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STRESZCZENIE

Rak gruczotu piersiowego jest najczesciej diagnozowanym nowotworem wsrod
kobiet na §wiecie, dla ktorego obserwuje si¢ ciggly wzrost wskaznikow zachorowalnosci.
Najwickszy odsetek przypadkéw raka piersi (ok. 50-60%) stanowi podtyp luminalny
(ER+/PR+). Te hormono-zalezne nowotwory charakteryzuja si¢ stosunkowo dobrym
rokowaniem pacjentek. Podstawowa opcja leczenia rakow luminalnych opiera si¢ na
blokowaniu funkcji receptora estrogenowego (ER) Iub syntezy estrogenéw przy pomocy
terapii anty-ER, gtownie tamoksyfenu lub fulwestrantu. Pomimo jej wysokiej
skuteczno$ci cze$¢ pacjentek nie odpowiada na lek, a u wigkszosci z nich z czasem
rozwija si¢ opornos¢ na stosowane terapie anty-ER. Stad zidentyfikowanie mechanizmow
molekularnych odpowiedzialnych za oporno$¢ na leczenie hormonalne stanowi ogromne
wyzwanie kliniczne.

Jednym z czynnikéw zaangazowanych w progresj¢ nowotwordw oraz
odpowiedzialnych za niepowodzenie stosowanych terapii jest mikrosrodowisko guza.
Liczne badania wskazuja na zaangazowanie sygnalizacji FGF/FGFR zar6wno
w progresje raka piersi, jak i opornosci na terapie anty-ER. Doniesienia literaturowe
wskazuja na udziat $ciezki FGFR w regulacji aktywnosci kompleksu Keapl/Nrf-2,
bioracego udzial w odpowiedzi antyoksydacyjnej. Jednym z gtownych regulatoréw tego
kompleksu jest biatko p62 - marker procesu autofagii. Coraz wigcej dowoddéw wskazuje
na role autofagii oraz kompleksu Keapl/Nrf-2 w promowaniu progresji raka piersi
1 opornosci na leczenie anty-ER. Nasz zespot uprzednio udokumentowat, ze aktywnos$¢
FGFR2 chroni komorki raka piersi przed dziataniem tamoksyfenu. Majac to na uwadze,
niniejszy projekt doktorski mial na celu ocen¢ udziatu FGFR2 w regulacji
wspoizaleznosci p62/Keapl/Nrf-2 oraz okreslenie jego znaczenia w luminalnym raku
piersi.

Zrealizowany projekt sktadal si¢ z dwoch uzupetiajacych sie poziomow
badawczych: eksperymentdéw in vitro oraz analiz klinicznych in silico. Analiza poziomu
ekspresji markerow autofagii (LC3B 1 p62) oraz aktywacji szeregu biatek
zaangazowanych w regulacje tego procesu wykazaty, ze sygnalizacja FGFR2 aktywuje
autofagie. Otrzymane wyniki potwierdzono takze monitorujagc dynamike tego procesu
przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej. Ponadto analizy wzrostu 3D w Matrigelu
wskazaty na udziat FGFR2-zaleznej autofagii w ochronie komorek raka piersi przed
dzialaniem lekoéw anty-ER. Co wazne zastosowanie inhibitora autofagii (chlorochiny)

przywracatlo pierwotng wrazliwo$¢ komorek na te leki. Zaobserwowano takze, ze
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sygnalizacja FGF7/FGFR2 poprzez aktywacje p62 w serynie 349 promuje dysocjacje
kompleksu Keap1/Nrf-2, lokalizacje Nrf-2 w jadrze komérkowym i aktywacje zaleznych
od niego gendéw. Hodowle tréjwymiarowe w Matrigelu potwierdzity, ze nadekspresja
czynnika transkrypcyjnego Nrf-2 znosi hamujgcy wzrost komorek efekt lekow anty-ER.
Analogicznie zahamowanie aktywno$ci Nrf-2 przy pomocy inhibitora przywracato
zniesiong przez FGFR2 wrazliwo$¢ komorek na fulwestrant i tamoksyfen. Koncowy
etap pracy doktorskiej obejmowal okre$lenic wartoSci prognostycznej zaleznoSci
FGFR2/Nrf-2 przy pomocy analiz in silico w oparciu o materiat kliniczny od pacjentek
z luminalnym A rakiem piersi. Analiza czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby
(RFS) wykazata, ze wysoki poziom ekspresji genu NFE2L2 (kodujacego Nrf-2)
wyodrebnia wérdd pacjentek z wysoka ekspresja FGFR2 podgrupe o gorszym rokowaniu.
Otrzymane wyniki potwierdzaja nasze wczesniejsze obserwacje wskazujace na
heterogennos$¢ kohorty chorych z wysoka ekspresja FGFR2.

Reasumujac, niniejsza praca doktorska po raz pierwszy wskazala na udzial
FGFR2 w regulacji wspotzaleznosci p62/Keapl/Nrf-2, majacej negatywny wplyw na
odpowiedZ komorek luminalnego raka piersi na terapie anty-ER. Wydaje si¢, ze Nrf-2
mogltby pehi¢ role markera wskazujacego na potencjalne wdrozenie terapii anty-FGFR
u chorych z luminalnym rakiem piersi, przyktadowo w kombinacji z lekami anty-ER.
W perspektywie kolejnych lat istotna wydaje si¢ rowniez ocena bezpieczenstwa
inhibitoréw Nrf-2 poprzedzajaca okreslenie skutecznosci klinicznej potencjalnej terapii

faczacej inhibitory FGFR 1 Nrf-2.



ABSTRACT

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer among women
worldwide, with growing incidents of morbidity. Approximately 50-60% of diagnosed
cases are classified as luminal A subtype (ER+/PR+). These hormone-dependent cancers
have a relatively good prognosis. The primary treatment for luminal cancers is based on
blocking ER function or estrogen synthesis with anti-ER therapy, mainly tamoxifen
or fulvestrant. Despite its high efficacy, some patients do not respond to the drug, and
most of them develop over time resistance to applied anti-ER therapies. Hence,
identifying the molecular mechanisms of anti-ER therapy resistance is a major clinical
challenge.

Tumour microenvironment is one of the crucial mediators involved in cancer
progression and the failure of targeted therapies. The growing number of studies indicate
the involvement of FGF/FGFR signalling in breast cancer progression and resistance to
anti-ER drugs. Multiple studies suggest the involvement of FGFR in regulation of
Keap1/Nrf-2 complex - the master mediator of antioxidant response. p62, a marker of the
autophagy process, is one of the main regulators of this complex. Increasing evidence
indicates the involvement of autophagy as well as Keap1/Nrf-2 signalling in breast cancer
progression. Our previous work showed that FGFR2 protects breast cancer cell from
tamoxifen. Taking into account these considerations, the doctoral project aimed to
evaluate the involvement of FGFR2 signalling in regulation of p62/Keapl/Nrf-2
interdependence and to determine its significance in luminal breast cancer.

The project consisted of two complementary levels of analysis: in vitro studies
and in silico clinical analyses. Evaluation of the expression levels of autophagy markers
(LC3B and p62) and phosphorylation of key regulators of the process showed that FGFR2
signalling activates autophagy. These results were confirmed by monitoring the dynamic
of the process using fluorescence microscopy. In addition, 3D growth assay in Matrigel
indicated the involvement of FGFR2-mediated autophagy in protecting breast cancer cells
from anti-ER drugs. Importantly, application of an autophagy inhibitor (chloroquine)
restored the cells' primary sensitivity to these drugs. It was also found that FGF7/FGFR2
signalling via activation of p62 at serine 349 promotes dissociation of the Keapl/Nrf-2
complex, followed by upregulation of Nrf-2 level in the nucleus and activation of Nrf-2-
dependent genes. Three-dimensional cultures in Matrigel of Nrf-2-overexpressed cells
confirmed the involvement of the Nrf-2 transcription factor in abrogation of anti-ER

drugs on breast cancer cells. However, inhibition of Nrf-2 restored the FGFR2-abrogated
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cells' response to these drugs, indicating its role in the development of resistance to anti-
ER therapies. The final stage of the study involved the in silico evaluation of potential
prognostic value of the FGFR2/Nrf-2 interdependence in clinical specimens from patients
with luminal A breast cancer. Analysis of relapse-free survival (RFS) showed that high
expression of the NFE2L2 (gene encoding Nrf-2) exacerbates the good prognostic value
of high FGFR2 levels in patients. The results confirmed our previous observations which
indicate the heterogeneity of the subgroup of patients with high FGFR2 expression.
It appears that determination of NFE2L2 expression can be usefull for identification of
FGFR2-positive patients with a worse prognosis.

In summary, the described dissertation demonstrated for the first time the
involvement of FGFR2 signalling in the regulation of p62/Keap1/Nrf-2 interdependence,
which has a negative impact on the response of luminal A breast cancer cells to anti-ER
therapies. It seems that Nrf-2 could act as a marker of the potential implementation of
anti-FGFR therapy in patients with luminal breast cancer, e.g. in combination with anti-
ER drugs. In the future perspective, it would be important to evaluate the safety of Nrf-2
inhibitors followed by determination of the clinical efficacy of therapy combining FGFR
and Nrf-2 inhibitors.



WYKAZ SKROTOW

4-OHT, ang. 4-hydroxytamoxifen, 4-hydroksytamoksyfen

AMPK, ang. adenosine monophosphate—activated protein kinase

ARE, ang. antioxidant response element

ATCC, ang. American Tissue Culture Collection

ATG, ang. autophagy-related genes

BCa, ang. Breast cancer, rak gruczotu piersiowego

CAFs, ang. Cancer-associated fibroblasts, fibroblasty wchodzace w sktad guza
CQ, ang. chloroquine, chlorochina

DCIS, ang. ductal carcinoma in situ, przewodowy rak piersi in situ

DFS, ang. disease-free survival, czas przezycia wolny od choroby

ECM, ang. extracellular matrix, macierz zewnatrzkomérkowa

FDA, ang. Food and Drug Administration, Agencja ds. Zywnosci i Lekow
FGFs, ang. fibroblast growth factors, czynniki wzrostu fibroblastow

FGFR, ang. fibroblast growth factor receptors, receptory dla czynnikéw wzrostu

fibroblastow
FRS2, ang. FGFR substrate 2
FULV, ang. fulvestrant, fulwestrant
HCQ, ang. hydroxychloroquine, hydroksychlorochina
HMOX1, ang. Heme Oxygenase 1
HSPGs, ang. heparan sulfate proteoglycans, proteoglikany siarczanu heparyny

IARC, ang. International Agency for Research on Cancer, Migedzynarodowa Agencja

Badan nad Rakiem
IDC, ang. invasive ductal carcinoma, inwazyjny rak przewodowy
Keapl, ang. Kelch-like ECH-associated protein 1
LC3, ang. microtubule-associated protein 1 light chain 3

Nrf-2, ang. Nuclear factor E2-related factor 2
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NQO1, ang. NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1
mTOR, ang. mammalian target of rapamycin
OS, ang. overall survival, catkowity czas przezycia

PDGFR, ang. platelet-derived growth factor receptor, ptytkopochodny czynnik

wzrostu
PFS, ang. progression-free survival, czas przezycia wolny od progresji choroby
PKC, ang. protein kinase C, kinaza biatkowa C
PLA, ang. Proximity Ligation Assay
PLCy, ang. phospholipase Cy, fosfolipaza Cy
Raptor, ang. regulatory associated protein of mTOR
RFS, ang. relapse-free survival, czas przezycia wolny od nawrotu choroby
RTKSs, ang. receptor tyrosine kinases, receptory kinaz tyrozynowych

SERD, ang. selective estrogen receptor degraders, zwiazki selektywnie degradujace

receptor estrogenowy

SERM, ang. selective estrogen receptor modulators, selektywne modulatory receptora

estrogenowego
SNPs, ang. single nucleotide polymorphisms, polimorfizmy pojedynczego nukleotydu
sSMAF, ang. small masculoaponeurotic fibrosarcoma proteins
SOD1, ang. Superoxide Dismutase 1
STAT, ang. signal transducers and activators of transcription
SQSTM1, ang. sequestosome 1
TKIs, ang. tyrosine kinase inhibitors, inhibitory kinaz tyrozynowych
TNBC, ang. triple-negative breast cancer, trojujemny rak piersi
TME, ang. tumour microenvironment, mikrosrodowisko guza

VEGFR, ang. vascular-endothelial growth factor receptor, receptor dla naczyniowo-

srodbtonkowego czynnika wzrostu
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1. WSTEP
1.1. Rak piersi
1.1.1. Epidemiologia i etiologia

Dane epidemiologiczne na rok 2022 pokazuja, ze rak gruczotu piersiowego
(BCa, ang. Breast cancer) jest najczesciej diagnozowanym nowotworem wsrod kobiet na
$wiecie oraz drugg przyczyng zgondow zwigzanych z nowotworami (Giaquinto et al, 2022;
Siegel et al, 2022). Wedlug Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (IARC, ang.
International Agency for Research on Cancer) w 2020 roku odnotowano okoto 2,3
miliona nowych przypadkow raka piersi i okoto 685 000 zgonéw spowodowanych ta
chorobg. Na podstawie globalnych prognoz demograficznych IARC przewiduje, ze
w 2040 roku liczba zachorowan na raka piersi wzrosnie o 40% (do ponad 3 milionéw
przypadkéw rocznie) a liczba zgonow o 50% (do ponad miliona przypadkéw rocznie)
(Arnold et al, 2022). Najnowsze dane statystyczne polskiego Krajowego Rejestru
Nowotworow przypadaja na rok 2019, w ktorym wsrdd kobiet zdiagnozowano 85 659
przypadkéw nowotwordéw ztosliwych, z czego rak piersi byt najczgsciej wystepujacym
nowotworem i stanowit 22,9% (19 620) wszystkich zachorowan. Najistotniejszym
czynnikiem zwickszajacym ryzyko wystgpienia raka piersi jest wiek. Choroba ta
najczesciej wystepuje u kobiet w okresie postmenopauzalnym, w wieku powyzej 50 lat.
Wsrod pozostalych czynnikéw ryzyka wyrdznia si¢ mutacje genetyczne (najczesciej
genow BRCAL i BRCA2), wystgpowanie raka piersi w rodzinie, wysoka gesto$¢ tkanki
gruczotowej, zmiany w gospodarce hormonalnej (menstruacja we wczesnym wieku,
menopauza/pierwsza cigza w péoznym wieku) czy dlugotrwate stosowanie antykoncepcji
hormonalnej. Wptyw na wystapienie tej choroby moze mie¢ takze prowadzony styl zycia.
Wsrod rekomendacji obnizajacych ryzyko rozwoju raka piersi wyréznia si¢ profilaktyke
nadwagi i otyloéci, aktywno$¢ fizyczna, unikanie spozywania alkoholu i palenia
papierosOw oraz ograniczenie hormonalnej terapii zastepczej (Jassem & Krzakowski,
2018). W zwigzku z tym kluczowa jest poprawa $wiadomos$ci spoleczenstwa na temat
czynnikow ryzyka oraz badan profilaktycznych. W Polsce metodami przesiewowej
diagnostyki obrazowej raka piersi jest mammografia, skierowana szczeg6lnie do kobiet
pomiedzy 50 a 69 rokiem zycia, u ktorych prawdopodobienstwo wystgpienia tego
nowotworu jest najwieksze. Mtodszym pacjentkom zaleca si¢ badanie ultrasonograficzne

(USG), a w szczegolnych przypadkach wykonanie rezonansu magnetycznego (MRI).
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1.1.2. Klasyfikacja i leczenie

Rozpoznanie raka piersi odbywa si¢ za pomocg diagnostyki patomorfologicznej,
w ktorej do pobrania materialu wykorzystuje sie biopsje gruboiglowa. Badanie
histopatologiczne pozwala na okre$lenie stopnia zaawansowania nowotworu, ryzyka
nawrotu choroby, a co najwazniejsze dobranie odpowiedniego leczenia.

Rak piersi moze wywodzi¢ si¢ z kanalikow mlekowych badz zrazikow,
budujacych tkanke gruczotu, stad histologicznie rozrdznia si¢ rak przewodowy
i zrazikowy. Ponadto w Kklasyfikacji raka piersi wyroznia si¢ dwie kategorie: rak
przedinwazyjny, do ktorego naleza raki przewodowe in situ (DCIS, ang. ductal
carcinoma in situ) i raki zrazikowe in situ (LCIS, ang. lobular carcinoma in situ) oraz
rak naciekajacy, rozprzestrzeniajacy si¢ poza przewody oraz zraziki gruczotu.
Najczesciej wystepujacym podtypem raka naciekajgcego jest inwazyjny rak przewodowy
(IDC, ang. invasive ductal carcinoma), stanowigcy ok. 75% wszystkich przypadkow raka
piersi (Jassem & Krzakowski, 2018; Li et al, 2005; Senkus et al, 2015; Weigelt et al,
2010). Podczas klasyfikacji choroby bierze si¢ pod uwagg szereg czynnikow takich jak
typ histologiczny, stopien ztosliwos$ci, obecnos¢ przerzutow w wezlach chtonnych oraz
opisang ponizej ocene immunohistochemiczna.

Rak gruczotu piersiowego charakteryzuje si¢ wysoka heterogennoscia.
Podstawowym kryterium jego klasyfikacji jest ocena immunohistochemiczna (IHC)
poziomu ekspresji receptorow dla hormondw steroidowych — receptora estrogenowego
(ER) oraz receptora progesteronowego (PR), receptora ludzkiego naskorkowego
czynnika wzrostu (HER2) oraz indeksu proliferacyjnego Ki67 (okreslajacego odsetek
komorek nowotworowych bedacych aktywnych proliferacyjnie). Bioragc pod uwage
powyzsze markery wyrdznia si¢ cztery molekularne podtypy raka piersi: luminalny A,
luminalny B, HER2-dodatni oraz tréjujemny (TNBC, ang. triple-negative breast cancer),
o roznych schematach stosowanej terapii (Tab. 1) (Eroles et al, 2012; Jassem &
Krzakowski, 2018; Park et al, 2012; Yeo & Guan, 2017).
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Cecha

Podtyp raka piersi Czestotliwosé Leczenie

ER PR HER2 Ki67
Lummalny A + + - <20% 50-60% HT
Luminalny B + +/- - >20% 10-20% HT +/- CHT
HER2-dodatni +- +/- + Kazdy 10-15% CHT + T +/-HT
Tréjujemny - - - Kazdy 13-15% CHT

HT —hermonoterapia, CHT — chemioterapia. T — trastuzumab

Tabela 1. Klasyfikacja raka piersi na podstawie oceny immunohistochemicznej czynnikow
predykcyjnych (ER, PR, HER2 i Ki67) z uwzglednieniem stosowanego leczenia, w oparciu o
(Jassem & Krzakowski, 2018).

Wsrod wszystkich podtypow raka piersi okoto 75-80% diagnozowanych
przypadkéw stanowi rak ER-dodatni (ER+), z czego podtyp Iluminalny A
charakteryzujacy si¢ takze obecnosciag PR (PR+) wystepuje z czestotliwoscig 50-60%.
Wysoki poziom ekspresji ER zwiazany jest z dobrym rokowaniem pacjentek. Posrod
nowotworow ER+ raki PR- majg gorsza prognoze niz raki PR+ (Dunnwald et al, 2007).

Receptory estrogenowy i progesteronowy nalezag do rodziny receptoréw
jadrowych dla hormonow steroidowych, peligcych jednoczesnie funkcje czynnikow
transkrypcyjnych zaleznych od liganda. Wyrdznia si¢ dwie formy receptora
estrogenowego: ERa (kodowany przez gen ESR1) oraz ERp (gen ESR2). ERa dominuje
w gruczole piersiowym oraz komorkach nowotworowych raka piersi, stad w dalszej
czesci pracy skrot ER odnosit si¢ bedzie do tej formy receptora. Ligandami wigzacymi
si¢ z ER sg estrogeny - glownie 17B-estradiol (E2). Estrogeny petnig kluczowsg rolg w
rozwoju gruczotu piersiowego, niespodziankg nie jest wiec istnienie silnej pozytywnej
korelacji miedzy ekspozycja na te hormony a ryzykiem rozwoju raka piersi (Brisken &
O'Malley, 2010; Ellmann et al, 2009).

W zwigzku z wysokg czestotliwosciag wystepowania rakow luminalnych,
podstawowg opcja leczenia tego typu zmian jest hormonoterapia (zwana takze terapiag
anty-ER), skierowana na blokowanie funkcji ER lub syntezy estrogenow. Pierwszg grupe
lekow anty-ER stanowig selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM, ang.
selective estrogen receptor modulators), z ktorych najcze$ciej stosowany jest

tamoksyfen. Lek ten zostal zatwierdzony przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci
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i Lekow (FDA, ang. Food and Drug Administration) pod koniec lat 70-tych ubieglego
wieku do leczenia przerzutujacego luminalnego raka piersi. W zalezno$ci od tkanki,
tamoksyfen moze dziala¢ jako agonista lub antagonista wzgledem receptora
estrogenowego. W przypadku raka piersi tamoksyfen dziata jako antagonista, wigzac sie
bezposrednio z ER i blokujac jego aktywno$¢ transkrypcyjna. Liczne badania wykazaty,
ze 5-letnie leczenie tamoksyfenem znacznie redukuje (nawet o okoto 50%) ryzyko
nawrotu raka piersi i $mierci pacjentek (Cuzick et al, 2007; Fisher et al, 2005; Fisher et
al, 1998; Powles et al, 2007). Drugi rodzaj lekow anty-ER stanowig zwigzki selektywnie
degradujace receptor estrogenowy (SERD, ang. selective estrogen receptor degraders),
ktorych pierwszym zarejestrowanym przedstawicielem byt fulwestrant (ICI 182,780).
SERD dziataja poprzez zaburzanie lokalizacji jadrowej kompleksow ligand-ER oraz
zwigkszong proteolityczng degradacje ER. Nie wykazuja one aktywnosci agonistycznej,
dzigki czemu mogg by¢ stosowane do leczenia zaawanasowanego raka piersi zarowno
u pacjentek przed-, jak i postmenopauzalnych. Unikalny mechanizm dziatania SERD
skutkuje wysoka efektywnoscig kliniczng u pacjentek, u ktorych leczenie tamoksyfenem
zakonczylo si¢ niepowodzeniem (Long & Nephew, 2006; Robertson, 2001). Kolejny
schemat leczenia celujacy w aktywno$¢ ER polega na zablokowaniu syntezy estrogenu.
W tym przypadku stosuje si¢ inhibitory aromatazy (enzymu odpowiadajacego za
przeksztalcenie androgenéw w estrogeny) takie jak anastrozol, letrozol czy eksemestan.
Ich dziatanie ogranicza si¢ do tkanek i narzagdow innych niz jajniki, stad leki te stosowane
sg U kobiet po menopauzie lub przed menopauzg z jednoczesng blokada funkcji jajnikow
(poprzez zastosowanie analogow hormondéw uwalniajgcych gonadotropiny). Rodzaj
wybranej terapii anty-ER zalezy od statusu menopauzalnego pacjentki. U kobiet przed
menopauzg zazwyczaj stosuje si¢ tamoksyfen (sam lub w potaczeniu z analogami
hormonéw uwalniajacych gonadotropiny) lub inihibitory aromatazy w potaczeniu
z analogami hormonéw uwalniajgcych gonadotropiny. U kobiet po menopauzie preferuje
si¢ terapi¢ inhibitorami aromatazy lub tamoksyfenem, w potaczeniu lub terapii

sekwencyjnej.
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1.2. Mikro$rodowisko guza
1.2.1. Znaczenie mikrosrodowiska guza w rozwoju nowotworéow

Mikro$rodowisko guza (TME, ang. tumour microenvironment) jest kluczowym
czynnikiem zaangazowanym w progresje nowotworu. TME stanowi bogate, heterogenne
srodowisko wielokomorkowe, w sklad ktorego oprocz komorek nowotworowych
wchodza komorki zrgbu, do ktérych naleza fibroblasty, komorki srodblonka, adipocyty
I komorki uktadu immunologicznego oraz skladniki macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(ECM, ang. extracellular matrix) takie jak kolagen, fibronektyny, hialuroniany czy
lamininy. Parakrynna komunikacja pomiedzy komoérkami nowotworowymi a TME
oparta jest o czynniki wzrostu, cytokiny, mediatory stanu zapalnego oraz enzymy
przebudowujace ECM. Ponadto wiele doniesien naukowych wskazuje na udziat innych
sktadnikow TME zaangazowanych w przekazywanie sygnatow z komorek
nowotworowych takich jak krazgce komoérki nowotworowe (CTCs, ang. circulating
tumor cells), egzosomy, wolny DNA (cfDNA, ang. cell-free DNA) czy cialka
apoptotyczne (Anderson & Simon, 2020; Baghban et al, 2020; Hu & Polyak, 2008; Jin &
Jin, 2020; Wang et al, 2017b). Stad detekcja i monitorowanie poziomu wymienionych
elementéw w krwioobiegu moze przynie$s¢ wiele cennych informacji o stanie choroby
nowotworowej, a w konsekwencji poprawe wykrywania nowotworéw oraz ewentualng

modyfikacje stosowanej terapii.
1.2.2. Fibroblasty wchodzace w sklad guza (CAFs)

Fibroblasty wchodzace w sktad guza (ang. Cancer-associated fibroblasts) sg
najliczniejszym komponentem TME, promujagcym wzrost i inwazje komorek
nowotworowych z udzialem ro6znych mechanizméow (Hanahan, 2022; Hanahan &
Weinberg, 2011). CAFs charakteryzuja si¢ wysokim stopniem heterogennosci
spowodowanym ich odmiennym pochodzeniem. Uznaje si¢, ze wigkszo$¢ CAFs powstaje
w wyniku aktywacji lokalnych fibroblastoéw rezydujacych w tkankach, ale znane sg
réwniez przyktady ich alternatywnego pochodzenia np. w wyniku odréznicowania si¢
adipocytow, komorek endotelialnych, perycytow czy komorek gwiazdzistych. CAFs
moga wywodzi¢ si¢ rowniez 0d mezenchymalnych komoérek macierzystych
pochodzacych ze szpiku kostnego lub komoérek nabtonka w wyniku przejscia epitelialno-
mezenchymalnego (EMT) (Anderson & Simon, 2020). W powstawaniu CAFs bierze

udzial wiele mechanizmow molekularnych obejmujacych czynniki wzrostu (FGF,
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PDGF), cytokiny (IL-1, IL-6, TNF), transformujacy czynnik wzrostu nowotworow beta
(TGFp), kontakt migdzy komdrkami nowotworowymi i fibroblastami, stres oksydacyjny,
uszkodzenia DNA (chemio- i radioterapia), przebudowa sktadu ECM czy microRNA
(Sahai et al, 2020; Xing, 2010). Na podstawie danych immunohistochemicznych
wyrozniono kilka markerow CAFs, w tym aSMA (ang. a-smooth muscle actin), FAP
(ang. fibroblast activation protein), desming, podoplaning (PDPN), PDGFRa, PDGFR,
DDR2 (ang. discoidin domain-containing receptor 2) oraz FSP1/S100A4 (ang.
fibroblast-specific protein 1). Poniewaz zaden z tych markerow nie jest specyficzny tylko
dla CAFs, w celu ich identyfikacji stosuje si¢ jednoczesng detekcje kilku biatek (Kalluri,
2016; Xing, 2010). Heterogennos¢ CAFs objawia si¢ tym, ze nawet w obrebie danego
guza moga wystegpowac rozne, petnigce odmienne funkcje subpopulacje CAFs (Costa et
al, 2018). W oparciu o wzajemnie wykluczajaca si¢ ekspresj¢ PDPN i FSP1 wyr6zniono
dwie subpopulacje CAFs, sCAF (FSP1+) i pCAF (PDPN+). Najnowsze badania na
dwoch niezaleznych kohortach pacjentek (obejmujacych wszystkie podtypy raka piersi)
wykazaly, Ze osoby z wyzszym stosunkiem sCAF/pCAF charakteryzowaly si¢ wyzsza
przezywalnoscig. W kohorcie TNBC wysoki stosunek sCAF/pCAF korelowat nie tylko
z przezyciem, ale takze z mutacjami BRCA. Wydaje si¢ wigc, ze ewolucja fenotypu CAFs
W czasie zwigzana jest z rozwojem i progresja raka piersi. Powyzsze doniesienia
podkreslaja znaczenie prognostyczne i terapeutyczne CAFs, wskazujac na potrzebe
identyfikacji i opisu ich subpopulacji, a nastepnie potencjalne celowanie w populacje
CAFs promujaca progresje choroby (Friedman et al, 2020).

Roéznorodnos¢ CAFs znajduje odzwierciedlenie w szeregu petnionych przez nie
funkcji. Jedna z nich jest sekrecja czynnikow wzrostu (FGF, VEGF), TGF-p, cytokin, czy
egzosoméw zaangazowanych w indukcje proliferacji oraz inwazji komorek
nowotworowych, a takze angiogeneze oraz modulowanie odpowiedzi komorek
nowotworowych na stosowane terapie (Borriello et al, 2017; Qiao et al, 2018; Sahai et al,
2020; Ozdemir et al, 2014). Produkowane przez CAFs cytokiny wptywaja na uktad
immunologiczny, ktérego dziatanie musi zosta¢ sttumione, aby komorki nowotworowe
mogly przetrwaé. Z drugiej strony sekrecja cytokin prozapalnych przez CAFs indukuje
rekrutacje komorek ukladu immunologicznego (np. makrofagéow, neutrofili czy
limfocytow) do obszaru objetego nowotworem (Fearon, 2014). Makrofagi poprzez
wydzielanie m.in. VEGF, IL-8, czy czynnika wzrostu hepatocytow (HGF, ang.
hepatocyte growth factor) wptywaja na zachowanie komorek zrgbu (np. komorek uktadu

immunologicznego, komorek $rodbtonka czy fibroblastow), a utrzymujacy sie
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przewlekly stan zapalny w obszarze nowotworu utatwia proces przerzutowania.
Makrofagi mikrosrodowiska guza (TAM, ang. tumour-associated macrophages),
w zalezno$ci od stopnia zrdéznicowania | przyjetego Stanu polaryzacji, moga takze
promowa¢ metastaze komorek nowotworowych (Asif et al, 2021; Wang et al, 2017b).
Wazng funkcjg CAFs jest ich wptyw na reorganizacje struktury ECM poprzez produkcje
biatek budujacych strome, czy enzymoéw ja przebudowujacych takich jak
metaloproteinazy (MMPs, ang. matrix metalloproteinases) (Pankova et al, 2016; Winkler
et al, 2020). W warunkach fizjologicznych rownowaga miedzy MMPs a ich inhibitorami
zapewnia calosciowg organizacj¢ ECM. Zwigkszona aktywnos¢ MMPs stymulowana
przez CAFs powoduje degradacje ECM i utatwia angiogeneze, co umozliwia komoérkom
nowotworowym inwazj¢ i 0puszczenie guza pierwotnego.

Liczne badania wskazuja na udziat CAFs w promowaniu opornosci na terapie
przeciwnowotworowe, w tym leczenie anty-ER (Rizzolio et al, 2022). Kohodowla linii
komorkowej luminalnego A raka piersi (MCF7) z CAFs indukowata opornos¢ komorek
nowotworowych zaréwno na tamoksyfen, jak i fulwestrant (Martinez-Outschoorn et al,
2011). Wykazano, ze CAFs modulujag odpowiedz komoérek na tamoksyfen poprzez
aktywacje Sciezki sygnalizacyjnej PI3K/Akt oraz MAPK/Erk oraz fosforylacj¢ ERa w
serynie 118 (Pontiggia et al, 2012; Shekhar et al, 2007). Ponadto CAFs z hormono-
niezaleznych guzow piersi charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja FGF2 oraz FGFR2 (ang.
fibroblast growth factor receptor 2), odpowiadajacych za aktywacje PR, co prowadzi do
zwigkszonej aktywacji komorek nowotworowych (Giulianelli et al, 2008). Badania te
sugeruja, ze CAFs moga by¢ zaangazowane we wzrost guza niezalezny od hormonow
steroidowych, ktory jest cecha charakterystyczng progresji nowotworow piersi.
Znaczenie odziatywania pomiedzy FGFR2 a PR w promowaniu raka piersi niezaleznego
od hormonoéw zostato potwierdzone w kolejnym badaniu (Cerliani et al, 2011). WyniKki
naszego zespotu wykazaty zaangazowanie FGFR2 w transmisj¢ sygnatow pochodzacych
z CAFs, co prowadzito do aktywacji $ciezki sygnalizacyjnej PI3K/Akt, fosforylacji ER
oraz zniesienia hamujacego proliferacje efektu tamoksyfenu w komorkach raka piersi
(Turczyk et al, 2017). Sugeruje si¢, ze W odniesieniu do opornosci na leki
przeciwnowotworowe, rézne podtypy CAFs mogg powodowa¢ odmienne efekty.
Zaobserwowano, ze w luminalnym raku piersi CD146-ujemne CAFs hamowaty ekspresje¢
ER, zmniejszajac w ten sposob wrazliwos¢ komorek nowotworowych na estrogen,

jednoczeénie promujac rozwoj opornosci na tamoksyfen. Z kolei CD146-dodatnie CAFs
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indukowaty ekspresje ER, podtrzymujac zalezng od estrogenu proliferacj¢ guza

1 wrazliwos$¢ na tamoksyfen (Brechbuhl et al, 2017).
1.2.3. Receptory dla czynnikéw wzrostu fibroblastow (FGFR)

Receptory dla czynnikow wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor
receptors) naleza do wysoce konserwatywnej rodziny receptorow przezbtonowych
o aktywnos$ci kinaz tyrozynowych (RTKs, ang. receptor tyrosine kinases). Cecha
wspolng RTKs jest ich budowa. W strukturze tych receptorow wyrdznia si¢ trzy
immunoglobulino-podobne domeny zewnatrzkomoérkowe (D1-3), domene przezbtonowa
oraz domeng wewnatrzkomorkowa o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Wérod receptorow
dla czynnikéw wzrostu fibroblastow wyrdznia si¢ cztery receptory (FGFR1-4) o wysokim
stopniu homologii (56-71%) oraz najpozniej zidentyfikowany FGFR5 (zwany rowniez
FGFRL1), roznigcy si¢ od pozostatych receptoréw brakiem domeny o aktywnosci Kinazy
tyrozynowej (Lemmon & Schlessinger, 2010; Sarabipour & Hristova, 2016). W wyniku
alternatywnego splicingu egzondéw kodujacych czes¢ domeny D3 powstajg dwie
izoformy FGFR1-3 (111b oraz Ilic) o odmiennej specyficzno$ci wigzania liganda. Ponadto
wystgpowanie tych izoform jest tkankowo-specyficzne, z czego izoforma IIIb wystepuje
glownie w komorkach nablonkowych, a izoforma Illc w komoérkach mezenchymalnych.
Wyjatkiem jest FGFR4, ulegajacy ekspresji wylacznie w postaci izoformy Illc
(Holzmann et al, 2012; Johnson et al, 1991; Yeh et al, 2003; Zhang et al, 2006).

Ligandami dla FGFR sa czynniki wzrostu fibroblastow (FGFs, ang. fibroblast
growth factors), wsrdd ktorych wyrdznia sie¢ dwie podrodziny: kanoniczng (FGF1-10,
FGF16-18, FGF20) i hormono-podobna/endokrynng (FGF19, FGF21, FGF23). Ligandy
te r6znig si¢ sposobem i specyficznoscig wigzania do receptorow. Kanoniczne FGF wigza
si¢ z receptorami w sposob zalezny od kofaktoroéw - proteoglikandow siarczanu heparyny
(HSPGs, ang. heparan sulfate proteoglycans), zwickszajacych powinowactwo FGF do
receptorow. HSPGs ograniczajg dyfuzje kanonicznych FGF, stad ligandy te po sekrecji
przemieszczaja si¢ na niewielkg odlegltos¢ 1 w zwigzku z tym dziatajg jako czynniki
autokrynne lub parakrynne (Beenken & Mohammadi, 2009; Brooks et al, 2012).
Wigzanie kanonicznych FGF z FGFR aktywuje szereg procesow komorkowych
zwigzanych z przezyciem komorki, jej metabolizmem, proliferacjg i roznicowaniem.
W konsekwencji sygnalizacja indukowana przez kanoniczne FGF reguluje organogeneze,
metabolizm i regeneracje¢ tkanek oraz odpowiedz zapalna. Z kolei endokrynne FGF maja

niskie powinowactwo do HSPGs, a funkcje ich kofaktoréw spetniaja biatka z rodziny
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Klotho (a, p i KLPH). Hormono-podobne cechy tych ligandéw sprawiajg, ze biorg one
udzial w metabolizmie kwasow zotciowych, glukozy i lipidow (Ding et al, 2012; Zheng
et al, 2022). Wsérod FGF wysoka specyficznoscia wzgledem receptora FGFR2
charakteryzuje si¢ podrodzina FGF7 (FGF7, FGF10 i FGF22), ulegajaca ekspresji
w komorkach mezenchymalnych i oddzialujaca wytacznie z izoforma IIIb tego receptora,

obecnag w komorkach nabtonkowych (Yeh et al, 2003).
1.2.4. Scieika sygnalizacyjna FGF/FGFR

Aktywacja $ciezki sygnalizacyjnej FGFR rozpoczyna si¢ od zwigzania FGF
z nieaktywnymi monomerami FGFR w obecnosci HSPG, co powoduje zmiany
konformacyjne w strukturze receptora, a w nastgpstwie jego dimeryzacje oraz
transfosforylacje wewnatrzkomorkowej domeny o aktywno$ci Kinazy tyrozynowej.
Rekrutuje ona i fosforyluje dalsze czasteczki efektorowe, co inicjuje kilka szlakoéw
sygnalizacyjnych. Zidentyfikowano dwa glowne biatka adaptorowe FGFR tj. FRS2 (ang.
FGFR substrate 2) oraz fosfolipazg Cy — PLCy (ang. phospholipase Cy). FRS2
odpowiada za aktywacje Sciezek sygnalizacyjnych Ras/Raf/MAPK oraz PI3K/Akt.
Z kolei fosfolipaza Cy aktywuje serynowo-treoninowg kinaze biatkowg C — PKC (ang.
protein kinase C) (Ryc. 1). Ponadto do bialek aktywowanych przez S$ciezke
sygnalizacyjng FGFR zalicza si¢ kinazy RSK2 1 Src, a takze przekazniki sygnatu
i aktywatory transkrypcji — biatka STAT (ang. signal transducers and activators of
transcription) (Brooks et al, 2012; Czaplinska et al, 2016; Tiong et al, 2013; Turner &
Grose, 2010; Xie et al, 2020; Zheng et al, 2022).

Precyzyjna regulacja $ciezki sygnalizacyjnej FGF/FGFR jest niezbg¢dna dla
prawidtowych procesow zachodzacych w komorkach. Stad wyksztalcito si¢ kilka
mechanizmoéw negatywnie regulujacych sygnalizacje FGFR, wplywajacych na
internalizacj¢ 1 degradacj¢ receptorow, ich aktywno$¢ kinazowa i dalsze szlaki
sygnatowe. Jednymi z pierwszych poznanych negatywnych regulatoréw FGFR byly
biatka z rodziny Sprouty, ktére poprzez odziatywanie z biatkiem adaptorowym GRB2
(ang. growth factor receptor-bound protein 2) hamuja S$ciezke sygnalizacyjna
Ras/Raf/MAPK oraz aktywuja kaskade PI3K/Akt. Ponadto biatka Sprouty reguluja
aktywnos$¢ ligazy ubikwityny CBL (ang. Chl proto-oncogene E3 ubiquitin protein
ligase), ktora wigze si¢ z fosforylowanymi FRS2 i GRB2, co w odpowiedzi na stymulacje
FGF powoduje ubikwitynacj¢ i degradacje FGFR i FRS2 (Beenken & Mohammadi, 2009;
Ornitz & Itoh, 2015; Zheng et al, 2022). Kolejnym negatywnym regulatorem aktywnoSci
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FGFR jest bialko transblonowe SEF (ang. similar expression to fgf genes), ktore dziata
jako antagonista sygnalizacji FGFR poprzez $ciezk¢ Ras/Raf/MAPK. SEF moze takze
bezposrednio oddziatywa¢ z FGFR, hamujac jego fosforylacje (Tsang et al, 2002).
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Rycina 1. Aktywacja $ciezki sygnalizacyjnej FGF/FGFR. Zwigzanie FGF z siarczanem
heparanu i FGFR powoduje dimeryzacje¢ receptora i transfosforylacje domeny kinazowej,
a w konsekwencji rekrutacje bialek adaptorowych FRS2 i PLCy. FRS2 aktywuje¢ $ciezke
sygnalizacyjng Ras/RaffMAPK oraz PI3K/Akt, a PLCy prowadzi do aktywacji biatka PKC
i $ciezki sygnalizacyjnej MAPK. Sciezka sygnalizacyjna FGFR aktywuije takze biatka STATS3;
zaadaptowano z (Chen et al, 2021), schemat powstal z wykorzystaniem programu
BioRender.com.
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Co ciekawe, zidentyfikowano fosfatazy z rodziny MAPK (ang. MAPK phosphatases)
biorgce udzial w hamowaniu $ciezki sygnalizacyjnej FGFR (Kawakami et al, 2003).
Istotna rola $ciezki sygnalizacyjnej FGF/FGFR w procesach komoérkowych
sprawia, ze jej zaburzenia zostaly scharakteryzowane w wielu chorobach, roéwniez
nowotworowych. Potwierdzono udzial receptorow FGFR w procesie onkogenezy
1 progresji nowotworu, a takze wyksztalcaniu mechanizméw opornosci na stosowane
terapie przeciwnowotworowe. Nieprawidtowa aktywacja szlaku FGF/FGFR moze
wigzaé si¢ ze zmianami genetycznymi, wynikiem ktorych jest aktywacja $ciezki
niezaleznej od liganda. Naleza do nich amplifikacje genow FGFR, ich mutacje, fuzje oraz
wystepowanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNPs, ang. single nucleotide
polymorphisms). Ponadto deregulacja $ciezki FGFR moze zachodzi¢ w sposob zalezny

od ligand6éw poprzez zaburzenie sygnalizacji auto- i parakrynnej (Xie et al, 2020).
1.2.5. Rola FGFR2 w raku piersi

FGFR2 oraz jego specyficzne ligandy pelnia wazng role w rozwoju
1 prawidlowym funkcjonowaniu gruczotu piersiowego. Kieruja one funkcjami komorek
nabtonkowych oraz biorg udziat w formowaniu si¢ kanalikow i pecherzykow mlecznych
gruczotu piersiowego W trakcie morfogenezy (Jones et al, 2018; Lu et al, 2008; Mailleux
et al, 2002; Parsa et al, 2008; Zhang et al, 2014). Zaburzenia $ciezki sygnalizacyjnej
FGFR2 zostaly scharakteryzowane w wielu nowotworach, w tym w raku piersi.
W przypadku tego nowotworu pewne znaczenie wydaja si¢ mie¢ mutacje punktowe
w obrgbie genu kodujacego FGFR2 (chromosom 10026). Wystepuja one jednak
stosunkowo rzadko. Amplifikacje genu FGFR2 obserwuje si¢ u mniej niz 1% wszystkich
przypadkéw raka piersi. Amplifikacje 1 nadekspresje FGFR2 wykryto w okoto 4%
przypadkow tréjujemnego podtypu raka piersi (Helsten et al, 2016; Turner et al, 2010).
Przeprowadzone na szeroka skale badania genomu tzw. GWAS (ang. genome-wide
association study), podsumowujace dane od ponad 100 000 pacjentek, zidentyfikowaty
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNPs), ktore koreluja ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju raka piersi (Andersen et al, 2013; Easton et al, 2007; Hunter et al,
2007; Meyer et al, 2008). Sposrod 23 poznanych wariantéw intronu 2 FGFR2
wytypowano 10 SNPs (rs1078806, rs11200014, rs1219648, rs2420946, rs2981578,
rs2981579, rs2981582, rs3135718, rs10736303 i rs3750817), ktore byly szczegdlnie
zwigzane z podwyzszonym ryzykiem rozwoju raka piersi. Z kolei 3 SNPs (rs2981582,
rs1219648 i rs2420946) promowaty powstawanie luminalnego raka piersi (Cui et al,
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2016; Garcia-Closas et al, 2008, Wang et al, 2013b). Zidentyfikowano takze
polimorfizmy zaangazowane w zmian¢ miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych
(Runx2 i Oct-1), co prowadzito do wzrostu ekspresji genu FGFR2 (Meyer et al, 2008).
Mimo dobrze udokumentowanej roli polimorfizméw FGFR2 w powstawaniu
raka piersi stosunkowo niewiele wiadomo o roli tego receptora w trakcie progresji
choroby. Wykazano, ze $ciezka sygnalizacyjna FGFR2 reguluje aktywnos¢ receptora
estrogenowego i progesteronowego, a zalezno$ci te przyczyniajg si¢ do rozwoju
opornosci na terapie anty-ER. Wykazano, ze FGFR2 aktywuje czynniki transkrypcyjne
NFIB i YBX1, zaangazowane w represje aktywnosci ER. Badanie to wykazato takze
udzial FGFR2 w progres;ji raka piersi w kierunku fenotypu bazalnego, a zastosowanie
inhibitorow FGFR zwigkszyto wrazliwo$¢ komorek luminalnego raka piersi na terapie
anty-ER (Campbell et al, 2018). Nasz zespot wykazal, ze FGFR2 aktywuje RSK2
(fosforylacja tyrozyny 529), co indukuje migracje komorek raka piersi. Dodatkowo
ko-ekspresja FGFR2 i ufosforylowanego RSK byta zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem
nawrotu choroby nowotworowej (Czaplinska et al, 2016; Czaplinska et al, 2014).
W kolejnych badaniach wykazalismy, ze sygnalizacja FGF7/FGFR2 promowata utrate
PR 1 progresje luminalnego raka piersi w kierunku bardziej agresywnego fenotypu
PR-ujemnego. Analiza kliniczna wykazata, ze pacjentki z fenotypem RSK2(+)/PR(-)
mieli wigksze ryzyko nawrotu choroby (Piasecka et al, 2019; Piasecka et al, 2016).
Odkrylismy rowniez, ze sygnalizacja FGFR2, poprzez $ciezke sygnalizacyjna PI3K/Akt
oraz regulacj¢ ekspresji biatka Bcl-2, znosita hamujacy wzrost komorek luminalnego raka
piersi efekt tamoksyfenu (Turczyk et al, 2017). W dalszym kroku nasz zesp6t podjat
probe okreslenia wartosci prognostycznej FGFR2 u pacjentek z rakiem piersi. Okazato
si¢, ze zalezy ona od statusu receptorow dla hormonéw steroidowych. Wysoki poziom
ekspresji FGFR2 zwigzany jest z dobrym lub ztym rokowaniem, odpowiednio u pacjentek
0 statusie ER+/PR+ lub ER+/PR-. Ponadto warto§¢ prognostyczna FGFR2 byta
niezalezna od aktywnosci transkrypcyjnej PR (Braun et al, 2020). W kolejnej pracy
wykazali$my, ze znaczenie rokownicze FGFR2 w grupie pacjentek luminalnego A raka
piersi zalezalo od ich statusu menopauzalnego. Wysoka ekspresja FGFR2 bytla istotnie
zwigzana z dluzszym czasem przezycia wolnym od progresji choroby (PFS, ang.
progression-free survival) u chorych postmenopauzalnych. W przypadku pacjentek
przedmenopauzalnych efekt ten jest zaburzony, co wskazuje na istnienie podgrup,
w ktorych FGFR2 jest dobrym lub ztym czynnikiem rokowniczym. Ponadto wskazalismy

na udziat JunB (czynnika transkrypcyjnego z rodziny AP-1) w promowanej przez Sciezke
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sygnalizacyjng FGF7/FGFR2 opornosci komorek raka piersi na tamoksyfen
(Mieczkowski et al, 2022).

Rola $ciezki sygnalizacyjnej FGFR2 w regulacji funkcji receptorow
estrogenowego i progesteronowego, progresji raka piersi i opornosci na stosowane terapie
anty-ER wskazuje na jej potencjat terapeutyczny w luminalnych rakach piersi (badania
Kliniczne  NCTO03344536, NCT01202591, NCT01791985,  NCT03238196,
NCTO04024436, NCT04504331) (Francavilla & O'Brien, 2022). Jednak odpowiedz
pacjentek na stosowane terapie skierowane przeciwko FGFR jest zroznicowana i nie
zalezy od statusu receptorow (amplifikacji, nadekspresji czy mutacji). Utrudnia to
wytypowanie pacjentek mogacych odnies¢ korzys¢ z terapii anty-FGFR. Najnowsze
badania zidentyfikowaty liczne zmiany genetyczne w obrebie genu FGFR2, prowadzace
do skrocenia egzonu 18 (E18) w obrebie FGFR2 (tzw. wariant FGFR24£7%), Wykazano,
ze delecja E18 silnie promowata onkogenezg. Co istotne, sprawdzono znaczenie tej
mutacji dla odpowiedzi chorych na inhibitory FGFR. Wsréd pacjentdw z wariantem
FGFR24E78 Jeczonych pemigatinibem (inhibitorem FGFR zatwierdzonym w 2020 roku)
ponad 80% wykazato catkowita odpowiedz, czeSciowa odpowiedZ lub stabilizacje
choroby. Natomiast progresje choroby w trakcie leczenia pemigatinibem zaobserwowano
u ponad 60% pacjentow bez zmian w obrebie FGFR2, a ich rokowanie bylo gorsze
w poréwnaniu do chorych z innymi typami rearanzacji FGFR2 (Zingg et al, 2022). To
przetomowe odkrycie wskazuje, ze inhibitory FGFR moga wykazywac stabilng i wysoka
skuteczno$é u pacjentdw z okreslonymi wariantami FGFR (np. FGFR24£7%), Dotychczas
amplifikacje i fuzje FGFR2 byly uznawane za istotne czynniki promujace onkogenezg,
jednak odpowiedz pacjentow z tymi mutacjami na inhibitory FGFR byla bardzo
zroznicowana. Wykazano takze, ze potencjat onkogenny FGFR2 nie zalezy jedynie od
jego aberracji, ale réwniez od amplifikacji genéw z nim wspotwystepujacych takich jak
MYC lub CCND1. Wydaje si¢, ze moze to rowniez skutkowa¢ opornoscig na terapie anty-
FGFR. Podsumowujac, wyniki tego badania wskazuja, ze selekcja pacjentow do terapii
ukierunkowanej na FGFR2 nie powinna by¢ rozpatrywana wylacznie na podstawie
statusu mutacji, fuzji lub amplifikacji FGFR2, ale takze ekspresji onkogennych
transkryptow FGFR2 (np. FGFR24£7%) i aberracji genow wspotwystepujacych z FGFR2.

Obserwowane przez nasz zespot badawczy r6éznice Ww  znaczeniu
prognostycznym FGFR2 u pacjentek z luminalnym rakiem piersi (w zalezno$ci od
ekspresji PR oraz statusu menopauzalnego chorych) wydaja si¢ by¢ w zgodzie

z sugerowang w literaturze wewnetrzng heterogennos$cig rakow luminalnych. Kluczowa
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wydaje si¢ wiec potrzeba identyfikacji dodatkowych markerow molekularnych w celu
wskazania grupy pacjentek, ktora mogtaby odnies¢ korzysci z terapii ukierunkowanej na

receptory FGFR.
1.2.6. Inhibitory FGFR

Dane dostgpne na stronie www.clinicaltrials.gov pokazuja 136 badan
klinicznych (trwajacych lub zakonczonych) dotyczacych zastosowania inhibitorow
FGFR w leczeniu nowotwordw, z czego 14 dotyczy raka piersi.

Wsréd — opracowywanych — potencjalnych  schematow  terapeutycznych
skierowanych przeciwko FGFR wyro6znia si¢: drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz
tyrozynowych, przeciwciata monoklonalne, peptydy oraz tzw. ,,pulapki” liganda FGF
(Chen et al, 2021; Krook et al, 2021). Dzialanie pierwszej generacji
drobnoczasteczkowych inhibitoréow kinaz tyrozynowych (TKIs, ang. tyrosine kinase
inhibitors) opierato si¢ na blokowaniu kieszeni wigzacej ATP w strukturze receptorow.
Sprawialo to, ze inhibitory dziataly w sposob nieselektywny wobec FGFR hamujac
rowniez aktywno$¢ innych kinaz tyrozynowych np. receptorow dla naczyniowo-
srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGFR, ang. vascular-endothelial growth factor
receptor) czy ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR, ang. platelet-derived
growth factor receptor). Do inhibitoréow kinaz tyrozynowych I-szej generacji ocenianych
w badaniach klinicznych zalicza si¢ derazantinib, ponatinib, lucitanib, dovitinib,
lenvatinib i nintedanib. Kolejna generacje drobnoczasteczkowych inhibitorow kinaz
tyrozynowych stanowig selektywne inhibitory FGFR, ktorych mechanizm opiera si¢ na
celowaniu w wewnatrzkomorkowa domene kinazowg. Wysoki stopien homologii tej
domeny w FGFR1, FGFR2 i FGFR3 sprawia, ze takie inhibitory celujg we wszystkie trzy
receptory, a cze$¢ z nich takze w FGFR4. Na przetomie ostatnich czterech lat
amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow zatwierdzita stosowanie czterech
selektywnych inhibitorow FGFR. Pierwszym z nich byt erdafitinib (JNJ-42756493),
inhibitor FGFR1-4, stosowany w leczeniu pacjentow z przerzutujagcym lub lokalnie
zaawansowanym rakiem pecherza moczowego (FGFR2/FGFR3-dodatnim) (Loriot et al,
2022). Inhibitor FGFR1-3 pemigatinib (INCB054828) oraz inhibitor FGFR1-4
infigratinio  (BGJ398)  zostaly  zatwierdzone  do  leczenia  pacjentow
Z nieoperacyjnym/przerzutowym rakiem drog zoétciowych z fuzjg/rearanzacja FGFR2
(Javle et al, 2021; Walden et al, 2022). Dodatkowo pemigatinib zostat zatwierdzony

w terapii pacjentow z nawracajacymi lub opornymi na leczenie nowotworami
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szpikowymi/limfoidalnymi z rearanzacja FGFR1. Czwartym zatwierdzonym inhibitorem
FGFR1-4 jest futibatinib (TAS-120), stosowany do leczenia pacjentéw
Z nieoperacyjnym/przerzutowym wewnatrzwatrobowym rakiem drog zoélciowych
z fuzja/rearanzacja FGFR2 (Rizzo et al, 2021). Ponadto duza liczba selektywnych
inhibitoréw FGFR, takich jak LY 2874455, ARQ-087, AZD4547, FGF401, BLU9931 czy
H3B6527 jest w trakcie badan klinicznych lub przedklinicznych. Nasz zespot w ramach
wspolpracy z firmg farmaceutyczng Celon Pharma S.A. bral udzial w projekcie
CELONKO pt. ,,Opracowanie nowoczesnych biomarkeroéw oraz rozwdj innowacyjnego
inhibitora kinaz FGFR stosowanego w terapii nowotwordéw” (program STRATEGMED
finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (Kitowska et al, 2021,
Zarczynska et al, 2021). Projekt ten dotyczyt inhibitora FGFR (CPL304110), ktory
obecnie znajduje si¢ I fazie badan klinicznych u pacjentéw z zaawansowanymi
nowotworami litymi ptuc, zotadka i pgcherza moczowego.

Odmienng strategia celowania w aktywnos¢ FGFR s3a przeciwciata
monoklonalne, ktore hamujg mechanizmy takie jak wigzanie liganda czy dimeryzacja
receptora oraz przeciwciala monoklonalne anty-FGFR skoniugowane z lekami
cytotoksycznymi (ADCs, ang. antibody drug conjugates). Przyktadem ADCs, ktore
ukonczyto I fazg badan klinicznych u pacjentow z zaawansowanymi/przerzutujagcymi
nowotworami jest LY3076226, zawierajacy przeciwcialo monoklonalne skierowane
przeciwko FGFR3 zwigzane z lekiem cytotoksycznym (Kollmannsberger et al, 2021).
Innym przyktadem jest bemarituzumab, przeciwciato rozpoznajace izoforme¢ b FGFR2,
sprawdzane w badaniu klinicznym u pacjentow z wczesniej nieleczonym,
zaawansowanym gruczolakorakiem Zotadka/polaczenia zoltgdkowo-przelykowego
(Wainberg et al, 2022). Odmiennym podejsciem hamowania sygnalizacji FGF/FGFR jest
zaktocanie wigzania ligandow FGF z ich swoistymi receptorami za pomoca
tzw. ,,putapek” FGF. Przyktadem putapki bedacej na etapie badan klinicznych jest biatko
fuzyjne FP-1039 (GSK3052230). Zawiera ono zewnatrzkomorkowa domene receptora
FGFR1, a co za tym idzie posiada zdolnos¢ do selektywnego wigzania i neutralizowania
jego ligandow. Zaletg ,,putapek” FGF jest brak toksycznosci charakterystycznej dla
drobnoczasteczkowych inhibitorow FGFR zwigzanej z hiperfosfatemia, glownym
skutkiem ubocznym ich stosowania (Van Brummelen et al, 2020).

Liczne badania kliniczne wykazaty, ze zastosowanie w terapii skojarzonej
inhibitorow FGFR moze poprawi¢ skutecznos¢ Kkliniczng dostepnych lekow

przeciwnowotworowych, a takze przezwyciezy¢ zjawisko lekoopornosci. Obecnie
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prowadzonych jest kilka badan dotyczacych uzycia inhibitorow FGFR w hormono-
zaleznym raku piersi, w ktorym stosuje si¢ terapi¢ endokrynng w postaci lekow anty-ER

(tamoksyfenu czy fulwestrantu) oraz inhibitorow aromatazy (André & Cortés, 2015;

Coombes et al, 2022; Francavilla & O'Brien, 2022; Santolla & Maggiolini, 2020).
1.3. Autofagia
1.3.1. Definicja, mechanizm, znaczenie

Termin autofagia (z gr. ,,samozjadanie”) zostal po raz pierwszy uzyty w 1963
roku przez Christian’a de Duve, ktory zaobserwowal, ze komoérka moze niszczy¢
struktury wewnatrzkomorkowe poprzez otaczanie ich btonami, tworzenie swego rodzaju
pecherzykow, a nastepnie transportowaniu ich do organellum odpowiedzialnego za
degradacje, zwanego lizosomem (Glick et al, 2010). Przetom w badaniach nad procesem
autofagii nastgpil na poczatku lat 90-tych. Yoshinori Ohsumi uzyt wtedy do badan
drozdzy piekarskich, dzigki ktérym wyjasnit mechanizmy zachodzace podczas autofagii
oraz zidentyfikowatl geny regulujace ten proces (ATG, ang. autophagy-related genes).
Geny ATG majg swoje ortologi rowniez u krggowcow (Ichimura et al, 2000). Za te
odkrycia Yoshinori Ohsumi zostal uhonorowany w 2016 roku Nagroda Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny.

Obecnie autofagia jest definiowana jako wysoce konserwatywny, fizjologiczny
proces, w ktorym sktadniki komorkowe (organelle, biatka) sg kierowane do degradacji
w lizosomach, w nastepstwie ulegajac recyklingowi do prekursorow makroczasteczek
(aminokwasow, cukrow, nukleotydow czy kwasow thuszczowych). Jest to proces
adaptacyjny, umozliwiajagcy komodrkom przetrwanie podczas niedoboru sktadnikow
odzywczych czy stresu metabolicznego. W warunkach homeostazy autofagia pozostaje
na stosunkowo niskim poziomie. Do jej indukcji moze przyczyni¢ si¢ stres komorkowy
wywolany stresem oksydacyjnym, uszkodzeniami DNA, stresem siateczki
sroédplazmatycznej, niedotlenieniem czy infekcjg. Ponadto autofagia jest aktywowana
podczas infekcji wirusowych i bakteryjnych, stanowigc mechanizm obronny organizmu
(Chang, 2020). Wyro6znia si¢ trzy podstawowe rodzaje autofagii: makroautofagie,
mikroautofagi¢ oraz autofagi¢ zalezng od bialek opiekunczych - chaperonéw (ang.
chaperone-mediated autophagy). Roznig si¢ one sposobem dostarczania sktadnikow
cytozolu do degradacji w lizosomach. Makroautofagia jest najlepiej zbadanym rodzajem
autofagii, w ktorym zawarto$¢ komorki przeznaczona do degradacji jest dostarczana do

lizosomu przy pomocy specyficznych organelli otoczonych podwdjna btong, zwanych
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autofagosomami. W przypadku mikroautofagii sktadniki komérkowe sa wprowadzane
bezposrednio do lizosomu, poprzez inwaginacj¢ jego btony. Z kolei w autofagii zaleznej
od chaperonéw substraty kierowane do degradacji tworzg kompleksy z biatkami
opiekunczymi, ktore sa rozpoznawane przez receptory znajdujace si¢ w blonie lizosomow
(Galluzzi et al, 2017a). Makroautofagia (dla uproszczenia zwana dalej autofagia) jest
procesem wieloetapowym, w ktorym wyrdznia si¢: inicjacje, formowanie 1 wydtuzanie
btony fagoforu (nukleacj¢), powstawanie autofagosomu, fuzje¢ autofagosomu

z lizosomem i degradacje ich zawartosci (Ryc. 2).
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Rycina 2. Mechanizm procesu autofagii. Wyrdznia si¢ nastgpujace etapy procesu: inicjacje,
powstawanie i wydtuzanie btony fagoforu (nukleacj¢), formowanie autofagosomu, fuzje
autofagosomu z lizosomem i degradacj¢ ich zawartosci. 1) Inicjacja autofagii rozpoczyna si¢
aktywacja kompleksu ULKI, ktory moze by¢ pozytywnie lub negatywnie regulowany
odpowiednio przez AMPK i mTOR,; 2) formowanie i wydtuzanie blony fagoforu prowadzi do
powstawania autofagosomu; 3) biatko p62 kieruje sktadniki komoérkowe do autofagosomu
poprzez oddziatywanie z LC3-II obecnym w jego btonie; 4) w wyniku fuzji autofagosomu
z lizosomem powstaje autolizosom, w ktorym 5) degradowane sa sktadniki komorkowe. Schemat

powstal z wykorzystaniem programu BioRender.com.

Proces ten jest Scisle regulowany przez biatka kodowane przez geny ATG. Inicjacja
autofagii rozpoczyna si¢ aktywacja kompleksu kinazy ULK1, w sktad ktorego wchodzg
biatka ULK1, ULK2, ATG13, FIP200 i ATG101. Nastepnie dochodzi do aktywacji
kompleksu kinazy 3-fosfatydyloinozytolu klasy 111 (PI3K-111), w ktérym beklina 1 (ang.
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beclin 1) aktywuje biatko VPS34. Aktywacja tej kaskady jest niezb¢dna do formowania
1 wydluzania tzw. fagoforu (zwanego takze btona izolacyjng) - blony otaczajacej
elementy komorkowe przeznaczone do degradacji. Wydtuzanie si¢ blony fagoforu
odbywa si¢ za posrednictwem dwoch ubikwitynopodobnych systemow koniugacji biatek,
w wyniku ktorych powstaje kompleks ATG12-ATG5 oraz ulega modyfikacji biatko LC3
(homolog biatka ATG8 u drozdzy). LC3 (ang. microtubule-associated protein 1 light
chain 3) jest biatkiem cytozolowym, ktore wskutek indukcji autofagii ulega cieciu
proteolitycznemu przez biatko ATG4. Prowadzi to do utworzenia formy LC3-I, ktéra
przy pomocy biatka ATG3 ulega fuzji z fosfatydyloetanoloaming (PE) tworzac formg¢
lipidowa LC3-11. Kompleks ATG12-ATG5 promuje rekrutacje oraz integracj¢ LC3-11 do
bton (wewngtrznej oraz zewngtrznej) wydluzajacego si¢ fagoforu, ktoéry po ich
zamknieciu 1 utworzeniu pegcherzyka nazywany jest autofagosomem. Finalnie dojrzaty
autofagosom ulega fuzji z lizosomem, tworzac autolizosom. Dzigki obecnosci enzymow
lizosomalnych dochodzi do strawienia zawartosci autolizosomu (Glick et al, 2010; Levy
et al, 2017). LC3 jest powszechnie uznawany za marker procesu autofagii (Klionsky et
al, 2021a). Podczas indukcji procesu wzrasta jego poziom, dzigki czemu mozliwe jest
monitorowanie autofagii. Drugim markerem procesu jest biatko adaptorowe p62
kodowane przez gen SQSTM1 (ang. sequestosome 1). p62 (dzigki obecnosci domeny
wigzacej ubikwityneg) wiaze si¢ z biatkami przeznaczonymi do degradacji w procesie
autofagii, ale alternatywnie moze rowniez kierowac biatka do degradacji na drodze
proteasomalnej. Swoja funkcje w procesie autofagii p62 spetnia poprzez domeng wigzaca
biatko LC3-II, obecne w blonie autofagosomow. Nastepnie ulega trawieniu
w autolizosomie wraz z transportowang przez nie zawartoscig. Stad poziom biatka p62
spada w koncowej fazie procesu. Monitorowanie intensywnosci autofagii (tzw.
autophagic flux) poprzez badanie poziomu p62 w komoérce umozliwia potwierdzenie, ze
proces nie zostal zahamowany na ktorym$ z jego etapow. Badania wykazaly
nagromadzenie si¢ biatka p62 u myszy z zaburzonym procesem autofagii, co dowodzi, ze
biatko to jest degradowane podczas procesu (Johansen & Lamark, 2011; Katsuragi et al,
2015; Liu et al, 2016). Ponadto p62 zostato zidentyfikowane jako glowny regulator
Sciezki sygnalizacyjnej Keap1/Nrf-2, odpowiedzialnej za mechanizm obronny komorki
wobec stresu oksydacyjnego i elektrofilowego (Kageyama et al, 2021; Komatsu et al,
2010).
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1.3.2. Regulacja autofagii

W zwiagzku z tym, ze autofagia umozliwia komérkom przetrwanie w warunkach
niedoboru sktadnikéw odzywczych, proces ten jest regulowany przez S$ciezki
sygnalizacyjne wrazliwe na zmiany $rodowiskowe. Kinaza mTOR (ang. mammalian
target of rapamycin) jest biatkiem, ktorego aktywacja zachodzi w odpowiedzi na zmiany
W poziomie energii oraz ilo$ci aminokwasow, czynnikoéw wzrostu czy tlenu. Jest ona
jednym z gtéwnych regulatorow wzrostu oraz metabolizmu komorek. Ponadto kinaza ta
hamuje proces autofagii w komorkach, ktore znajdujg si¢ w $rodowisku bogatym
w sktadniki odzywcze. Zachodzi to poprzez oddzialywanie biatka mTOR z kompleksem
ULK1 (niezb¢dnym do powstawania fagoforu) i fosforylacje kinazy ULK1 w serynie
757, co skutkuje zahamowaniem jej aktywnosci (Chang, 2020; Rabinowitz & White,
2010). Kolejnym sposobem negatywnej regulacji autofagii przez mTOR jest
zahamowanie oddziatywania ULK1 z kinazg AMPK (ang. adenosine monophosphate—
activated protein kinase). AMPK aktywowana przez zwigkszony stosunek AMP
(adenozyno-5'-monofosforanu)/ATP (adenozyno-5'-trifosforanu) reguluje homeostaze
energetyczng komorki. AMPK indukuje proces autofagii poprzez rézne mechanizmy.
Jednym z nich jest udziat w formowaniu kompleksu ULK1 poprzez fosforylacje kinazy
ULK1 m.in. w serynie 555. Dodatkowo AMPK moze znosi¢ hamujacy aktywnos$¢
autofagii efekt mTOR, poprzez aktywacje kompleksu TSC (ang. tuberous sclerosis
complex), ktory z kolei hamuje aktywnos¢ mTOR. AMPK moze takze fosforylowaé
biatko Raptor (ang. regulatory associated protein of mTOR) w serynie 792, co redukuje
fosforylacje mTOR (Russell et al, 2014). Raptor petni kluczowa rol¢ w zachodzeniu
dalszej sygnalizacji od kinazy mTOR, poprzez odzialywanie z tym biatkiem i aktywacje
jego substratow (Kim et al, 2002). Fosforylacja Raptor w serynie 792 powoduje
zahamowanie aktywno$ci mTOR. Wykazano, ze fosforylacja ta jest indukowana przez
kinaz¢ AMPKa (Gwinn et al, 2008). Indukcja autofagii regulowana jest rowniez przez
inne kluczowe biatko tego procesu — bekling 1. W warunkach fizjologicznych beklina 1
wystepuje w kompleksie z biatkami antyapoptycznymi takimi jak Bcl-2 lub Bel-XL, ktore
hamuja jej aktywno$¢. Rozpad tego kompleksu i inicjacja autofagii moze zachodzi¢ przy
udziale biatek proapoptotycznych (np. Bad i Bax) lub poprzez fosforylacje biatka Bcl-2.
Wiele niezaleznych badan potwierdzito istnienie interakcji pomiedzy procesem autofagii
a apoptoza. Z jednej strony autofagia moze by¢ wykorzystywana przez komorki

nowotworowe jako mechanizm adaptacyjny, chronigcy je przed $miercia komoérkowa
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w wyniku zahamowania apoptozy. Z drugiej strony autofagia moze stanowic
alternatywng $ciezke $mierci komorkowej (Chen et al, 2019; Levine et al, 2008; Maiuri
et al, 2007).

Wymienione mechanizmy regulacji autofagii sg dos¢ dobrze zbadane. Mimo to
oczywiste jest, ze proces ten jest duzo bardziej ztozony i nadal intensywnie badany.
Poznanie $ciezek sygnalizacyjnych bioracych udziat w regulacji autofagii umozliwi jej
lepsze kontrolowanie, a zaindukowanie badz zahamowanie procesu moze zwigkszy¢

efektywnos$¢ stosowanych terapii przeciwnowotworowych.

1.3.3. Rola autofagii w rozwoju nowotworow i oporno$ci na stosowane

terapie

Zaburzenia procesu autofagii zostaty scharakteryzowane w wielu jednostkach
chorobowych, takich jak choroby neurodegeneracyjne, immunologiczne, zakazne, a takze
dysfunkcje narzadow wewnetrznych np. serca, watroby oraz ptuc. Przez wiele lat badano
réwniez znaczenie autofagii w onkogenezie. Okazalo si¢, ze pelni ona zlozonag role,
zardbwno hamujaca jak i promujaca rozwdj nowotworu (Chavez-Dominguez et al, 2020;
Dikic & Elazar, 2018; Klionsky et al, 2021b; White & DiPaola, 2009; Yang & Klionsky,
2020). We weczesnych stadiach choroby autofagia zapobiega wzrostowi guza poprzez
hamowanie powstawania uszkodzen, w tym zmian w DNA. Zachodzi to dzigki usuwaniu
uszkodzonych organelli i nieprawidlowo pofatdowanych biatek oraz redukcji stresu
oksydacyjnego. Z kolei w bardziej zaawansowanych stadiach nowotworu autofagia
spetnia funkcje ochronng przed stresem metabolicznym oraz wywotanym przez
stosowane leczenie przeciwnowotworowe. Komorki nowotworowe intensywnie si¢
dzielac, maja zwickszone zapotrzebowanie na substancje odzywcze, ktorych zrodiem jest
m.in. proces autofagii.

Rola autofagii w hamowaniu wczesnych etapéw rozwoju raka piersi jest dosé
dobrze udokumentowana. W zdrowym gruczole piersiowym zaobserwowano
zwigkszony poziom ekspresji genow ATG. Z kolei rozwdj raka piersi zwigzany byt
z utrata ekspresji tych genoéw (Tavera-Mendoza et al, 2017). Wykazano, ze delecja
monoalleliczna BECN1 (bekliny 1) zachodzi w 40-75% wszystkich nowotworéw, w tym
w raku piersi, jajnikow oraz prostaty (Aita et al, 1999; Li et al, 2010). Z kolei
heterozygotyczna delecja BECN1 u myszy prowadzi do zwigkszonej czgstotliwosci
wystepowania spontanicznych nowotwordéw, w tym raka piersi o fenotypie bazalnym (Qu

et al, 2003; Yue et al, 2003). Ponowne wprowadzenie bekliny 1 do linii komérkowe;j
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MCF7, ktora wykazywala heterozygotyczng utrate genu kodujacego to biatko,
zredukowato proliferacje tych komorek (Wijshake et al, 2021). Niski poziom ATG7
wystepowat w potrojnie ujemnym raku piersi w porownaniu do tkanki nienowotworowej
(Li et al, 2019). Niniejsze doniesienia wskazujg, ze mutacje genow regulujgcych
autofagie, prowadzace do zaburzen tego procesu mogg przyczyniac si¢ do rozwoju raka
piersi.

Sytuacja wyglada odwrotnie w p6zniejszych stadiach onkogenezy, w ktorych
autofagia peni funkcje pronowotworows. Mikrosrodowisko guza, a w szczegdlnoSci
zwigzane z progresja nowotworow CAFS, promuja proces autofagii. Zaobserwowano
zwigkszony poziom ekspresji bekliny 1 oraz zwigkszong konwersje biatka LC3-11/-I
w CAFs w porownaniu do normalnych fibroblastow. Autofagia indukowana przez CAFs
stymulowata z kolei migracj¢, inwazje i proliferacj¢ komorek potrojnie ujemnego raka
piersi (Wang et al, 2017a).

Wstepne badania na komorkach luminalnego raka piersi (MCF7) wykazaty, ze
autofagia hamuje wzrost nowotworu (Liang et al, 1999). Z drugiej strony
zaobserwowano, ze leki anty-ER (tamoksyfen oraz fulwestrant) indukuja proces
autofagii, co przyczynia si¢ do $mierci komorek luminalnego raka piersi (Bursch et al,
1996). Bardziej aktualne badania wykazaty, ze w populacji komorek MCF7 (okoto 70%),
ktore przezyly leczenie tamoksyfenem wzrastata liczba powstajacych autofagosomow
(Samaddar et al, 2008). Wywnioskowano wigc, ze wplyw autofagii na przezycie badz
smier¢ komorek nowotworowych moze zaleze¢ od liczby autofagosomow.

Ponadto zostal udowodniony udziat autofagii w opornosci na stosowane terapie
przeciwnowotworowe, w tym leki anty-ER (Bhutia et al, 2013; Levy et al, 2017; Yang et
al, 2011). Potwierdzono takze, ze wyciszenie ekspresji genow odpowiedzialnych za
aktywacje autofagii (ATGS, ATG7, BECN1) lub zastosowanie inhibitorow autofagii
w liniach luminalnego raka piersi przywracato odpowiedz komorek na leczenie anty-ER
(Cook et al, 2011; Cook et al, 2014; Duan et al, 2014; Lee et al, 2018; Qadir et al, 2008;
Sun et al, 2021). Co ciekawe, najbardziej obiecujacy efekt w przywracaniu odpowiedzi
na terapie anty-ER miato jednoczesne zastosowanie shRNA skierowanego na BECN1
oraz inhibitora Bcl-2 (YC137) (Crawford et al, 2010). Zatem podwdjne celowanie
w synergistyczne szlaki molekularne moze by¢ korzystne dla ponownego uwrazliwienia
komorek raka piersi opornych na leczenie anty-ER. Felzen i in. odkryli, ze ER w sposob
niekanoniczny (niezalezny od jego aktywnosci transkrypcyjnej i wigzania do miejsc ERE,

ang. estrogen response element) indukuje proces autofagii, w ktorego aktywacji bierze
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udziat bialkko BAG3 (ang. Bcl2-associated athanogene 3). Zarowno zahamowanie
autofagii, jak i wyciszenie ekspresji BAG3 zmniejszyto opornos¢ komorek luminalnego
raka piersi na stres oksydacyjny wywotany leczeniem anty-ER (Felzen et al, 2015). Ten
nieckanoniczny szlak autofagii moze by¢ interesujacym celem dla medycyny
spersonalizowanej i leczenia luminalnego raka piersi, ktory nie odpowiada na terapi¢
anty-ER. Ostatnie badania zasugerowaty rowniez udziat lizosoméw w rozwoju opornosci
na terapie anty-ER. Lizosomy biorg udziat w degradacji elementéw komoérkowych m.in.
w procesie autofagii. Ponadto wskazano na udziat lizosoméw w ochronie komorek
nowotworowych przed dziataniem chemioterapeutykéw w wyniku akumulacji lekoéw
wewnatrz lizosomow, a nastepnie ich usuwaniu z komodrki na drodze egzocytozy.
Zaobserwowano, ze komorki traktowane tamoksyfenem charakteryzuja si¢ mniejsza
zdolnoscig do przerwania ciaglto$ci btony lizosomalnej (LMP, ang. lysosomal membrane
permeabilization). LMP jest jednym z proceséw prowadzacych do réznych form $Smierci
komorki np. apoptozy. W zwiagzku z tym wywnioskowano, ze zalezna od autofagii
zmiana integralnosci lizosomow jest jedng z przyczyn opornosci na tamoksyfen (Actis et
al, 2021; Hultsch et al, 2018). Udowodniono takze udziat autofagii i aktywujacej ja kinazy
AMPK w powstawaniu oporno$ci na tamoksyfen oraz inny SERM — endoksyfen (Duan
et al, 2021). Wymienione powyzej doniesienia naukowe wskazujg potencjalne
mechanizmy molekularne mogace bra¢ udzial w powstawaniu opornosci na terapie anty-
ER z udziatem autofagii. Zatem wysuwa si¢ wniosek, ze zahamowanie procesu autofagii

moze by¢ skuteczng strategiag w przywracaniu wrazliwosci na leczenie anty-ER.
1.3.4. Inhibitory autofagii

Liczne badania przedkliniczne i kliniczne wykazaly, ze zahamowanie autofagii
zwicksza skuteczno$¢ stosowanych terapii przeciwnowotworowych. Ztozonos¢ tego
procesu sprawia, ze autofagia moze by¢ zahamowana na roéznych etapach. Najbardziej
obiecujacym celem wydaje si¢ by¢ jej koncowy etap - blokowanie fuzji autofagosomu
z lizosomem. Potwierdzono, ze inhibitory PI3K (3-metyloadenina, wortmanina
1 LY294002) moga hamowa¢ autofagi¢ na jej wczesnym etapie, gdyz PI3K klasy III
petnig kluczowa role w formowaniu autofagosomu (Wu et al, 2010; Yang et al, 2013).
Najlepiej zbadanymi i jedynymi zatwierdzonymi przez FDA inhibitorami autofagii sa
chlorochina (CQ) i jej pochodna hydroksychlorochina (HCQ). Pierwotnie leki te
stosowano w leczeniu malarii. Poczatkowo myslano, ze CQ i HCQ, tak jak inne inhibitory
autofagii (bafilomycyna Al oraz inhibitory lizosomu), prowadza do inaktywacji
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enzymow lizosomalnych poprzez zwickszanie wartosci pH lizosomu (Galluzzi et al,
2017b; Lim et al, 2021). Najnowsze badania wskazuja, ze mechanizm dziatania CQ
i HCQ polega na hamowaniu fuzji autofagosomu z lizosomem (Mauthe et al, 2018).
Badania przedkliniczne pokazaty, ze CQ wykazuje ograniczong aktywnos$¢ jako
pojedynczy lek. Z kolei HCQ charakteryzuje si¢ bardzo duza dystrybucjg tkankowa, co
skutkuje jej wysokim st¢zeniem wewnatrz guza. Nadal istnieje jednak ryzyko, ze CQ lub
HCQ mogg nie by¢ wystarczajaco silne, aby wykazac¢ skutecznos¢ kliniczng w leczeniu
nowotworow W dawkach tolerowanych przez pacjentow. Stad podj¢to intensywne proby
otrzymania zwigzkéw pochodnych o zwigkszonej skutecznosci. Jednym z nich jest
Lys05, ktory blokuje autofagi¢ poprzez wzrost wartosci pH lizosomu i charakteryzuje sig
10-krotnie wigkszg cytotoksycznoscig niz HCQ (Abdel-Aziz et al, 2022; Mcafee et al,
2012).

Skuteczno$¢ inhibitorow autofagii w przywracaniu wrazliwosci komorek
opornych na stosowang terapi¢ anty-ER zostala opisana w poprzednim podrozdziale
niniejszej pracy. Badania wskazujg rowniez, ze jednoczesne stosowanie terapii anty-ER
1 inhibitorow autofagii moze przyczyni¢ si¢ do uniknigcia wyksztalcania opornosci na
stosowane leczenie. Z drugiej strony zastosowanie inhibitorow autofagii w komorkach
opornych na terapi¢ anty-ER spowodowato przywrdcenie jej efektywnosci. Wedlug
danych dostgpnych na stronie www.clinicaltrials.gov 115 badan (trwajacych lub
zakonczonych) dotyczy zastosowania hydroksychlorochiny w leczeniu nowotworow.
W przypadku raka piersi obecnie prowadzonych jest 5 badan klinicznych, z czego
w 4 z nich HCQ wystepuje w kombinacji z innymi lekami takimi jak inhibitor kinazy
mTOR (ewerolimus), inhibitor aromatazy (letrozol) i/lub inhibitory CDK4/6
(palbocyklib,  abemacyklib) (NCTO03774472, NCT04316169, NCT04523857,
NCT04841148, NCT03032406) (Komarla et al, 2023).

1.4. Czynnik transkrypcyjny Nrf-2
1.4.1. Budowa i funkcja

Czynnik transkrypcyjny Nrf-2 (ang. Nuclear factor E2-related factor 2,
kodowany przez gen NFE2L2) nalezy do rodziny czynnikoéw CNC (ang. cap 'n’collar).
W strukturze tych czynnikow wystepuje motyw zamka leucynowego. Nrf-2 posiada
7 konserwatywnych domen (Neh1-7). Domena Nehl odpowiada za jego aktywno$¢
transkrypcyjng i wigzanie si¢ do DNA. Neh2 jest gtbwna domeng regulujaca aktywnosé
Nrf-2, w ktorej wyrdznia si¢ dwa motywy (ETGE i DLG) niezbedne do odzialywania

33



z biatkiem Keap1 (ang. Kelch-like ECH-associated protein 1). Domeny Neh3, Neh4 oraz
Neh5 wigza koaktywatory transkrypcji. Obecnos¢ domen Neh6 i Neh7 umozliwia
potranslacyjng (negatywng) regulacje aktywnosci Nrf-2. Domena Neh6 zawiera reszty
bogate w seryne, ktore mogg by¢ fosforylowane przez kinaze syntazy glikogenu-3p
(GSK-3B), a domena Neh7 posredniczy w wigzaniu receptora retinoidowego X alfa
(RXR-a)) (Kaspar et al, 2009; Rada et al, 2011; Wang et al, 2013a).

Nrf-2 jest powszechnie uwazany za czynnik transkrypcyjny istotnie
zaangazowany w obron¢ komorki przed stresem oksydacyjnym i elektrofilowym.
Czynnik ten reguluje ekspresje okoto 250 gendéw, z czego wigkszos¢ z nich koduje
enzymy zaangazowane W utrzymanie homeostazy redoks, metabolizm i wydalanie lekow,
czy metabolizm energetyczny komorki. Geny te charakteryzujg sie obecnoscig sekwencji
ARE (ang. antioxidant response element) w regionach regulatorowych promotora. Wiele
badan naukowych skupia réwniez uwage na udziale Nrf-2 w regulacji procesow
biologicznych takich jak proliferacja, roznicowanie, autofagia, apoptoza, degradacja
biatek, naprawa DNA oraz metabolizm zelaza, ktorych zaburzenia prowadza do
powstawania choréb (np. nowotworow) (Koziet et al, 2021; Panieri et al, 2020; Rojo De
La Vega et al, 2018). Nrf-2 ulega ekspresji we wszystkich typach komorek, z czego

w warunkach homeostazy poziom biatka Nrf-2 jest stosunkowo niski.
1.4.2. Regulacja Nrf-2

Wyréznia sie¢ dwie glowne Sciezki regulujace aktywnos¢ transkrypcyjng oraz
poziom ekspresji Nrf-2: sciezke kanoniczng (Keap1-zalezng) oraz alternatywna (Keap1-
niezalezng). W S$ciezce kanonicznej Nrf-2 jest negatywnie regulowany poprzez
odziatywanie z biatkiem Keapl, pelnigcym funkcje¢ inhibitora Nrf-2 (Ryc. 3). Keapl
wystepuje w cytoplazmie i jest biatkiem adaptorowym kompleksu E3 ligazy ubikwityny.
W sktad tego kompleksu wchodzg biatka Cul3 (ang. Cullin 3) oraz RBX1 (ang. ring box
1). Kompleks Keapl/Cul3/RBX1 kieruje Nrf-2 do degradacji proteasomalnej.
Homodimery Keap1 oddzialuja z motywami ETGE i DLG Nrf-2. W wyniku ekspozycji
komorki na dziatanie czynnikow indukujacych stres oksydacyjny lub elektrofilowy
dochodzi do zmian konformacyjnych w czasteczce Keapl (modyfikacji reszt cysteiny),
co prowadzi do dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2. Nastepnie Nrf-2 ulega stabilizacji
1 translokacji do jadra komorkowego, w ktorym tworzy heterodimer z biatkami SMAF
(ang. small masculoaponeurotic fibrosarcoma proteins). Jego powstanie umozliwia

przyltaczenie si¢ do miejsca ARE w regionie promotora genéw regulowanych przez
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Nrf-2. Co ciekawe, Nrf-2 posiada sekwencje ARE w obrebie wlasnego promotora, przez
co moze regulowaé swoja transkrypcje, a w rezultacie wzmacnia¢ odpowiedz obronng

komorki (Pillai et al, 2022).
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Rycina 3. Keapl-zalezna $ciezka regulacji aktywnosci Nrf-2. W warunkach fizjologicznych
Nrf-2 wystepuje w cytozolu w kompleksie z biatkiem Keapl. Keap1 kieruje Nrf-2 do degradacji
proteasomalnej. W wyniku ekspozycji komorki na warunki stresowe dochodzi do dysocjacji
kompleksu Keapl/Nrf-2. W nastepstwie tego Nrf-2 ulega translokacji do jadra komérkowego,
gdzie oddziahuje z biatkami sMAF, co umozliwia przytaczenie si¢ do miejsca ARE w rejonie

promotorowym regulowanych genéw np. SOD1, HMOX1, NQOL1 oraz SQSTML1.

Z biegiem lat odkryto kilka innych alternatywnych $ciezek regulujgcych
aktywno$é Nrf-2 niezaleznie od biatka Keapl. Sciezki te dzialaja na poziomie
transkrypcyjnym jak i potranslacyjnym, poprzez wptyw na stabilnos¢ biatka Nrf-2, jego
transport jadrowy czy degradacje (Bryan et al, 2013). Jednym z dobrze poznanych
inhibitoréw aktywnosci Nrf-2 jest biatko GSK-3B. GSK-3p fosforyluje Nrf-2, przez co
jest on rozpoznawany przez biatko B-TrCP (ang. beta-transducin repeat-containing
protein) wchodzace w sktad kompleksu E3 ligazy ubikwityny. W nastepstwie tego Nrf-2
jest kierowany do degradacji proteasomalnej. GSK-3f moze roéwniez regulowaé
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aktywnos$¢ Nrf-2 w sposob posredni, poprzez fosforylacje biatka Fyn (nalezacego do
rodziny kinaz tyrozynowych Src). Fyn promuje eksport jadrowy Nrf-2, jego
ubikwitynacje i degradacje (Chowdhry et al, 2013; Tonelli et al, 2018).

Zalezno$¢ pomiegdzy autofagig, a kompleksem Keapl/Nrf-2 zostala odkryta
przez kilka niezaleznych zespolow badawczych (Fan et al, 2010; Komatsu et al, 2010;
Lau etal, 2010). Integracja ta zachodzi na poziomie biatka p62, wspomnianego wczes$niej
markera procesu autofagii. p62 posiada w swojej strukturze domen¢ KIR z motywem
STGE, ktory umozliwia wigzanie do biatka Keapl. Motyw STGE jest strukturalnie
podobny do motywu ETGE Nrf-2. Charakteryzuje si¢ jednak nizszym powinowactwem
wigzania do Keap1 niz motyw ETGE. Podczas procesu autofagii p62 jest fosforylowane
w serynie 403, co umozliwia jego oddziatywanie z komponentami komorki kierowanymi
do degradacji na drodze autofagii. Nastepnie p62 jest fosforylowany
w serynie 349 przez kompleks mTOR. Zwigksza to powinowactwo motywu STGE p62
w stosunku do motywu ETGE Nrf-2, co powoduje wyparcie Nrf-2 z kompleksu z Keapl.
Niezwigzany Nrf-2 ulega translokacji do jadra komoérkowego, gdzie pelni funkcje
czynnika transkrypcyjnego. Z kolei Keapl zwigzany przez p62 kierowany jest do
degradacji w procesie autofagii. Stad p62 indukuje aktywnos$¢ Nrf-2. Co ciekawe,
zidentyfikowano motyw ARE w obrebie promotora genu SQSTM1 (kodujacego biatko
p62), co jest dowodem na istnienie petli dodatniego sprzezenia zwrotnego w regulacji
aktywnos$ci Nrf-2 (Jain et al, 2010). Podsumowujac, p62 aktywuje Nrf-2, ktory jako
czynnik transkrypcyjny wigze si¢ do ARE 1 aktywuje transkrypcje¢ genu kodujacego p62.
Aktywacja tej petli w odpowiedzi na stres oksydacyjny i elektrofilowy prowadzi do

przedtuzonej aktywacji Nrf-2.

1.4.3. Rola Nrf-2 w transformacji nowotworowej i opornosci na stosowane

terapie

Powszechnie wiadomo, ze kompleks Keapl/Nrf-2 jest jednym z gtownych
wewnatrzkomorkowych mechanizméw obronnych przed stresem oksydacyjnym
I elektrofilowym. W zwiazku z tym Nrf-2 promuje przezycie komorek i chroni je przed
transformacja nowotworowa. Rola Nrf-2 w utrzymaniu homeostazy komorki opiera si¢
na jego zdolno$ci do eliminowania reaktywnych form tlenu (ROS), kancerogenow
i innych czynnikoéw uszkadzajagcych DNA (Milkovic et al, 2017; Sova & Saso, 2018).

Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze Nrf-2 moze odgrywaé znaczacg rolg

w inicjacji kancerogenezy, promowaniu przezycCia, tworzeniu przerzutow i rozwoju
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opornosci na stosowane terapie (Denicola et al, 2011; Galan-Cobo et al, 2019; Lu et al,
2016; Ohta et al, 2008; Pillai et al, 2022). Pronowotworowa aktywnos¢ Nrf-2 w raku
piersi zostata dobrze udowodniona. Liczne badania wykazaly nieprawidtowg aktywacje
Nrf-2 w réznych liniach komoérkowych tego raka, wplywajacg na ich proliferacje,
migracj¢ 1 inwazje (Zhang et al, 2016; Zhang et al, 2019). Wykazano, ze estrogen (E2)
aktywuje Nrf-2 poprzez szlak PI3K/Akt/GSK-3p i indukuje ekspresje genow kodujacych
biatka o funkcjach antyoksydacyjnych zaleznych od Nrf-2 w luminalnym raku piersi
(Gorrini et al, 2014; Wu et al, 2014). Wiele niezaleznych zespotéw badawczych
wywnioskowato, ze wysoki poziom ekspresji  Nrf-2 byt skorelowany
Z wyzsza agresywnos$cia guza i gorszym rokowaniem pacjentek z rakiem piersi (Almeida
et al, 2020; Bekele et al, 2016; Bocci et al, 2019; Cha et al, 2017; Guo & Shen, 2017;
Onoderacetal, 2014; Wolf et al, 2016). Almeida i in. przeprowadzili meta-analiz¢ danych,
ktora podsumowata wyniki kilku wczesniejszych badan. Wykazano, ze wyzszy poziom
ekspresji Nrf-2 u pacjentek z rakiem piersi wigzat si¢ z krotszym czasem przezycia
calkowitego (OS) oraz czasem przezycia wolnego od choroby (DFS, ang. disease-free
survival) (Almeida et al, 2020). Inny zesp6t badawczy zidentyfikowal sygnature
16 genow zaleznych od Nrf-2, ktorych zwigkszona ekspresja korelowata z gorszym
rokowaniem pacjentek z luminalnym rakiem piersi (Wolowczyk et al, 2022). Zebrane
dane jednoznacznie wskazuja, ze ekspresja Nrf-2 jest ztym czynnikiem prognostycznym,
a hamowanie aktywnosci Nrf-2 przy pomocy specyficznych inhibitorow moze poprawic¢
skutecznos$¢ leczenia pacjentek z rakiem piersi.

Analizowano takze wpltyw Nrf-2 na wyksztalcanie oporno$ci na terapie
stosowane w raku piersi. Wykazano, ze Nrf-2 byl gldownym czynnikiem
odpowiedzialnym za opornos¢ na chemioterapi¢ w komorkach MCF7 (Syu et al, 2016).
Udowodniono rowniez, ze Nrf-2 zmniejsza dziatanie tamoksyfenu, a wysoka ekspresja
i aktywnos¢ Nrf-2 (odzwierciedlona podwyzszong ekspresja genéw zaleznych od Nrf-2)
zostata zaobserwowana w liniach komérkowych raka piersi opornych na tamoksyfen. Na
podstawie uzyskanych wynikéw zasugerowano, ze wysoki poziom i aktywnos$¢ Nrf-2
moze stuzy¢ jako marker predykcyjny w terapii raka piersi opartej na tamoksyfenie
(Bekele et al, 2016; Kim et al, 2008). Najnowsze doniesienia potwierdzaja zwigkszony
poziom ekspresji Nrf-2 (zar6wno biatka jak i mRNA dla kodujgcego go genu)
w komorkach luminalnego raka piersi opornych na tamoksyfen oraz w tkankach
nowotworowych pacjentéw leczonych przedoperacyjnie tamoksyfenem. Wykazano, ze

komorki oporne na tamoksyfen byly takze krzyzowo oporne na radioterapi¢, za co
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odpowiedzialny byt Nrf-2. Zastosowanie jego inhibitora ponownie uwrazliwiato komorki
oporne na tamoksyfen na dziatanie radioterapii (Naumann et al, 2023). Wydaje si¢ wigc,
ze inhibicja Nrf-2 moze przynies¢ korzysci pacjentkom z rakiem piersi. Obecnie jednak
brakuje specyficznych inhibitorow Nrf-2, ktore zostaty przetestowane klinicznie
(Pouremamali et al, 2022).

Zaburzenia osi p62/Keapl/Nrf-2 zostaly =zidentyfikowane w procesie
onkogenezy (Garufi et al, 2021; Hsu et al, 2022; Ichimura et al, 2000; Inami et al, 2011;
Jiang et al, 2020; Kang et al, 2021; Komatsu et al, 2010; Li et al, 2020; Ni et al, 2014).
Saito i in. wykazali, ze ufosforylowany p62 prowadzi do aktywacji Nrf-2, ktory indukuje
proliferacj¢ komorek raka watrobowokomorkowego (HCC) oraz zapewnia tolerancje na
leki przeciwnowotworowe (Saito et al, 2016). Ponadto przy pomocy testow
przesiewowych zidentyfikowali nowy inhibitor Nrf-2 (nazwany K67). Hamuje on
interakcje pomiedzy ufosforylowanym p62 a Keapl. Inkubacja komoérek HCC z K67
zahamowata ich proliferacj¢ i zmniejszyta tolerancj¢ na srodki przeciwnowotworowe, CO
wskazuje na potencjal przeciwnowotworowy tego inhibitora. Jednak ze wzgledu na jego
niska rozpuszczalno$¢ niezbgdne jest opracowanie zwigzkdw o lepszej rozpuszczalnosci

dla poprawy efektu farmakologicznego w terapii pacjentow.
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2. CEL PROJEKTU

Doniesienia literaturowe wskazuja na udziat $ciezki FGFR w regulacji
aktywnosci kompleksu Keap1/Nrf-2, biorgcego udziat w odpowiedzi antyoksydacyjne;j.
Jednym z gléwnych regulatoréw tego kompleksu jest biatko p62 - marker procesu
autofagii. Coraz wigcej dowodow wskazuje na role autofagii oraz kompleksu
Keapl/Nrf-2 w promowaniu progresji raka piersi i opornosci na leczenie anty-ER. Nasz
zespot wskazat na role FGFR2 w ochronie komorek raka piersi przed dziataniem leku
anty-ER (tamoksyfenu). Majac to na uwadze, niniejszy projekt doktorski miat na celu
ocene¢ udzialu FGFR2 w regulacji wspolzaleznosci p62/Keap1/Nrf-2 oraz okreslenie
jej znaczenia w luminalnym raku piersi.

Zrealizowany projekt sktadat si¢ z dwoch wzajemnie uzupehiajacych sie
etapow badawczych: eksperymentow in vitro oraz analiz klinicznych in silico.
Doswiadczenia w warunkach in vitro zostaly przeprowadzone na modelowych liniach
komorkowych luminalnego A raka piersi: MCF7, T47D oraz CAMA-1. Poszczegolne
etapy projektu miaty na celu:

1) oceng udzialu FGFR2 w regulacji procesu autofagii,

2) poznanie FGFR2-zaleznego mechanizmu molekularnego regulacji
autofagii,

3) ocene wspotzaleznosci FGFR2/autofagia dla wzrostu i odpowiedzi
komorek raka piersi na leki anty-ER (tamoksyfen oraz fulwestrant),

4) zbadanie wpltywu sygnalizacji FGFR2-zaleznej na regulacje kompleksu
Keapl/Nrf-2,

5) oceng wspotzaleznosci FGFR2/Nrf-2 dla wzrostu i odpowiedzi komorek
raka piersi na terapie anty-ER,

6) oszacowanie potencjalnej wartosci  prognostycznej  zaleznoS$ci
FGFR2/Nrf-2 przy pomocy analiz in silico w oparciu o material
kliniczny pochodzacy od pacjentek z luminalnym A rakiem piersi.
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3. MATERIALY

3.1. Linie komorkowe

CAMA-1 — ludzka linia komoérkowa Iluminalnego raka gruczotu
piersiowego (ATCC)

MCF7 — ludzka linia komorkowa Iuminalnego raka gruczotu
piersiowego (ATCC)

T47D — ludzka linia komérkowa luminalnego raka gruczotu piersiowego
(DSMZ2)

293T — ludzka linia komorkowa embrionalnych komorek nerki, linia

,pakujaca” w systemach lenti-/retrowirusowych (ATCC)

3.2. Pozywki i suplementy stosowane do hodowli komorkowej

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Corning lub HyClone)
MEM (Minimum Essential Medium) (Corning lub HyClone)
FBS (ptodowa surowica bydlgca, ang. Fetal Bovine Serum) (Biowest)

Antybiotyki: penicylina, streptomycyna (HyClone)

3.3. Bufory i odczynniki stosowane do hodowli komorkowej

PBS (sol fizjologiczna buforowana fosforanami, ang. Phosphate
Buffered Saline) (Sigma-Aldrich)
Trypsyna-EDTA (Biowest)

3.4. Przeciwciala I-rzedowe

anty-pB-aktyna (AC-15) — mysie przeciwciata monoklonalne (Sigma-
Aldrich, nr kat. A5441)

anty-AMPKa (D63G4) — krolicze przeciwciata monoklonalne (Cell
Signaling Technology, nr kat. 5832)

anty-fosfo-AMPKo (Thr172) (40H9) — krolicze przeciwciala
monoklonalne (Cell Signaling Technology, nr kat. 2535)

anty-Keapl (P586) — krolicze przeciwciata poliklonalne (Cell Signaling
Technology, nr kat. 4678)

anty-Keapl (G-2) — mysie przeciwciala monoklonalne (Santa Cruz
Biotechnology, nr kat. sc-365626)

anty-Lamina B1 (D9V6H) — krolicze przeciwciata monoklonalne (Cell

Signaling Technology, nr kat. 13435)
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anty-LC3B — krolicze przeciwciata poliklonalne (Cell Signaling
Technology, nr kat. 2775)

anty-mTOR (7C10) — krdlicze przeciwciala monoklonalne (Cell
Signaling Technology, nr kat. 2983)

anty-fosfo-mTOR  (Ser2448) (D9C2) - krolicze przeciwciata
monoklonalne (Cell Signaling Technology, nr kat. 5536)

anty-Nrf-2 (EP1808Y) — krolicze przeciwciata monoklonalne (Abcam,
nr kat. ab62352)

anty-SQSTM1/p62 (D5L7G) — mysie przeciwciata monoklonalne (Cell
Signaling Technology, nr kat. 88588)

anty-fosfo-SQSTM1/p62 (Ser349) (E7TM1A) — krolicze przeciwciata
monoklonalne (Cell Signaling Technology, nr kat. 16177)
anty-fosfo-SQSTM1/p62  (Serd403) -  krolicze  przeciwciata
monoklonalne (Cell Signaling Technology, nr kat. 39786)

anty-Raptor (24C12) — krolicze przeciwciata monoklonalne (Cell
Signaling Technology, nr kat. 2280)

anty-fosfo-Raptor (Ser792) — krolicze przeciwciata poliklonalne (Cell
Signaling Technology, nr kat. 2083)

anty-ULK1 (D8H5) — krolicze przeciwciata monoklonalne (Cell
Signaling Technology, nr kat. 8359)

anty-fosfo-ULK1  (Ser555) (D1H4) — krolicze przeciwciata
monoklonalne (Cell Signaling Technology, nr kat. 5869)
anty-Winkulina (ELE9V) — krdlicze przeciwciata monoklonalne (Cell
Signaling Technology, nr kat. 13901)

3.5. Przeciwciala II-rzedowe

Kozie anty-kroélicze przeciwciata IRDye (Li-Cor)

Osle anty-mysie przeciwciata IRDye (Li-Cor)

3.6. Inhibitory i czynniki wzrostu

FGF7 (Czynnik wzrostu fibroblastoéw 7, ang. fibroblast growth factor 7)
(PeproTech)

Tamoksyfen (4-OHT, 4-hydroksytamoksyfen) (Selleckchem)
Chlorochina (Sigma-Aldrich)
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e FMK (Axon Medchem)

e Fulwestrant (ICI-182780) (Selleckchem)
e K67 (Sigma-Aldrich)

e MG132 (Selleckchem)

e SB202190 (Selleckchem)

e SP600125 (Sigma-Aldrich)

e SU6656 (Sigma-Aldrich)

e U0126 (Selleckchem)

3.7. Plazmidy systemu lentiwirusowego
e pHAGE-NFE2L2 (Nrf-2) (Addgene)
e pLKO.1 TRC Lentiviral Human SQSTM1 (p62) shRNA (konstrukt 1:
RHS3979-201739509, konstrukt 2: RHS3979-201739510) (Horizon
Discovery)
e pMD2.G (Addgene)
e psPAX (Addgene)

3.8. Sondy TagMan

ACTB (Hs99999903 m1) (Life Technologies)
GAPDH (Hs02786624_g1) (Life Technologies)
HMOX1 (Hs01110250_m1) (Life Technologies)
NFE2L2 (Hs00975960 m1) (Life Technologies)
NQO1 (Hs00168547_m1) (Life Technologies)
SOD1 (Hs00533490_m1) (Life Technologies)
SQSTM1 (Hs00177654 _m1) (Life Technologies)

3.9. Inne bufory i roztwory
Bufor PBS, pH 7,4 (10 x stezony roztwor wodny, 1000 ml)
e 809 NaCl
e 2gKCI
o 2,49KH2PO4
e 26,89 NazHPO4 x 7 H20

Bufor TBS pH 8,2 (Tris-buffer solution) (10 x stezony roztwor wodny, 1000 ml)
e 60,39 Tris-HCI
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e 87,6 g NaCl

TBS-T
e TBS +0,1% Tween 20

Bufor Laemmli (2 x stezony)
e 20% glicerol
o 4% SDS
e 0,125 M Tris-HCI
e 20% B-merkaptoetanol (opcjonalnie)

e bilgkit bromofenolowy (opcjonalnie)

Bufor do zbierania komoérek (w PBS)
e Inhibitory proteaz (Sigma-Aldrich)
-5mM EGTA
-1 mM EDTA
- 2 mM PMSF (fluorek fenylometylosulfonylu)
- 10 pg/ml aprotynina
- 10 pg/ml leupeptyna
e Inhibitory fosfataz i kinaz (Sigma-Aldrich)
- 2 mM NayP.07
-5 mM NaF
-5 mM NazVOg4

Bufor lizujacy (bufor Laemmli 2 x st¢zony)
¢ Inhibitory proteaz (Sigma-Aldrich)
-5mM EGTA
-1 mM EDTA
- 2 mM PMSF (fluorek fenylometylosulfonylu)
- 10 pg/ml aprotynina
- 10 pg/ml leupeptyna
e Inhibitory fosfataz i kinaz (Sigma-Aldrich)
- 2 mM NayP207
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-5 mM NaF
-5 mM NasVVO4

Bufor do elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych (SDS-

PAGE) (10 x stezony roztwor wodny, 1000 ml)

144,3 g Glicyna
10 g SDS
30,3 g Tris-HCI

Bufor do elektrotransferu (1000 ml roztwo6r wodny)

14,43 g Glicyna
3,03 g Tris-HCI
10% Metanol

3.10. Inne odczynniki

APS (nadsiarczan amonu), 10% roztwor wodny (Sigma-Aldrich)
B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

Btekit bromofenolowy (Roth)

Brij® (Sigma-Aldrich)

BSA (albumina surowicy bydlecej, ang. Bovine Serum Albumine) (Roth)
DMSO (dimetylosulfotlenek) (Roth)

IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich)

LunaScript® RT SuperMix Kit (New England Biolabs) — zestaw do
przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji

Luna Universal Probe gPCR Master Mix (New England Biolabs) —
zestaw do przeprowadzenia reakcji qPCR

Matrigel® (Corning) — o zredukowanym stezeniu czynnikow wzrostu
MTT -  3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide (Sigma-Aldrich)

Nrf2 Transcription Factor Assay Kit (Abcam)

TEMED (N,N,N’ N’- Tetramethylethylenediamine) (Sigma-Aldrich)
Perfect Tricolor Protein Ladder — marker biatkowy, zakres 11-245 kDa
(EurX)
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Polybrene (Sigma-Aldrich)
Premo™  Autophagy Tandem Sensor RFP-GFP-LC3B Kit
(ThermoFisher)
Protein G PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology)
Puromycyna (Gibco)
DC Protein Assay (Bio-Rad) — zestaw do oznaczania stezenia biatka
metoda Lowry’ego:
- Protein Assay Reagent A
- Protein Assay Reagent B
- Protein Assay Reagent S
Odczynniki do Proximity Ligation Assay (PLA) (Sigma-Aldrich):
- Duolink® In Situ Wash Buffers, Fluorescence
- Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-Rabbit MINUS
- Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-Mouse PLUS
- Duolink® In Situ Detection Reagents Orange
Rotiphorese Gel 30 (37, 5:1), 30% akrylamid z bis-akrylamidem (Roth)
TriPure (Roche)
TurboFect (ThermoFisher) — odczynnik do transfekcji in vitro
Tween 20 (Sigma-Aldrich)
4% paraformaldehyd
VECTASHIELD Vibrance® Antifade Mounting Medium with DAPI
(Vector Laboratories)

Membrana nitrocelulozowa (Cytiva)

3.11. Sprzet laboratoryjny

Aparat do elektroforezy i elektrotransferu Trans-Blot (Bio-Rad)
Czytnik plytek (BioTek)

Inkubator do hodowli komoérkowych — HERAcell VIOS 160i (Thermo
Scientific)

Komora laminarna — MSC Advantage 1.8 (Thermo Scientific)
Laserowy system detekcji 1 analizy obiektow fluorescencyjnych
w podczerwieni — Odyssey Clx (LI-COR)

Mieszadto obrotowe — SB2 Rotator (Stuart)

Mikroskop $wietlny — ZEISS PrimoVert z oprogramowaniem ZEN 3.0
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Mikroskop fluorescencyjny — OLYMPUS 1X83
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Termoblok (VWR)

Termocykler CFX96 (Bio-Rad)

Wiréwka — Eppendorf Centrifuge 5410

Wiréwka — Sigma 2-16KL

Wiréwka — Eppendorf Mini Spin plus

Wytrzasarka o ruchu okr¢znym PSU-20i (Grant-Bio)
Wytrzasarka o ruchu kotyskowym SSL4 (Stuart)

Zestaw pipet — Eppendorf
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4. METODY

4.1. Hodowle komorkowe

Linie komérkowe CAMA-1 oraz MCF7 pozyskano z banku komoérkowego
ATCC (ang. American Tissue Culture Collection), a T47D z DSMZ (ang. German
Collection of Microorganisms). Wszystkie linie posiadaja odpowiednie certyfikaty.
Komoérki MCF7 oraz T47D hodowano w pozywce DMEM suplementowanej 10%
ptodowg surowicg bydlgcg (FBS). Komorki CAMA-1 hodowano w pozywce MEM
z dodatkiem 10% FBS. Komorki linii MCF7 oraz T47D z wyciszeniem ekspresji genu
kodujacego FGFR2 (dostgpne w repozytorium laboratorium) hodowano w pozywce
DMEM z dodatkiem 10% surowicy bydlecej oraz antybiotyku selekcyjnego -
puromycyny (0,5 pg/ml). Wariant MCF7 w wyprowadzong opornoscig na tamoksyfen
(MCF7 4-OHTR, dostepny w repozytorium laboratorium) hodowano w pozywce DMEM
suplementowanej 10% FBS oraz 4-hydroksytamoksyfenem (1 pM). Ponadto, do
pozywek wszystkich wymienionych linii komoérkowych dodawano antybiotyki:
penicyling (100 U/ml) oraz streptomycyne (100 ug/ml). W zalezno$ci od specyfikacji
danej linii oraz tempa jej wzrostu, pozywke hodowlang zmieniano co 3-4 dni, a komorki
hodowano do osiggnigcia stopnia konfluencji ok. 90%. Pasaz prowadzono przy uzyciu
jednokrotnie st¢zonego roztworu trypsyny z dodatkiem EDTA. Komorki hodowano
w inkubatorze, w temp. 37°C, 5% atmosferze wilgotnej oraz 5% wysycenia CO..
Wszystkie linie komoérkowe byly rutynowo sprawdzane pod katem zakazenia

mykoplazma, a maksymalny czas hodowli od momentu rozmrozenia wynosit 4 miesiace.

4.2. Wyprowadzenie linii komérkowych MCF7 oraz T47D z nadekspresja
Nrf-2 lub wyciszeniem ekspresji p62

Aby wyprowadzi¢ linie komorkowe MCF7 i T47D z nadekspresjg Nrf-2 lub
wyciszeniem ekspresji p62 wykorzystano system lentiwirusowego transferu materiatu
genetycznego. Lini¢ ,,pakujaca” 293T wysiewano na ptytki 60 mm tak, aby konfluencja
komorek w dniu transfekcji wynosita ok. 40%. Nastepnego dnia, co najmniej godzing
przed transfekcja, komodrkom zmieniano pozywke na $wieza. Transfekcje
przeprowadzano z uzyciem wektoréw z systemu lentiwirusowego: pMD2.G (0,4 pg) oraz
psPAX2 (1,1 pg). Do wyprowadzenia komorek z nadekspresja Nrf-2 wykorzystano
plazmid pHAGE-NFE2L2 (1,4 ug), a do nadekspresji p62 pLKO.1 TRC Lentiviral
Human SQSTMI1 shRNA (1,4 ng). Mieszaning transfekcyjng przygotowano w 200 pl

pozywki DMEM bez dodatku surowicy, do ktérej dodano odpowiednie ilosci wektorow

47



z systemu lentiwirusowego, plazmidu warunkujacego nadekspresje Nrf-2 lub wyciszenie
p62 oraz 4 pl odczynnika transfekcyjnego TurboFect (stosunek ilosci DNA do Turbofectu
— 1:2). Nastgpnie po uprzednim delikatnym zamieszaniu, mieszanin¢ transfekcyjng
inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej, po czym rownomiernie rozprowadzano
na plytk¢ z komoérkami poprzez delikatne nakraplanie. Kolejnego dnia komorkom
zmieniano pozywke na $wieza, ktorg po ok. 36 godzinach (czas potrzebny do ,,produkcji”
wirusa) zbierano do probowki 15 ml. Do pozywki dodawano odczynnik zwigkszajgcy
wydajnos¢ infekcji (Polybrene, 5 pg/ml), filtrowano ja przez filtr strzykawkowy PVDF
(0,22 um) i przeprowadzano infekcje linii docelowych — MCF7 oraz T47D. Nastgpnego
dnia pozywke zmieniano na §wiezg, a procedure infekcji powtdrzono tzw. reinfekcja.
W przypadku nadekspresji p62 przeprowadzono selekcje komorek z wykorzystaniem
puromycyny. Jako kontrolg selekcji zastosowano wariant dziki linii MCF7 i T47D.
Otrzymane linie komorkowe z potwierdzong nadekspresja p62 byty rutynowo hodowane
w pozywce z dodatkiem puromycyny (0,5 pg/ml). W przypadku plazmidu na
nadekspresje¢ Nrf-2, niosacego gen biatka zielonej fluorescencji (GFP), wydajnosé
procedury weryfikowano przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej. Ponadto
nadekspresje danego biatka potwierdzano przy pomocy analizy Western blotting. Jako

kontrole zastosowano komorki nieinfekowane oraz transdukowane ,,pustym’ wektorem.

4.3. Liza komoérek

Do przygotowania lizatéw komoérkowych wykorzystywano komorki wysiane na
ptytkach o $rednicy 60 mm, ktorych stopien konfluencji nie przekraczat 80-90%. Cata
procedura byta wykonywana na lodzie. Po usunig¢ciu pozywki hodowlanej komorki
dwukrotnie plukano buforem PBS a nastgpnie dodawano 1 ml schtodzonego buforu do
zbierania komoérek. Komorki mechanicznie usuwano z ptytki przy pomocy skrobaczki,
a otrzymang zawiesing przenoszono do probowek 1,5 ml i wirowano (wiréwka Eppendorf
Mini Spin plus) przez 1 minutg przy maksymalnej predkosci (14 100 x g). Po usunigciu
supernatantu osad zawieszano w buforze do lizy (120-150 ul) i doktadnie
rozpipetowywano. Tak przygotowane probki inkubowano w termobloku w temp. 90°C
przez 10 minut, worteksowano i mrozono w temp. -20°C. Procedur¢ powtarzano dwu-
lub trzykrotnie, do catkowitego rozpuszczenia si¢ osadu. Tak przygotowane lizaty

przechowywano w temp. -20°C.
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4.4. Pomiar stezenia bialka w lizatach komoérkowych

Do wyznaczenia stgzenia biatka w lizatach komoérkowych wykorzystywano
zestaw odczynnikow DC Protein Assay (Bio-Rad) oparty na metodzie Lowry’ego.
Przygotowano odczynnik A’, mieszajgc Protein Assay Reagent S oraz Protein Assay
Reagent A w stosunku 20 ul : 1000 pl. Na ptytke 96-dotkowa nanoszono w trzech
powtorzeniach 2,5 ul lizatu komoérkowego, 25 ul odezynnika A’ oraz 200 pl odczynnika
Protein Assay Reagent B, a nastepnie ptytke inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 15-60 minut i wykonywano pomiar absorbancji przy uzyciu czytnika ptytek
(BioTek) przy dtugosci fali A= 650 nm. Stgzenie biatka w przygotowanych lizatach
okreslano z wykorzystaniem krzywej wzorcowej zaleznosci stgzenia biatka od
absorbancji. Na tej podstawie przygotowywano probki o rownym stezeniu biatka (zwykle
w zakresie stezenia ok. 1 pg biatka/1 pl) poprzez odpowiednie rozcienczenie lizatow w
buforze Laemmli 4 x stezonym (z dodatkiem [p-merkaptoetanolu i bigkitu

bromofenolowego).

4.5. Elektroforeza  poliakrylamidowa w  warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE)

Do  przeprowadzenia rozdzialu elektroforetycznego uzywano  zeli
poliakrylamidowych sktadajacych si¢ z 8-15% zelu rozdzielajacego (dolnego) oraz 5%
zelu zaggszczajacego (gornego). Procentowos$¢ zelu rozdzielajacego wybierano
z uwzglednieniem masy czasteczkowej 0znaczanych biatek. Do studzienek nanoszono
probki zawierajace rowng ilos¢ biatka (30 pg). Stosowano marker biatkowy (Perfect
Tricolor Protein Ladder). Elektroforeze pionowa prowadzono w aparacie firmy

Bio-Rad, wypetnionym buforem do elektroforezy, przy napigciu pradu 90-110 V.

4.6. Western blotting

Do elektrotransferu biatek z zelu poliakrylamidowego na membrang
nitrocelulozowg wykorzystywano metod¢ calonocnego transferu ,,mokrego”,
przeprowadzong w aparacie firmy Bio-Rad przy statym napieciu pradu 35V, w temp. 4°C.
Nastgpnie membrany plukano w roztworze TBS-T, blokowano w roztworze 5%
odttuszczonego mleka w proszku w TBS-T oraz ponownie ptukano w TBS-T. Kolejnym
krokiem byla catlonocna inkubacja membran z odpowiednimi przeciwciatami
I-rzedowymi (przygotowanymi w 3% roztworze albuminy surowicy bydlecej w TBS-T
z dodatkiem 5% azydku sodu) w temp. 4°C. Kolejnego dnia membrany ptukano

trzykrotnie w roztworze TBS-T, inkubowano przez 60 minut z przeciwciatami
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Il-rzedowymi znakowanymi fluorescencyjnie (przygotowanymi w buforze do
blokowania), ponownie plukano, a nastgpnie suszono. Detekcji sygnatu
fluorescencyjnego  dokonywano przy uzyciu laserowego systemu detekcji

w podczerwieni Odyssey CIx (LI-COR).

4.7. Hodowle trojwymiarowe (3D)

Hodowle komodrek T47D oraz CAMA-1 w warunkach tréjwymiarowych
prowadzono w Matrigelu na ptytce 12-dotkowej. Komorki trypsynizowano i zliczano
w komorze Neubauera, a nastgpnie wysiewano w ilosci 1,5 x 10° komérek T47D oraz
3 x 10° komoérek CAMA-1 w postaci kropli Matrigelu o objetosci 40 pl (rozciehczenie
Matrigelu z pozywka hodowlang w stosunku 1:1). W kazdym dotku ptytki umieszczano
po 2 krople Matrigelu. W celu zapewnienia warunkéw do polimeryzacji Matrigelu ptytke
z komorkami inkubowano przez 45 minut w 37°C. Po inkubacji do dotkéw dodawano
800 pl pozywki hodowlanej suplementowanej FGF7 (50 ng/ml) i heparyna (50 ng/ml)
i/lub odpowiednimi inhibitorami. Pozywke zmieniano co trzeci dzien, a hodowla byta
prowadzona przez 12-16 dni w zaleznosci od tempa proliferacji charakterystycznego dla
danej linii komorkowej. Na zakonczenie eksperymentu wykonywano reprezentatywne
zdjecia przy uzyciu mikroskopu $wietlnego ZEISS PrimoVert wyposazonego w kamere
(AxioCam ERc 5s) oraz oprogramowanie ZEN 3.0. Do oceny wzrostu komorek
wykorzystywano oprogramowanie Imagel, w ktorym mierzono wielko$¢ kolonii
(Srednice) co najmniej 50 kolonii z kazdego warunku. Do obliczenia istotnos$ci
statystycznej wykorzystywano test t-Studenta.

W przypadku liniit MCF7, ktora nie tworzy regularnych sferoidéw w kroplach
Matrigelu zastosowano hodowle komorek na ,poduszce” z Matrigelu. W tym celu
uzywano o$miokomorowych szkietek mikroskopowych (ang. chamber-slides),
przeznaczonych do hodowli komoérek w warunkach in vitro, ktére optaszczano 100 pl
Matrigelu i inkubowano przez 20-30 minut w temp 37°C, az do momenu polimeryzacji
i utworzenia tzw. ,,poduszki”. W tym czasie komorki MCF7 trypsynizowano, zliczano
w komorze Neubauera, a nastepnie wysiewano w ilosci 5 x 10% komérek/komore
w objetosci 200 ul pozywki i ponownie inkubowano przez 20-30 minut w temp 37°C. Po
tym czasie do kazdej komory dodawano po 200 pl pozywki hodowlanej z dodatkiem
Matrigelu, ktorego koncowe stezenie w pozywce wynosito 4%. Ponadto do pozywki

dodawano odpowiednio FGF7 (50 ng/ml) i/lub odpowiednie inhibitory. Pozywke
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zmieniano co 3 dni, a hodowlg prowadzono 10-12 dni. Na koniec hodowli wykonywano

reprezentatywne zdjecia oraz mierzono wielko$¢ kolonii.

4.8. Testy proliferacyjne (MTT)

Komorki w ilosci (5 x 10%) wysiewano na plytke 96-dotkowa w trzech
powtdrzeniach dla kazdego warunku. Po 24 godzinach pozywke hodowlang zmieniano
na $wiezg, suplementowang odpowiednio FGF7 (50 ng/ml) i/lub fulwestrantem (0,1 uM;
0,5 uM; 1 uM). Po uptywie 72 godzin do kazdego dotka dodawano 24 pl MTT
i prowadzono inkubacje przez 2 godziny w temp. 37°C. Po uptywie tego czasu usuwano
pozywke a powstate krysztaty formazanu rozpuszczano w 50 pl DMSO. Zywotnoéé
komorek oceniano na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego przy diugosci fali

A=570 nm.

4.9. Frakcjonowanie komorek

Komoérki wysiewano na ptytki 100 mm, tak aby w dniu frakcjonowania osiggaty
80-90% konfluencji. Nastepnego dnia komorki traktowano przez 24 godziny pozywka
suplementowang FGF7 (50 ng/ml). Jako kontrole uzywano komorki rosnace w pozywce
hodowlanej, bez dodatku czynnika wzrostu. Po uptywie 24 godzin usuwano pozywke,
a komorki plukano schtodzonym buforem PBS. Nastgpnie komorki zbierano
I przenoszono do proboéwki w 1 ml buforu PBS (jak w przypadku przygotowywania
lizatow komorkowych) oraz wirowano przez 5-10 sekund (10 000 x g). Po zlaniu
supernatantu osad zawieszano w 900 pl schtodzonego buforu PBS z dodatkiem
inhibitoroéw proteaz i fosfataz oraz 0,1% detergentu IGEPAL CA-630 (NP-40). Zawiesine
delikatnie rozpipetowywano i ponownie wirowano przez 5-10 sekund (10 000 x g),
nastepnie  przenoszono do nowej probowki 300 ul supernatantu (frakcja
cytoplazmatyczna). Pozostaly supernatant usuwano, a osad zawieszano w 1 ml buforu
PBS z dodatkiem inhibitoréw proteaz i fosfataz oraz 0,1% NP-40. Powtarzano delikatne
rozpipetowywanie i ponownie wirowano przez 5-10 sekund (10 000 x g), zlewano
supernatant, otrzymany osad zawieszano w 150 ul 1 x stezonego buforu Laemmli (frakcja
jadrowa), a nastepnie inkubowano w termobloku w temp. 90°C przez 1 minute.
Dokonywano pomiaru st¢zenia biatka w otrzymanych probkach, do ktorych kolejno
dodawano odpowiednig ilos¢ 4 x stgzonego buforu Laemmli. Tak przygotowane probki
byty nastepnie rozdzielane w trakcie elektroforezy SDS-PAGE. Jako kontrolg frakcji
jadrowej zastosowano przeciwciala anty-Lamina Bl a frakcji cytoplazmatycznej

anty-Winkulina.
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4.10. Test na aktywno$¢ Nrf-2

Aktywnos¢ Nrf-2 mierzono przy pomocy komercyjnie dostepnego testu
kolorymetrycznego Nrf-2 Transcription Factor Assay Kit (Abcam), opartego na metodzie
immunoenzymatycznej ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay). W tescie
wykorzystywano plytke 96-dotkowa optaszczong specyficznym oligonukleotydem,
wigzacym jedynie aktywny Nrf-2. Na taka ptytke nanoszono 20 ug ekstraktu jadrowego
wyizolowanego zgodnie z procedurg opisang w sekcji Frakcjonowanie komorek
i inkubowano przez 60 minut w temp. pokojowej, tagodnie wytrzasajac (100 X Q).
Nastepnie dotki trzykrotnie ptukano i inkubowano z przeciwciatami anty-Nrf-2
(dotaczonymi do zestawu) przez 60 minut w temp. pokojowej. Ponownie ptukano
i inkubowano w tych samych warunkach z przeciwciatami Il-rzedowymi, dotagczonymi
do zestawu. Przed wywotaniem testu wykonywano plukanie, a nastgpnie mierzono
absorbancje przy dlugosci fali A= 450 nm, na podstawie ktorej oceniano aktywno$é
Nrf-2.

4.11. TloSciowa reakcja PCR (qPCR)

W celu przeprowadzenia tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym komorki wysiewano na ptytkach 60 mm. Przed stymulacja FGF7 (50
ng/ml) komorki inkubowano przez noc w pozywce bezsurowiczej (tzw. ,,gtodzenie”).
Izolacje¢ RNA wykonywano za pomoca odczynnika TriPure (Roth), zgodnie
z zaleceniami producenta. Stezenie oraz czysto$¢ wyizolowanego RNA okres$lano na
podstawie pomiaru spektrofotometrycznego (NanoDrop ND-1000). Reakcje odwrotnej
transkrypcji przeprowadzano przy uzyciu 1 pug wyizolowanego RNA oraz zestawu
LunaScript® RT SuperMix Kit (New England Biolabs). Do reakcji PCR stosowano
zestaw Luna Universal Probe gPCR Master Mix (New England Biolabs) oraz sondy
TagMan (wymienione w sekcji materialy). Kazda probke nanoszono na plytke
96-dotkowa w dwoch powtdrzeniach, a eksperyment powtarzano co najmniej 3 razy.
Analiz¢ poziomu ekspresji gendw przeprowadzano w programie CFX Manager
(Bio-Rad) z wykorzystaniem metody AACT z normalizacja do poziomu ekspresji gendw
referencyjnych - ACTB i GAPDH. W kazdym eksperymencie zastosowano kontrole
negatywng, pozbawiong materiatu genetycznego oraz kontrole sprawdzajacg obecnosé

DNA w probece wyizolowanego RNA.
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4.12. Monitorowanie  procesu  autofagii przy pomocy  mikroskopii
fluorescencyjnej

Do monitorowania procesu autofagii wykorzystywano komercyjnie dostepny

zestaw Premo™ Autophagy Tandem Sensor RFP-GFP-LC3B Kit (ThermoFisher),
procedur¢ wykonywano zgodnie z zaleceniami producenta. Komoérki wysiewano na
o$miokomorowe szkietka mikroskopowe w liczbie 3 x 10* komorek/dotek. Nastepnego
dnia komoérki transdukowano bakulowirusem zawierajagcym konstrukt LC3-GFP-RFP
1 inkubowano przez calg noc. Kolejnego dnia zmieniano pozywke na §wieza z dodatkiem
50 ng/ml FGF7 i inkubowano przez 24 godziny. Po tym czasie pozywke usuwano,
komorki przeptukiwano PBS, a preparat utrwalano przy pomocy 4% paraformaldehydu.
Jadra komorkowe barwiono przy pomocy barwnika fluorescencyjnego DAPI
(VECTASHIELD Vibrance® Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector
Laboratories). Tak przygotowany preparat analizowano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego (OLYMPUS IX83). [lo$¢ czerwonych i zielonych punktow zliczano
przy pomocy pomocy programu ImageJ. Analizowano co najmniej 100 komorek na dany

warunek.

4.13. PLA (ang. Proximity Ligation Assay)

Metodg PLA sprawdzano interakcje Keapl/Nrf-2. W tym celu komorki MCF7
i T47D wysiewano na 8-komorowe szkietka mikroskopowe (ang. chamber-slides)
w liczbie 4 x 10* komoérek/dotek. Nastepnie komorki gltodzono przez noc w pozywce
bezsurowiczej, po czym inkubowano przez 60 minut z FGF7 (50 ng/ml). Po tym czasie
komorki ptukano buforem PBS, zaréwno przed jak i po utrwaleniu przy uzyciu 4%
roztworu paraformaldehydu, a nastgpnie przeprowadzano permabilizacje bton
komorkowych za pomoca 0,1% Triton X-100 w temp. 4°C. Po przeptukaniu preparatow
przy uzyciu PBS inkubowano je w roztworze 3% BSA i 3% FBS w PBS aby zapobiec
niespecyficznym oddziatywaniom przeciwciatl. Po nocnej inkubacji z przeciwciatami
anty-Nrf-2 i anty-Keapl w 4°C i plukaniach PBS, preparaty inkubowano w 37°C
z przeciwcialami drugorzedowymi (anty-mysimi oraz anty-kroliczymi) skoniugowanymi

z oligonukleotydami.

4.14. Statystyka
Wszystkie doswiadczenia in vitro zostaly powtdérzone co najmniej trzykrotnie
dla kazdego badanego warunku. Wyniki z testow 3D w Matrigelu, testow

proliferacyjnych czy Western blottingu przedstawiono w postaci reprezentatywnych
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zdje¢ odzwierciedlajacych obserwowane tendencje. Prezentowane dane przedstawiono
jako srednie wartosci = odchylenie standardowe (SD). Analiz¢ statystyczng wykonano za

pomocg testu t-Studenta. Wartosci *p< 0,05 uznano za istotne statystycznie.

4.15. Analiza in silico

Analizg in silico przeprowadzono z wykorzystaniem publicznie dost¢pnej bazy
danych (kohorta METABRIC [Molecular Taxonomy of Breast Cancer International
Consortium] z cBioPortal™)(Curtis et al, 2012; Pereira et al, 2016), z ktérej pozyskano
informacje na temat ekspresji genow FGFR2 i NFE2L2 (kodujacego Nrf-2), oznaczanych
metodg mikromacierzy ekspresyjnych oraz cech kliniczno-patologicznych pacjentek.
Kryteria wlaczenia obejmowaty chore z wczesniej nieleczonym, inwazyjnym rakiem
piersi ER+/PR+ (n=825), dostepnymi informacjami na temat ich statusu menopauzalnego
oraz danymi z obserwacji przebiegu choroby (ang. follow up). Klasyfikacji guzéw do
grup o niskim/wysokim poziomie ekspresji badanego genu dokonano w oparciu o odcicty
w postaci mediany (NFE2L2) lub pierwszej tercji (FGFR2) wartosci ekspresji w catej
grupie (n=825). Analize korelacji ekspresji genéw wykonano testem tau b-Kendalla,
Spearmana i Pearsona. Rozklad zmiennych ciaglych pomigdzy grupami poréwnano
testem Manna-Whitneya-Wilcoxona. Przezycie wolne od nawrotu choroby (RFS)
przedstawiono za pomoca krzywej Kaplana-Meiera a analiz¢ przezycia przeprowadzono

przy uzyciu modelu regresji proporcjonalnego hazardu Cox’a.
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5. WYNIKI

5.1. Analiza poziomu autofagii w komérkach luminalnego raka piersi z nabyta
opornoscia na tamoksyfen
Dane literaturowe dostarczajg mocnych dowodow na udziat autofagii
W przezyciu komorek nowotworowych traktowanych lekami anty-ER (tamoksyfenem
czy fulwestrantem) oraz wyksztatcaniu mechanizmoéow opornosci na te leki (Crawford et
al, 2010; Samaddar et al, 2008; Schoenlein et al, 2009). Wykazano, ze zahamowanie
autofagii (przy pomocy inhibitoréw lub wyciszenia ekspresji genow kluczowych dla tego
procesu) przywracato pierwotng wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na dziatanie
lekow anty-ER (Cook et al, 2014; Duan et al, 2014, Felzen et al, 2015; Lee et al, 2018;
Qadir et al, 2008; Sun et al, 2021). Z drugiej strony zwigkszony poziom autofagii
zaobserwowano w liniach komorkowych luminalnego raka piersi z wyprowadzong
oporno$cig na tamoksyfen. W zwiazku z tym pierwszy etap projektu obejmowat
sprawdzenie poziomu autofagii w komorkach MCF7 (jednej z modelowych linii
luminalnego raka piersi) oraz jej wariancie MCF7 4-OHTR z wyprowadzona opornoscia
na tamoksyfen (dostgpny w repozytorium laboratorium) (Ryc. 4A). Przy pomocy analizy
Western blot sprawdzono poziom biatkowy dwoch powszechnie uznawanych markerow
autofagii — LC3B oraz p62. Zaobserwowano wzrost poziomu LC3B-II (forma btonowa)
w stosunku do LC3B-1 (forma cytoplazmatyczna) w wariancie z wyprowadzong
oporno$cig na tamoksyfen (Ryc. 4B). Moze to $wiadczy¢ o indukcji procesu autofagii
I zwickszonej ilosci autofagosomow, z drugiej strony za$ podwyzszony poziom LC3B-I1
moze by¢ spowodowany zahamowaniem procesu na jego p6zniejszym etapie. Wytyczne
dotyczace stosowania i interpretacji testow do monitorowania autofagii zalecaja
jednoczesne sprawdzanie kilku markerow (Klionsky et al, 2021a). W komérkach biatko
p62 jest degradowane na koncowym etapie tego procesu. Monitorowanie spadku
poziomu tego biatka pozwala potwierdzi¢, ze nie doszto do zahamowania autofagii.
Zaobserwowano, ze komérki MCF7 4-OHTR mialy znacznie nizszy poziom ekspresji p62
w poréwnaniu do komorek MCF7.
Otrzymane wyniki sugerujag zgodnie z licznymi danymi literaturowymi
zwiekszony poziom autofagii w komoérkach MCF7 4-OHTR, co wskazuje na potencjalne
zaangazowanie€ procesu w wyksztatcanie si¢ opornosci komoérek na dziatanie

tamoksyfenu.
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Rycina 4. Poziom LC3B oraz p62 w komorkach linii MCF7 i wariancie
z wyprowadzona oporno$cia na tamoksyfen - MCF7 4-OHTR. (A) Odpowiedz komorek
MCF7 i MCF7 4-OHTR na dzialanie 4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT, 1 uM) sprawdzono
w tescie 3D w Matrigelu. Warunki kontrolne (CTR) stanowila pelna pozywka hodowlana.
Wielko$¢ kolonii zmierzono przy pomocy programu Imagel, po czym wykonano analiz¢
statystyczng. (B) Poziom markeréw autofagii oceniono przy pomocy metody Western blot.
Wykresy przedstawiajg pomiary densytometryczne poziomu poszczegolnych biatek wzgledem
B-aktyny (dla p62) oraz stosunek LC3-1l do LC3-I; ** p<0,01, *** p<0,001; n=3.
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5.2. Analiza udzialu sygnalizacji FGF7/FGFR2 w regulacji autofagii

W naszych wczesniejszych badaniach wykazaliSmy, ze sygnalizacja FGFR2
znosita dziatanie tamoksyfenu na wzrost komoérek luminalnego raka piersi (Mieczkowski
et al, 2022; Turczyk et al, 2017). Biorgc pod uwage powyzsze oObserwacje
oraz dostgpne dane literaturowe potwierdzajace zaangazowanie autofagii
w wyksztalcaniu opornosci przez komorki raka piersi na leki anty-ER, w kolejnym etapie
projektu postanowiono oceni¢ udziat sygnalizacji FGFR2 w regulacji procesu autofagii.
W zwigzku z tym w badaniach in vitro wigkszo$¢ analiz wykonano wykorzystujac dwie
modelowe linie luminalnego raka piersi, MCF7 oraz T47D. W testach sprawdzajacych
wzrost komorek w $rodowisku tréjwymiarowym (3D) w Matrigelu model in vitro
poszerzono o trzecig lini¢ komorkowa luminalnego raka piersi — CAMA-1. Co wazne,
wszystkie zastosowane linie stanowigce model badawczy w prezentowanym projekcie
wykazuja ekspresje FGFR2.

W celu oceny zaangazowania FGFR2-zaleznej sygnalizacji w regulacji
autofagii, komorki MCF7 i T47D oraz ich FGFR2-ujemne warianty (z wyciszong
ekspresja FGFR2, tj. MCF7 FGFR2(-) oraz T47D FGFR2(-), dostepne w repozytorium
laboratorium) traktowano FGF7 (50 ng/ml) - ligandem tego receptora o najwyzszym
powinowactwie przez 10, 30 i 60 minut. Wykorzystanie wariantow linii MCF7 oraz T47D
z wyciszong ekspresja FGFR2 (Ryc. 5) umozliwito potwierdzenie, ze zaobserwowane
efekty sa zalezne od sygnalizacji FGFR2. Analiza Western blot poziomu ekspresji
i aktywacji biatek zaangazowanych w indukcje (AMPKo, ULK1 i p62) i hamowanie
(kinaza mTOR) autofagii wykazata, ze stymulacja FGF7 (mimo pewnych rdznic
w Kkinetyce) indukuje fosforylacje treoniny 172 AMPKa, seryny 555 ULK1 oraz seryny
792 Raptor zaréwno w linit MCF7 (Ryc. 6A), jak i T47D (Ryc. 6B). Ponadto w obydwu
liniach zaobserwowano fosforylacje biatka p62 w serynie 403 (odpowiadajacej za
inicjacj¢ autofagii) oraz w serynie 349 (prowadzacej do dysocjacji kompleksu
Keapl/Nrf-2, a w konsekwencji aktywacji czynnika transkrypcyjnego Nrf-2). Nie
zaobserwowano natomiast fosforylacji mTOR w serynie 2448. Co istotne, w przypadku
komoérek MCF7 FGFR2(-) oraz T47D FGFR2(-) nie zaobserwowano FGF7-zaleznych
zmian w poziomie fosforylacji badanych biatek (AMPKa, ULK1, p62, mTOR, Raptor).
Uzyskane wyniki pokazuja, ze sygnalizacja FGF7/FGFR2 aktywuje biatka AMPKa
I ULK1, odpowiedzialne za indukcje¢ procesu autofagii, oraz biatko p62 (marker autofagii
I aktywator czynnika transkrypcyjnego Nrf-2). Wyciszenie ekspresji FGFR2 znosi efekty
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FGF7 wzgledem obserwowanych fosforylacji, dowodzac ich specyficznosci wzglgdem

sciezki FGF7/FGFR2.

' MCF7 FGFR2()
’ T47D FGFR2(.)

=)
L
-+
b=
FGFR2 ‘ .o P

B-aKtyna | s s | cm—"

Rycina 5. Komérki MCF7 FGFR2(-) oraz T47D FGFR2(-) posiadaja nizszy poziom bialka
FGFR2 niz ich warianty macierzyste (MCF7, T47D). Wydajnos$¢ wyciszenia ekspresji FGFR2

sprawdzono metoda Western blot.
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Rycina 6. Sciezka sygnalizacyjna FGF7/FGFR2 aktywuje biatka odpowiadajace za indukcje
autofagii (AMPKa, ULK1, p62 Ser403) oraz czynnika transkrypcyjnego Nrf-2 (p62 Ser349).
(A) Komorki linii MCF7 i MCF7 FGFR2(-) oraz (B) linii T47D i T47D FGFR2(-) inkubowano
z FGF7 (50 ng/ml) przez 10, 30 i 60 minut. Analiz¢ poziomu ekspresji i fosforylacji AMPKa,
mTOR, Raptor, ULK1 i p62 wykonano przy pomocy metody Western blot. Wykresy
przedstawiaja pomiary densytometryczne poziomu poszczeg6lnych biatek wzgledem B-aktyny
w warunkach kontrolnych; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001; n=3.

Nastepnie sprawdzono poziom ekspresji LC3B oraz p62. Wzrost poziomu biatka
LC3B-II, wskazujacy na indukcje autofagii, zaobserwowano po 24 godzinach inkubacji
z FGF7 w komorkach MCF7 oraz 48 godzinach w linii T47D (Ryc. 7A).
W obydwu liniach komoérkowych odnotowano lekki wzrost poziomu p62 po 24
godzinach inkubacji z FGF7. Jak wskazujg dane literaturowe, poczatkowy wzrost
poziomu eksprymowanego p62 moze $wiadczyé o rekrutacji tego biatka
do autofagosoméw (Klionsky et al, 2021a). Co istotne, spadek poziomu ekspresji p62
odzwierciedlajacy koncowy etap calego procesu autofagii zaobserwowano po 48 lub 72
godzinach (zaleznie od linii) inkubacji z FGF7 (Ryc. 7B). Aby potwierdzi¢ zaleznosc¢
obserwowanych zmian wzgledem FGFR2 ponownie wykorzystano linie MCF7 i T47D
Z wyciszong ekspresja tego receptora, ktore inkubowano z FGF7 przez 24 godziny. Byt
to czas, po ktorym obserwowano wzrost poziomu ekspresji w wariantach dzikich tych
linii. W przypadku wariantow linii FGFR2-ujemnych nie zaobserwowano réznic
w poziomie biatka p62 bedacych efektem traktowania komoérek FGF7 (Ryc. 8).
Zastanawiajacy jednak byl spadek poziomu ekspresji p62 w MCF7 FGFR2(-)
w porownaniu do wariantu dzikiego. By¢ moze wyciszenie ekspresji FGFR2 w tej linii
spowodowato aktywacj¢ mechanizmu kompensacyjnego, odpowiedzialnego za
obserwowany spadek. W kazdym razie stymulacja FGF7 tej linii komoérkowej nie
powodowata zmian w poziomie ekspresji p62.

Uzyskane wyniki potwierdzaja wigc, ze autofagia moze by¢ m.in. indukowana

$ciezka sygnalizacyjna FGF7/FGFR2.
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Rycina 7. Sygnalizacja FGFR2 reguluje poziom markeréw autofagii — LC3B i p62.
(A) Komorki linii MCF7 i T47D hodowano w obecnosci FGF7 (50 ng/ml) przez 24, 48 i 72
godziny. Analiz¢ poziomu ekspresji markerow autofagii wykonano przy pomocy metody Western
blot. (B) Wykresy przedstawiaja pomiary densytometryczne poziomu poszczegolnych biatek
wzgledem B-aktyny w warunkach kontrolnych; * p<0,05, ** p<0,01; n=3.
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Rycina 8. FGFR2-zalezna regulacja poziomu p62 w liniach MCF7 i T47D. Analiza poziomu
ekspresji LC3B oraz p62 w komorkach liniit MCF7 i T47D oraz ich FGFR2-ujemnych wariantach
- MCF7 FGFR2(-) oraz T47D FGFR2(-) przy pomocy metody Western blot. Komorki
inkubowano z FGF7 (50 ng/ml) przez 24 godziny. Wykresy przedstawiajg pomiary
densytometryczne poziomu poszczegélnych bialek wzgledem [-aktyny w warunkach
kontrolnych; ** p<0,01; n=3.

Literatura specjalistyczna dotyczaca badania autofagii zaleca monitorowanie
procesu w obecnosci jego inhibitora (Klionsky et al, 2021a). W celu potwierdzenia
degradacji p62 na drodze lizosomalnej w procesie autofagii uzyto chlorochiny (CQ),
najlepiej zbadanego i weryfikowanego w badaniach klinicznych inhibitora autofagii.
Jego mechanizm dziatania obejmuje koncowy etap procesu - blokowanie fuzji
autofagosomu z lizosomem (Mauthe et al, 2018). p62 w procesach innych niz autofagia
moze by¢ degradowany réwniez na drodze proteasomalnej, stad tez uzyto inhibitora tego
procesu — MG132. Zastosowanie wyzej wymienionych inhibitoréw pozwolito na ocene
sciezki sygnalizacyjnej zaangazowanej w FGFR2-zalezng utratg p62. Komorki linii
MCF7 i T47D hodowano w obecno$ci FGF7 przez 72 godziny — byt to czas, po ktorym
w poprzednim do$wiadczeniu zaobserwowano spadek poziomu ekspresji p62

odzwierciedlajacy koncowy etap autofagii. W przypadku CQ zaobserwowano znaczny
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wzrost w poziomie p62 w stosunku do warunkéw kontrolnych w obydwu testowanych
liniach komoérkowych (Ryc. 9). Tego efektu nie wykazano w przypadku inhibitora
MG132. Zahamowanie $ciezki lizosomalnej, w przeciwienstwie do proteasomalne;j,
znosito wigc efekt aktywnosci FGF7/FGFR2 obejmujacy utrate p62. Podsumowujac,

sygnalizacja FGFR2 kieruje biatko p62 do degradacji na drodze lizosomalnej w procesie

autofagii.
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Rycina 9. FGF7 indukuje¢ utrate p62 na drodze lizosomalnej. Komorki MCF7 (lewy panel)i
T47D (prawy panel) hodowano w obecnosci FGF7 (50 ng/ml) i/lub chlorochiny (CQ, 1 uM),
MG132 (2 uM). Analiz¢ poziomu ekspresji p62 wykonano przy pomocy metody Western blot.
Wykresy przedstawiaja pomiary densytometryczne poziomu poszczegolnych biatek wzgledem
B-aktyny w warunkach kontrolnych; * p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001; n=3.

Aby dodatkowo zweryfikowac udziat FGFR2 w regulacji autofagii zastosowano
komercyjnie dostepny zestaw Premo™ Autophagy Tandem Sensor RFP-GFP-LC3B Kit.
W metodzie tej uzywa si¢ biatko fuzyjne-LC3B sprz¢zone z biatkami zielonej (GFP)

oraz czerwonej (RFP) fluorescencji, ktore roéznig si¢ stabilno$cig w kwasnym srodowisku.
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Pozwala t0 na monitorowanie powstawania autofagosomow i autolizosomoéw przy
pomocy mikroskopii fluorescencyjnej. Autofagosomy sa obserwowane jako zoite punkty
powstate ze wspolnego swiecenia GFP oraz RFP. Poniewaz biatko GFP nie jest stabilne
w kwasnym S$rodowisku lizosomu, obserwowane czerwone punkty wskazuja na
lokalizacje LC3B w autolizosomach. Komoérki MCF7 hodowano w obecno$ci FGF7
(50 ng/ml) przez 24 godziny. Po tym czasie zaobserwowano znaczny wzrost zar6wno
ilosci autofagosomoéw, jak i autolizosoméw w porownaniu do warunkow kontrolnych
(Ryc. 10). Przyrost ilosci autofagosomoéw pod wpltywem FGF7 $wiadczy o aktywacji
procesu autofagii. Z kolei wigksza ilo§¢ autolizosoméw w poréwnaniu do
autofagosomow w obecnosci FGF7 $wiadczy o fuzji autofagosomoéw z lizosomami,
co potwierdza, ze proces zaszedl catkowicie i nie byl zahamowany na jednym z jego
etapow. Intensywnos$¢ autofagii wyrazono rowniez jako stosunek sygnatu GFP/RFP. Jego

spadek pod wptywem FGF7 $wiadczy o zwigkszonym natgzeniu procesu autofagii.
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Rycina 10. Sygnalizacja FGFR2 indukuje tworzenie si¢ autofagosomoéw i autolizosomow.
Komoérki MCF7 transdukowane bakulowirusem zawierajacym konstrukt LC3-GFP-RFP
inkubowano w obecnosci FGF7 (50 ng/ml) przez 24 godziny. Zliczono liczbe punktow
LC3/komorke oraz obliczono stosunek sygnatu GFP/RFP. Prezentowane dane sg $rednimi

wartosciami + SD z co najmniej 100 ocenianych komorek; ** p< 0,01, *** p<0,001; n=3.
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Podsumowujac, wykonane analizy Western blot 1 dos$wiadczenie
z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej jednoznacznie potwierdzaja,

ze sygnalizacja FGF7/FGFR2 aktywuje proces autofagii.

5.3. Ocena udzialu wspélzaleznosci FGFR2/autofagia w odpowiedzi komorek
raka piersi na leki anty-ER

Kolejny etap niniejszego projektu obejmowal analiz¢ udziatlu FGFR2-
indukowanej autofagii w odpowiedzi komorek raka piersi na leki anty-ER (tamoksyfen
oraz fulwestrant). W tym celu wykonano do§wiadczenia w srodowisku trojwymiarowym
(3D) z wykorzystaniem Matrigelu, ktory lepiej odzwierciedla warunki panujgce in vivo
(w tkance gruczotu piersiowego) niz standardowe hodowle dwuwymiarowe. Testy
wzrostu 3D przeprowadzono na trzech liniach komérkowych luminalnego raka piersi —
MCF7, T47D oraz CAMA-1. Komoérki hodowano w obecnosci FGF7 (50 ng/ml) i/lub
tamoksyfenu (1 uM), fulwestrantu (100 nM), a takze inhibitora autofagii — chlorochiny.
Wielkos¢ kolonii komorek MCF7 w obecnosci FGF7 byla zblizona do warunkow
kontrolnych (Ryc. 11A). W przypadku komorek linii T47D (Ryc. 11B) oraz CAMA-1
(Ryc. 11C) zaobserwowano zgodnie z oczekiwaniami, ze sam dodatek FGF7 znacznie
stymulowal wzrost w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Potwierdzono, ze dodatek
FGF7 chroni wszystkie badane komorki raka piersi przed dziataniem tamoksyfenu,
podobnie jak we wczeséniejszych pracach naszego zespotu (Turczyk et al, 2017).
Analogicznie w przypadku fulwestrantu zaobserwowano efekt ochronny FGF7 na wzrost
komorek T47D, CAMA-1 i MCF7. Aby oceni¢, czy FGFR2-zalezna autofagia jest
zaangazowana w zaobserwowane efekty ochronne wobec lekow anty-ER zastosowano
inhibitor tego procesu. Dodatek CQ znosit ochronne efekty FGF7 wobec tamoksyfenu
I fulwestrantu. Otrzymane wyniki wskazuja na udziat wspotzaleznosci FGFR2/autofagia

W promocji opornosci komorek raka piersi wobec lekow anty-ER.
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Rycina 11. Inhibicja autofagii znosi efekt ochronny FGF7 wobec lekéw anty-ER
(tamoksyfenu i fulwestrantu). Komorki linii MCF7 (A), T47D (B) oraz CAMA-1 (C)
zawieszono w Matrigelu i hodowano w pelnej pozywce z dodatkiem FGF7 (50 ng/ml) i/lub
4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT, 1 uM), fulwestrantu (FULV, 100 nM) lub chlorochiny (1 uM).
Warunki kontrolne (CTR) stanowila petna pozywka hodowlana. Zdjecia wykonano po 12-16
dniach hodowli (powickszenie 100-krotne). Wielkos$¢ kolonii zmierzono przy pomocy programu

ImageJ; prezentowane dane sg srednimi warto$ciami + SD (n = 3); * p< 0,05, ** p<0,01.
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5.4. Analiza FGFR2-zaleznego mechanizmu molekularnego regulacji autofagii

Sygnalizacja FGFR inicjuje szereg kaskad sygnalizacyjnych, wsrod ktorych
wyroznia si¢ kinazy MAPK, PI3K/Akt, PKC czy biatka STAT (Turner & Grose, 2010;
Zheng et al, 2022). W zwiazku z zaobserwowang aktywacjg autofagii przez FGF7/FGFR2
oraz udziale autofagii w promowanej przez FGFR2 oporno$ci na leki anty-ER,
postanowiono  zidentyfikowaé¢ $ciezk¢ sygnalizacyjng zalezng od FGFR2,
odpowiedzialng za indukcje tego procesu. Do niniejszego doswiadczenia wybrano
nastepujgce inhibitory: SB202190 (inhibitor p38; 10 uM), SU6656 (inhibitor Src; 10 uM),
U0126 (inhibitor ERK1/2; 5 uM), FMK (inhibitor RSK2; 10 uM) oraz SP600125
(inhibitor INK; 10 uM). Komorki MCF7 i T47D hodowano przez 72 godziny w obecnosci
samego FGF7 (50 ng/ml) lub z dodatkiem odpowiedniego inhibitora. Metodg Western
blot sprawdzono poziom ekspresji biatka p62. Do dalszych badan poszukiwano
inhibitora, ktérego dodatek do FGF7 bedzie znosit indukowany przez ten czynnik wzrostu
spadek poziomu p62 (hamowat indukowang przez FGF7 autofagie). W przypadku linii
MCF7 zwigkszony poziom ekspresji p62 zaobserwowano m.in. w obecnosci inhibitora
p38 (SB202190), ERK1/2 (U0126) oraz RSK2 (FMK) (Ryc. 12A). Z kolei w komorkach
TA7D znoszenie FGF7-zaleznego spadku poziomu p62 zaobserwowano tylko
w przypadku zastosowania inhibitora p38 (Ryc. 12B). Stad tez do dalszych analiz
wybrano inhibitor p38 (SB202190).
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Rycina 12. Identyfikacja $ciezki sygnalizacyjnej zaangazowanej w FGFR2-zalezng indukcje
autofagii. Komorki linii MCF7 (A) i T47D (B) przez 72 godziny hodowano w obecno$ci FGF7
(50 ng/ml) lub z dodatkiem inhibitorow: SB202190 (10 uM), SU6656 (10 uM), U0126 (5 uM),
FMK (10 uM) oraz SP600125 (10 uM). Analiz¢ ekspresji p62 na poziomie biatka wykonano
metodg Western blot. Wykresy przedstawiaja pomiary densytometryczne poziomu
poszczegolnych biatek wzgledem B-aktyny w warunkach kontrolnych; * p<0,05, ** p<0,01; n=3.

Kolejny etap pracy obejmowal sprawdzenie, czy zahamowanie p38 przez
SB202190 (10 uM) zniesie promujacy wzrost komorek efekt FGF7 w srodowisku 3D
w obecnosci tamoksyfenu. Dodatek SB202190 do FGF7 i tamoksyfenu nie znosit
ochronnego efektu FGF7 wobec tego leku anty-ER (Ryc. 13). Na podstawie tego
doswiadczenia mozna przypuszczac, ze aktywno$¢ p38 nie jest zaangazowana w FGFR2-
zalezng indukcje autofagii, a tym samym jej udziat w promowang przez FGFR2 opornos¢

na leki anty-ER.

T47D
CTR SB202190
% “
4-OHT 4-OHT + FGF7 4 OHT + FGF7+ SB202190
"0.‘~ 1‘." ol."
‘vb 4 |
h o %% \ 1
.1 ? OQ‘
- 6' ‘e 2 .|
X RS X Cﬁ

FULV FULV+FGF7 FULV +FGF7+ SB202190

Rycina 13. p38 nie bierze udzialu w promowanej przez FGFR2 opornosci na leki anty-ER.
Komorki linii T47D zawieszono w Matrigelu i hodowano w pelnej pozywce z dodatkiem 10 uM
SB202190, a takze FGF7 (50 ng/ml) i/lub 4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT, 1 uM), fulwestrantu
(FULV, 100 nM). Warunki kontrolne (CTR) stanowita petna pozywka. Zdjecia wykonano po
12-16 dniach hodowli (powiekszenie 100-krotne).
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5.5. Ocena wplywu sygnalizacji FGFR2-zaleznej na regulacje kompleksu
Keapl/Nrf-2
Podjeta w poprzednich do$wiadczeniach proba wyznaczenia FGFR2-zaleznego
mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za indukcje¢ autofagii nie przyniosta
oczekiwanych rezultatow. Wykazano, ze p38 nie bierze udzialu w promowanej przez
FGFR2 opornosci na leki anty-ER. Zatozono wigc, ze istnieje inny mechanizm
zaangazowany w obserwowane efekty. Wiele doniesien wskazuje na istnienie zalezno$ci
pomiedzy autofagig a $ciezka sygnalizacyjng Keapl/Nrf-2 (Kageyama et al, 2021;
Komatsu et al, 2010). Oba te procesy taczy biatko p62, bedace jednocze$nie markerem
autofagii 1 gloéwnym regulatorem kompleksu Keapl/Nrf-2. Z kolei udziat Nrf-2
W powstawaniu opornosci na terapie anty-ER zostal udokumentowany w wielu pracach
(Bekele et al, 2016; Kim et al, 2008; Naumann et al, 2023). Z racji zanotowanej
na poczatkowym etapie projektu fosforylacji biatka p62 w serynie 349, odpowiadajace;j
za dysocjacje kompleksu Keapl/Nrf-2 i aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf-2,
sprawdzono poziom ekspresji tych bialek metoda Western blot. Komoérki MCF7
1 T47D hodowano w obecno$ci FGF7 przez 24, 48 1 72 godziny. W przypadku obydwu
linii komérkowych zaobserwowano, ze aktywacja FGFR2 promuje wzrost poziomu
ekspresji czynnika transkrypcyjnego Nrf-2 z réwnoczesng utrata poziomu Keapl
(Ryc. 14). Sugeruje to zaangazowanie $ciezki FGFR2 w dysocjacje tego kompleksu.
Nrf-2 niezwigzany z Keapl moze ulegac translokacji do jadra komérkowego, gdzie pelni
funkcj¢ czynnika transkrypcyjnego i reguluje zalezne mu geny (Rojo De La Vega et al,
2018).
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Rycina 14. Sygnalizacja FGFR2 reguluje ekspresje Keapl i Nrf-2. (A) Komorki linii MCF7
1 T47D hodowano w obecnosci FGF7 (50 ng/ml) przez 24, 48 i 72 godziny. Analiz¢ poziomu
ekspresji Keapl i Nrf-2 wykonano przy pomocy metody Western blot. (B) Wykresy przedstawiaja
pomiary densytometryczne poziomu poszczegdlnych biatek wzgledem B-aktyny w warunkach
kontrolnych (B); * p< 0,05, ** p< 0,01; n=3.
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Dlatego tez nastepnie sprawdzono, czy pod wptywem aktywacji FGFR2 zmienia
si¢ komorkowa lokalizacja Nrf-2. W tym celu wykonano frakcjonowanie lizatow
komorkowych linii MCF7 i T47D po 4 i 8 godzinach ich traktowania FGF7 (50 ng/ml).
Jako kontrole frakcji cytoplazmatycznej zastosowano biatko Winkuling, a frakcji
jadrowej Laming B1. W przypadku obu linii komérkowych zaobserwowano przyrosty
poziomu Nrf-2 we frakcji jadrowej (po 4 godzinach dla MCF7 i 4-8 godzinach dla T47D)
indukowane stymulacjg FGF7 (Ryc. 15). Zarowno MCF7, jak i T47D charakteryzowaty
si¢ stosunkowo niskim poziomem ekspresji Nrf-2 we frakcjach cytoplazmatycznych.
Zaobserwowane po stymulacjach FGF7 wzbogacenie frakcji jadrowej (biatkiem Nrf-2)

sugeruje, ze sygnalizacja FGFR2-zalezna moze uczestniczy¢ W jego translokacji do jadra

komoérkowego.
MCF7 T47D
Czas [godz] 4 ]
FGF7 - + + = + +
Frakcja cytoplazmatyczna  + - + -+ - + - + — sk =
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Nrf-2 — - . .
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Rycina 15. Sygnalizacja FGFR2 promuje przyrost Nrf-2 w jadrze komérkowym. Komorki
liniit MCF7 (lewy panel) i T47D (prawy panel) hodowano w obecnosci FGF7 (50 ng/ml) przez
4 i 8 godzin. Wyizolowano frakcje cytoplazmatyczng oraz jadrowa. Poziom ekspresji Nrf-2
sprawdzono metoda Western blot. Jako kontrole frakcji cytoplazmatycznej zastosowano

Winkuling, a frakcji jadrowej Laming B1; n=3.

Jedna ze stosunkowo specyficznych i czutych metod badania interakcji biatko-
biatko jest PLA (ang. Proximity Ligation Assay). Jest to metoda immunocytochemiczna,
ktora taczy specyficznos¢ testu ELISA z czutoscig PCR. Polega ona na wykorzystaniu
dwoch sond, w sktad ktorych wchodzi drugorzedowe przeciwciato skoniugowane
z syntetycznym oligonukleotydem, petnigcym role reportera. Sondy te rozpoznajg
przeciwciala pierwszorzedowe przyltgczone do biatek znajdujacych sie w kompleksie,

efektem czego jest powstawanie sygnatu fluorescencyjnego. W celu potwierdzenia
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FGFR2-promowanej dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2 uzyto przeciwciata
pierwszorzgdowe rozpoznajace oba biatka. Komorki MCF7 i T47D traktowano FGF7
(50 ng/ml) przez 60 minut. Pomiedzy wykorzystanymi liniami komorkowymi
zaobserwowano roznice w ilo$ci wystepowania komplekséw Keap1/Nrf-2 (widocznych
jako fluorescencyjne punkty) w warunkach kontrolnych (Ryc. 16), w linii T47D byto ich
znacznie wigcej. Kompleksy byly zlokalizowane zard6wno w cytoplazmie jak i jadrze
komoérkowym. Co istotne dodatek FGF7 do pozywki hodowlanej spowodowat znaczng
redukcj¢ ilosci  kompleksow w obydwu liniach komorkowych. Uzyskane
wyniki wskazuja wige, ze sygnalizacja FGFR2 bierze udziat w dysocjacji kompleksu
Keapl/Nrf-2.

MCF7 T47D
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FGF7

150 150

*®
0 I T

CTR FGF7 CTR FGF7
Rycina 16. Sygnalizacja FGFR2 prowadzi do dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2. Komorki
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MCF7 (lewy panel) i T47D (prawy panel) inkubowano z FGF7 (50 ng/ml) przez 60 minut.
Detekcji komplekséw Keap1/Nrf-2 dokonano przy pomocy metody PLA; * p<0.05; n=3.
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5.6.Ocena wplywu FGFR2 na poziom ekspresji genu NFE2L2

i aktywno$¢ transkrypcyjna Nrf-2
W zwigzku z wykazanym udziatem $ciezki FGFR2 w promocji dysocjacji
kompleksu Keapl/Nrf-2, w kolejnym etapie projektu sprawdzono, czy sygnalizacja
FGFR2 reguluje poziom ekspresji genu NFE2L2 (kodujacego Nrf-2). W tym celu
zastosowano metodg qPCR. Zaobserwowano, ze dodatek FGF7 (1-6 godzin) indukowat
ekspresje mRNA dla NFE2L2 obu badanych linii komorkowych (Ryc. 17).
Podsumowujac dotychczas otrzymane wyniki, sygnalizacja FGFR2 reguluje ekspresje

Nrf-2 zaré6wno na poziomie biatka, jak i mRNA.
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Rycina 17. Sygnalizacja FGFR2 reguluje poziom ekspresji genu kodujacego Nrf-2
(NFE2L2). Komorki linii MCF7 (lewy panel) i T47D (prawy panel) hodowano w obecnosci

FGF7 (50 ng/ml) przez 1, 2 i 6 godzin. Analiz¢ wzglednego poziomu ekspresji genu NFE2L2
wykonano metodg qPCR; ** p<0,01; n=3.

Kolejne doswiadczenie stuzyto weryfikacji udziatu sygnalizacji FGFR2
w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej Nrf-2 przy pomocy testu kolorymetrycznego,
opartego na metodzie immunoenzymatycznej ELISA. W tym celu zastosowano plytki
optaszczone  specyficznym  oligonukleotydem, wigzacym  jedynie  aktywny
transkrypcyjnie Nrf-2. Komorki MCF7 1 T47D inkubowano z FGF7 (50 ng/ml) przez
6 1 24 godziny. Zaobserwowano, ze aktywnos$¢ Nrf-2 po 24 godzinach inkubacji z FGF7
byta wyzsza o prawie 50% i 80%, odpowiednio dla linii MCF7 i T47D w poréwnaniu do
warunkoéw kontrolnych (Ryc. 18).
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Rycina 18. Sygnalizacja FGFR2 zwi¢ksza aktywnos$¢ Nrf-2. Komorki linii MCF7 (lewy panel)
i T47D (prawy panel) hodowano w obecnosci FGF7 (50 ng/ml) przez 6 i 24 godziny. Oceng
aktywnos$ci Nrf-2 wykonano przy uzyciu testu kolorymetrycznego, opartego na metodzie

immunoenzymatycznej ELISA; * p<0,05, ** p< 0,01; n=3.

Zweryfikowano rowniez, czy FGFR2 wplywa na poziom ekspresji genow
Nrf-2-zaleznych. Czynnik transkrypcyjny Nrf-2 reguluje aktywnos$¢ ponad 200 gendéw
(gtéwnie antyoksydacyjnych i detoksykacyjnych), zawierajacych w obrebie promotora
motyw ARE. Na podstawie literatury wytypowano 3 geny najczegsciej sprawdzane
w kontekscie aktywnosci transkrypcyjnej Nrf-2, do ktorych nalezg NQO1 (ang. NAD(P)H
Quinone Dehydrogenase 1), HMOX1 (ang. Heme Oxygenase 1) i SOD1 (ang. Superoxide
Dismutase 1). Wyniki do§wiadczenia wskazujg, ze aktywacja FGFR2 indukuje ekspresje
wszystkich trzech genow (NQO1, HMOX1, SOD1) zaleznych od Nrf-2 w obu liniach
komorkowych (Ryc. 19).
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Rycina 19. Sygnalizacja FGFR2 reguluje aktywno$¢ transkrypcyjna genow zaleznych od
Nrf-2. Komorki linii MCF7 (gérny panel) i T47D (dolny panel) hodowano w obecnosci FGF7
(50 ng/ml) przez 24, 30 i 32 godziny. Analiz¢ wzglednego poziomu ekspresji genéw NQO1,
HMOX1 i SOD1 wykonano metodg qPCR; * p<0,05, ** p<0,01; n=3.

Otrzymane wyniki potwierdzaja udzial $ciezki sygnalizacyjnej FGFR2
w regulacji poziomu ekspresji genu NFE2L2 i aktywnosci transkrypcyjnej Nrf-2. FGFR2-
zalezna aktywacja transkrypcji genow antyoksydacyjnych i detoksykacyjnych moze
$wiadczy¢ o zaangazowaniu tego receptora w ochron¢ komorek nowotworowych przed
stresem oksydacyjnym i elektrofilowym, spowodowanym stosowaniem lekow
przeciwnowotworowych takich jak leki anty-ER.

5.7. Ocena znaczenia wspolzaleznosci FGFR2/Nrf-2 w odpowiedzi komoérek raka
piersi na terapie anty-ER

Do tej pory w projekcie potwierdzono udziat FGFR2 w indukcji procesu
autofagii oraz dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2, a co za tym idzie aktywacji czynnika
transkrypcyjnego Nrf-2. Ogniwem taczacym te dwie $ciezki jest biatko p62, marker
procesu autofagii i jeden z gtéwnych regulatoréw kompleksu Keapl/Nrf-2. Otrzymane
wyniki zasugerowaly réwniez udziat autofagii w FGFR2-zaleznej ochronie komorek
przed dziataniem lekow anty-ER. Kolejny etap pracy obejmowat sprawdzenie, czy Nrf-2

jest rowniez zaangazowany w odpowiedz komorek raka piersi na terapie anty-ER. W tym
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celu przeprowadzono hodowle 3D w Matrigelu w  obecnosci FGF7
(50 ng/ml) i/lub tamoksyfenu (1 uM), fulwestrantu (100 nm) oraz inhibitora Nrf-2
- K67 (500 nM), blokujacego interakcje pomigdzy ufosforylowanym p62 a Keapl.
Wynikiem tego jest zahamowanie dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2 i kierowanie Nrf-2
przez Keapl do degradacji proteasomalnej (Saito et al, 2016). W przypadku testowanych
linii komoérkowych (MCF7, T47D oraz CAMA-1) zaobserwowano, ze dodatek K67
znosit  ochronny efekt FGF7 na dzialanie zarowno tamoksyfenu, jak
i fulwestrantu (Ryc. 20A, B i C). Niniejsze wyniki sugeruja, ze czynnik transkrypcyjny
Nrf-2 wydaje si¢ by¢ zaangazowany w FGFR2-zalezng ochrong komorek raka piersi

przed dzialaniem lekéw anty-ER.
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Rycina 20. Zahamowanie aktywnosci Nrf-2 znosi efekt ochronny FGF7 na dzialanie lekow
anty-ER (tamoksyfenu i fulwestrantu). Komorki linii MCF7 (A), T47D (B) oraz CAMA-1 (C)
zawieszono w Matrigelu i hodowano w petnej pozywce z dodatkiem FGF7 (50 ng/ml) i/lub
4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT, 1 uM), fulwestrantu (FULV, 100 nM), czy K67 (500 nM).
Warunki kontrolne (CTR) stanowita petna pozywka hodowlana. Zdjgcia wykonano po 12-16
dniach hodowli (powickszenie 100-krotne). Wielko$¢ kolonii zmierzono przy pomocy programu
ImagelJ, po czym wykonano analiz¢ statystyczng. Prezentowane dane sg srednimi warto$ciami

+ SD (n = 3); * p<0,05.
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Aby jednoznacznie potwierdzi¢ wptyw Nrf-2 na odpowiedz komorek raka piersi
na stosowane leki anty-ER wyprowadzono warianty linit MCF7 i T47D z nadekspresja
tego biatka (MCF7 Nrf-21 i T47D Nrf-21). Co ciekawe wykazano, ze sam fakt
nadekspresji Nrf-2 skutkowat wzrostem poziomu biatka p62 w obu liniach komoérkowych
(Ryc. 21A). Dane literaturowe pokazujg, ze Nrf-2 moze regulowaé poziom mRNA genu
kodujacego p62 (sekwencja ARE wystepuje W obrgbie promotora genu SQSTM1).
Konsekwencja tego jest zwickszenie ekspresji biatka p62, prowadzace do dysocjacji
kompleksu Keapl/Nrf-2, a tym samym aktywacji Nrf-2 (Jain et al, 2010). Dlatego
oceniono rowniez jak Nrf-2 wplywa na poziom mRNA genu kodujacego p62 (SQSTM1)
przy pomocy qPCR. W przypadku obydwu wariantow linii z nadekspresjg Nrf-2
zaobserwowano podwyzszony poziom mRNA genu SQSTM1 (Ryc. 21B). Otrzymane
obserwacje sugeruja, ze na drodze tzw. petli dodatniego sprzezenia zwrotnego Nrf-2

reguluje swoja wlasng aktywnos$¢ transkrypcyjna.
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Rycina 21. Nadekspresja Nrf-2 zwigeksza ekspresje p62. (A) Analiza Western blot poziomu
ekspresji Nrf-2 oraz p62 w komoérkach linii MCF7, T47D i ich wariantach ze stabilng

nadekspresjg Nrf-2. (B) Analiza wzglednego poziomu ekspresji genu SQSTM1 wykonano przy
pomocy techniki qPCR; * p<0,05; n=3.
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W kolejnym etapie badan podjeto probe oceny udziatu Nrf-2 w odpowiedzi
komorek raka piersi na leki anty-ER. Do tego celu wykorzystano wariant linii T47D
z nadekspresjag Nrf-2 (T47D Nrf-21), ktéry hodowano w obecno$ci samego tamoksyfenu
(1 uM) lub fulwestrantu (100 nM) z dodatkiem FGF7 (50 ng/ml). Zaobserwowano, ze
nadekspresja Nrf-2 ostabiata negatywny efekt tamoksyfenu i fulwestrantu (Ryc. 22A).
Ponadto nadekspresja Nrf-2 wzmacniata efekt ochronny FGF7 wobec lekéw anty-ER.
W przypadku komoérek MCF7 zaobserwowano analogiczne efekty, jednak nadekspresja
Nrf-2 spowodowata zmiang morfologii tych komorek, przez co niemozliwe byto
zmierzenie kolonii oraz wykonanie analizy statystycznej. Otrzymane wyniki znalazty
potwierdzenie w klasycznym tescie oceniajagcym proliferacje 2D (MTT) komorek T47D
(Ryc. 22B). Zgodnos¢ wynikow uzyskanych w tescie 3D w Matrigelu oraz tescie
proliferacyjnym MTT jednoznacznie wskazuje na zaangazowanie Nrf-2 w regulacje

odpowiedzi komorek raka piersi na leki anty-ER.
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Rycina 22. Komérki z nadekspresja Nrf-2 stabiej odpowiadajg na dzialanie lekow anty-ER.
(A) Komorki linii T47D i T47D Nrf-21zawieszono w Matrigelu i hodowano w pelnej pozywce
hodowlanej z dodatkiem FGF7 (50 ng/ml) i/lub 4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT, 1 puM),
fulwestrantu (FULV, 100 nM). Warunki kontrolne (CTR) stanowila petna pozywka hodowlana.
Zdjecia wykonano po 12-16 dniach hodowli (powigkszenie 100-krotne). Wielko$¢ kolonii
zmierzono przy pomocy programu Image), po czym wykonano analize statystyczng.
(B) Proliferacja komorek T47D i ich wariantu z nadekspresjg Nrf-2 traktowanych przez
72 godziny FGF7 (50ng/ml) i/lub ré6znymi st¢zeniami fulwestrantu (0,1; 0,5 i 1 uM) sprawdzona
przy pomocy testu MTT. Prezentowane dane sg §rednimi warto$ciami + SD (n = 3); * p<0,05, **
p<0,01.

Aby oceni¢ czy indukowana przez p62 aktywacja Nrf-2 bierze udzial w ochronie
komorek raka piersi przed dziataniem lekow anty-ER wyprowadzono warianty linii
MCF7 i T47D z wyciszong ekspresja p62. Zastosowano 2 konstrukty shRNA i otrzymano
dwa warianty z wyciszong ekspresjg p62 W obydwu liniach komérkowych, T47D oraz
MCF7. W przeprowadzonej ocenie wzrostu 3D komorek w Matrigelu warianty MCF7
p62(-)! (Ryc. 23A) i T47D p62(-)! (Ryc. 23B) wykazywaly nieznacznie wigksza
wrazliwos$¢ na dziatanie lekow anty-ER - efekt ten nie byt jednak istotny statystycznie.
Co wazne, wyciszenie ekspresji p62 silnie znosito efekt ochronny FGF7 wobec
tamoksyfenu i fulwestrantu w obu liniach komorkowych. Analogiczne wyniki otrzymano

w teScie proliferacyjnym MTT. Zaobserwowano lepsza odpowiedz komorek
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MCF7 p62(-)! na dzialanie fulwestrantu w poréwnaniu do komérek dzikich (Ryc. 24)

oraz zniesienie FGFR2-zaleznej ochrony komorek przed tym lekiem anty-ER.
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Rycina 23. Wyciszenie ekspresji p62 przywraca wrazliwo$¢ na dzialanie lekéw anty-ER.
Komorki MCF7 (A) i T47D (B) oraz ich warianty z wyciszong ekspresja p62 zawieszono
w Matrigelu i hodowano w pelnej pozywce z dodatkiem FGF7 (50 ng/ml) i/lub
4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT, 1 uM), fulwestrantu (FULV, 100 nM). Warunki kontrolne
(CTR) stanowita pelna pozywka hodowlana. Zdjecia wykonano po 12-16 dniach hodowli
(powigkszenie 100-krotne). Wielkos¢ kolonii zmierzono przy pomocy programu ImageJ, po czym
wykonano analizg statystyczng. Wyciszenie ekspresji p62 potwierdzono metoda Western blot.

Prezentowane dane sg $rednimi warto§ciami + SD (n = 3); * p< 0,05.
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Rycina 24. Wyciszenie ekspresji p62 zmniejsza proliferacje komérek w obecnosci
fulwestrantu. Komorki MCF7 i ich wariant z wyciszona ekspresja p62 hodowano w obecnosci
FGF7 (50ng/ml) i/lub réznych stgzen fulwestrantu (0,1; 0,5 i 1 puM) przez 72 godziny.

Prezentowane dane sg §rednimi wartosciami = SD (n = 3); * p<0,05, ** p<0,01.

Przeprowadzone analizy wzrostu komorek raka piersi wskazujg, ze sygnalizacja

FGFR2/p62/Nrf-2 wydaje si¢ by¢ zaangazowana w rozwoj opornosci na leki anty-ER.
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5.8. Ocena wartosci prognostycznej zaleznosci FGFR2/Nrf-2 w oparciu o analizy
in silico
Ostatnim etapem przedstawionego projektu doktorskiego byla ocena
potencjalnej wartos$ci prognostycznej zaleznosci FGFR2/Nrf-2 w materiale klinicznym.
W tym celu zostalty wykonane analizy in silico na danych kohorty METABRIC
z cBioPortal™, do ktorych zakwalifikowano 825 chorych z luminalnym A rakiem piersi.
Kryteria wlaczenia obejmowaty chore z wczesniej nicleczonym, inwazyjnym rakiem
piersi, o fenotypie ER+/PR+, ze znanym statusem menopauzalnym oraz dostepnymi
danymi z obserwacji przebiegu choroby (ang. follow-up). Ta sama kohorta chorych z bazy
danych METABRIC zostala uzyta w naszych wczesniejszych pracach
do okreslenia warto$ci prognostycznej FGFR2. Przedstawione analizy byty wykonane we
wspotpracy z dr Martg Popeda (Katedra i Zaklad Patomorfologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego) oraz dr n. med. Marcinem Braunem (Zaktad Patologii
Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi).
W naszych ostatnich pracach okreslilismy warto$¢ prognostyczng FGFR2
u pacjentek z rakiem piersi (Braun et al, 2020; Mieczkowski et al, 2022). Analiza danych
klinicznych wykazata, ze wysoki poziom ekspresji FGFR2 w guzie byl zwigzany
z lepszym rokowaniem pacjentek z luminalnym A (ER+/PR+) rakiem piersi, natomiast
w grupie chorych z rakiem typu luminalnego B (ER+/PR-) nie zaobserwowano takiej
zaleznosci. Ponadto wysoka ekspresja FGFR2 byla istotnie zwigzana z dluzszym czasem
przezycia wolnym od progresji choroby (PFS) u chorych ER+/PR+ postmenopauzalnych.
W przypadku pacjentek przedmenopauzalnych efekt ten jest tracony, co wskazuje na
istnienie podgrup, w ktorych FGFR2 jest dobrym lub ztym czynnikiem rokowniczym.
Liczne dane literaturowe wskazuja na ztg warto§¢ prognostyczng Nrf-2 w raku piersi
(Almeida et al, 2020). Wysoki poziom ekspresji Nrf-2 u pacjentek z rakiem piersi wigzat
si¢ z krotszym czasem przezycia catkowitego (OS) oraz czasem przezycia wolnego od
choroby (DFS). Kontynuujac wyniki z doswiadczen in vitro wskazujace na zalezno$é
FGFR2/Nrf-2 sprawdzono, czy Nrf-2 wptynie na dobrg warto$¢ rokowniczag FGFR2
u chorych z luminalnym A rakiem piersi.
W pierwszej kolejnosci oceniono, czy istnieje korelacja pomiedzy poziomem
MRNA FGFR2 i NFE2L2 w tkankach pochodzgcych od wymienionej wczesniej grupy
pacjentek z luminalnym A rakiem piersi (n=825). Test b-Kendalla wykazat brak
zalezno$ci pomigdzy ekspresja genow FGFR2 i NFE2L2 (tau=0,05; p-value=0,031)
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(Ryc. 25), co zostalo potwierdzone takze przy pomocy testu korelacji Spearmana
(R=0,08; p-value 0,031) i Pearsona (R=0,09; p-value 0,014).

tau=0,05; p-value=0,031

mRNA NFE2L2
3

n=825

0 5
mRNA FGFR?

Rycina 25. Brak korelacji pomiedzy ekspresja genow NFE2L2 i FGFR2. Analiza korelacji
miedzy poziomem mRNA FGFR2 a mRNA NFE2L2 w materiale klinicznym 825 pacjentek
z luminalnym A rakiem piersi (kohorta METABRIC z cBioPortal™) wykonana przy pomocy
testu b-Kendalla.

Aby sprawdzi¢ ewentualne znaczenie prognostyczne zaleznosci FGFR2/Nrf-2,
dalsza analize¢ materiatu klinicznego ograniczono do grupy z wysokim poziomem
ekspresji genu FGFR2 (tzw. FGFR2-high) w guzie. Sposréd 825 chorych 550
zaklasyfikowano do grupy FGFR2-high (Tab. 2). Klasyfikacji guzoéw wg poziomu
ekspresji genu NFE2L2 dokonano z zastosowaniem odci¢tej w postaci mediany ekspres;ji
w catej grupie pacjentek z luminalnym A rakiem piersi (n=825). W grupie FGFR2-high
274 chore cechowaty si¢ wysoka ekspresja NFE2L2 a 276 niska (Tab. 3).
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Charakterystyka grupy FGFR2-high (n=550)

mediana IQR
wiek w chwili diagnozy 64 53-72
[lata]
wielko$¢ guza [mm] 21 17-30
n %
typ histologiczny naciekajacy bez specjalnego 455 83
typu (NST)
mieszany 95 17
stopien zlosliwoS$ci Gl 71 13
histologicznej (grade) a2 269 £1
G3 189 36
brak danych 21 -
stopien zaawansowania I 155 38
(stage) I 240 58
Il 16 4
v 2 0
brak danych 137 -
status menopauzalny przed 102 19
po 448 81
status ER ujemny 0 0
dodatni 550 100
status PR ujemny 0 0
dodatni 550 100
status HER2 ujemny 524 95
dodatni 26 5
chemioterapia nie 497 90
tak 53 10
hormonoterapia nie 157 29
tak 393 71
radioterapia nie 228 41
tak 322 59

jako mediany z rozstgpami ¢wiartkowymi (IQR).
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Tabela 2. Kliniczna i patologiczna charakterystyka chorych z wysokim poziomem ekspresji genu
FGFR2 w guzie (grupa FGFR2-high, n=550). Dane nominalne przedstawiono jako liczebnosci

Z udziatem procentowym poszczeg6lnych kategorii w calej grupie. Dane ciagle przedstawiono



FGFR2-low FGFR2-high
NFE2L2-low  17% (139)  33% (274)

NFE2L2-high  16% (136)  33% (276)

Tabela 3. Rozktad poziomu ekspresji genu NFE2L2 (progowanej wg mediany) oraz FGFR2

(progowanej wg pierwszej tercji) w grupie 825 pacjentek z luminalnym A rakiem piersi.

Korelacje statusu FGFR2-high/NFE2L2-high oraz FGFR2-high/NFE2L2-low
z parametrami kliniczno-patologicznymi wykazaty, ze wiek pacjentek FGFR2-
high/NFE2L2-high w momencie diagnozy byt nizszy od pacjentek FGFR2-
high/NFE2L2-low (mediana 63 lata vs 66 lat; Ryc. 26). Nie zaobserwowano korelacji
statusu FGFR2/Nrf-2 z pozostalymi cechami kliniczno-patologicznymi takimi jak
wielko§¢ guza, typ histologiczny, stopien zlosliwosci histologicznej, stopien

zaawansowania czy status HER2.
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Rycina 26. Rozklad wieku chorych w chwili diagnozy [lata] w zalezno$ci of poziomu
ekspresji genu NFE2L2 w grupie chorych z luminalnym A rakiem piersi,
charakteryzujacych si¢ wysoka ekspresja FGFR2 w guzie (n=550). Analizy dokonano przy

pomocy testu Manna-Whitneya-Wilcoxona.
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Sprawdzono takze, czy status ekspresji NFE2L2 w grupie pacjentek z wysoka
ekspresja FGFR2 (FGFR2-high) bedzie mial wptyw na warto$¢ prognostyczng FGFR2.
Zaobserwowano, ze pacjentki FGFR2-high/NFE2L2-high charakteryzowaly si¢
krétszym czasem przezycia wolnego od nawrotu choroby (RFS) (HR=1,278; 95%ClI:
1,026-1,593; p=0,029), co oznacza gorsze rokowanie w stosunku do pacjentek FGFR2-
high/NFE2L2-low (Ryc. 27). Otrzymane wyniki sugeruja, ze ekspresja NFE2L2
stratyfikuje pacjentki o fenotypie FGFR2-high na podtypy o lepszej i gorszej prognozie.
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Rycina 27. Wplyw poziomu ekspresji genu NFE2L2 na czas przezycia wolny od nawrotu
choroby (RFS) pacjentek z luminalnym A rakiem piersi, charakteryzujacych si¢ wysoka
ekspresja FGFR2. Estymacj¢ przezycia zaprezentowano przy pomocy wykresu Kaplana-
Meiera. Analiza przezycia zostata wykonana przy pomocy modelu proporcjonalnego ryzyka

Coxa. Za istotne statystycznie uznano wartosci p<0,05.
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6. PODSUMOWANIE

Wyniki rozprawy doktorskiej, ktorej celem byta ocena znaczenia sygnalizacji

FGFR2 w regulacji wspotzaleznosci p62/Keapl/Nrf-2 w luminalnym raku piersi

wykazaty, ze:

Sciezka sygnalizacyjna FGF7/FGFR2 jest zaangazowana w indukcje procesu
autofagii

FGFR2-zalezna autofagia odpowiada za ochron¢ komorek raka piersi przed
dziataniem lekow anty-ER, a zastosowanie inhibitora autofagii (chlorochiny)
przywraca wrazliwo$¢ komorek na te leki

Sygnalizacja FGF7/FGFR2 poprzez aktywacje p62 w serynie 349 promuje
dysocjacje kompleksu Keapl/Nrf-2, translokacje Nrf-2 do jadra komoérkowego
i aktywacje zaleznych od niego gendéw

Czynnik transkrypcyjny Nrf-2 jest zaangazowany w ochron¢ komorek raka piersi
przed dzialaniem lekow anty-ER, a jego zahamowanie przy pomocy inhibitora
przywraca odpowiedz komorek na te leki

Nadekspresja Nrf-2 chroni komorki raka piersi przed dziataniem lekow anty-ER,
z kolei wyciszenie ekspresji p62 przywraca pierwotng odpowiedz komorek na ich
dziatanie

Analiza czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby (RFS) wykazuje, ze
wysoka ekspresja NFE2L2 (kodujacego Nrf-2) pogarsza obserwowang przez nas
zespOt dobrg warto$¢ prognostyczng wysokiego poziomu FGFR2 u chorych

z luminalnym A rakiem piersi.

Podsumowujac, wyniki realizowanego projektu doktorskiego po raz pierwszy

wykazaly, Zze regulowana przez sygnalizacj¢ FGFR2 wspotzaleznosci p62/Keap1/Nrf-2

ma istotny wptyw na odpowiedz komorek luminalnego raka piersi na terapie anty-ER.
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7. DYSKUSJA

Celem niniejszego projektu doktorskiego byta ocena znaczenia sygnalizacji
FGFR2 w regulacji wspotzaleznosci p62/Keap1/Nrf-2 w luminalnym raku piersi. Projekt
sktadat si¢ z dwoch uzupetniajacych sie poziomoéw badawczych: eksperymentdéw in vitro
i analiz klinicznych in silico. Doswiadczenia w warunkach in vitro miaty na celu poznanie
molekularnego mechanizmu regulacji procesu autofagii oraz aktywnos$ci Nrf-2 przez
sygnalizacje FGFR2 z uwzglednieniem odpowiedzi komoérek raka piersi na leki anty-ER
(tamoksyfen oraz fulwestrant). Analizy in silico oparte o materiat kliniczny od pacjentek
z luminalnym A rakiem piersi (publicznie dostgpna baza danych METABRIC)
prowadzono w celu oszacowania potencjalnej warto$ci prognostycznej zaleznosSci
FGFR2/Nrf-2.

Rak gruczohu piersiowego jest najczesciej diagnozowanym nowotworem wsrod
kobiet na $wiecie. Pomimo coraz skuteczniejszych strategii leczenia tego nowotworu,
zapadalno$¢ na raka piersi stale ro$nie a w ostatniej dekadzie obserwuje si¢
wyhamowanie spadku umieralnosci z powodu tej choroby (Giaquinto et al, 2022; Siegel
et al, 2022). Na podstawie oceny immunohistochemicznej poziomu ekspresji receptorow
ER, PR, HER2 oraz indeksu proliferacyjnego Ki67 wyroznia si¢ cztery podtypy raka
piersi: luminalny A, luminalny B, HER2-dodatni oraz tréjujemny. Ocena IHC jest
jedynym rutynowym testem klinicznym, na podstawie ktorego dobierany jest rodzaj
terapii przeciwnowotworowej. Ta metoda klasyfikacji nie odzwierciedla jednak wysokiej
heterogennosci, ktora wystepuje w obrebie wymienionych podtypow raka piersi.
Profilowanie genetyczne (analizy transkryptomiczne i genomowe), dzigki ktoéremu
opracowano system klasyfikacji molekularnej, ujawnito wysoka heterogennos¢ wewnatrz
klasycznych podtypow raka piersi. Stad identyfikowane podtypy molekularne nie sa
w pelni tozsame z klasyfikacja kliniczno-patologiczng. Aktualne dane wskazuja, Ze
podtypy molekularne charakteryzuja si¢ roznymi cechami biologicznymi, przez co moga
wykazywa¢ odmienng odpowiedz na stosowane leczenie (Blows et al, 2010; Dai et al,
2015). Dlatego wysoki nacisk ktadzie si¢ na polepszenie stratyfikacji pacjentek, czego
efektem byltby bardziej doktadny i skuteczniejszy dobor terapii. Jednym z testow
prognostycznych klasyfikujacych wewnetrzne podtypy molekularne raka piersi jest
sygnatura PAM50 (ang. Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay),
w ktorej sprawdza si¢ ekspresje 50 genéw zwigzanych z tym nowotworem. PAM50 ma
na celu ocen¢ 10-letniego ryzyka nawrotu choroby (tzw. ROR ang. Risk of Recurrence)

1 ulatwienie doboru odpowiedniej terapii. Wykazano, ze wewnetrzne podtypy
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molekularne raka piersi, zdefiniowane przez PAMS50, znacznie poprawiaja rokowanie
pacjentek w poréwnaniu ze standardowg charakterystyka guza (Nielsen et al, 2010; Pu et
al, 2020; Raj-Kumar et al, 2019). Dotychczas sygnatura PAM50 zostata zaakceptowana
przez FDA do oceny ryzyka nawrotu choroby u pacjentek postmenopauzalnych
z wczesnym stadium hormono-zaleznych rakow piersi. Nadal nie potwierdzono jej
warto$ci prognostycznej w przypadku pacjentek przedmenopauzalnych. Stad niezbgdna
jest wicksza liczba badan na dobrze scharakteryzowanych kohortach pacjentek z rakiem
piersi w celu potwierdzenia przydatnosci klinicznej tej sygnatury.

Najwickszy odsetek przypadkow raka piersi (ok. 75-80%) stanowi podtyp
luminalny (ER+), z czego podtyp luminalny A (ER+/PR+) wystepuje z czgstotliwoscia
50-60%. Te hormono-zalezne nowotwory charakteryzuja si¢ stosunkowo dobrym
rokowaniem pacjentek. Podstawowa opcja leczenia rakéw luminalnych opiera si¢ na
blokowaniu funkcji ER lub syntezy estrogenow przy pomocy terapii anty-ER, gtéwnie
tamoksyfenu lub fulwestrantu. Wykazano, ze terapia tamoksyfenem zmniejsza
czestotliwos$¢ nawrotow raka piersi nawet o ok. 50%, a $miertelnos$¢ o ok. 30%. Pomimo
jej wysokiej skutecznosci czgs¢ pacjentek nie odpowiada na lek, a z reguty jedna trzecia
pacjentek leczonych tamoksyfenem mierzy si¢ z nawrotem choroby (Cuzick et al, 2007,
Fisher et al, 2005). Stad zidentyfikowanie mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za oporno$¢ na leczenie hormonalne Stanowi ogromne wyzwanie
Kliniczne. Liczne badania wskazujg na zaangazowanie sygnalizacji FGF/FGFR zarowno
w progresje raka piersi, jak i odpowiedzi na stosowane terapie. Zaburzenia $ciezki
sygnalizacyjnej FGFR2 (amplifikacje, mutacje, fuzje oraz wystepowanie polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu tzw. SNPS) zostaty scharakteryzowane w wielu nowotworach.
W przypadku raka piersi szczegolne znaczenie wydaja si¢ mie¢ SNPS w intronie 2 genu
FGFR2, ktore koreluja ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju tej choroby. Wykazano, ze
regulowana przez FGFR2 aktywnos¢ ER i PR przyczynia si¢ do progresji raka piersi
I powstawania opornosci na terapie anty-ER. Z kolei zastosowanie inhibitorow FGFR
zwigkszyto wrazliwos¢ komorek luminalnego raka piersi na terapie anty-ER (Campbell
et al, 2018). Wyniki otrzymane w naszym zespole wskazuja na zaangazowanie FGFR2
w: a) migracje komorek raka piersi oraz zwigkszone ryzyko nawrotu tej choroby, b)
progresj¢ luminalnego raka piersi w kierunku bardziej agresywnego fenotypu
PR-ujemnego, c¢) ochrong komorek Iluminalnego raka piersi przed dzialaniem
tamoksyfenu oraz d) wudzial S$ciezki sygnalizacyjnej FGFR2/JunB w progresji

luminalnego raka piersi (Czaplinska et al, 2016; Czaplinska et al, 2014; Piasecka et al,
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2019; Piasecka et al, 2016; Turczyk et al, 2017). Podjelismy rowniez probg okreslenia
warto$ci prognostycznej FGFR2 u pacjentek z rakiem piersi. Okazalo sie, ze zalezy ona
od statusu receptorow dla hormonéw steroidowych. Wykazano, ze wysoki poziom
ekspresji FGFR2 zwigzany byt z dobrym lub ztym rokowaniem chorych odpowiednio
z luminalnym A i luminalnym B rakiem piersi (Braun et al, 2020). Co wazne, znaczenie
prognostyczne FGFR2 zalezato od statusu menopauzalnego tych pacjentek. Wysoka
ekspresja FGFR2 korelowata z dtuzszym czasem przezycia wolnym od progresji choroby
(PFS) jedynie u chorych postmenopauzalnych. W przypadku pacjentek
przedmenopauzalnych efekt ten byl zaburzony, co wskazuje na istnienie podgrup,
w ktorych FGFR2 ma rézne znaczenie dla progresji raka piersi (Mieczkowski et al, 2022).

Liczne dowody wskazuja na potencjat terapeutyczny hamowania sygnalizacji
FGFR w luminalnych rakach piersi (Francavilla & O'Brien, 2022). Z drugiej strony
obserwuje si¢ zroznicowang odpowiedz pacjentek na stosowane terapie anty-FGFR,
niezaleznie od statusu tych receptorow (amplifikacji, nadekspresji czy mutacji).
Problematyczne staje si¢ wigc wyznaczenie chorych mogacych odnies¢ optymalne
korzysci z terapii anty-FGFR. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze przyczyng tego stanu
rzeczy moga by¢ rézne zmiany genetyczne w obrgbie genu FGFR2. Zidentyfikowano
wariant z mutacjag FGFR2 (tzw. FGFR24E7%), ktory w przeciwienstwie do innych typow
rearanzacji FGFR2, charakteryzowal si¢ wysoka odpowiedzig na terapi¢ anty-FGFR
(Zingg et al, 2022). Ponadto pacjentki z rearanzacjami FGFR2 charakteryzowatly si¢
lepszym rokowaniem w poréwnaniu do pacjentek bez zmian w obrebie FGFR2.
Wykazano réwniez, ze potencjat onkogenny FGFR2 zalezal od amplifikacji genéw z nim
wspotwystepujacych (np. MYC lub CCND1). To odkrycie rzuca nowe spojrzenie na
koniecznos¢ lepszej selekcji pacjentek klasyfikowanych do terapii anty-FGFR. Pod
uwage powinien by¢ brany nie tylko status rearanzacji FGFR2, ale takze ekspresji
onkogennych transkryptow FGFR2 (np. FGFR24E’%) i aberracji gendéw z nim
wspotwystepujacych.

Gléwnym czynnikiem pogarszajacym rokowania pacjentek z luminalnym
rakiem piersi jest wrodzona lub nabyta opornos¢ na terapie anty-ER. Pojawiajace si¢ na
przestrzeni ostatnich kilku lat doniesienia wskazujag na proces autofagii jako jeden
z czynnikOw zaangazowanych w powstawanie opornosci. Podjeto proby identyfikacji
mechanizméw odpowiedzialnych za indukcj¢ autofagii w komorkach raka piersi
opornych na dziatanie lekow anty-ER. Wydaje si¢, ze sam ER w sposob niekanoniczny

(poprzez aktywacje biatka BAG3) moze indukowa¢ proces autofagii odpowiedzialny za
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rozw6j tej opornosci (Felzen et al, 2015). Zaréwno zahamowanie autofagii,
jak i wyciszenie ekspresji BAG3 przywrocito skutecznos¢ lekow anty-ER (Felzen et al,
2015). Wskazuje si¢ rowniez na udzial biatka MTAL (ang. metastasis-associated 1)
w AMPK-zaleznej indukcji autofagii odpowiedzialnej za oporno$¢ komorek raka piersi
na tamoksyfen (Lee et al, 2018). Co ciekawe, zasugerowano, ze zwigkszony poziom
ekspresji MTA1 jest wynikiem wzmocnionej aktywnosci rodziny receptorow
naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR i/lub HER2). Zastosowanie inhibitorow
celujagcych w aktywno$¢ tych receptorow, obnizylo ekspresie MTA1 w komoérkach
opornych na tamoksyfen. Liczne doniesienia wskazuja na potencjal hamowania autofagii
w przywracaniu odpowiedzi komorek raka piersi, ktore rozwingly opornos¢ na terapie
anty-ER (Cook et al, 2014; Duan et al, 2014; Lee et al, 2018; Qadir et al, 2008; Sun et al,
2021). Zwigkszony poziom autofagii w komorkach raka piersi opornych na tamoksyfen
zostat odnotowany w kilku niezaleznych badaniach. Stad w pierwszym etapie projektu
doktorskiego poréwnano poziom ekspresji markerow autofagii (LC3B oraz p62)
w komoérkach luminalnego raka piersi (MCF7) oraz ich wariancie z wyprowadzong
opornoécia na tamoksyfen (MCF7 4-OHTR). Zaobserwowany jednoczesny wzrost
poziomu ekspresji LC3B i spadek poziomu p62 w MCF7 4-OHTR $wiadczy
0 zwigkszonym poziomie autofagii i wskazuje na jej zaangazowanie w wyksztalcanie si¢
opornosci komorek raka piersi na dziatanie tamoksyfenu. Uzyskane wyniki sa zgodne
z przytoczonymi wezesniej danymi literaturowymi.

Kluczowym czynnikiem w progresji nowotwordw oraz opornosci na stosowane
terapie jest mikrosrodowisko guza. Badania wskazuja na istnienie zalezno$ci pomig¢dzy
mikro$rodowiskiem guza a autofagia. Moze ono regulowac autofagi¢ poprzez aktywacje
réznych  Sciezek sygnalizacyjnych, z kolei autofagia moze modyfikowac
mikro$rodowisko guza poprzez promowanie angiogenezy, dostarczanie sktadnikow
odzywczych i modulowanie odpowiedzi zapalnej (Yang et al, 2015). Wydaje si¢ wigc, ze
autofagia oprocz jej podstawowej roli (degradacji i recyklingu sktadnikow
komorkowych) petni takze inne funkcje m.in. w integracji sygnatow pochodzacych
z mikro$rodowiska guza. Zrozumienie skomplikowanej zalezno$ci migdzy autofagia
a mikrosrodowiskiem guza moze by¢ korzystne w przezwyci¢zaniu opornosci na leki
przeciwnowotworowe. Doniesienia na temat roli receptorow o aktywnosci kinaz
tyrozynowych, posredniczacych w przekazywaniu sygnatow z mikrosrodowiska guza,
w regulacji procesu autofagii nie sa jednoznaczne. Podczas gdy stymulacja niektorych
z tych receptorow (EGFR, HER2, FGFR1) hamuje autofagie, aktywacja innych (ErbB3,
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ErbB4, VEGFR) moze ja promowaé (Fraser et al, 2017). Nasze wcze$niejsze prace
wskazuja na zaangazowanie FGFR2 w ochron¢ komorek raka piersi przed dziataniem
tamoksyfenu (Turczyk et al, 2017). Dotychczas poznana rola FGFR w regulacji procesu
autofagii zostata opisana w kilku niezaleznych pracach (Lin et al, 2011; Wang et al, 2015;
Yuan et al, 2017). Nie ma natomiast doniesien o udziale samego FGFR2 w regulacji
procesu autofagii w raku piersi. W niniejszym projekcie doktorskim po raz pierwszy
podjeto probe oceny tej zalezno$ci. W badaniach in vitro wykorzystano modelowe linie
komorkowe luminalnego raka piersi — MCF7 oraz T47D. Dodatkowo, w hodowlach
trojwymiarowych (3D) w Matrigelu zastosowano linig CAMA-1. Dos$wiadczenia
z zastosowaniem trzech linii luminalnego raka piersi umozliwity wykluczenie sytuaciji,
w ktorej zaobserwowane efekty bytyby komorkowo-specyficzne. W celu oceny wplywu
sygnalizacji FGFR2 na regulacj¢ autofagii sprawdzono aktywacj¢ szeregu biatek
zaangazowanych w regulacje tego procesu, zarowno indukcje (AMPKa, ULKI1 i p62),
jak i inhibicje (mTOR). Zaobserwowano aktywacje kinaz AMPKo i ULK1 oraz biatka
p62. Jedno z analizowanych miejsc fosforylacji biatka p62 (seryna 403) odpowiada za
indukcje autofagii, z kolei fosforylacja seryny 349 inicjuje dysocjacje kompleksu
Keapl/Nrf-2 oraz aktywacje¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf-2. Ta obserwacja byta
zalazkiem do podzniejszej analizy wptywu sygnalizacji FGFR2 na regulacj¢ kompleksu
Keapl/Nrf-2, bedacego gléwnym regulatorem stresu oksydacyjnego
w komorce. Planujac do§wiadczenia badajace dynamike procesu autofagii kierowano si¢
wytycznymi dotyczacymi stosowania i interpretacji testow do monitorowania tego
procesu (Klionsky et al, 2021a). Literatura fachowa wskazuje, ze monitorowanie
autofagii moze prowadzi¢ do btgdnej interpretacji wynikow, stad zaleca si¢ jednoczesne
stosowanie r6znych metod. W zwigzku z tym postanowiono sprawdzi¢ ekspresje dwoch
powszechnie uznawanych markeréw autofagii, bialek LC3B oraz p62. Réwnoczesne
monitorowanie wzrostu ekspresji LC3B i spadku poziomu p62 potwierdzito, ze $ciezka
FGFR2 indukuje autofagi¢. Obserwowany spadek poziomu ekspresji p62 moze by¢ takze
wynikiem jego degradacji na drodze proteasomalnej. Aby zdefiniowaé $ciezke
odpowiedzialng za degradacj¢ biatka p62 uzyto inhibitora lizosomu/procesu autofagii
(chlorochiny) oraz inhibitora proteasomu (MG132). Jedynie chlorochina spowodowata
zahamowanie FGF7-indukowanego spadku ekspresji p62 na poziomie biatka, cO
potwierdza zatozenie, ze W wyniku aktywacji FGFR2 p62 jest degradowany
w lizosomach w procesie autofagii. Oprocz badania poziomu ekspresji markerow

autofagii przy pomocy analizy Western blot, zastosowano mikroskopi¢ fluorescencyjng
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umozliwiajaca badanie dynamiki autofagii poprzez monitorowanie powstawania
autofagosomow 1 autolizosomoéw. Zaobserwowany wzrost ilo$ci autofagosomow
1 autolizosomow pod wpltywem FGF7 potwierdzit FGFR2-zalezng indukcje autofagii.
Dodatkowo wykorzystano komorki z wyciszong ekspresja FGFR2, dla ktérych nie
zaobserwowano FGF7-indukowanych zmian w ekspresji markeréw autofagii czy
aktywacji bialek zaangazowanych w indukcje tego procesu. Potwierdzilo to
specyficznos¢ aktywacji autofagii zalezng od FGFR2.

W nastepnym etapie projektu sprawdzono, czy indukcja autofagii przez FGFR2
wplywa na odpowiedz komoérek luminalnego raka piersi na terapie anty-ER. Zaleta
zastosowanego modelu hodowli trojwymiarowych (3D) w Matrigelu jest
odzwierciedlenie warunkéw in vivo, panujacych w tkance gruczotu piersiowego. We
weczesniejszych badaniach zespotu wykazano, ze sygnalizacja FGFR2 jest zaangazowana
w ochron¢ komorek raka piersi przed dziataniem tamoksyfenu (Turczyk et al, 2017).
Analogiczny efekt zaobserwowano w tej pracy w przypadku innego leku anty-ER -
fulwestrantu. W celu sprawdzenia zaangazowania autofagii W obserwowane efekty
ochronne zastosowano inhibitor tego procesu — chloroching. Chlorochina i jej pochodna
hydroksychlorochina pozostaja najlepiej zbadanymi i jedynymi zatwierdzonymi przez
FDA inhibitorami autofagii. Zahamowanie autofagii przywroécito pierwotng odpowiedz
komorek na dziatanie lekow anty-ER, co wskazuje na zaangazowanie tego procesu
W FGFR2-zaleznym efekcie ochronnym. Chociaz wiele badan przedklinicznych
potwierdzito skuteczno$¢ strategii taczacych inhibitory autofagii z lekami
przeciwnowotworowymi, nadal brakuje ewidentnych dowodow pochodzacych
z badan klinicznych. W przypadku raka piersi obecnie prowadzone sg 4 badania kliniczne
dotyczace kombinacji inhibitora autofagii (HCQ) z inhibitorami kinazy mTOR,
aromatazy i CDK4/6. Glownym ograniczeniem zastosowania inhibitorow autofagii
w terapii jest ich brak selektywnosci wobec komorek nowotworowych. Oddziatujg one
takze na komorki zdrowe, w ktorych autofagia pelni wazng rolg w utrzymaniu
homeostazy. Problematyczng kwestig jest takze niska skuteczno$¢ kliniczna obecnych
inhibitoréw autofagii w dawkach tolerowanych przez pacjentow. Rozwigzaniem tego
moze by¢ synteza zwigzkdéw pochodnych o zwigkszonej skutecznosci.

Pomimo licznych doniesien naukowych nadal nie sa dobrze poznane
mechanizmy molekularne, przez ktére autofagia promuje opornos¢ na leki anty-ER.
Otrzymane przez nas wyniki wskazuja, ze sygnalizacja FGFR2 poprzez indukcje

autofagii wptywa na odpowiedz komorek raka piersi na leki anty-ER. W przedstawionym
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projekcie doktorskim postanowiono zidentyfikowac $ciezke sygnalizacyjng aktywowang
przez FGFR2, ktora bierze udzial w indukcji autofagii. Analiza poziomu ekspresji p62
w obecnosci FGF7 1 inhibitoréw celujacych w szereg Sciezek sygnalizacyjnych FGFR2
(p38, Src, ERK1/2, RSK2 oraz JNK) wskazata na potencjalny udziat kinazy p38. Jednak
ocena wzrostu komorek w Matrigelu wykazala, ze zahamowanie p38 nie znosito efektu
ochronnego FGF7 na dziatanie tamoksyfenu (jak to zaobserwowano w przypadku
chlorochiny). Wywnioskowano wiec, ze kinaza p38 nie bierze udzialu w promowanej
przez zalezno$¢ FGFR2/autofagia opornosci na leki anty-ER. Poszukiwano wigc innego
regulowanego przez FGFR2 mechanizmu zwigzanego z procesem autofagii. Zalozono,
ze jednym z nich moglaby by¢ regulacja kompleksu Keapl/Nrf-2, bedacego
wewnatrzkomérkowym mechanizmem obronnym przed stresem oksydacyjnym
i elektrofilowym. Spoiwem l3gczacym autofagie z sygnalizacja Keap1/Nrf-2 jest biatko
p62. W poczatkowych etapach projektu wykazano, ze sygnalizacja FGFR2 aktywuje
biatko p62 w serynie 349, odpowiadajacej za dysocjacje kompleksu Keapl/Nrf-2
i aktywacje¢ Nrf-2. Analiza poziomu ekspresji Nrf-2 wykazata jego wzrost
z jednoczesnym spadkiem poziomu Keapl pod wptywem FGF7, co moze swiadczy¢
o rozpadzie tego kompleksu. Jako, ze Nrf-2 ulega translokacji do jadra komorkowego,
gdzie petni funkcj¢ czynnika transkrypcyjnego, sprawdzono roéwniez jego lokalizacje
w obecnosci FGF7. Co prawda nie zaobserwowano zmiany lokalizacji Nrf-2
z cytoplazmy do jadra komorkowego, jednak wzrost ilosci Nrf-2 we frakcji jadrowej w
wyniku stymulacji komorek FGF7 sugeruje, ze jest to prawdopodobnie aktywny Nrf-2.
Zastosowanie metody PLA, charakteryzujacej si¢ wysoka czuloscig 1 specyficzno$cia
wykazalo, Ze sygnalizacja FGFR2 prowadzi do dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2.
Rowniez przy pomocy testu kolorymetrycznego, w ktorym wykorzystuje si¢
oligonukleotyd wiazacy specyficznie jedynie aktywny Nrf-2, zaobserwowano
zwickszong aktywno$¢ Nrf-2 pod wptywem FGF7. Analiza ekspresji genu NFE2L2
(kodujacego Nrf-2) wykazala, ze sygnalizacja FGFR2 zwigksza poziom mRNA Nrf-2.
Na podstawie dotychczas otrzymanych wynikéw wywnioskowano wiec, ze sygnalizacja
FGFR2 reguluje ekspresj¢ Nrf-2 zar6wno na poziomie biatka, jak i mRNA. Sprawdzono
takze wplyw FGFR2 na aktywnos¢ transkrypcyjng Nrf-2, poprzez sprawdzenie ekspresji
genow zaleznych od Nrf-2, posiadajacych w obregbie promotora motyw ARE. Jako, ze
Nrf-2 reguluje aktywnos$¢ ponad 200 genéw, na podstawie literatury wytypowano te,
ktore byly najczesciej sprawdzane w kontekscie oceny jego aktywnosci (NQO1, HMOX1
oraz SOD1). Analiza qPCR wykazata, ze aktywacja FGFR2 indukuje ekspresje
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wszystkich trzech genow w obu testowanych liniach komoérkowych. Podsumowujgc
szereg przeprowadzonych w pracy analiz, jednoznacznie potwierdzono udziat
sygnalizacji FGFR2 w dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2, a w nastepstwie aktywacji
Nrf-2.

Pomimo dziatania antyoksydacyjnego, czynnik transkrypcyjny Nrf-2 moze
takze peli¢ role pronowotworowa. Wykazano zaangazowanie Nrf-2 w rozwoju
opornosci na chemioterapi¢ w komérkach MCF7 (Syu et al, 2016). Wiele doniesien
wskazuje rowniez na udziat Nrf-2 w powstawaniu oporno$ci na terapie anty-ER. Wysoka
ekspresja i aktywno$¢ Nrf-2 (odzwierciedlona podwyzszona ekspresja genow zaleznych
od Nrf-2) zostala zanotowana w liniach komorkowych raka piersi opornych na
tamoksyfen oraz w tkankach nowotworowych pacjentow leczonych przedoperacyjnie
tamoksyfenem (Bekele et al, 2016; Kim et al, 2008; Naumann et al, 2023). Komorki
oporne na tamoksyfen wykazywaly takze krzyzowa oporno$¢ na radioterapig, ktorej
zniesienie uzyskano zahamowujgc aktywno$¢ Nrf-2. W zwigzku z powyzszym
w kolejnym etapie projektu sprawdzono zaangazowanie Nrf-2 w odpowiedz komoérek
raka piersi na terapie anty-ER. Analizy wzrostu 3D w Matrigelu wykazaty, ze dodatek
inhibitora Nrf-2 (K67) znosit ochronny efekt FGF7 na dziatanie zaréwno tamoksyfenu,
jak i fulwestrantu. Sugeruje to udziat Nrf-2 w FGFR2-zaleznej ochronie komorek raka
piersi przed dzialaniem lekow anty-ER. Co wazne, dobor inhibitora Nrf-2 nie byt
przypadkowy. K67 blokuje interakcje pomiedzy ufosforylowanym p62 a Keapl,
wynikiem czego jest hamowanie dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2 i degradacja Nrf-2.
Zastosowanie tego inhibitora w komorkach raka watrobowokomorkowego, ktorych
zwigkszona proliferacja byta wynikiem aktywnej o0si p62/Nrf-2, skutkowato
zahamowaniem proliferacji tych komoérek i zmniejszeniem tolerancji na stosowane leki
przeciwnowotworowe (Saito et al, 2016). Poniewaz K67 hamuje Nrf-2 w sposob zalezny
od p62, autorzy tej publikacji sugerujg, ze inhibitor ten moze przynosi¢ korzySci
pacjentom, u ktorych oporno$¢ na $rodki przeciwnowotworowe jest powigzana z p62.
K67 to inhibitor stosunkowo niedawno odkryty, ktorego wada jest niska rozpuszczalnos¢.
Niezbedne jest wigc opracowanie zwigzkéw pochodnych o lepszych wiasciwosciach
fizycznych dla poprawy potencjalnego efektu farmakologicznego w terapii pacjentow.
Aby jednoznacznie potwierdzi¢ udziat Nrf-2 w odpowiedzi komorek raka piersi na
terapie anty-ER wyprowadzono linie komorkowe z nadekspresja Nrf-2 (T47D Nrf-21
oraz MCF7 Nrf-27). Dane literaturowe pokazuja, ze Nrf-2 moze regulowa¢ wlasng

aktywnos$¢ transkrypcyjng (tzw. petla sprzezenia zwrotnego) poprzez wptyw na poziom
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ekspresji mRNA genu kodujacego p62 (SQSTM1), ktory posiada sekwencje ARE.
Konsekwencja tego jest zwickszenie ekspresji biatka p62, prowadzace ostatecznie do
dysocjacji kompleksu Keapl/Nrf-2 i aktywacji Nrf-2 (Jain et al, 2010).
W wyprowadzonych wariantach z nadekspresjg Nrf-2 zanotowano zwi¢kszony poziom
ekspresji mRNA i bialka p62, co potwierdza wptyw Nrf-2 na ekspresj¢ p62 i mozliwg
petle autoregulacyjng Nrf-2. Co istotne, zaré6wno analizy wzrostu 3D w Matrigelu jak
i testy  proliferacyjne = MTT  potwierdzilty, ze  nadekspresja  Nrf-2
w komorkach T47D powodowala ich gorszg odpowiedz na leki anty-ER. Ponadto
nadekspresja Nrf-2 potggowata ochronne dziatanie FGF7 wobec tamoksyfenu
I fulwestrantu. Otrzymane wyniki jednoznacznie potwierdzaja zaangazowanie Nrf-2
w regulacje odpowiedzi komorek raka piersi na leki anty- ER. Mimo wcze$niejszych
doniesien 0 udziale Nrf-2 w powstawaniu oporno$ci na terapie celowane niniejszy projekt
doktorski po raz pierwszy pokazuje zaangazowanie Nrf-2 w FGFR2-zalezng ochrone
komorek raka piersi przed dzialaniem lekow anty-ER.

Biorac pod uwage zachecajace wyniki z uzyciem inhibitora K67 (hamujacego
aktywno$¢ Nrf-2 w sposob zalezny od p62) oraz zaobserwowanie autoregulacji Nrf-2
poprzez petle sprzezenia zwrotnego 1 wpltyw na poziom p62, w nastepnym etapie projektu
postanowiono potwierdzi¢ zaangazowanie p62 w mediowang przez 0§ FGFR2/Nrf-2
ochrone komorek przed dziataniem lekéw anty-ER. Sprawdzono wigc, czy wyciszenie
ekspresji p62 w liniach T47D i MCF7 przywroci wrazliwo$¢ komorek na leczenie anty-
ER. W tym celu ponownie przeprowadzono analizy wzrostu 3D w Matrigelu oraz testy
proliferacyjne MTT. Poniewaz w hodowli 3D w Matrigelu same leki anty-ER mocno
hamowaty wzrost komorek, zaobserwowana stabsza odpowiedz wariantow z wyciszona
ekspresja p62 nie byla istotna statystycznie. Jednak w tesScie proliferacyjnym MTT,
w ktorym zastosowano rozne stgzenia fulwestrantu zaobserwowano istotng lepsza
odpowiedz wariantow z wyciszong ekspresja p62 na dziatanie tego leku. Co istotniejsze,
wyciszenie ekspresji p62 znosito efekt ochronny FGF7 wobec obydwu lekéw anty-ER.
Na podstawie otrzymanych wynikow  wywnioskowano, ze sygnalizacja
FGFR2/p62/Nrf-2 wydaje si¢ by¢ zaangazowana w rozwoj opornosci na leki anty-ER.

Koncowy etap projektu obejmowal okreslenie potencjalnej; wartosci
prognostycznej zaleznosci FGFR2/Nrf-2. W tym celu wykonano analizy in silico oparte
o material kliniczny pacjentek z luminalnym A rakiem piersi. Aby zachowa¢ spdjnosc
z naszymi wczesniejszymi analizami materialu klinicznego, na podstawie ktérych

okreslono wartos¢ prognostyczng FGFR2, w niniejszym projekcie przeprowadzono
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analizy na tej samej kohorcie pacjentek (baza danych METABRIC). Zaobserwowana
poprzednio dobra warto$¢ prognostyczna FGFR2 w tej grupie chorych jest nieco
zaskakujaca w $wietle wynikéw badan in vitro dotyczacych udziatu tego receptora
w progresji raka piersi i odpowiedzi na terapie anty-ER. Analiza korelacji pomi¢dzy
poziomem MRNA FGFR2 i NFE2L2 nie wykazata zalezno$ci pomigdzy ekspresja tych
dwoéch gendéw w tkankach pochodzacych od pacjentek. Nastepnie pordwnano cechy
kliniczno-patologiczne pacjentek z wysoka ekspresja FGFR2, r6znigcych sie poziomem
ekspresji NFE2L2. Aby ocenié¢ prognostyczne znaczenie zaleznosci FGFR2/Nrf-2, dalszg
analiz¢ materiatu klinicznego ograniczono do grupy z wysokim poziomem ekspresji genu
FGFR2 (tzw. FGFR2-high) w guzie, ktorg podzielono wzgledem poziomu ekspresji
NFE2L2. Analiza korelacji podgrup FGFR2-high/NFE2L2-low oraz FGFR2-
high/NFE2L2-high z cechami kliniczno-patologicznymi (takimi jak wiek w chwili
diagnozy, wielko$¢ guza, typ histologiczny, stopien ztosliwosci histologicznej, stopien
zaawansowania czy ekspresja HER2) wykazala istotny statystycznie zwigzek jedynie
z wiekiem pacjentek w chwili postawienia diagnozy. Pacjentki FGFR2-high/NFE2L2-
high charakteryzowaty si¢ mtodszym wiekiem w momencie diagnozy. Oceniono rowniez
czy Nrf-2 wplywa na warto$¢ rokownicza FGFR2 w badanej grupie chorych. Analiza
czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby (RFS) wykazata, ze pacjentki o fenotypie
FGFR2-high posiadajace wysoka ekspresjc NFE2L2 charakteryzowaty si¢ krotszym
czasem przezycia wolnym od nawrotu choroby niz grupa FGFR2-high/NFE2L2-low.
Otrzymane dane sugerujg, ze podgrupa pacjentek FGFR2-high jest niejednorodna.
Wydaje si¢, ze oznaczenie ekspresji NFE2L2 ujawnia pacjentki, u ktorych ekspresja
FGFR2 ma gorsze rokowanie. Dane literaturowe potwierdzaja zta warto$¢ prognostyczna
Nrf-2 w raku piersi (Almeida et al, 2020; Bekele et al, 2016; Bocci et al, 2019; Cha et al,
2017; Guo & Shen, 2017; Onodera et al, 2014; Wolf et al, 2016). Wysoki poziom
ekspresji Nrf-2 u pacjentek z rakiem piersi wigzat si¢ z krotszym czasem przezycia
catkowitego (OS) oraz czasem przezycia wolnego od choroby (DFS). Warto zauwazy¢,
ze przeprowadzone analizy korelacji genow nie sa doskonatym sposobem weryfikacji
efektow obserwowanych w badaniach in vitro wykonanych w tym projekcie. Optymalne
byloby sprawdzenie korelacji FGFR2/Nrf-2 na poziomie biatka (oznaczonych
immunohistochemicznie) z uwzglednieniem lokalizacji komodrkowej Nrf-2 i jego
aktywnosci np. w postaci ,,odcisku transkrypcyjnego” Nrf-2 zaleznych genow.
Podsumowujac, praca po raz pierwszy dowiodla udzialu FGFR2 w regulacji

wspoétzalezno$ci p62/Keap 1/Nrf-2, majgcego negatywny wplyw na odpowiedz komorek

104



luminalnego raka piersi na terapie anty-ER (proponowany mechanizm przedstawia
Ryc. 28). Zebrane w niniejszym projekcie dane z analiz in silico wydaja si¢ by¢ waznym
uzupelieniem wykazanej przez nasz zesp6ot ztozonej wartosci prognostycznej FGFR2.
Wydaje sig, ze Nrf-2 moglby petnic role markera wskazujacego na potencjalne wdrozenie
terapii anty-FGFR u chorych z luminalnym rakiem piersi, przyktadowo w kombinacji
z lekami anty-ER. W perspektywie kolejnych lat istotna wydaje si¢ rdwniez ocena
bezpieczenstwa inhibitoréw Nrf-2 poprzedzajaca okreslenie skutecznosci klinicznej

potencjalnej terapii taczacej inhibitory FGFR 1 Nrf-2.
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Rycina 28. Proponowany mechanizm regulacji wspolzaleznosci p62/Keap1/Nrf-2 przez
FGFR2 w luminalnym raku piersi. W wyniku aktywacji sygnalizacji FGFR2 w komorce
nowotworowej dochodzi kolejno do aktywacji kinazy AMPK, kompleksu ULK1 i biatka p62,
rezultatem czego jest dysocjacja kompleksu Keapl/Nrf-2 (w zdrowej komoérce w warunkach
fizjologicznych Keapl kieruje Nrf-2 do degradacji na drodze proteasomalnej). Keapl zwigzany
przez p62 moze by¢ kierowany do degradacji w procesie autofagii, z kolei niezwigzany Nrf-2
wedruje do jadra komdrkowego, gdzie oddziatujac z biatkami sSMAF wigze si¢ do miejsca ARE
w obrebie promotora regulowanych przez niego gendw. Aktywno$¢ transkrypcyjna Nrf-2 moze
prowadzi¢ do pogorszenia rokowania pacjentek z luminalnym A rakiem piersi. Schemat powstat

z wykorzystaniem programu BioRender.com.
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