~actin filament binding PSTPIP1, RCSD1, SYNE2 2,97 2,87E-02
ABLIM1, ACTR2, ACTR3, ARPC2, ARPC4, CAP1, CLTA, DNM3, EIF4G1, FAU, FYN, GRB10, KALRN, LYN,
R-HSA-9675108~Nervous system PEN1, PIK3R1, PITPNA, PTPRA, PTPRC, ROCK1, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, o5 659E0
development RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, ' '
RPS27A, RPS29, RPS3, RPS6KA3, RPS8, RPS9, TYROBP
CD74, CORO1A, CTSS, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, IRAK4, ITGB2
hea05 15T osi , , , , , , , , , , ., - 46E.
sa05152:Tuberculosis JAK1, LSP1, PPP3CA, SYK ,93 46E-03
R-HSA-9705683~SARS-CoV-2-host FAU, IL17RA, JAK1, MAVS, PDPK1, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3,
. . 292 4,03E-03
interactions RPS8, RPS9
o ACSBG1, APIM1, ARFGEF2, ARHGAP30, ATM, ATP6V1C1, CCDC88A, CLTA, COMMD?, CST7, DENNDS3,
GO:0031410~cytoplasmic vesicle DENND4B, FNBP1, ITCH, LAPTM5, MPEG1, PDPK1, RAC2, SNX1, TMEM123 289 1,38E-03
R-H5A-3858494-Beta-catenin AGO3, CLTA, GNB1, GNB4, NFATC1, PFN1, PLCB2, PPP3CA, PRKCB, RAC2, RPS27A, TNRC6A 2,86 3,94E-02
independent WNT signaling
hsa05170:Human immunodeficiency APIM1, ATM, CD4, FOS, GNAI3, GNB1, GNB4, IRAK4, NFATC1, PIK3R1, PPP3CA, PRKCB, PTK2B, RAC2, sy 516503
virus 1 infection SAMHDI, TAPBP, TNFRSF1B ’ '
GO:0042995~cell projection ACTR2, ARPC2, ARPC4, BIN2, GRK3, HNRNPK, KCTD12, OGT, PDPK1, RAB11FIP2, RAC2, ZDHHC17 282  3,04E-02
GO:0031901~early endosome membrane ~ ANXA1, DNAJC13, HLA-DRA, INPP4A, ITCH, LDLRAD4, MARCHF1, RCC2, SNX1, SORL1, VAMPS, ZFYVE16 2,79  3,21E-02

117



Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komorek nowotworowych o réznych fenotypach epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

hsa05169:Epstein-Barr virus infection

HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRBS5, IRAK4, ITGAL, JAK1, LYN, MAVS,
PIK3R1, POLK, SYK, TAPBP, VIM

2,78

7,46E-03

hsa04613:Neutrophil extracellular trap
formation

CYBA, CYBB, FPR1, ITGAL, ITGB2, MACROH2A1, NCF2, NCF4, PIK3R1, PLCB2, PRKCB, RAC2, SELPLG,
SLC25A5, SYK

2,76

1,16E-02

hsa04062:Chemokine signaling pathway

DOCK2, FGR, GNAI3, GNB1, GNB4, GRK2, GRK3, GRK6, LYN, PIK3R1, PLCB2, PRKCB, PTK2B, RAC2, ROCK1

2,75

1,16E-02

hsa05164:Influenza A

HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, HNRNPUL1, IRAK4, JAK1, MAVS,
PIK3R1, PRKCB, SLC25A5

2,67

2,38E-02

R-HSA-168249~Innate Immune System

ACTR2, ACTR3, AP1IM1, ARHGAPY, ARPC2, ARPC4, ATG12, ATP6V1C1, BIN2, BRI3, CAP1, CAPZAI,
CARD11, CD4, CD53, CD63, COTL1, CTSC, CTSH, CTSS, CYBA, CYBB, DNAJC13, DNM3, DOCK?2, FCN1, FGR,
FOS, FPR1, FYN, GCA, GLIPR1, GMFG, GNLY, GNS, GRN, GYG1, HSP90B1, IRAG2, IRAK4, ITCH, ITGAL,
ITGB2, KCNAB2, KPNB1, LAIR1, LRRFIP1, LYN, LYZ, MAVS, MNDA, MYO5A, NCF2, NCF4, NFATC1, NLRC5,
PDPK1, PECAM1, PIK3R1, PLACS, PPP3CA, PRKDC, PSTPIP1, PTPRC, RAC2, RAP2B, ROCK1, RPS27A,
RPS6KA3, S100A8, S100A9, SELL, SERPINB1, SLC11A1, SYK, TMT1A, TNFRSF1B, TXNIP, TYROBP, VAMPS8

2,61

4,18E-14

R-HSA-71291~Metabolism of amino
acids and derivatives

FAU, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6,
RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS, RPS9

2,60

2,13E-04

hsa05415:Diabetic cardiomyopathy

ATP5MC2, ATP5PD, CYBA, CYBB, NCF2, NCF4, NDUFA6, NDUFB3, NDUFBS, PIK3R1, PLCB2, PRKCB, RAC2,
SLC25A5, TGFBR2

2,60

1,56E-02

GO:0005768~endosome

ANXAI1, ARPC2, CLEC18B, CST7, CYBA, FYN, GRN, IL2RG, JAK1, LEPROT, MARCHF1, RAB11FIP2, RABS8A,
SLC11A1, SNX1, SORL1, TM9SF2, VPS29

2,59

7,35E-03

GO:0005769~early endosome

ANXA1, AP1IM1, CD4, CHMP1A, CORO1A, HTT, ITCH, LRP1, MIB2, MYO5A, RCSD1, SERPINB1, SORL]1,
TMEM?230, VAMPS, VPS29, ZFYVE16

2,55

1,19E-02

GO:0003723~RNA binding

AGO3, CANX, CDC5L, CELF2, CORO1A, DDX56, DEK, EIF3E, EIF4G1, EIF4G3, FAU, FBL, FUS, GPATCHS,
GRN, HMGN2, HNRNPH1, HNRNPK, HNRNPUL1, HSP90B1, KCTD12, KPNB1, LRP1, LUC7L3, MYO5A,
NELFB, NFX1, PDCD4, PFN1, PNISR, PNN, PRKDC, RBM25, RBMS1, RCAN3, RCC2, RPL10, RPL10A, RPL13,
RPL14, RPL18A, RPL22, RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14,
RPS18, RPS19, RPS2, RPS20, RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPSS8, RPS9, SAMHD1, SELENOH, SETX, SF1,
SF3B1, SLC25A5, SLTM, SMC1A, SMG1, SNRNP200, SON, SPEN, SREK1, SRRM1, SRSF11, SUGP2, TASOR,
TCOF1, TNRC6A, TPD52L2, TPT1, TRA2B, TRMT1, ZCCHCS

2,54

2,98E-13

R-HSA-1280218~Adaptive Immune
System

APIM1, CANX, CAPZA1, CARD11, CD4, CD74, CLEC2B, CLTA, CSK, CTSC, CTSH, CTSS, CYBA, CYBB,
DNM3, ERAP1, FYN, HCST, HECTD3, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, ITCH,
ITGA4, ITGAL, ITGB2, LAIR1, LNPEP, LYN, MIB2, NCF2, NCF4, NFATC1, PAGI1, PDPK1, PIK3R1, PPP3CA,
PRKCB, PIPN22, PTPRC, RNF220, RNF4, RNF41, RPS27A, S100A8, S100A9, SELL, STIM1, SYK, TAPBP,
TNFRSF14, TYROBP, UBE2G1, VAMPS8

2,54

4,86E-09
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R-HSA-72163~mRNA Splicing - Major

CDC5L, FUS, HNRNPH1, HNRNPK, LUC7L3, PNN, PRKRIP1, RBM25, SF1, SF3B1, SMU1, SNRNP200, SRRM1,

Pathway SRSF11, TRA2B 252 325E02
GO:0015629~actin cytoskeleton ??Ig];/g, ACTR2, ACTR3, AKAP13, ARPC2, CAPZA1, FGR, KALRN, LCP1, LIMD2, LSP1, MYOI1F, MYO5A, 246 371E-02
hsa05417:Lipid and atherosclerosis Igll;g;\é ;YBB, FOS, HSP90B1, IRAK4, LYN, MAP3K5, MIB2, NCF2, NCF4, NFATC1, PDPK1, PIK3R1, PLCB2, 245 2 31E-02
GO:0004712~protein ATM, BAZ1B, CLK1, CSK, FGR, FYN, HIPK1, IRAK4, JAK1, KALRN, LYN, MAP3K2, MAP3K5, PDPK1, PRKCB, 943 1 2E-02
serine/threonine/tyrosine kinase activity PRKDC, PTK2B, ROCK1, RPS6KA3, SLTM, SMG1, STK17B, SYK, TAOK3, TNIK ’ !
ANXA1, CANX, CAPZA1, CBL, CD4, CSF2RA, CSF3R, FOS, FPR1, FYN, HSP90B1, IL16, IL17RA, IL2RG, IL6R,
R-HSA-449147~Signaling by Interleukins  IRAK4, ITGB2, JAK1, LCP1, LGALS9, LYN, MCL1, NLRC5, PDCD4, PIK3R1, PITPNA, PTK2B, RPS27A, 2,43 1,17E-04
RPS6KA3, SYK, TNFRSF1B, VIM, ZEB1
R-HSA-72172-mRNA Splicing CDC5L, FUS, HNRNPH1, HNRNPK, LUC7L3, PNN, PRKRIP1, RBM25, SF1, SF3B1, SMU1, SNRNP200, SRRM1, 243 LATE-02
SRSF11, TRA2B
AKAP13, ARHGAP15, ARHGAP17, ARHGAP25, ARHGAP30, ARHGAP4, ARHGAP9, ARHGEF3, CCDC88A,
R-HSA-9012999~RHO GTPase cycle CSK, CYBA, CYBB, DOCK2, DOCKS8, EFHD2, ESYT1, FNBP1, KALRN, NCF2, NCF4, OSBPL11, PIK3R1, PTK2B, 2,41 2,89E-04
RAC2, ROCK1, SPEN, SRRM1, TAOK3, TMPO, TRA2B, VIM
CD74, CST7, CTSC, CTSH, CTSS, FNBP1, GNS, GRN, HLA-DRA, LAPTM5, MARCHF1, MYO5A, SLC11A1,
GO:0005764~lysosome SNX1, SNX14, TPP1 2,40 2,64E-02
GO:0035556~intracellular signal AKAP13, ARFGEF2, ARHGEF3, FYN, IRAK4, JAK1, KALRN, LYN, MAP3K2, NFATC1, NLRC5, PAGI1, PDPK]1, 537 2 91E-02
transduction PLCB2, PRKCB, ROCK1, RPS6KA3, SH2B3, SMAD4, STK17B, SYK, TAOK3, TNIK, TYROBP / /
ACTR2, ACTR3, AP1M1, ARPC2, ARPC4, CANX, CBL, CD4, CHMP1A, CLTA, CORO1A, CYBA, DOCK2, FAU,
FGR, FYN, GNAI3, GNB1, GNB4, GTF2B, HNRNPK, IL17RA, IL6R, ITCH, ITGA4, JAK1, KPNB1, LYN, MAVS,
R-HSA-5663205~Infectious disease MYO5A, NELFB, PACS1, PDPK1, PSTPIP1, RCAN3, ROCK1, RPL10, RPL10A, RPL13, RPL14, RPL18A, RPL22, 2,35 6,87E-10
RPL23, RPL32, RPL34, RPL35, RPL37, RPL5, RPL6, RPL7A, RPL9, RPS11, RPS14, RPS18, RPS19, RPS2, RPS20,
RPS25, RPS27A, RPS29, RPS3, RPS8, RPS9, SLC25A5, SMAD4, SPCS3, ST6GAL1, SYK, TXNIP
hsa05163:Human cytomegalovirus AKAP13, GNAI3, GNB1, GNB4, IL6R, JAK1, NFATC1, PIK3R1, PLCB2, PPP3CA, PRKCB, PTK2B, RAC2, ROCK1, 234 3,09E-02

infection

TAPBP

FE - ang. fold enrichment, krotno$¢ wzbogacenia
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9. Spis tabel

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.
Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.
Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy chorych na BC analizowanej

retrospektywnie.

Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy chorych na BC analizowanej

prospektywnie.

Sekwencje starterow uzytych do ilosciowego PCR.

Sekwencje starteréw uzytych do multipleksowego PCR w celu analizy jakosci

transkryptomu.

Sktad mieszaniny odczynnikéw do odwrotnej transkrypcji w pojedynczych

komoérkach.

Sktad mieszaniny odczynnikéw do preamplifikacji RNA z pojedynczych

komorek.

Sklad mieszaniny odczynnikéw do multipleksowego PCR.

Sklad mieszaniny odczynnikéw do trawienia.

Sktad mieszaniny odczynnikéw do amplifikacji fragmentéw cDNA

znakowanych indeksowanymi adapterami.

Korelacje pomiedzy cechami kliniczno-patologicznymi a fenotypem EMT
CTCs u chorych na BC.

Analiza jedno- i wieloczynnikowa ryzyka zgonu chorych na BC (n=72)
uwzgledniajaca klasyczne cechy kliniczno-patologiczne w  zalezno$ci

od fenotypu wystepujacych CTCs.

Korelacje pomiedzy cechami kliniczno-patologicznymi chorych na BC

a obecnoscig CTCs o réznych fenotypach EMT.

10. Spis rycin

Rycina 1.

Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.

Rycina 5.

Rycina 6.

(A) Liczba zachorowan na nowotwory i zgondéw z powodu nowotwordw

wsrod kobiet w 2022 roku w Polsce i (B) na $wiecie.

Elementy kaskady metastatycznej (inwazja, intrawazacja, migracja
w krazeniu, ekstrawazacja, kolonizacja) prowadzace do rozsiewu

nowotworu.

Spektrum fenotypow CTCs powstajacych wskutek EMT wraz z wybranymi
cechami charakterystyczymi: fenotyp epitelialny - adhezja, polarnosc,
fenotyp epitelialno-mezenchymalny — plastycznos¢, fenotyp mezenchymalny

— utrata polarnosci, reorganizacja cytoszkieletu, mobilnos¢, macierzystosc.

Procedura wzbogacenia, detekgji, izolacji i dalszej analizy transkryptomicznej

pojedynczych CTCs o réznych fenotypach EMT od chorych na BC.

Schemat przedstawiajacy probki od chorych na BC wylaczone i wiaczone

do analizy ekspresji genow.
Status markerow BC, epitelialnych i mezenchymalnych w CTCs-EBFs
zakwalifikowanych jako eCTCs (E), emCTCs (EM) i mCTCs (M).
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Rycina 7.

Rycina 8.

Rycina 9.

Rycina 10.

Rycina 11.

Rycina 12.

Rycina 13.

Rycina 14.

Rycina 15.

Rycina 16.

Rycina 17.

Kliniczne i biologiczne znaczenie krazacych komorek nowotworowych o réznych fenotypach

epitelialno — mezenchymalnych u chorych na raka piersi

(A) Poziom ekspresji genéw kodujacych SCGB2A2 i ERBB2 oraz markery
epitelialne (KRT19, CDH1), mezenchymalne (VIM, CDH2, PLS3), (B) markery
inwazyjnosci (CXCR4, PLAUR), macierzystosci (CD44, NANOG, ALDH1A1,
POU5F1, PROM1) i formowania klastrow (JUP) w  prébkach
CTCs-negatywnych, CTCs-pozytywnych oraz zdrowych kontrolach.

(A) Poziom ekspresji genéw kodujacych SCGB2A2 i ERBB2 oraz markery
epitelialne (KRT19, CDH1), mezenchymalne (VIM, CDH2, PLS3), (B) markery
inwazyjnosci (CXCR4, PLAUR), macierzystosci (CD44, NANOG, ALDH1A1,
POU5F1, PROMI1) i formowania klastrow (JUP) w  prébkach
CTCs-pozytywnych.

Wptyw obecnosci (A) oraz fenotypu CTCs (B) u chorych na BC na czas

catkowitego przezycia.

RRs epitelialnych (szare) i mezenchymalnych (grafitowe) komoérek z linii BC

izolowanych réznymi metodami.

Srednia réznica pomiedzy RRs epiBCs (kota) i mesBCs (kwadraty)

uzyskanym wybranymi metodami oraz CellSearch®.

(A) Liczba PBMCs po wirowaniu w gradiencie gestosci i po catej procedurze
izolacji CTCs po przeprocesowaniu 5 mL probek krwi od zdrowych
ochotniczek (n=6). (B) RR pojedynczych komdrek zlinii BC MCEF-7
(o fenotypie epitelialnym) i MDA-MB-231 (o fenotypie mezenchymalnym)
dodanych do5mL  probek krwi od  zdrowych ochotniczek.
(C) Reprezentatywne zdjecia linii komdérkowych BC podczas walidagji
barwienia immunofluorescencyjnego wykrywajacego obecnos¢ EpCAM,
ECAD, MCAM, CD45i CD31.

(A) Liczba CTCs o réznych fenotypach EMT u chorych na BC.
(B) Heterogennosc¢ fenotypow EMT CTCs wykrytych u CTCs-pozytywnych
chorych (n=54) ukazana jako calkowita liczba CTCs na 5 mL krwi.
(C) Reprezentatywne zdjecia CTCs wykrytych u chorych na BC.

Liczba CTCs w zaleznosci od (A) cechy cT, (B) najwigkszego wymiaru guza,
(C) cechy cN i (D) stopnia zlosliwosci histologicznej (G) guza
u CTCs-negatywnych i CTCs-pozytywnych chorych na BC.

(A) Procent komodrek proliferujacych (Ki67-pozytywnych) w guzie
u CTCs-negatywnych i -pozytywnych chorych na BC oraz liczba CTCs

w zaleznosci od (B) statusu ER, (C) PR i (D) HER2 guzow.

Heterogennos$¢ fenotypowa CTCs w zaleznosci od charakterystyki kliniczno-
patologicznej chorych na BC.

(A) Jakos¢ transkryptomu pojedynczych komorek z linii komoérkowych BC
MCF-7 i MDA-MB-231 oceniana przed i po przeprowadzeniu procedury
izolacji CTCs, oraz (C) pojedynczych CTCs o réznych fenotypach EMT
(n=104) i NCS (n=65) od chorych na BC. (B) Poziom ekspresji markerow
epitelialnych (CDH1, EpCAM, KRT19) i mezenchymalnych (VIM, SERPINEI,
PLS3) oraz markerdw komorek hematopoetycznych (PTPRC) i endotelialnych
(PECAM1) w komoérkach MCF-7, MDA-MB-231 i NCs od zdrowych kontroli
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po procedurze izolacji CTCs oraz (D) w CTCs i NCs pobranych od chorych

na BC. 71
Rycina 18. (A) Liczba zmapowanych genéw w pojedynczych komoérkach z linii
komorkowych BC (szary) i komérkach od chorych na BC — CTCs (czerwony)
i NCs (niebieski). Komoérki wylaczone z dalszych analiz zaznaczone sg na
czarno. (B) Liczba zmapowanych odczytow oraz (C) gendéw ulegajacych
ekspresji w tCTCs (czerwony), pCTCs (jasny czerwony), pNCs (btekitny)
i tNCs (niebieski). 72
Rycina 19. Profil ekspresji (mRNA) markeréw komdrek i plytek krwi, komorek
endotelialnych, fibroblastow, komoérek BC, receptorow hormondw,
markerow MET, a takze markeréw epitelialnych i KRTs w pojedynczych
komoérkach z linii komdrkowych BC oraz komorek od chorych na BC
podzielonych na tCTCs, pCTCs, pNCs i tNCs. 74
Rycina 20. Geny ulegajace rdéznicowej ekspresji pomiedzy tCTCs i tNCs. Geny o
zmienionej ekspresji w tCTCs zaznaczono na szaro, a geny o obnizonej
ekspresji kodujace podjednostki rybosoméw — na czarno. Na szarym tle
znajduja sie geny, ktérych ekspresja nie byla istotnie zmieniona. 76
Rycina 21. Wybrane procesy (GO BP, GO MF, Reactome, KEGG), w ktére zaangazowane
sa geny o obnizonej ekspresji w tCTCs w poréwnaniu do tNCs. Rozmiar kota
odpowiada ilo$ci genéw zaangazowanych w dany proces, a jego kolor —
log1(FDR). 77
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