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l. Wstep
1. Nowotwadr piersi

Rak piersi jest jednym z trzech najczestszych nowotworéw na s$wiecie [1]. Wsrdéd
kobiet jest to zaréwno gtdwnie wystepujgcy nowotwor jak i najwazniejsza przyczyna smierci
zwigzana z chorobg nowotworowag [2]. Rak piersi wystepuje rowniez wsréd mezczyzn jednak
odsetek zachorowan jest niepomiernie mniejszy niz w populacji kobiet (ok. 1%) [3] i co

ciekawe wigze sie ze znaczgco gorszym rokowaniem [4].

Rozwdj nowotworu piersi zwigzany jest najczesciej z czynnikami hormonalnymi,
srodowiskowymi oraz stylem zycia. Czynniki genetyczne takie jak dziedziczenie mutacji,
odgrywaja kluczowg role w ok. 10% przypadkéw raka piersi [5]. Nie mniej zaleca sie

identyfikacje kobiet zagrozonych przede wszystkim mutacjami w genach BRCA1 i BRCA2 [2].

Bioragc pod uwage cechy kliniczno-patologiczne rak piersi stanowi wysoce
niejednorodng grupe nowotwordw. Wyrdézniamy przypadki charakteryzujace sie powolnym
wzrostem guza nowotworowego oraz korzystnym rokowaniem, jak réwniez nowotwory o
bardzo agresywnym przebiegu i wysokiej smiertelnosci [6].

W zalezno$ci od rodzaju nowotworu piersi stosuje sie rézne typy leczenia takie jak
zabieg chirurgiczny, hormonoterapie, radioterapie, chemioterapie oraz immunoterapie [1,
7]. W ostatnich latach wéréd pacjentek, u ktdrych zdiagnozowano nowotwoér piersi gtéwnym
celem terapii stato sie unikanie zarowno niedostatecznego jak i nadmiernego leczenia, co ma

Scisty zwigzek z wdrazaniem spersonalizowanej terapii [1].

1.1. Budowa gruczotu piersiowego

Kobiecy gruczot piersiowy, zbudowany jest z przewoddw mlecznych oraz okoto 12-20
ptatéw, ktore sg dalej podzielone na mniejsze zraziki — Rycina 1. Oprdcz tkanki gruczotowej
kobiece piersi zawierajg rowniez tkanke ttuszczowa, tkanke tgczng oraz kilka wtékien miesni
gtadkich. Catos¢ otoczona jest przez sie¢ nerwdw, naczyn krwionosnych, naczyn
limfatycznych i weztéw chtonnych. Piersi bedace narzagdem gruczotowym, sg bardzo wrazliwe
na zmiany hormonalne obserwowane w kazdym cyklu menstruacyjnym oraz podczas cigzy.
Dodatkowo w dojrzatej tkance wystepujg komodrki prekursorowe, ktore sg w stanie

syntetyzowac nowe jednostki kanatowo-zrazikowe [7, 8].



, Miesien piersiowy wiekszy
/ Zraziki tworzace ptaty

/ Przewody mleczne

Brodawka sutkowa

Zebro

“ ' T~Tkanka thuszczowa

Rycina 1. Budowa gruczotu piersiowego w modyfikacji wtasnej [8].

1.2. Etiopatogeneza

Najczesciej hiperproliferacja przewodowa i nastepujaca po niej stymulacja czynnikami
kancerogennymi zapoczatkowujg rozwdj nowotworu piersi [9]. Prawidtowe komodrki majg
ograniczong regulacje wzrostu i réznicowania w celu zachowania prawidfowej struktury oraz
funkcji. Natomiast komadrki nowotworowe charakteryzujg sie przedtuzong i niekontrolowang
proliferacjg bez koniecznosci udziatu bodzcéw zewnetrznych [10]. Moze to wynikaé
z wystgpienia mutacji w genach zaangazowanych w kodowanie szlakdw ochronnych

RAS/MEK/ERK i PI3K/AKT. Mutacje te powodujg niezdolno$¢ do przechodzenia przez komoérke na

szlak programowanej $mierci i tym samym prowadzg do transformacji nowotworowej [7].

Na wystepowanie raka piersi wptyw majg zarowno czynniki genetyczne, jak i

srodowiskowe [7]. Wiekszos¢ nowotwordw piersi rozwija sie w wyniku mutacji

somatycznych o charakterze sporadycznym, powstatych w ciggu zycia. Pozostate przypadki
nowotworu piersi to pacjenci ze znang dziedziczng mutacja, do ktorych nalezg przede wszystkim

mutacje w genach zaangazowanych w naprawe DNA takich jak BRCA1 i BRCA2 oraz
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rzadziej wystepujace mutacje w genach p53, PTEN, CDH1, STK11, PALB2, CHECK2, ATM i NF1

[10]. W zwiazku z tym istniejg dowody na to, iz zastosowanie profilowania ekspresji gendéw
wystepujgcych w raku piersi moze by¢ silniejszym oraz lepszym wskaznikiem prognostycznym niz
tradycyjne determinanty, takie jak rozmiar guza i status zajecia weztéw chtonnych [11].

Istniejg dwie hipotetyczne teorie dotyczace inicjacji i progresji raka piersi: teoria

nowotworowych komdérek macierzystych i teoria stochastyczna — Rycina 2 [9].

Teoria
nowotworowych Teoria
komoérek stochastyczna
macierzystych

Nowotwor
piersi

Rycina 2. Teorie powstawania nowotworéw piersi (rycina wtasna) [9].

W odniesieniu do karcynogenezy i progresji nowotworu teoria komodrek
progenitorowych/macierzystych jest sprzeczna z tradycyjnym podejsciem stochastycznym.
Zgodnie z tradycyjnym podejsciem rokowanie jest podyktowane faktyczng liczbg inwazyjnych
lub przerzutowych komdrek nowotworowych, dlatego celem interwencji terapeutycznych
jest ograniczenie tej liczby do minimum. Teoria komodrek progenitorowych/macierzystych
przewiduje, ze tylko niektére (i prawdopodobnie mniejszos¢) komérek nowotworowych sg
faktycznie odpowiedzialne za progresje guza i pdzniejsze wyniki kliniczne, a leczenie powinno
by¢ ukierunkowane tylko na te komaérki [11].

Teoria komérek macierzystych raka sugeruje takie, ze wszystkie podtypy
nowotworéw pochodzg z tych samych komérek macierzystych Ilub komodrek
progenitorowych. Nabyte mutacje genetyczne i epigenetyczne w komdrkach macierzystych

lub komérkach progenitorowych prowadza do réznych fenotypdw guza — Rycina 3 [9].
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komaorki macierzyste "komorki macierzyste” podtypy raka piersi
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’ czynniki rakotworcze ER- PR- HER2 +

~

. transformacja genetyczna i
epigenetyczna

Rycina 3. Pochodzenie podtypdw nowotwordw piersi na podstawie teorii komodrek

macierzystych w modyfikacji wtasnej [9].

Natomiast zgodnie z teorig stochastyczng kazdy podtyp nowotworu piersi jest
zapoczatkowany przez pojedynczy typ komodrki (komdrka macierzysta, komorka
progenitorowa lub komdrka zrézinicowana) — Rycina 4. Losowe mutacje mogg stopniowo
gromadzi¢ sie w dowolnych komdrkach piersi, a gdy skumuluje sie odpowiednia ilo$¢ mutacji
prowadzg do transformacji komérek zdrowych w nowotworowe. Chociaz obie teorie sg
poparte wieloma danymi, zadna z nich nie jest w stanie w petni wyjasni¢ patogenezy

nowotworu piersi. Dlatego dalsze badania w tym zakresie sg konieczne [9].
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komorki progenitorowe raka piersi
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Rycina 4. Pochodzenie podtypéw nowotwordw piersi na podstawie teorii stochastycznej w

modyfikacji wiasnej [9].

1.3. Epidemiologia

Aktualne prognozy i statystyki wskazujg na globalny trend wzrostu zaréwno
zachorowalnosci na raka piersi, jak i zwigzanej z nim $Smiertelnosci [6]. W 2020 r. na catym
Swiecie zdiagnozowano raka piersi u ok. 2,3 miliona kobiet oraz odnotowano ok. 685 tys.
zgonodw z tego powodu [12].

Kwestie spoteczno-ekonomiczne okresla sie mianem niezwykle istotnych w kontekscie
odwrdcenia Swiatowego trendu wzrostu zachorowalnosci i Smiertelnosci z powodu raka piersi
[6]. Dostepne statystyki sugerujg, ze wskazniki zachorowalnosci i Smiertelnosci w krajach
wysoko rozwinietych obnizajg sie, podczas gdy w krajach rozwijajacych sie wskazniki te
rosng. Rdznice te mogg wynika¢ ze zmieniajgcego sie profilu czynnikéw ryzyka oraz
dysproporcji w dostepie zaréwno do badan przesiewowych jak i nowoczesnych terapii czy
metod diagnostycznych stosowanych w leczeniu nowotworu piersi [2]. Wedtug Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) wczesne wykrywanie raka piersi

stanowi podstawe poprawy wynikdw leczenia oraz catkowitego przezycia [7].
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1.3.1. Zachorowalnos¢

Globalnie nowotwdr piersi jest najczesciej diagnozowanym nowotworem wsréd
kobiet. W 2020 roku nowotwor ten byt najczesciej diagnozowanym nowotworem u kobiet w
158 krajach Swiata. W Tabeli 1 przedstawiono szacowane dane WHO dotyczace

zachorowalnosci na raka piersi w 2020 roku w Polsce, Europie oraz na Swiecie [12].

Dodatkowo warto zwréci¢ uwage na systematyczny wzrost zachorowalnos¢ na raka
piersi w Polsce. Na podstawie danych Krajowego Rejestru Nowotworéw w 1999 roku w
Polsce zdiagnozowano 10 903 nowe przypadki nowotworu piersi, natomiast w 2018 roku
liczba nowo rozpoznanych pacjentek z nowotworem piersi wzrosta o okoto 73% i wyniosta 18

869 przypadkdw [13], a w 2020 byto to juz 24 644 pacjentek [12].

Tabela 1. Szacowana zachorowalnos¢ na raka piersi oraz nowotwory wséréd kobiet w 2020
roku na podstawie danych WHO [12].

Zachorowalnos¢ Zachorowalnosc¢

Zachorowalno$¢ naraka piersina Zachorowalnos¢  na nowotwory

na raka piersi 100 tys. na nowotwory na 100 tys.
mieszkancow mieszkancow
Polska 24 644 68,7 101 807 249,6
Europa 531 086 74,3 2 058 826 256,4
Swiat 2261419 47,8 9227484 186,0

1.3.2. Smiertelnoé¢

Rak piersi w 2020 roku w 108 krajach swiata stanowit najczestszg przyczyne Smierci
kobiet z powodu choroby nowotworowej. Dlatego tez zostat uznany za gtéwng Swiatowa
przyczyne Smierci z przyczyn nowotworowych w tej grupie. Tabela 2 zawiera szacowane
dane WHO dotyczace Smiertelnosci z powodu raka piersi w 2020 r. na obszarze Polski,

Europy oraz Swiata [12].

W Polsce obserwujemy rowniez wzrost Smiertelnosci spowodowanej rakiem piersi. Z
danych Krajowego Rejestru Nowotwordéw wynika, ze pomiedzy rokiem 1999 a 2018 w Polsce

odnotowano wzrost 0 51% liczby zgondw z powodu nowotworu piersi. Liczba Smiertelnych
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przypadkéw wynosita odpowiednio 4 553 oraz 6 895 [13], a w 2020 roku byto to az 8 805
kobiet [12].

Tabela 2. Szacowana $miertelnos¢ na raka piersi oraz nowotwory wsrdd kobiet w 2020 roku
na podstawie danych WHO [12].

Smiertelno$é na Smiertelno$¢ na
Smiertelnos$¢ na raka piersi na Smiertelnosé na nowotwory na
raka piersi 100 tys. nowotwory 100 tys.
mieszkancow mieszkancow
Polska 8 805 17,9 54 074 108,2
Europa 141 765 14,8 871 206 85,2
Swiat 684 996 13,6 4429323 84,2

1.4. Czynniki ryzyka wystgpienia nowotworu piersi

Rak piersi w 90% przypadkdéw jest zwigzany z czynnikami $Srodowiskowymi,
reprodukcyjnymi i stylem zycia. Niektére z nich nalezg do potencjalnie modyfikowalnych [5].
W tym kontekscie istotne wydajg sie by¢ aktualnie stosowane, bardziej bezposrednie i
skuteczne niz stosowane w przesztosci, metody profilaktyki takie jak badania przesiewowe,
chemoprewencja, czy profilaktyka biologiczna [9]. Wystgpienie nowotworu piersi jest
zwigzane z zaburzeniem réwnowagi pomiedzy czynnikami ryzyka a stosowanymi dziataniami

z zakresu profilaktyki — Rycina 5.

Obserwowane rdéznice we wzorcach zachorowalnosci na nowotwér piersi w réznych
krajach sg determinowane réwniez przez czynniki kulturowe oraz ogélnokrajowe kampanie
informacyjno-profilaktyczne. Przyktadem moze by¢ globalny wzrost zachorowalnosci na raka
piersi obserwowany pomiedzy 1980 r. a 2000 r. Prawdopodobnie jego przyczyng byty zmiany
zwigzane z czynnikami reprodukcyjnymi takie jak pdzniejszy wiek pierwszej cigzy, a takie
wzrost swiadomosci i zwigzany z tym wazrost liczby wykonywanych przesiewowych badan

mammograficznych [14].
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& profilaktyka

piologiczna

reprodukc

chemlo-
pmﬁlakwkﬂ

badania
przesiewowe

Rycina 5. Czynniki wptywajgce na wystgpienie raka piersi na podstawie Sun i wsp. [9].

Szacuje sie, ze okoto 20% przypadkéw nowotworu piersi na catym swiecie mozna
przypisa¢ modyfikowalnym czynnikom ryzyka, w szczegélnosci stylowi zycia i wynikajacej z
niego nadwadze lub otytosci [14]. Znajomo$é czynnikdw ryzyka zwigzanych ze zwiekszonym
ryzykiem zachorowania na nowotwor piersi pozwala na okreslenie najbardziej narazonych

grup, w ktérych dziatania profilaktyczne moga niesé najwiecej korzysci — Tabela 3.

Tabela 3. Wybrane czynniki ryzyka zachorowania na raka piersi w modyfikacji wtasnej [15].

Kategoria Czynnik Zwiekszone ryzyko gdy:
Cechy osobnicze Wiek Powyzej 50 lat
Ptec Kobieta
Gen BRCA1/BRCA2 Wystepowanie mutacji
Czynniki genetyczne Rak piersi u krewnego

Wywiad rodzinny
pierwszego stopnia

Spozycie alkoholu Nadmierne
o Bogata w nasycone kwasy
Styl zycia Dieta
ttuszczowe
BMI Powyzej 35 kg/m?
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e s . Miejsce zamieszkania
Czynniki sSrodowiskowe )

Kraje rozwiniete

Promieniowanie jonizujace

Ekspozycja w mtodym wieku

Pierwsza miesigczka

Przed 11 rokiem zycia

Pierwsza cigza

Po 40 roku zycia

Czynniki reprodukcyjne Menopauza Po 54 roku zycia

Hormonalna terapia wieku
Ponad 10 lat stosowania
menopauzalnego

BMI — indeks masy ciata, ang. body mass index

1.5. Klasyfikacja raka piersi

Rak piersi obejmuje niejednorodny zbiér nowotworéw o rdéinych cechach
morfologicznych, fenotypowych i molekularnych. Rycina 6 przedstawia najczesciej

stosowane w praktyce onkologicznej klasyfikacje nowotworu piersi.

W zaleznosci od charakterystyki danego guza stwierdzana jest zrdinicowana
odpowiedZ na leczenie oraz mozliwe jest okreslenie prawdopodobiedstwa nawrotu i

przewidywanego catkowitego czasu przezycia [16].

N
Klasyfikacja raka
piersi

S

=

Klasyfikacja Klasyfikacja Klasyfikacja
Klasyfikacja TNM

histologiczna molekularna Elston-Ellis

A S S S

Rycina 6. Aktualnie stosowane klasyfikacje raka piersi [16].

1.5.1. Klasyfikacja histologiczna

Ztotym standardem diagnozowania raka piersi jest okreslenie typu histologicznego
komodrek nowotworowych. Ocenie poddaje sie zaréwno architekture komdrek
nowotworowych jak i komdrkowy wzorzec wzrostu. Na tej podstawie rak piersi moze zostaé
podzielony na trzy podstawowe typy: rak przedinwazyjny, rak mikroinwazyjny oraz rak
inwazyjny — Rycina 7 [17]. Inwazyjne typy raka piersi charakteryzujg sie przechodzeniem

komodrek nowotworowych przez btone podstawng i naciekaniem otaczajgcych tkanek [16].
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Wsrdd inwazyjnych rakéw piersi istnieje ponad 20 rdézinych podtypéw histologicznych.
Najczestszym jest inwazyjny rak przewodowy bez specjalnego typu (IDC-NST, ang. invasive
ductal carcinoma - no special type), nie wykazujgcy Zzadnych specyficznych cech
morfologicznych. Dotyczy ponad 70% wszystkich nowotworéw inwazyjnych. Natomiast
inwazyjny rak zrazikowy (ILC, ang. invasive lobular carcinoma) stanowi okoto 10% wszystkich
nowotwordw inwazyjnych. Pozostate to mniej powszechne typy histologiczne, takie jak rak
Sluzowy, sitowaty, mikrobrodawkowaty, brodawkowaty, cewkowy, rdzeniasty,

metaplastyczny i apokrynowy [18].

Rak przewodowy
Rak ity situ
przedinwazyjny Rak zrazikowy
insitu
typ formowania rurek

Rak

mikroinwazyjny

- typ solidny
Inwazyjny rak

przewodowy -
bez specjalnego

typu

typ wioknisty

inwazyjny rak
zraziko

o=
=
3
8
]
c
S
g
)
=
]
=

rak kanalikowy

Rak inwazyjny

inwazyjny rak sitowaty
rak sluzowy
rak rdzeniasty

: rak apokrynowy
Typy specjalne

rak metaplastyczny

inwazyjny rak
mikrobrodawkowaty

rak sekrecyjny

rak gruczofowo-
torbielowa

Rycina 7. Histologiczna klasyfikacja raka piersi na podstawie Cserni [17].
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1.5.2. Klasyfikacja molekularna

Ocena ekspresji receptora estrogenowego (ER, ang. estrogen receptor), receptora
progesteronowego (PR, ang. progesterone receptor) oraz ludzkiego naskérkowego czynnika
wzrostu 2 (HER2, ang. human epidermal growth factor receptor 2) jest rutynowym
postepowaniem w diagnozowaniu i leczeniu raka piersi. ER i PR to receptory jadrowe
steroidow pfciowych odpowiedzialnych za stymulacje wzrostu zaréwno prawidtowego jak i
zmienionego nowotworowo nabtonka piersi. Ich ekspresja wystepuje w okoto 75%
wszystkich nowotwordw piersi i jest scisle zwigzana ze skutecznoscig oraz zasadnoscia

zastosowania terapii hormonalnej [18].

Na podstawie immunohistochemicznej oceny ekspres;ji ER, PR, HER2, nowotwor piersi
zostat podzielony na 4 podstawowe podtypy molekularne: luminalny A, luminalny B,

nieluminalny HER2 dodatni oraz typ potrdjnie ujemny — Rycina 8 [19].

R L) )

Ekspresja Ekspresja Ekspresja
ER PR HER2

Luminalny A * ER(+), PR(+), HER2 (-)

« ER (+), PR (+), HER2 (+)

Luminalny B o ER (+), PR (-) lub (+), HER2 (-)

Nieluminalny
HER2 dodatni

* ER (1), PR (1), HER2 (+)

oluge] o I(=H0](=1010\"A * ER (-), PR (), HER2 (-)

Rycina 8. Podtypy molekularne nowotworu piersi ze wzgledu na ekspresje wybranych

markeréw [19].
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Typ luminalny A jest najczestszym podtypem molekularnym, reprezentujgcym 40%-
50% inwazyjnych rakéw piersi. Charakteryzuje sie niskim stopniem ztosliwosci, z najlepszym
rokowaniem wsrdd wszystkich podtypéw molekularnych [18].

Nowotwory luminalne B stanowigce okoto 20-30% rakéw piersi majg tendencje do
wyzszego stopnia zaawansowania i majg gorsze rokowanie niz raki luminalne A. Wykazuja nizsza
ekspresje gendéw zwigzanych z ER, ale wyzszg ekspresje gendw zwigzanych z proliferacjg oraz

zmienng ekspresje gendw zwigzanych z HER2 niz nowotwory luminalne A [18].

Podtyp nieluminalny z nadekspresjg HER2 obejmuje 12-20% wszystkich inwazyjnych
rakdw piersi. Charakteryzuje sie wysokim stopniem ztosliwosci i wigze sie z agresywnym
przebiegiem klinicznym. Jednak warto zwréci¢ uwage, ze jest to podtyp bardzo wrazliwy na
immunoterapie ukierunkowang na komorki z ekspresjg HER2, co skutkuje znacznie lepszym
catkowitym przezyciem pacjentek [18].

Podtyp potrdjnie ujemny nowotworu piersi wystepujacy w 15-20% przypadkéw
wykazuje nadekspresje gendw zwigzanych z proliferacja, innych niz geny zwigzane z ER, PR
i HER2. Histologicznie zwykle s3 to guzy wysokiego stopnia zfosliwosci, z wysokim
wskaznikiem proliferacji. Pacjenci majg zte rokowanie, a nawroty moga wystgpi¢ w okresie 2-

5 lat od rozpoznania [18].

1.5.3. Klasyfikacja TNM

Ocena stopnia zaawansowania klinicznego TNM, opublikowana przez Amerykanski
Wspdlny Komitet ds. Raka (AJCC, ang. American Joint Committee on Cancer), wykorzystuje
zaréwno informacje kliniczne, jak i patologiczne takie jak: wielko$¢ guza (T), status zajecia
regionalnych weztéw chtonnych (N) oraz obecnos¢ przerzutéw odlegtych (M) — Rycina 9 [18,

20].
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BN B

' TX Brak mozliwoéci ocenyj f pNX Brak mozliwosci ) i i )
guza | oceny regionalnych | MO Brak przerzutow
2 = weztow chfonnych | odlegtych
— TO Brak guza — - -
) pPNO Brak przerzutow a N
T g - do regionalnych
- Tis Rak in situ weztow chtonnych | MO (i+) Komorki raka
) - % wykryte mikroskopowo
» = PN1 Przerzuty: 1-3 lub technikami biologii
171 Guz wielkosci < 20 mm —  regionalne wezty — molekularnej we krwi
| } L chtonne ) lub innych tkankach
- — ~ . oprocz lokalnych
|| T2 Guz wielkosci > 20 mm ( pN2 Przerzuty: 4-9 weztéw chtonnych
| ale £50 mm } — regionalne wezty
5 x 4 chtonne ) \ 7
:3 Guz wielkosci > 50 mm | = ON3 Przerzuty: 10 ~ a )
N wiecej weztow M1 Przerzuty do
T4 Guz dowolnej chtonnych pachowych narzadéw odlegtych
|| wielkosci naciekajgcy L | lub >3 weztow —  wieksze niz 0,2 mm;
skére i/lub $ciane klatki chtonnych pachowych wykryte klinicznie lub
piersiowej i piersiowych radiologicznie
- / wewnetrznych lub
\ wezet nadobojczykowy \_ W,

Rycina 9. Klasyfikacja wielkosci guza pierwotnego (T), statusu zajecia regionalnych weztéw
chtonnych (N) oraz obecnosci przerzutéw odlegtych (M) w raku piersi na podstawie Giuliano i

wsp. [20].

Klasyfikacja stopnia zaawansowania raka piersi wg klasyfikacji TNM tgczy te trzy
parametry i pozwala okresli¢ jeden z 5 podstawowych stadiéw choroby (0, I, II, Il i IV) —

Rycina 10 [18, 20].

[

TisNOMO |‘,T|1NOMO ‘ | TONImi | || Ton: | [ T2n2 | |f T2N2 T4NO | . Kazdy T
MO MO MO MO MO 'ﬁ‘; 'JJ Kazdy N
TiINImi | |[ TINT T3N0 | |[T2N2 T4N1 L
MO MO MO MO MO
T2NO [T3N1 T4AN2
MO MO MO
(T3Nn2
MO

Rycina 10. Klasyfikacja stopnia zaawansowania klinicznego raka piersi wg klasyfikacji TNM na

podstawie Giuliano i wsp. [20].
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Dodatkowo w VIII. wydaniu klasyfikacji TNM sporzgdzonym przez AJCC informacje o
stopniu zaawansowania zostaty potgczone z istotnymi informacjami dotyczgcymi biologicznej
natury guza (status ER, PR i HER2) w celu przypisania stopnia zaawansowania
prognostycznego. Klasyfikacja prognostyczna pozwala oming¢ ograniczenia zwigzane z oceng
jedynie anatomicznego zakresu choroby i dostarcza dokfadniejszych informacji
prognostycznych niz poprzednie systemy klasyfikacji [18, 21]. W Tabeli 4 przedstawiono
przyktady rdéznic pomiedzy stopniem zaawansowania wg klasyfikacji TNM a stopniem

zaawansowania prognostycznego.

Tabela 4. Przyktadowe rdznice pomiedzy stopniem zaawansowania wg klasyfikacji TNM a

stopniem zaawansowania prognostycznego w zaleznosci od statusu markeréw

molekularnych na podstawie Kalli i wsp. [21].

Stopien
Stopien
ENLEERL LY Markery molekularne zZaawansowania
zaawansowania

prognostycznego
T2N1MO ER (+), PR (+), HER2 (+) 1B IB
T2N1MO ER (-), PR (), HER2 (-) 1B 1B
T3NOMO ER (+), PR (+), HER2 (+) 1B IB
T3NOMO ER (-), PR (-), HER2 (-) 1B B
T3N2MO ER (+), PR (+), HER2 (+ lub -) A A

ER — receptor estrogenowy, ang. estrogen receptor; PR — receptor progesteronowy, ang. progesterone receptor; HER2 — ludzki naskérkowy
czynnik wzrostu 2, ang. human epidermal growth factor receptor 2; T2 — guz wielkos$ci > 20 mm oraz < 50 mm; T3 — guz wielkosci > 50 mm;
N1 — przerzuty do 1-3 regionalnych weztéw chtonnych; N2 — przerzuty do 4-9 regionalnych weztéw chtonnych; MO — brak przerzutéow
odlegtych.

1.5.4. Klasyfikacja stopnia ztosliwosci histologicznej Elston-Ellis

Okreslenie stopnia ztodliwosci histologicznej opiera sie na mikroskopowej ocenie
zrdéznicowania tkanki guza. W raku piersi jest to prosta, niedroga, doktadna i poddana walidacji
metoda stuzgca do oceny rokowania oraz podejmowania decyzji terapeutycznych. Dlatego w
tych czesciach $wiata, w ktérych ograniczony jest dostep do nowych technologii stanowi

zatwierdzong alternatywe dla testéw molekularnych. Klasyfikacja ta opiera sie na ocenie
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trzech cech morfologicznych: stopnia uformowania kanalikéw lub gruczotéw, pleomorfizmu
jadrowego oraz wskaznika mitotycznego [22].

Obecnie WHO i AJCC zalecaja ocene stopnia ztosliwosci histologicznej wytgcznie na
postawie klasyfikacji Blooma-Richardsona-Scarffa w modyfikacji Elstona i Ellisa [22, 23].
Klasyfikacja ta ocenia kazdy z trzech parametréw za pomocg liczbowego systemu punktacji
od 1 do 3, a wynik sumaryczny pozwala na okreslenie jednego z trzech stopni ztosliwosci

histologicznej — Rycina 11 [23].

Pleomorfizm

Formowanie

cewek
i gruczotow

jadrowy

= mafe, regularne
jednorodne: 1 pkt

Liczha figur
podziatu
komorek

* umiarkowanie

o 575%: 1 pkt powiekszone : o
iniei - * zalezy od wielkosci
« 10-75%: 2 pkt i niejednorodne: 2 pkt zy

A * wyraznie pota widzenia; 1-3 pkt
e pleomorficzne: 3 pkt

Stopiert 1: 3-5 pkt
Stopien 2: 6-7 pkt
Stopien 3: 8-9 pkt

Rycina 11. Klasyfikacja stopnia ztosliwosci histologicznej raka piersi w modyfikacji Elston-Ellis

na podstawie Jassem i wsp. [23].

1.6. Leczenie raka piersi

Schemat leczenia raka piersi moze obejmowac¢ metody takie jak: zabieg chirurgiczny,
radioterapia, hormonoterapia, chemioterapia lub immunoterapia — Rycina 12 [24]. Wybodr
podejscia terapeutycznego uwzglednia duzg réznorodnos¢ fenotypow i genotypdw
nowotworu piersi oraz zalezy przede wszystkim od: typu molekularnego, typu
histologicznego, stopnia zaawansowania klinicznego (staging), stopnia ztosliwosci

histologicznej (grading), statusu menopauzalnego oraz choréb wspottowarzyszgcych [24-26].
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Leczenie raka
piersi

Leczenie Leczenie
miejscowe systemowe

Leczenie . . P
Radiojrapia chirurgiczne

Hormonoterapia Chemioterapia Immunoterapia

Rycina 12. Metody wykorzystywane w leczeniu raka piersi (rycina wtasna) [24].

Dodatkowo w przypadku raka piersi zastosowanie leczenia uzupetniajgcego w postaci
leczenia systemowego i/lub radioterapii przed lub po leczeniu chirurgicznym pozwala

wyrozni¢ odpowiednio terapie neoadjuwantowgq lub adjuwantowg — Rycina 13 [27].

Leczenie Leczenie Leczenie

neoadjuwantowe chirurgiczne adjuwantowe

Rycina 13. Podziat leczenia uzupetniajgcego (rycina wtasna) [27].

Ze wzgledu na heterogeniczny charakter raka piersi oraz pomimo dostepnosci wielu
opcji terapeutycznych caty czas poszukiwane sg nowe terapie, ktdre pozwolityby na mozliwie

najwieksze zmniejszenie ilosci nawrotéw oraz zgondw zwigzanych z nawrotem choroby [26].

1.6.1. Terapia neoadjuwantowa

Termin terapia neoadjuwantowa dotyczy leczenia nowotworu stosowanego przed
zabiegiem operacyjnym. Ma na celu zmniejszenie masy guza i umozliwienie operacji
oszczedzajacej piers zamiast mastektomii [28]. Tradycyjnie leczenie systemowe wsréd
pacjentek z rakiem piersi byto stosowane po operacji. Jednak w ostatnich latach systemowa

terapie neoadjuwantowa uwaza sie za rownie skuteczng opcje terapeutyczng w poréwnaniu
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z terapig adjuwantowa [29]. Najczesciej stosowane rodzaje terapii neoadjuwantowych wraz z

okresleniem celu terapeutycznego oraz grupy docelowej zostaty zawarte w Tabeli 5.

Tabela 5. Rodzaje terapii neoadjuwantowej na podstawie [27, 30].

Rodzaj terapii Cel zastosowania terapii
Grupa docelowa

neoadjuwantowej neoadjuwantowej

- gtéwnie pacjentki z rakiem - zwieksza czestos¢ operacji
Hormonoterapia
piersi ER (+) po menopauzie oszczedzajacych piers

- gtéwnie pacjentki z

miejscowo zaawansowanym
- zwieksza czestos¢ operacji
rakiem piersi bez
oszczedzajacych piers,
przerzutéw odlegtych,
Chemioterapia - pozwala na unikniecie
- najwieksze szanse
wyciecia pachowych weztéw
powodzenia w przypadku
chtonnych
raka piersi HER2 (+) lub

potréjnie ujemnego

ER — receptor estrogenowy, ang. estrogen receptor; HER2 — ludzki naskorkowy czynnik wzrostu 2, ang. human epidermal growth factor

receptor 2.

1.6.2. Terapia adjuwantowa

Terapia adjuwantowa jest podawana po zastosowaniu leczenia chirurgicznego w celu
wyeliminowania klinicznie i radiologicznie utajonej choroby mikroprzerzutowej, ktéra w
przypadku braku zastosowania leczenia moze przeksztatci¢ sie w jawne przerzuty [30].
Okreslenie ryzyka nawrotu choroby nowotworowej oraz podjecie decyzji, ktdrzy pacjenci
powinni otrzymac leczenie uzupetniajgce opiera sie m.in. na informacjach takich jak rozmiar

guza, stan zajecia weztéw chtonnych oraz stan ekspresji receptoréw hormonalnych [31].

Terapia hormonalna, chemioterapia i terapia celowana anty-HER2 oparte s3 na
réznych mechanizmach przeciwnowotworowych jednak wszystkie majg za zadanie poprawe

wskaznikéw przezycia wolnego od progresji choroby jak rowniez przezycia catkowitego [27].

Tabela 6 przedstawia dostepne terapie adjuwantowe w zaleznosci od klasyfikacji

molekularnej nowotworu piersi.
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Tabela 6. Mozliwosci ogdlnoustrojowej terapii adjuwantowej w raku piersi w modyfikacji

wiasnej [32].

Podtypy raka piersi Ogodlnoustrojowa terapia adjuwantowa

Ekspresja Ekspresja Podtyp Hormono- Chemio-  Immunoterapia
receptoréow HER2 molekularny terapia terapia (anty-HER2)
hormonalnych
+ - Luminalny A Tak Tak Nie
lub
luminalny B

HER2 (-)

+ + Luminalny B Tak Tak Tak
HER2 (+)

- + Nieluminalny Nie Tak Tak
HER2 (+)

- - Potrdjnie Nie Tak Nie
ujemny

HER2 — ludzki naskérkowy czynnik wzrostu 2, ang. human epidermal growth factor receptor 2.

1.6.3. Rodzaje leczenia chirurgicznego raka piersi

Dla wiekszosci kobiet z rakiem piersi resekcja guza nadal pozostaje podstawowym
sposobem leczenia [33]. Stosowane opcje chirurgiczne mozna podzieli¢ na dwie gtdwne grupy w
zaleznosci od usuniecia czedci lub catego gruczotu piersiowego, w ktérym znajduje sie guz.
Wyrdzniamy operacje oszczedzajaca piers (BCS, ang. breast-conserving surgery) obejmujaca
czesciowg mastektomie i chirurgie onkoplastyczng oraz mastektomie skfadajgcy sie z
mastektomii prostej, mastektomii radykalnej lub radykalnej zmodyfikowanej, a takze
z mastektomii z rekonstrukcjg piersi — Rycina 14. W ostatnich latach obserwuje sie rosngce
zastosowanie leczenia chirurgicznego potgczonego z metodami rekonstrukcji piersi, ktére

stanowig kluczowg role w poprawie jakosci zycia pacjentek [34].
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Leczenie
chirurgiczne

Operacja Maste ktomia oszczedzajaca

piers
Chirurgia Czesciowa

onkoplastyczna mastektomia

Mastektomia z

Prosta mastektomia L
rekonstrukcjg piersi

Radykalna lub
zmodyfikowana
radykalna mastektomia

Rycina 14. Podziat leczenia chirurgicznego raka piersi na podstawie [34].

Wedtug danych Amerykanskiego Towarzystwa Onkologicznego (ACS, ang. American
Cancer Society) wsréd pacjentek z | i Il stopniem zaawansowania najczestszym zabiegiem
operacyjnym byta BCS wraz z radioterapig uzupetniajgcg [25]. Wiele randomizowanych
badan klinicznych z okresem obserwacji do 20 lat wykazato, ze BCS jest bezpieczna w raku
piersi | i Il stopnia zaawansowania i wigze sie z przezyciem rownowazinym przezyciu
obserwowanemu po zabiegu mastektomii [30]. Dodatkowo przy zastosowaniu technik
chirurgii onkoplastycznej, odsetek nawrotéw regionalnych nie wykazuje rdznic

statystycznych w poréwnaniu z mastektomia [34].
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1.6.4. Hormonoterapia w raku piersi

W wiekszosci przypadkéw ze wzgledu na duze prawdopodobienstwo pdznych
nawrotéw wsrdd pacjentek z dodatnim statusem receptora estrogenowego zaleca sie
uzupetniajgce leczenie hormonalne [31]. Ze wzgledu na mechanizm dziatania leki stosowane
w ramach hormonoterapii raka piersi mozemy podzieli¢ na selektywne modulatory receptora
estrogenowego (SERMs, ang. selective estrogen receptor modulators), inhibitory aromatazy
(Als, ang. aromatase inhibitors) oraz selektywne degradatory receptora estrogenowego

(SERDs, ang. selective estrogen receptor degraders) — Tabela 7 [35].

Dobdr schematu leczenia hormonalnego zalezy przede wszystkim od statusu
menopauzalnego. Inhibitory aromatazy zazwyczaj sg stosowane tylko w przypadku pacjentek
po menopauzie. Natomiast tamoksyfen moze by¢ stosowany zaréwno w grupie pacjentek
przed jak i po menopauzie [30]. Aktualnie coraz bardziej powszechne staje sie stosowanie

tamoksyfenu i/lub inhibitoréw aromatazy przez okres od 5 do 10 lat [31].

Tabela 7. Podziat lekdw stosowanych w hormonoterapii raka piersi w zaleznosci od

mechanizmu dziatania [35].

Grupa lekow Przedstawiciele Mechanizm dziatania

Wigzanie sie z ERa ->
Selektywne modulatory antagonizowanie transkrypcji genéw
Tamoksyfen
receptora estrogenowego zwigzanych z ERa -> hamowanie

proliferacji komorek raka piersi

Hamowanie aromatazy -> znaczne

Letrozol,
zmniejszenie konwersji androgendw
Inhibitory aromatazy Anastrozol,
do estrogenu -> spadek biosyntezy
Eksemestan
estrogenu
Konkurowanie z estrogenami ->
Selektywne degradatory

Fulwestrant wigzanie sie z ERa -> inicjowanie

receptora estrogenowego
degradacji receptora estrogenowego

ER — receptor estrogenowy, ang. estrogen receptor.
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1.6.5. Chemioterapia w raku piersi

Kolejnym typem leczenia uzupetniajgcego przy wyborze, ktérego kluczowe znaczenie
ma typ molekularny raka piersi jest chemioterapia [26]. Celem chemioterapii jest
przedtuzenie catkowitego przezycia, ztagodzenie lub zapobieganie objawom zwigzanym z
nowotworem oraz poprawa ogélnej jakosci zycia [36].

Chemioterapia dziata poprzez celowanie w etap podziatdbw komdrkowych. Ma to
kluczowe znaczenie, poniewaz inwazyjne komorki nowotworowe charakteryzujg sie
niekontrolowanym wzrostem, a zatem sg odpowiednim celem dla tego rodzaju terapii.
Jednak istniejg réwniez inne wykazujagce podobny profil proliferacji komorki
nienowotworowe, ktére znajdujg sie w mieszkach witosowych, paznokciach, jamie ustnej,
przewodzie pokarmowym i szpiku kostnym. Ostatecznie prowadzi to do licznych
niepozgdanych skutkéw ubocznych zwigzanych z zastosowaniem chemioterapii tj. wymioty,

wypadanie wtoséw i neutropenia [36].

Grupy lekdédw chemioterapeutycznych stosowanych w raku piersi z przerzutami
obejmujg taksany, antracykliny i antymetabolity — Tabela 8 [36]. W przypadku leczenia
uzupetniajgcego inwazyjnego raka piersi we wczesnym stopniu zaawansowania najczesciej
stosowanymi lekami sg taksany wraz z antracyklinami [26]. Ten rodzaj leczenia
uzupetniajgcego zaleca sie rowniez pacjentkom z przerzutami do weztéw chtonnych ze
wzgledu na gorsze rokowanie w poréwnaniu z pacjentkami bez zajetych weztéw chtonnych

[30].

Tabela 8. Przyktadowe leki stosowane w chemioterapii raka piersi w zaleznosci od

mechanizmu dziatania [34].
Grupa lekow Przedstawiciel Mechanizm dziatania

Docetaksel,
Taksany Inhibitory mikrotubul
Paklitaksel

Doksorubicyna,
Epirubicyna, Uszkadzajg materiat genetyczny
Antracykliny
Pegylowana komérek nowotworowych

Lipodoksorubicyna

Antymetabolity Kapecytabina Antymetabolit pirymidyny
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1.6.6. Radioterapia w raku piersi

Radioterapia jest jedng z gtdwnych metod leczenia uzupetniajgcego raka piersi
przeprowadzang w okoto 87% przypadkéw. Zapobiega powstawaniu miejscowych nawrotéw
oraz pozytywnie wptywa na wskazniki zwigzane z przezyciem catkowitym u chorych z
wczesnym oraz miejscowo zaawansowanym rakiem piersi [37].

Radioterapia catej piersi jest integralng czescig terapii oszczedzajgcej piers. Najczesciej
stosowana standardowa dawka radioterapii podana na catg pier$ wynosi 50 Gy/50,4 Gy,

w 25-28 sesjach po 1,8-2,0 Gy dziennie. Schemat ten zaktada mozliwosé podania w lozy guza

dodatkowej dawki promieniowania wynoszacej od 10 do 16 Gy [37].

1.6.7. Immunoterapia w raku piersi

Immunoterapia stosowana w leczeniu pacjentek z rakiem piersi HER2-dodatnim opiera
sie w gtdwnej mierze na terapii trastuzumabem, czyli rekombinowanym humanizowanym
przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko zewnatrzkomoérkowej domenie
receptora HER2. Wstepne badania wykazaty prawie 50% zmniejszenie czestosci nawrotéw wsréd
pacjentéw, u ktérych oprécz chemioterapii zastosowano réwniez trastuzumab. Jednak ze
wzgledu na brak dowodow potwierdzajacych jego skuteczno$¢ w monoterapii nie zaleca sie jego

stosowania bez potfaczenia z chemioterapia [29, 30].
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2. Mikrosrodowisko nowotworowe

Mikrosrodowisko nowotworowe obejmuje proliferujgce komaorki nowotworowe oraz
zrekrutowane prawidtowe komoérki tj. fibroblasty, komérki uktadu immunologicznego,
komorki srodbtonka, makrofagi, adipocyty, a takze czasteczki sygnatowe i sktadniki macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix) — Rycina 15. Jest to stale zmieniajace
sie $rodowisko o charakterze prozapalnym, prozakrzepowym i proangiogennym, ktére
rozwija sie wraz z uptywem czasu i progresjag nowotworu oraz rézni sie w zaleznosci od

rodzaju nowotworu [38, 39].

Stan zapalny  Neowaskulogeneza  Ryzyko prozakrzepowe  Przebudowa ECM

oo 0@
sktadniki ECM komorka fibroblast komdrka adipocyt neutrofil limfocyt makrofag
nowotworowa srédbtonka

Rycina 15. Schemat budowy mikrosrodowiska nowotworowego na podstawie Mittal i wsp.

[39].
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Badania wykazaty, ze komédrki nowotworowe mogg rozwijac sie tylko w nieprawidtowo

zmienionym mikrosrodowisku. Rézne biatka wydzielane przez komérki zrebowe moga

nadmiernie aktywowac petle autokrynne i parakrynne, ktére wptywajg na zachowanie i

aktywacje komadrek zwigzanych z mikrosrodowiskiem guza. Interakcje miedzy zrebem

a komoédrkami nowotworowymi, wraz z podstawowymi defektami genetycznymi komodrek
nowotworowych, dyktujg charakterystyke wzrostu, morfologie i inwazyjno$¢ nowotworu [39].
Rowniez powstawanie i rozwdj przerzutdéw nowotworowych moze wystapi¢ tylko w
niektérych miejscach. Komérki nowotworowe mogga indukowaé tworzenie sie w odlegtych
narzadach mikrosrodowisk, sprzyjajgcych przezyciu i rozrostowi komorek nowotworowych
przed ich faktycznym przybyciem do tych miejsc. Wykazano, ze wéréd chorych na raka piersi
powstawanie przerzutéw moze rozpoczgé sie juz na 5-7 lat przed rozpoznaniem guza
pierwotnego [39]. Jednymi ze zmian obserwowanych w obrebie niszy przed przerzutami sg
zmiany naczyniowe, takie jak zwiekszona przepuszczalno$¢. Uwaza sie, ze przetaczenie
angiogenne w przypadku przerzutdw wigze sie z progresjg uspionych mikroprzerzutéw do
klinicznie jawnych zmian i nie jest wyzwalane przed pojawieniem sie komodrek
nowotworowych. W modelu mysim na etapie niszy przedprzerzutowej wykazano wzrost
ekspresji gendw powigzanych z angiogeneza tj. naczyniowo S$rédbtonkowego czynnika
wzrostu (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), receptora dla VEGF typu 1 (VEGFR-
1, ang. vascular endothelial growth factor receptor type 1) oraz receptora dla VEGF typu 2

(VEGFR-2, ang. vascular endothelial growth factor receptor type 2) [40].

Przerzuty do narzadéw odlegtych stanowigce wznowe choroby nowotworowej sa

najczestszg przyczyng smierci pacjentek z nowotworem piersi. Ich wystepowanie oraz



rokowanie zalezy zasadniczo od podtypu molekularnego nowotworu piersi. W Tabeli 9

przedstawiono najczestsze miejsca przerzutéw w zaleznosci od podtypu

molekularnego nowotworu piersi [14].

Warto réwniez zwrdci¢ uwage na czas wystgpienia wznowy choroby w zaleznosci od
podtypu molekularnego. Nowotwory luminalne A zwykle wykazujg pdino wystepujgce
przerzuty (po ok. 5-10 latach od rozpoznania) i pozwalajg na dtuisze przezycie w
przeciwienstwie do podtypu potrdjnie ujemnego, ktory zwykle daje przerzuty w przeciggu 2

lat od rozpoznania i wigze sie z niekorzystnym rokowaniem [14].
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Tabela 9. Lokalizacja oraz czestos¢ wystepowania przerzutdw w raku piersi w zaleznosci od

podtypu molekularnego na podstawie Harbeck i wsp. [14].

Miejsce przerzutu Typ nowotworu piersi Czestosc (%)
Pachowe wezty chtonne - 30-50%
Kosci - 67%
Potrdjnie ujemny 40%
Nieluminalny HER2 (+) 60%
Luminalny A 70%
Luminalny B 79%
Watroba - 40,8%
Luminalny A 25%
Luminalny B 30%
Potrdjnie ujemny 35%
Nieluminalny HER2 (+) 45%
Ptuca - 36,9%
Luminalny A 25%
Luminalny B 30%
Potrdjnie ujemny 35%
Nieluminalny HER2 (+) 45%
Mézg - 12,6%
Luminalny A <10%
Luminalny B 10-15%
Potrdjnie ujemny 25%
Nieluminalny HER2 (+) 30%

HER2 — ludzki naskdrkowy czynnik wzrostu 2, ang. human epidermal growth factor receptor 2.

2.1. Stan zapalny

Uktad immunologiczny zwykle probuje zidentyfikowa¢ komérki nowotworowe oraz
komérki z nabytymi mutacjami i je zniszczy¢ [7]. Mutagenne mikrosrodowisko zapalne moze

promowac m.in. angiogeneze i umozliwia¢ komdérkom nowotworowym unikniecie odrzucenia
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immunologicznego. Stan zapalny w obrebie mikrosrodowiska guza odgrywa kluczowg role w

inicjacji i progresji raka piersi [9].

2.1.1. Makrofagi zwigzane z guzem

Makrofagi zwigzane z guzem (TAMs, ang. tumour-associated macrophages) sg
kluczowymi komodrkami odpornosci wrodzonej znajdujgcymi sie w mikrosrodowisku guza.
Stanowig do 50% masy komodrek nowotworowych. TAMs s3 wysoce heterogenicznymi
komdrkami, ktére pochodzg z rezydentnych makrofagéw specyficznych dla tkanki oraz z
nowo zrekrutowanych monocytéw. Zmiennos¢ TAMs silnie zalezy od typu nowotworu,
stadium zaawansowania i heterogenicznosci wewnetrznej zrebu guza. Wiekszos¢ TAMs jest
zaprogramowana przez mikrosrodowisko guza tak aby wspiera¢ wzrost guza pierwotnego
i rozprzestrzenianie sie do narzagdéw odlegtych. Jednak TAMs mogg rowniez ograniczaé¢ wzrost

guza i przerzuty [39, 41].

Dodatkowo TAMSs regulujg wzrost guzéw pierwotnych, przeciwnowotworowg
adaptacyjng odpowiedz immunologiczng, angiogeneze, przebudowe macierzy
zewnatrzkomadrkowej, wynaczynienie w naczyniach i w miejscach przerzutdw oraz stwarzaja
korzystne dla komdrek przerzutowych mikrosrodowisko w narzadach wtérnych. Mechanizmy
sygnalizacyjne, epigenetyczne i metaboliczne wspdtpracuja, tworzac funkcjonalne fenotypy

TAMs [41].

Rak piersi byt pierwszym nowotworem, w ktérym na rézinych modelach zwierzecych
wykazano wspierajacg komorki nowotworowe role TAMs. Dodatkowo u pacjentéw z rakiem
piersi, jajnika i prostaty zwiekszona ilos¢ TAMs jest wyraznym wskaznikiem szybkiego wzrostu

masy guza, agresywnego procesu przerzutowego i ograniczonej skutecznosci leczenia [39, 41].

Nowym biomarkerem makrofagdédw zwigzanych z nowotworem jest biatko YKL-40,
ktére wzmaga stan zapalny w mikrosrodowisku nowotworu — Rycina 16. Biatko to moze by¢
wytwarzane zaréwno przez makrofagi, jak i komorki nowotworowe [41]. W makrofagach
YKL-40 jest indukowane przez interferon y (IFNy, ang. interferon gamma) i moze by¢
uwazane za biomarker populacji makrofagéw M1 okreslanej mianem populacji prozapalnej
regulujacej rozwdj nowotworu [39, 41]. Réwniez interleukina 6 (IL-6, ang. interleukin 6) oraz

hipoksja mogg pobudzac synteze YKL-40 [42].
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Rycina 16. Wptyw YKL-40 na stan zapalny w mikrosrodowisku nowotworowym (rycina
wiasna) [41].

Biatko to zapobiega apoptozie, a takze promuje proliferacje komodrek
nowotworowych poprzez zwiekszenie aktywnosci czynnikdw antyapoptotycznych oraz
proproliferacyjnych. Jego dokfadna rola biologiczna nie jest do konca poznana, jednak
wykazano, ze bierze udziat w przebudowie ECM oraz jest silnym induktorem angiogenezy
poprzez dziatanie jako chemoatraktant i stymuluje migracje oraz reorganizacje komdrek

$rodbtonka naczyniowego [42, 43].

W nowotworach piersi, ptuc, prostaty, watroby, pecherza moczowego oraz okreznicy
stwierdzono negatywng korelacje pomiedzy stezeniem YKL-40 w surowicy i/lub osoczu a
wynikami klinicznymi i wskaznikiem przezycia catkowitego [39, 41, 42]. Jednak co ciekawe,
badania sugerujg, ze YKL-40 nie jest czynnikiem sprawczym zmian nowotworowych, a raczej

biomarkerem stanu zapalnego [42].

2.1.2. Stan zapalny zwigzany z tkankg tluszczowa

Adipocyty i inne komdrki tkanki ttuszczowej syntetyzujg i wydzielajg wiele aktywnych
biologicznie zwigzkdw o dziataniu autokrynnym, parakrynnym i endokrynnym, m.in. leptyne,
adiponektyne, rezystyne, wisfatyne oraz chemeryne [44]. Dlatego tkanka ttuszczowa stanowi

istotny narzad endokrynny [45].
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Zmieniona biologia tkanki ttuszczowej, powszechnie wystepujgca w przypadku
podwyzszonego BMI moze prowadzi¢ do zaburzed metabolicznych, zaburzonej produkcji

hormondw steroidowych i przewlektego subklinicznego stanu zapalnego [45].

Leptyna uwazana za prozapalng adipokine aktywuje makrofagi, monocyty i komoérki
NK (NK, ang. natural killer cells) oraz reguluje proliferacje, fagocytoze, chemotaksje i
uwalnianie wolnych rodnikéw tlenowych neutrofili. Produkowana jest gtéwnie w dojrzatych
komodrkach biatej tkanki ttuszczowej. Gtéwnymi czynnikami wptywajgcymi na stezenie
leptyny we krwi sg masa tkanki ttuszczowej i wielko$¢ adipocytéw. Uwolniona do krwi
leptyna jest transportowana do mézgu i wigze sie z jej receptorami w podwzgérzu. Skutkuje
to zmniejszeniem apetytu i ograniczeniem przyjmowania pokarméw, a nastepnie
zmniejszeniem ilosci tkanki ttuszczowej i zwiekszonym wydatkowaniem energii. Dlatego

leptyna jest obecnie uwazana za hormon sytosci [44].

Natomiast adiponektyna jest biatkiem, ktére hamuje proliferacje komérek miesni
gtadkich, wzmaga synteze tlenku azotu i stymuluje angiogeneze. Liczne badania prezentuja
adiponektyne jako cytokine przeciwzapalng. Wykazano, ze bezposrednio zwieksza produkcje
interleukiny 10 (IL-10, ang. interleukin 10) przez makrofagi i zmniejsza produkcje
prozapalnych cytokin tj. czynnika martwicy nowotworéw o (TNF-a, ang. tumor necrosis
factor a) i IL-6. Ponadto hamuje ekspresje czgsteczek adhezyjnych na komérkach $rédbtonka
naczyniowego oraz produkcje cytokin w makrofagach, hamujgc tym samym procesy zapalne
zachodzgce we wczesnych fazach miazdzycy i mikroangiopatii. Uwaza sie, ze zwiekszone
stezenie adiponektyny w surowicy moze wystepowaé w odpowiedzi na uszkodzenie

srodbtonka naczyniowego [44].

Prawidtlowa tkanka tluszczowa, a zwtaszcza dojrzate adipocyty, wytwarzajg
adiponektyne oraz niewielkie ilosci leptyny i cytokin prozapalnych. Nadwaga i otytos¢
prowadzg jednak do zasadniczego przesuniecia w kierunku zwiekszenia aktywnosci leptyny
rownolegle ze zmniejszeniem biodostepnosci adiponektyny i nadprodukcji prozapalnych
makrofagéw M1 [42]. Deregulacja stezen adipokin (gtdwnie wzrost stezenia leptyny i spadek
stezenia adiponektyny) zachodzaca w przebiegu otytosci prowadzi m.in. do przewlektego

stanu zapalnego - Rycina 17.
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Nadwaga i otytosc

adiponektyna

4 Proces zapalny

Rycina 17. Deregulacja profilu adipokin w przebiegu nadwagi i otytosci promujgca proces

zapalny (rycina wtasna) [44].

Badania wykazaty, ze stan zapalny biatej tkanki ttuszczowej (WAT, ang. white adipose
tissue) zwigzany 1z otytoscia koreluje z mechanicznymi zmianami w macierzy
zewnatrzkomoérkowej, ktére sprzyjaja wzrostowi guza [45]. Dodatkowo zaburzenie stezen
leptyny i adiponektyny odgrywa istotng role w biologii nowotworu, poniewaz leptyna
promuje angiogeneze nowotworowg, inwazje komérek nowotworowych i powstawanie
przerzutéw, podczas gdy adiponektyna posiada wtasciwosci przeciwnowotworowe, w tym

dziatanie antyproliferacyjne, antymigracyjne i proapoptotyczne [42].

Obecnie podstawowe mechanizmy biologiczne, ktdére taczg otytos¢ z rakiem piersi,
skupiajg sie nie tylko na zwiekszonym wydzielaniu prozapalnych mediatoréw oraz czynnikéw
wzrostu ale réwniez na nadmiernej ekspozycji gruczotéw sutkowych na obfite wydzielanie
estrogendw [42]. U kobiet po menopauzie krgzgce estrogeny sg zwigzane ze zwiekszonym
ryzykiem hormonowrazliwych nowotwordw piersi. W tej grupie estrogeny wytwarzane sg
gtobwnie w obwodowe] tkance ttuszczowej w wyniku przeksztatcenia prekursorow
androgendw produkowanych przez nadnercza. Produkcja estrogendw przez konwersje
aromatazy z androgendéw odgrywa wazing role w promocji nowotworu piersi. Aktywny
estradiol prowadzi do rozwoju raka piersi poprzez wigzanie sie z ERa, ktdry jest

modyfikowany przez interakcje receptora z réoznymi szlakami przekazywania sygnatu [46].
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Skutki dysfunkcji tkanki ttuszczowej wykraczajg daleko poza mikrosrodowisko guza i
wptywajg na procesy ogodlnoustrojowe, ktére mogg synergistycznie napedzaé miejscowy
wzrost guza, jednoczes$nie promujac przerzuty [47]. Rycina 18 przedstawia wybrane procesy

zwigzane z nadwagg i otytoscig, ktdre sprzyjajg rozwojowi nowotwordw.

Nadwaga/otytos¢
Zaburzenia Zmiany . Wzros‘.c stezlenla
Zmiany w ECM mediatoréw
hormonalne prozakrzepowe
prozapalnych
1 - 1 . 1 N 1 -
* leptyna, N . .
< adiponektyna, czynnik . VEGF *YKL-40
tkankowy (TF) zwigzanych z HS
» estrogeny
L N A A A

Rycina 18. Udziat nadwagi oraz otytosSci w promowaniu wzrostu i inwazji nowotworu (rycina
wtasna) [45-47].

Ostatnie badania dotyczgce wzajemnych oddziatywan miedzy adipocytami a
komdrkami nowotworowymi wskazujg, ze adipocyty zajmujg wazne miejsce w progresji raka
piersi [39]. Inwazja nowotworu sprzyja zmianom morfologicznym w adipocytach na styku
nowotwor-podscielisko [45]. Adipocyty zwigzane z rakiem (CAAs, ang. cancer-associated
adipocytes) zlokalizowane na granicy guza nowotworowego wykazujg zmniejszone rozmiary
w porownaniu do prawidtlowych adipocytdw oraz nabywajg fenotyp podobny do
fibroblastéw, co sprzyja dalszej inwazji nowotworu poprzez wydzielanie licznych proteaz i
cytokin, w tym IL-6 [39, 45]. Dodatkowo CAAs tworzg i przyczyniajg sie do gromadzenia

gestego kolagenowego zrebu zwiekszajgc tym samym sztywnos¢ ECM [45].

38



Szczegolnie interesujacy jest fakt, ze nowotwory takie jak rak piersi czy nowotwory
narzadéw wewnetrznych, powstajg w obrebie lub w sasiedztwie tkanki ttuszczowej [45].
Otytos¢, w ktorej rownowaga biatek wydzielniczych tkanki ttuszczowej jest zaburzona, jest
identyfikowana jako negatywny czynnik prognostyczny dla pacjentek z rakiem piersi
niezaleznie od statusu menopauzalnego, zaawansowania nowotworu i ekspresji receptoréow
hormonalnych. Badania kliniczne wykazaty, ze u kobiet z otyfoscig czesciej stwierdza sie
zajecie weztdw chtonnych w momencie rozpoznania oraz wiekszg sktonnos¢ do przerzutéow

odlegtych [39].

Leptyna jest najwazniejszym mediatorem wigzgcym otytosé z rakiem piersi [46]. Jej
wysokie stezenie podobnie jak niskie stezenie adiponektyny jest ztym czynnikiem
rokowniczym [42]. Leptyna promuje inicjacje, rozwdj, wzrost i przerzuty nowotworu.
Zwieksza takze ryzyko raka piersi poprzez interakcje z innymi czgsteczkami sygnalizacyjnymi,
w tym ERa, czynnikami wzrostu, Notch i czynnikami zapalnymi [46]. Dodatkowo wzmaga
Srédbtonkowq ekspresje cyklooksygenazy 2 (COX-2, ang. cyclooxygenase 2) poprzez
mechanizm zalezny od kinazy biatkowej aktywowanej przez szlak p38 oraz PI3K/Akt.
Mechanizm ten moze by¢ regulowany przez aktywacje VEGFR-2. W mysim modelu raka piersi
leptyna zwieksza nie tylko ekspresje VEGF, a takze jego receptora VEGFR-2. Ponadto leptyna
w raku piersi indukuje kilka szlakdéw sygnatowych w celu zwiekszenia ekspresji interleukiny 1
(IL-1, ang. interleukin 1), ktora reguluje proangiogenne dziatanie VEGF/VEGFR-2. Sugeruje to,

ze leptyna moze promowaé neoangiogeneze oraz tworzenie przerzutéw [47].

2.2. Neowaskularyzacja

Powszechng cechg guzdéw litych jest niedotlenienie bedace patofizjologiczng
konsekwencjg strukturalnie i funkcjonalnie zaburzonego mikrokrazenia [48]. Ze wzgledu na
szybka proliferacje komdrek nowotworowych guzy przechodzg szybka neowaskularyzacje, a
nowo powstata sie¢ naczyn krwionosnych charakteryzuje sie niskim stopniem dojrzatosci

[49].

Naczynia krwionosne w obrebie guza sg krete, zdezorganizowane i rozszerzone.
Niedojrzatos¢ naczyn oraz zaburzenia potaczen scistych pomiedzy komdrkami srodbtonka,
komérkami  okotonaczyniowymi i btong podstawng prowadzg do nadmiernej

przepuszczalnosci, stabej perfuzji i zwiekszonej hipoksji. Dodatkowo sie¢ naczyniowa guza
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charakteryzuje sie duzg niejednorodnoscig gestosci naczyn z obszarami silnie oraz stabo
unaczynionymi. W zwigzku z tym dochodzi do niedotlenienia, kwasicy, niedoboru glukozy
oraz naciekania komérek odpornosciowych w obrebie mikrosrodowiska guza, ktdre sprzyjaja

progresji raka, przerzutom i lekoopornosci [49, 50].

W ramach neowaskularyzacji mozemy wyréznié¢ kilka mechanizméw powstawania
naczyn krwionosnych. Kazdy z nich moze mie¢ znaczenie w konkretnym typie nowotworu lub
na okreslonym etapie ewolucji nowotworu [48]. Rycina 19 przedstawia procesy angiogenezy

i waskulogenezy zachodzgce w ramach neowaskularyzacji guza.

Tworzenie nowego naczynia
krwionosnego

Komérki progenitorowe Potaczenie komérek Tworzenie sieci naczyniopochodnej Tworzenie i stabilizacja
$rédbtonka (EPCs) naczyn krwionosnych

Rycina 19. Neowaskularyzacja z uwzglednieniem angiogenezy oraz waskulogenezy w

modyfikacji wtasnej [48].

2.2.1. Angiogeneza

Angiogeneza to tworzenie nowych naczyn krwionosnych z istniejgcego juz uktadu

naczyniowego. Sktada sie ze skoordynowanych, sekwencyjnych i wspétzaleznych etapow
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Wymaga ona (1) degradacji btony podstawnej, (2) migracji komérek srédbtonka oraz (3) inwazji
macierzy zewnatrzkomérkowej z (4) proliferacja komoérek srédbtonka i (5) tworzeniem naczyn
wtiosowatych przed (6) dojrzewaniem i stabilizacjg nowego uktadu naczyniowego [48].

Proces angiogenezy rozpoczyna sie w odpowiedzi na bodziec pochodzacy z tkanki
migzszowej, ktory wskazuje na potrzebe wzrostu nowych naczyn krwionosnych. Moze wynikac z
hipoksji, zmian metabolicznych lub mechanicznych i jest odbierany przede wszystkim przez
$rédbtonek naczyniowy. Po zainicjowaniu angiogenezy, w tkance rozwijajg sie gradienty
czgsteczek pro- i anty- angiogennych, kierujgce nowo kietkujgce naczynie krwionosne do
ostatecznego miejsca przeznaczenia. Na tym etapie dochodzi réwniez do przebudowy ECM i
uwolnienia czynnikdéw wzrostu zwigzanych z biatkami ECM. Nastepnie dochodzi do migracji
komarek srodbtonka (ECs, ang. endothelial cells) do Zrodta angiogennego bodZca oraz zachodzg
decyzje dotyczace finalnej struktury nowego naczynia takie jak liczba i czestosé¢ wystepowania
rozgatezien. Kolejny etap ma na celu m.in. utworzenie potgczenia z innym naczyniem tak aby
moc zapewnic funkcjonalny transport tlenu (02) i substancji odzywczych. W koncowej fazie
angiogenezy nowo utworzone naczynia wiosowate przenoszace krew, aby unikngc regresji
ulegaja stabilizacji przez komérki Scienne oraz perycyty [51].

Promotory i inhibitory angiogenezy mogg pochodzi¢é zaréwno z komodrek
nowotworowych jak i z mikrosrodowiska nowotworu. Zatem komdrki nowotworowe mogg
rekrutowaé¢ komorki zapalne, takie jak makrofagi i komorki tuczne, ktére sg bogatym zrédtem
czynnikdw proangiogennych i cytokin, lub mogg indukowaé uwalnianie czynnikéw wzrostu lub
ich receptoréow z macierzy zewngtrzkomorkowej. Rowniez ptytki krwi, ktére sg bogatym zrédtem
czynnikdéw proangiogennych mogg by¢ aktywowane przez komorki srodbtonka guza

[48]. Tabela 10 przedstawia wybrane inhibitory i aktywatory angiogenezy wraz ze

wskazaniem mechanizmu dziatania.
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Tabela 10. Wybrane endogenne modulatory angiogenezy [42].

Aktywator Mechanizm dziatania Inhibitor Mechanizm dziatania

* Indukuje angiogeneze;
* Antagonista
VEGF * Zwieksza Angiopoetyna-2
angiopoetyny-1
przepuszczalnosé naczyn

* Hamuje migracje,
* Wspomaga wzrost

Trombospondyna- wzrost, adhezje
EGF komorek srodbtonka
1,2 i przezycie komérek
naczyniowego
Srddbtonka
* Indukuje ekspresje
VEGF;
TF Kolagen * Substrat dla MMP
* Hamuje ekspresje
trombospondyny
* Zaangazowanie
* Hamuje
PGF w migracje komérek Angiostatyna

angiogeneze guza
$rodbtonka naczyniowego

* Stabilizuje srodbtonek * Thumi patologiczng
Angiopoetyna-1 TIMPs
naczyniowy angiogeneze

* Hamuje wigzanie
MMP * Degraduje ECM PF-4
bFGF i VEGF

VEGF — naczyniowo $rodbtonkowy czynnik wzrostu, ang. vascular endothelial growth factor; EGF — naskdrkowy czynnik wzrostu, ang.
epidermal growth factor; TF — czynnik tkankowy, ang. tissue factor; PGF — tozyskowy czynnik wzrostu, ang. placental growth factor; TIMPs —
tkankowe inhibitory metaloproteinaz, ang. tissue inhibitors of metalloproteinases; PF-4 — czynnik ptytkowy 4, ang. platelet factor 4; bFGF —
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw, ang. basic fibroblast growth factor; MMP — metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej, ang.
matrix metalloproteinases.

Przejscie na fenotyp angiogenny wymaga zmiany réwnowagi miedzy endogennymi
czynnikami proangiogennymi i antyangiogennymi, ktdre regulujg wzrost i rozwdj naczyn.
Regulacja angiogenezy jest w duzym stopniu kontrolowana przez rodzine biatek VEGF.
Kluczowym mediatorem angiogenezy zwigzanej ze wzrostem i rozwojem nowotworow jest
VEGF-A aktywujacy kaskady sygnatowe poprzez VEGFR-1 oraz VEGFR-2 [52]. Receptory te sg
kodowane przez oddzielne geny i nalezg do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych.
Ekspresje VEGFR wykazano na komédrkach $rédbtonka, makrofagach, komérkach tucznych i

komadrkach miesni gtadkich. Chociaz VEGFR-1 wigze VEGF-A z wysokim powinowactwem,
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uwaza sie, ze dziata gtéwnie poprzez modulowanie dostepnosci VEGF-A do wigzania z VEGFR-
2. Receptory dla VEGF-A, oprécz tych zwigzanych z btonami komérkowymi, wystepuja
rowniez w postaci rozpuszczalnej (SVEGFR-1 oraz sVEGFR-2) i s3 uwazane za fizjologiczne
inhibitory proceséw angiogenezy i neoangiogenezy poniewaz wigzg VEGF-A zanim dotrze do

receptorow zwigzanych z btong na powierzchni komérek [53].

Aktualne badania wskazujg, ze angiogeneza ma kluczowe znaczenie w patogenezie
wielu nowotwordw, a zwiekszona ekspresja jej markerow zostata skorelowana z cechami
klinicznymi oraz jest czynnikiem ztego rokowania [54]. Réwniez w przypadku raka piersi VEGF
jest znacznie podwyzszony. W poréwnaniu z prawidtowymi tkankami piersi tkanki raka piersi
wykazywaty wyzszg ekspresje VEGF. Okoto 72-98% przypadkdw raka piersi jest dodatnich
pod wzgledem VEGF w badaniu immunohistochemicznym. Ekspresja VEGF w guzach piersi
jest skorelowana z duzymi rozmiarami, wysokim stopniem ztosliwosci histologicznej, brakiem
ekspresji receptora estrogenowego, brakiem ekspresji receptora progesteronowego,
nadekspresjg receptora ludzkiego naskdérkowego czynnika wzrostu 2 oraz przerzutami do
weztéw chtonnych [55, 56].

Terapia anty-VEGF z uzyciem humanizowanego przeciwciata monoklonalnego
skierowanego przeciwko VEGF w potgczeniu z chemioterapig, wykazuje poprawe przezycia
wolnego od progresji u kobiet z przerzutowym rakiem piersi. Dodatkowo zwiekszona ekspresja
VEGF jest zwigzana z nabytg opornoscig na estrogeny in vitro. Ekspresja VEGF moze by¢ takze
uwazana za negatywny czynnik prognostyczny w inwazyjnym raku piersi [55, 56].

Jednym z czynnikédw prowadzacych do wystgpienia angiogennego fenotypu w
nowotworach moze by¢ nadmierna ekspresja czynnika tkankowego (TF, ang. tissue factor).
Proces ten wptywa zardwno na regulacje w goére ekspresji proangiogennego VEGF jak i
regulacje w doét ekspresji trombospondyny, czyli biatka antyangiogennego. Ponadto niektére
czynniki transkrypcyjne sg zaangazowane zardwno w regulacje ekspresji TF jak i VEGF.
Zgromadzone dane wskazujg, ze TF wyrazany przez komdrki nowotworowe, jak réwniez
komorki gospodarza, inicjuje bezposrednie lub posrednie zdarzenia sygnalizacyjne, ktére
wspierajg angiogeneze nowotworu. Dodatkowo aktywacja kaskady krzepniecia wytwarza
fragmenty proteolityczne proteaz, inhibitory oraz sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej o

silnym wptywie pobudzajgcym neoangiogeneze [54].
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2.2.2. Waskulogeneza

Waskulogeneza zachodzi przede wszystkim podczas zycia ptodowego oraz gojenia
ran. Jest rowniez jednym z podstawowych mechanizmédw powstawania naczyn krwionosnych
w nowotworach. Proces ten obejmuje tworzenie sie naczyn krwionosnych de novo z
komoérek progenitorowych $rédbtonka (EPCs, ang. endothelial progenitor cells)
pochodzacych ze szpiku kostnego, ktore znajdujg sie w krazeniu obwodowym i migruja do
miejsc uszkodzonych naczyn w celu wspéttworzenia nowych naczyn krwiono$nych [48, 52].

Mozemy wyrdzni¢ wczesne EPCs oraz pdine EPCs, ktdre biorg udziat w innych
etapach powstawania nowych naczyn krwionosnych. Za wydzielanie szeregu
proangiogennych czynnikdw wzrostu i cytokin takich jak VEGF, czynnik pochodzenia
zrebowego 1 (SDF-1, ang. stromal cell-derived factor 1), czynnik stymulujgcy tworzenie
kolonii granulocytow (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1, ang. insulin-like growth factor 1), czynnik wzrostu
hepatocytow (HGF, ang. hepatocyte growth factor) oraz interleukina 8 (IL-8, ang. interleukin
8) odpowiadajg gtéwnie wczesne EPCs. Czynniki te zwiekszajg proliferacje i przezycie ECs
oraz kierujg rekrutacje endogennych komodrek progenitorowych do miejsc powstajgcych
naczyn. Dodatkowo wczesne EPCs posiadajg liczne cechy komdrek srodbtonka, takie jak
obecnos¢ markeréow CD31, CD133, CD34 i VEGFR-2, podczas gdy pdézne EPCs wyrazajg E-
kadheryne, czynnik von Willebranda (VWF, ang. von Willebrand factor) a takze markery
Srodbtonkowe, takie jak CD31, CD34 i VEGFR-2. Wykazano, ze pdzne EPCs podczas hodowli in
vitro taczonych z dojrzatymi komdrkami srédbtonka mogg infiltrowa¢ rozwinietg siec
naczyniowg oraz przyczyniajg sie do tworzenia sieci naczyniowej in vivo poprzez
waskulogeneze zapewniajgc gtéwnie wsparcie strukturalne w wyniku rdznicowania w
dojrzate EC. Ponadto pdine EPCs mogg réwniez promowac angiogeneze poprzez wydzielanie
VEGF, IL-8, IL-10, interleukiny 18 (IL-18, ang. interleukin 18) oraz erytropoetyny (EPO, ang.

erythropoietin) jednak w znacznie mniejszym stopniu niz wczesne EPCs [57, 58].

Coraz wiecej dowoddw sugeruje, ze wczesne i pézne EPCs odgrywajg kluczowg role w
angiogenezie pourodzeniowej oraz waskulogenezie w wielu stanach patologicznych, takich
jak niedokrwienie i zawat miesnia sercowego, gojenie ran, miazdzyca, niedokrwienie kofnczyn
i rozwdj nowotworu. Dlatego w leczeniu choréb, takich jak guzy lite, EPCs uznano za

interesujacy cel terapeutyczny Scisle zwigzany z neowaskularyzacjg [57].
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Istniejg dowody sugerujgce, ze proces unaczynienia guza moze by¢ czestszy i/lub
istotny we wczesnych stadiach rozwoju nowotworu, poniewaz hamowanie mobilizacji
komorek macierzystych lub prekursorowych komodrek srédbtonka zapobiega indukowaniu
poczgtkowej odpowiedzi angiogennej [48, 59]. Dodatkowo poczatkowa liczba krgzgcych EPCs

moze by¢ istotnym markerem prognostycznym w raku piersi [59].

Rekrutacja EPCs podczas progresji guza znaczgco przyczynia sie do tworzenia nowych
naczyn nowotworowych zwigzanych z rakiem. Waskulogeneza za posrednictwem EPCs
obejmuje: mobilizacje EPCs ze szpiku kostnego, aktywne zatrzymanie i przezsrédbtonkowe
wynaczynienie EPCs do przestrzeni srodmigzszowej rosngcego guza oraz wigczenie EPCs do

nowych naczyn lub parakrynnego nosnika powstajgcego mikronaczyn — Rycina 20 [52].

Rycina 20. Etapy waskulogenezy w procesie nowotworowym (rycina wtasna) [52].

Wysokie stezenie VEGF wytwarzane przez komodrki nowotworowe mobilizuje
rezydentne EPCs szpiku kostnego do wejscia do krgzenia obwodowego i zwieksza rekrutacje
tych komérek do mikrosrodowiska guza. VEGF mobilizuje te komérki poprzez interakcje z

receptorami VEGFR-1 i VEGFR-2, ktére ulegajg ekspresji na EPCs [60].

W warunkach klinicznych wyzsza liczba kragzacych EPCs we krwi obwodowej chorych
na nowotwory koreluje ze zwiekszong angiogenezg i tworzeniem przerzutéw, a takze wigze
sie ze skréceniem catkowitego przezycia. Wsrdd pacjentéow z rakiem piersi, ptuca, zotadka,
watroby oraz glejakiem wielopostaciowym stwierdzono wyzszg liczbe krazgcych EPCs w

poréwnaniu z osobami zdrowymi. Réwniez podczas rozwoju raka piersi komorki



progenitorowe $rodbtonka sg mobilizowane ze wzgledu na ich wysoki potencjat proliferacyjny.
Ulegajg rekrutacji podczas transformacji nowotworowej utatwiajgc wzrost i powstawanie
przerzutéw nowotworowych [60]. Jednak badania sg niejednoznaczne i wskazujg, ze réwniez
niska liczba krazacych EPCs moze sie wigzac z niekorzystnym rokowaniem. W przypadku raka
piersi komoérki nowotworowe mobilizujg EPCs w $cisle ograniczony sposdb, do momentu gdy

nowotwor osigga faze plateau wzrostu, a udziat EPCs nie jest juz wymagany [59].

2.3. Stan prozakrzepowy

Kaskada krzepniecia to system obronny gospodarza, ktéry utrzymuje integralnosé¢
zamknietego uktadu krazenia [61]. Aby zapobiec nadmiernej utracie krwi, angazowany jest
uktad hemostatyczny, ktéry obejmuje biatka krzepniecia osocza, ptytki krwi, komorki
$rodbtonka naczyniowego, inhibitory krzepniecia oraz aktywatory i inhibitory fibrynolizy [62].

Czynnik tkankowy (TF) jest biatkiem transbtonowym ulegajgcym stosunkowo wysokiej
ekspresji w zewnetrznej warstwie $ciany naczyn krwionosnych, komdrkach astrogleju,
osrodkowym uktadzie nerwowym, ptucach oraz tfozysku. Dodatkowo po stymulacji przez
cytokiny prozapalne m.in. monocyty i makrofagi wykazujg ekspresje TF na swojej
powierzchni. Ekspresja TF wystepuje réwniez na komédrkach nowotworowych i jest zwigzana

z potencjatem przerzutowym tych komorek [63].

Zgodnie z modelem komodrkowym krzepniecia, inicjacja koagulacji nastepuje, gdy
krew jest wystawiona na dziatanie TF, ulegajacego ekspresji na fibroblastach warstwy
podsrédbtonkowej. TF wigze sie nastepnie z czynnikiem VIl prowadzac do jego aktywacji.
Jesli dziatajacy bodziec jest wystarczajgco silny, aktywowane sg dalsze czynniki krzepniecia,
co powoduje powstawanie trombiny generowanej przez enzymatyczne rozszczepienie
protrombiny [64]. Trombina aktywuje réwniez szlak wzmacniajgcy kaskade krzepniecia
zwany szlakiem wewnetrzpochodnym, ktéry moze dalej zwiekszaé tworzenie fibryny.
Dodatkowo trombina jest najsilniejszym aktywatorem ptytek krwi, a aktywowane ptytki krwi
majg tendencje do przylegania do fibryny i tworzenia agregatéw ptytek krwi, ktére
przyczyniajg sie do tworzenia skrzepliny [61].

Oprécz regulacji kaskady krzepniecia w ostatnich latach wykazano, ze TF uczestniczy w
réoznych procesach biologicznych innych niz hemostaza, w tym w embriogenezie, zapaleniu,

sygnalizacji komérkowej, migracji komdrek, wzroscie guza, przerzutach i angiogenezie.
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Ponadto, ostatnie badania wykazaty, ze aktywnos¢ wewnatrzkomérkowa indukowana przez
FVIl(a) zwigzany z powierzchnig komérki TF moze by¢ powigzana z tymi zdarzeniami.
Ponadto TF moze czesto odgrywac¢ swojg role niezaleznie od wigzania sie ze swoim
naturalnym ligandem czyli FVII(a) [54]. Rycina 21 przedstawia udziat czynnika tkankowego w

wybranych procesach biologicznych.

Krzepniecie

TF/NVIla

TF/Vlla

Rycina 21. Udziat czynnika tkankowego w wybranych procesach biologicznych na podstawie
Lépez-Pedrera i wsp. [54].

Dodatkowym zagrozeniem zwigzanym z nowotworem jest stan prozakrzepowy.
Nasilenie krzepniecia jest powigzane z transformacjg nowotworowg poprzez wptyw na
wzrost komérek nowotworowych, migracje, angiogeneze oraz wynaczynienie [42]. Uktad
hemostatyczny u pacjentéw z nowotworem czesto ulega deregulacji, co prowadzi do
zagrazajacych zyciu zylnych zdarzen zakrzepowych [62]. W rzeczywistosci 15% wszystkich
pacjentéw z nowotworami rozwija epizod zakrzepowy. Czynniki ryzyka wptywajgce na
wystgpienie zakrzepicy to obecno$¢ zaawansowanej choroby, lokalizacja nowotworu,
zastosowanie cewnika centralnego, chemioterapia, typ histologiczny oraz choroby
wspotistniejgce, szczegdlnie nadcisnienie, cukrzyca i otyto$é [63]. Powiktania zylnej choroby
zakrzepowo-zatorowej, w tym zatorowo$¢ ptucna, sg druga najczestszg przyczyng zgonow

pacjentéw z nowotworem, przy czym ryzyko zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej jest
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zwiekszone od 7 do nawet 28 razy u pacjentéw z nowotworem w pordwnaniu z pacjentami
bez choroby nowotworowej. Ta zmiennos$¢ ryzyka jest skorelowana m. in. z rodzajem
nowotworu zfosliwego, danymi demograficznymi pacjenta oraz zastosowanym schematem

leczenia [62].

Wéréd pacjentéw z rakiem odnotowano nadekspresje TF i trombiny. Co ciekawe, TF
moze by¢ réwniez uwalniany pod wptywem TNF-a i IL-1 w postaci rozpuszczalnej. Z drugiej
strony komoérki nowotworowe wytwarzajg TNF-a i IL-1, ktére aktywujg proangiogenne
czynniki wzrostu, powodujac zwiekszony wzrost masy guza [42]. Dodatkowo w nowotworach
czynnikiem aktywujacym TF moze by¢ heparanaza, ktéra z kolei moze by¢ uwalniana z ptytek
krwi w odpowiedzi na dziatanie trombiny [61]. Tak wiec proces nowotworowy, stan zapalny,
stan prokoagulacyjny oraz zmiany aktywnosci enzymdéw macierzy zewnatrzkomérkowe;j sg ze

sobg nierozerwalnie zwigzane, tworzgc ,,maszyne z wiasnym zasilaniem” [42, 61].

Nadekspresja TF w guzach litych jest niezaleznym predyktorem krétszego catkowitego
przezycia oraz przezycia bez nawrotu choroby. W raku piersi stezenie TF moze by¢ réwniez
wczesnym markerem diagnostycznym [56]. Obecnie dobrze wiadomo, ze TF oprécz
inicjowania procesu krzepniecia wykazuje réwniez dodatkowe funkcje biologiczne.
Wykazano, ze komdrki nowotworowe z nadekspresjg TF charakteryzujg sie zwiekszong
ekspresje VEGF. W przypadku raka piersi, ptuca i jelita grubego wykazano dodatnig zaleznos¢
pomiedzy ekspresjg TF a wysokg gestoscig mikronaczyn i ekspresjag VEGF w korelacji ze
zmniejszong przezywalnoscig. Badania te wskazujg na zwigzek, ale nie bezposrednig role TF
w angiogenezie. Dodatkowo inaktywacja genu TF powoduje powstawanie patologicznego
systemu krazenia i dezorganizacje $ciany naczyn w zarodkach, co oznacza, ze TF ma wptyw

na rozwdj naczyn krwionosnych podczas embriogenezy [61].

2.4. Macierz zewnatrzkomorkowa

Macierz zewngtrzkomdrkowa to niekomérkowa, makroczgsteczkowa, trojwymiarowa
sie¢ ztozona przede wszystkim z kolagendw, proteoglikandw, elastyny, fibronektyny, laminin
i kilku innych glikoprotein. Sktadniki macierzy wigzg sie ze sobg, podobnie jak receptory
adhezji komérkowej, tworzgc ztozong sie¢, w ktdrej znajdujg sie komadrki wszystkich tkanek i
narzadow [64]. Przez lata uwazano, ze macierz zewngatrzkomorkowa stanowi jedynie swoiste

rusztowanie, na ktérym organizowane sg tkanki. W rzeczywistosci receptory powierzchniowe
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m.in. fibroblastéw oraz komodrek uktadu immunologicznego przekazujg sygnaty pochodzgce

z ECM do wnetrza komdrek. Tym samym ECM reguluje rozne funkcje komérkowe dostarczajac

istotnych biochemicznych i biomechanicznych wskazéwek, ktére kierujg wzrostem,
przezyciem, migracjg i réznicowaniem komorek. Ponadto sygnaty te modulujg rozwdj naczyn
oraz sg niezbedne do utrzymania prawidtowej homeostazy i funkcji immunologicznych [64-
67]. Dodatkowo ECM stanowi wazny rezerwuar wielu biatek zwigzanych z jej przebudowsa.
Biatka te to czynniki wzrostu, cytokiny, chemokiny, mucyny, lektyny typu C, galektyny,
semaforyny, pleksyny oraz enzymy modyfikujgce ECM takie jak heparanaza,
transglutaminaza, oksydaza lizylowa i hydroksylaza. Degradacja czasteczek macierzy
zewnatrzkomoérkowej prowadzi do lokalnego uwalniania zwigzanych czynnikdw wzrostu i

aktywowania wewngatrzkomaérkowych szlakéw sygnatowych [64, 68].

Macierz zewnatrzkomoérkowa mozna podzieli¢é na dwa gtéwne typy rdznigce sie
lokalizacjg i sktadem: macierz srédmigzszowg tkanki facznej oraz wysoce wyspecjalizowane
macierze specyficzne narzadowo lub specyficzne dla tkanki, takie jak btony podstawne

oddzielajgce nabtonek od otaczajgcego zrebu [68, 69].

Réwnowaga miedzy degradacjg a tworzeniem ECM jest odpowiedzialna m.in. za
homeostaze napiecia i wtasciwosci kazdego narzadu, takie jak elastycznos¢ i wytrzymatosé na
Sciskanie oraz rozcigganie [70]. Natomiast deregulacja sktadu i struktury ECM moze wigzac
sie z rozwojem i progresjg standw patologicznych [64, 67, 71]. Skutkiem odziedziczonych lub
nabytych wad budowy, sztywnosci i sktadu ECM moze byé przewlekty stan zapalny, choroby

autoimmunologiczne, czy tez choroba nowotworowa [67, 71].

2.4.1. Budowa macierzy zewngtrzkomadrkowej

Kazdy narzad ze wzgledu na specyficzng dla danej tkanki role, petniong w organizmie
ma unikalny sktad i budowe ECM. Zasadniczo ECM jest skomplikowang siecig sktadajgca sie z
wody, mineratéw i okoto 300 biatek, takich jak: kolageny, glikoproteiny i proteoglikany [66,
68, 70].

Jedng z grup biatek tworzacych ECM stanowig proteoglikany siarczanu heparanu
(HSPG, ang. heparan sulfate proteoglycan). Sg to glikoproteiny, ktére zawierajg jeden lub
wiecej kowalencyjnie przytgczonych tancuchéw siarczanu heparanu (HS, ang. heparan

sulfate). Wyrdzniamy ok. 17 proteoglikandow siarczanu heparanu, ktére mozna podzieli¢ na
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trzy grupy w zaleznosci od lokalizacji: HSPG btonowe (syndekany i glipikany), HSPG macierzy
zewnatrzkomérkowej (agryna, perlekan, kolagen typu XVIII) oraz HSPG pecherzyka

wydzielniczego (serglicyna) [72].

Ze wzgledu na wigzanie przez siarczan heparanu licznych biatek oraz aktywnos$¢ HSPG
jako receptordéw i koreceptorow oddziatujg one z wieloma ligandami przez co majg istotny
wptyw na procesy zachodzace zardwno na poziomie komdérkowym i tkankowym, jak réwniez
na poziomie catego organizmu — Rycina 22 [72]. Funkcje HSPG zaréwno w procesach

fizjologicznych jak i patologicznych moga by¢ modulowane przez aktywnos¢ heparanazy [73].

Okresleja strukture
btony podstawne;j
oraz zapewniaja
macierz do migracji
komaérek.

Odgrywaijg role
Biorg udziat w tworzeniu
w metabolizmie ziarnistosci oraz
lipoprotein utrzymywaniu
w watrobie. proteaz w stanie
aktywnym.

Koreceptory dla Stanowig magazyn
receptorow oraz chronig przed
czynnika wzrostu proteoliza cytokiny,
typu kinazy chemokiny
tyrozynowe;j. i czynniki wzrostu.

Promuja potaczenia
pomiedzy komdrka Receptory dla

a ECM, interakcje
miedzykomorkowe
oraz ruchliwosé
komorek.

proteaz
i inhibitorow
proteaz.

Rycina 22. Procesy, w ktorych posredniczg proteoglikany siarczanu heparanu na podstawie

Sarrazin i wsp. [72].
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2.4.2. Degradacja macierzy zewngtrzkomdrkowej

Zaréwno degradacja jak i obrét macierzy zewnatrzkomérkowej jest wazng czescia
homeostazy. Zbyt mata lub zbyt duza degradacja moze prowadzi¢ odpowiednio do
zwitdknienia lub uszkodzenia tkanek. Rozszczepienie czgsteczek macierzy moze lokalnie
uwalniaé zwigzane czynniki wzrostu i aktywowa¢ wewngatrzkomaérkowe szlaki sygnalizacyjne.
Réwniez kationy dwuwartosciowe, takie jak kationy wapnia, mogg by¢ uwalniane podczas
przebudowy macierzy zewngatrzkomdrkowej, utatwiajac transport wapnia przez btone i
potencjalnie modulujac aktywnos$¢ zaleznych od wapnia, zawierajgcych cynk endopeptydaz

[69].

Ze wzgledu na spektrum degradowanych biatek enzymy ECM mozemy podzieli¢ na
dwie grupy. Wyrdzniamy enzymy degradujgce wiele, réznych strukturalnie biatek ECM np.
metaloproteinazy macierzy (MMP, ang. matrix metalloproteinases), adamalizyny (ADAMs,
ang. adamalysins) oraz enzymy degradujace jedynie wybrang grupe biatek np. heparanaza
[69].

Podwyzszony obrét ECM w nowotworach powoduje szybkg degradacje ,prawidtowej”
macierzy, utatwiajac jej zastgpienie macierzg nowotworowg, ktéra wzmacnia agresywne cechy
komdrek nowotworowych [69]. Degradacja ECM jest jednym z warunkdw migracji komédrek
nowotworowych oraz powstawania przerzutéw. Heparanaza jest przyktadem enzymu ECM, ktéry
w wyniku degradacji biatek ECM oprécz usuniecia bariery mechanicznej uwalnia réwniez liczne

czynniki wzrostu, ktére promujg rozwdj nowotworu [73].
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3. Heparanaza

Heparanaza bedgca endo-B-D-glukuronidazg to jedyny enzym ssakéw rozszczepiajgcy
siarczan heparanu [74, 75]. Po raz pierwszy opisana w 1952 roku jako heparynaza ze wzgledu
na jej funkcje rozszczepiania heparyny [76].

Wykazuje dwie aktywnosci: enzymatyczng i nieenzymatyczng, przy czym obie funkcje
wptywajg na zmniejszenie integralnosci strukturalnej btony podstawnej i ECM. Aktywnos¢
heparanazy prowadzi réwniez do uwalniania czynnikdw wzrostu i cytokin zwigzanych
z siarczanem heparanu. Fizjologicznie ekspresja heparanazy ograniczona jest do kilku typow
komorek i tkanek takich jak ptytki krwi, komdrki uktadu immunologicznego, czy tozyska [74].

Na Rycinie 23 przedstawiono gtdwne cechy heparanazy.

Rycina 23. Gtéwne cechy heparanazy [73].
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3.1. Budowa heparanazy

Heparanaza syntetyzowana jest jako pre-proenzym, sktadajgcy sie z: domeny peptydu
sygnatowego, domeny o masie 8 kDa, regionu fgcznikowego o masie 6 kDa oraz domeny o
masie 50 kDa. W wyniku usuniecia domeny peptydu sygnatowego pre-proenzym ulega
przeksztatceniu w proenzym. Nastepnie w wyniku wyciecia regionu tacznikowego powstaje
heterodimer sktadajgcy sie z domeny o masie 8 kDa oraz domeny o masie 50 kDa, ktéry
stanowi aktywng posta¢ enzymu [76]. Rycina 24 przedstawia proces biogenezy aktywnej

postaci heparanazy, na czerwono zostaty zaznaczone miejsca aktywne enzymu.

Pre-proheparanaza
CSPAPS Y 8 kDa ...9‘0” lgczacy _ .I A I

Proheparanaza

Aktywna heparanaza

Rycina 24. Biogeneza heparanazy na podstawie Hulett i wsp. [76].

3.2. Aktywnosc¢ enzymatyczna

Podstawowg funkcjg enzymatyczng heparanazy jest rozktad siarczanu heparanu (HS),
silnie usiarczanowanego polisacharydu znajdujgcego sie w ECM oraz na powierzchni
komédrek ssakdédw [75, 76]. Rozktad siarczanu heparanu przez heparanaze reguluje
biodostepnos¢ biatek z nim zwigzanych, stymuluje mikrosrodowisko guza i utatwia

rozprzestrzenianie sie inwazyjnych komérek nowotworowych i zapalnych — Rycina 25 [75].

Macierz zewngtrzkomérkowa sktada sie z okoto 300 biatek, przy czym 36 z nich to
proteoglikany, w tym proteoglikany siarczanu heparanu. Generalnie HSPG zawierajg od
jednego do czterech taricuchéw HS, sktadajgcych sie z kwasu glukuronowego/iduronowego i

disacharydu glukozaminy. Jednostki disacharydowe kwasu glukuronowego/iduronowego
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i glukozaminy dzielg wigzanie 1 - 4 i umozliwiajg N- i O- siarczanowanie oraz acetylowanie
reszt, w wyniku czego taicuchy HS sg jednymi z najbardziej ujemnie natadowanych
biopolimeréw. Réznorodnos¢ w budowie i charakterze anionowym umozliwia taricuchom HS
dziatanie jako rezerwuar macierzy zewnatrzkomodrkowej poprzez wigzanie sie z okoto 300

réznymi biatkami, w tym czynnikami wzrostu, cytokinami i enzymami [77].

Heparanaza

rozktad HS
wzrost biodostepnosci utatwienie migracji
cytokin i czynnikow endotelialnych komérek
wzrostu (VEGF) progenitorowych (EPCs)

Rycina 25. Aktywno$¢ enzymatyczna heparanazy na przyktadzie neowaskulogenezy (rycina
wtasna) [75].

Tylko wybrane miejsca w faiicuchu HS s3 podatne na rozszczepienie za
posrednictwem heparanazy [78]. Zaobserwowano, ze rozszczepienie HS za posrednictwem
heparanazy skutkuje powstaniem oligosacharydéw o masie ok. 5—-12 kDa oraz taricuchdéw o
posredniej wielkosci miedzy poczgtkowym substratem a catkowicie zdepolimeryzowanym HS
[69, 77, 78]. Dodatkowo uzyskane tancuchy oligosacharydowe sg odporne na dalszg

hydrolize przez heparanaze [78].
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Rycina 26. Budowa przyktadowego proteoglikanu siarczanu heparanu wraz ze wskazaniem

miejsca potencjalnego dziatania heparanazy na podstawie Wu i wsp. [78].

Badania sugeruja, ze heparanaza nie rozpoznaje okresSlonych sekwencji
monosacharyddw a raczej pewne wzorce usiarczanowania. Hydrolizie ulega czesc
wewnetrznych wigzan glikozydowych reszt GIcA, a ciecie zachodzi po nieredukujacej stronie
silnie siarczanowanych domen [75]. Minimalng rozpoznawang sekwencjg jest trisacharyd
[75, 77], taki jak -GlcN-GIcA-GIcN- znajdujacy sie w silnie usiarczanowanym regionie (Rycina
26) lub sekwencja -GIcA-GIcNS- w zaleznosci od proksymalnej obecnosci taricucha -GIcA2S-

GlcN [77].

3.3. Aktywnos¢ nieenzymatyczna

Heparanaza posredniczy w adhezji komdrek réwniez niezaleznie od jej aktywnosci
enzymatycznej. Nadekspresja heparanazy w komdrkach mysiego chtoniaka Eb powodowata ich

adhezje do ECM lub do pojedynczych warstw komaérek srédbtonka. Na adhezje nie wptywat
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siarczan laminaryny bedacy silnym inhibitorem aktywnosci enzymatycznej heparanazy.
Ponadto zwiekszong adhezje komdrek obserwowano réwniez gdy zastosowano zmutowang

pozbawiong aktywnosci enzymatycznej heparanaze [79].

Jedng z podstawowych funkcji heparanazy jest dezintegracja macierzy
zewnatrzkomoérkowej, a tym samym utatwienie naciekania tkanek przez komorki
nowotworowe. Jednak rola heparanazy jest znacznie szersza poniewaz zarowno aktywna, jak
i nieaktywna enzymatycznie heparanaza promuje przekazywanie sygnatu, w tym sygnalizacje
poprzez liczne receptory, co podkresla znaczenie nieenzymatycznej aktywnosci heparanazy

w progresji nowotworow [80].

HEPARANAZA

fosforylacja
p38 i aktywacja fosforylacja Akt
kinazy Src

aktywacja TF

aktywacja
komoérek
srodbtonka

wzrost
ekspresji VEGF

Rycina 27. Aktywnos$¢ nieenzymatycznej heparanazy na przyktadzie neowaskulogenezy
(rycina wtasna) [77, 79, 81].

Nieenzymatyczne dziatanie heparanazy stymuluje migracje i inwazje komdrek
$Srodbtonka w sposdb zalezny od kinazy fosfatydyloinozytolu [79]. Heparanaza jest rowniez
kofaktorem czynnika tkankowego (TF), a jej aktywno$¢ nieenzymatyczna skutkuje
wzmocnieniem aktywnosci uktadu krzepniecia. Wyzsza biodostepno$é TF jest zwigzana z
produkcjg trombiny i odktadaniem fibryny. Natomiast trombina aktywuje ptytki krwi, ktére

uwalniajg heparanaze. TF wptywa réwniez na uwalnianie VEGF z komoérek srodbtonka. Zatem
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heparanaza bezposrednio prowadzi do nadkrzepliwosci oraz stymuluje neowaskularyzacje

poprzez regulacje ekspresji i/lub aktywnosci zaréwno TF jak i VEGF — Rycina 27 [81].

3.4. Udziat heparanazy w procesach fizjologicznych

Prawidtowe dziatanie heparanazy jest niezbedne do przebiegu licznych proceséw
fizjologicznych obejmujacych przebudowe macierzy zewnatrzkomorkowej [78]. Wydaje sie
by¢ zaangazowana w implantacje i rozwdj zarodka, gojenie ran, przebudowe tkanek, nadzér
immunologiczny i wzrost wtoséw [79]. Wykazano, ze heparanaza posredniczy w procesach,
odgrywajacych kluczowa role w adhezji, migracji i inwazji roznych typéw komoérek. Niedawno
stwierdzono réwniez, ze heparanaza reguluje produkcje egzosoméw oraz proces autofagi.
Wewnatrzkomérkowa heparanaza moze lokalizowaé sie w autofagosomach, gdzie
pozytywnie stymuluje proces autofagiczny poprzez mechanizm nieenzymatyczny obejmujgcy

regulacje w dét aktywnosci kinazy mTOR1 [82].

Badania nad ekspresjg heparanazy w komaérkach uktadu immunologicznego wykazaty
wysoki poziom konstytutywnej oraz indukowalnej ekspresji w ptytkach krwi, monocytach,
makrofagach, neutrofilach, komédrkach tucznych, komérkach dendrytycznych, aktywowanych
limfocytach i eozynofilach [76, 82]. Natomiast w przypadku weztéw chtonnych, szpiku
kostnego, $ledziony, watroby i grasicy obserwowano nizsze poziomy ekspresji heparanazy.
Dane te wskazujg na kluczowg role heparanazy w prawidtowym funkcjonowaniu ukfadu
immunologicznego [76]. Stwierdzono réwniez jej konstytutywng aktywnos¢ w trofoblastach i

keratynocytach [82].

W wiekszosci ludzkich tkanek innych niz komérki uktadu immunologicznego ekspresja
heparanazy jest niska lub niewykrywalna. Dotyczy to w szczegdlnosci nerek, trzustki, serca,
mazgu, endometrium, ptuc, jader, tchawicy, okreznicy, nadnerczy, gruczotéow slinowych oraz
miesni szkieletowych [76]. Promotor heparanazy w prawidtowych komadrkach i tkankach jest

konstytutywnie wyciszany przez metylacje i dziatanie biatka p53 [82].

Ekspresja heparanazy moze by¢ réwniez indukowana przez reaktywne formy tlenu
(ROS, ang. reactive oxygen species), sktadniki uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAA,
ang. renin-angiotensin-aldosterone system), endoteline 1, glukoze, estrogeny, niektére
warianty biatka p53 i mediatory zapalne, takie jak IL-1B, TNFa i NF kappa B (NF-kB, ang.

Nuclear Factor kappa B). Natomiast tlenek azotu hamuje wytwarzanie heparanazy
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podobnie jak przeciwzapalne przekazywanie sygnatéw wewnatrzkomoérkowych poprzez

receptor witaminy D [82].

3.5. Udziat heparanazy w stanach patologicznych

Wiekszos¢ badan dotyczacych heparanazy skupia sie na jej roli w przebiegu choroby
nowotworowej, a w szczegbélnoSci w promowaniu przerzutdw poprzez enzymatyczna
degradacje macierzy zewnatrzkomérkowej [83]. Jednak heparanaza jest zaangazowana i
odgrywa istotng role rowniez w chorobach takich jak: cukrzyca typu 1 [84], choroby sercowo-
naczyniowe, stwardnienie rozsiane, choroba prionowa oraz ktebuszkowe zapalenie nerek
[82]. Regulujac biodostepnosé HS, heparanaza bierze takze udziat w patogenezie zaburzen
wywotanych przez wirusy [83]. Tabela 11 przedstawia mechanizmy dziatania heparanazy w

wybranych jednostkach chorobowych.

Tabela 11. Mechanizmy dziatania heparanazy w wybranych jednostkach chorobowych [82-84].

Jednostka

Mechanizm dziatania heparanazy PiSmiennictwo

chorobowa

Stanowi krytyczny mediator zakrzepicy po angioplastyce

i zaburzeniach przeptywu wywotanych przez stent.

Choroby Wzmaga mineralizacje i réznicowanie osteogenne
sercowo- komoérek miesni gtadkich naczyn. [82]
naczyniowe Jest zwigzana z réznicowaniem osteoklastow

wywotanym zapaleniem i aktywnoscig

w zaawansowanych blaszkach miazdzycowych.

Choroby
Moduluje migracje leukocytow przez bariere krew-mazg.
uktadu [82]
Przyczynia sie do powstawania zmian neurozapalnych.

nerwowego
Infekcje Umozliwia uwolnienie czastek wirusa do Srodowiska (83]
83
wirusowe zewnatrzkomérkowego lub sgsiednich komorek.
Zwieksza migracje i inwazje leukocytéw do wysepek
Cukrzyca
trzustkowych. [84]
typul

Powoduje uszkodzenie i Smieré komodrek beta trzustki.
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3.6. Heparanaza w nowotworach

Znaczacy wzrost zainteresowania heparanazg rozpoczat sie w latach 80. XX wieku.
Stwierdzono wtedy w przerzutowych komérkach czerniaka B16 obecnos¢ endoglikozydazy
specyficznej wobec HS, ktéra uwalniata fragmenty HS z ECM hodowanych komérek
$rodbtonka naczyniowego. Bardzo istotne byto rédwniez stwierdzenie dodatniej zalezno$ci
pomiedzy zawartoscig tego enzymu w réznych podliniach czerniaka B16 a ich potencjatem
przerzutowym [85]. Po wielu latach badan i analiz wiemy, ze we wszystkich najczesciej
wystepujgcych nowotworach ekspresja heparanazy jest podwyiszona [69, 86]. Ponadto
enzym ten przyspiesza progresje wielu nowotwordw i wigze sie ze ztym rokowaniem [69, 87].
W zwigzku z tym ze wzgledu na swoj wieloaspektowy charakter, heparanaza stata sie
kluczowym elementem regulacyjnym w ramach mikrosrodowiska guza.

Najnowsze dane uzyskane m.in. podczas badan inhibitorow heparanazy wskazuja

jednak na mozliwos¢ podwadjnej roli heparanazy zaréwno w promowaniu jak i hamowaniu

wzrostu nowotworu — Rycina 28 [74].

Rycina 28. Rola heparanazy w procesie nowotworowym (rycina wtasna) [74].

59



3.6.1. Dziatanie przeciwnowotworowe heparanazy

Na podstawie licznych badan oraz obserwacji heparanazie przypisywana jest gtéwnie
rola promotora rozwoju i progresji nowotworu. Jednak dane opublikowane w ostatnich
latach mogg wskazywaé réwniez na jej przeciwnowotworowg role poprzez regulacje
aktywnosci komoérek NK i limfocytéw T zawierajgcych chimeryczny receptor antygenowy

(CAR-T, ang. chimeric antigen receptors T cells) [74].

Komérki NK stanowig silne zabezpieczenie przed rozwojem nowotworu i przerzutéw
oraz odgrywajg kluczowa role w immunonadzorowaniu nowotwordw [74]. Badania wykazaty,
ze heparanaza ma kluczowe znaczenie w aktywnosci przeciwnowotworowej uktadu
immunologicznego, w ktdrej posredniczg komadrki NK. Poczagtkowe stezenia heparanazy

w $wiezo wyizolowanych ludzkich oraz mysich komérkach NK byty niskie. Jednak po aktywacji
tych komoérek dochodzito do wzrostu stezenia heparanazy. Dodatkowo u myszy
pozbawionych ekspresji heparanazy w szczegdlnosci w komadrkach NK (Hps.eﬂ/ﬂ NKp46-iCre)

stwierdzono uposledzong inwazje i nadzér nad nowotworem. Myszy te po zaszczepieniu
liniami komdrkowymi raka sutka w porownaniu do grupy kontrolnej byly réwniez bardziej
podatne na rozwdj nowotworu. Od obecnosci heparanazy Scisle zalezata migracja komoérek
NK do guzéw pierwotnych oraz ich rekrutacja do miejsca przerzutu [88].

Kolejng grupa komodrek, ktérej aktywnos$é przeciwnowotworowa zalezy od
heparanazy sg limfocyty T zawierajgce chimeryczny receptor antygenowy. Komoérki CAR-T
hodowane in vitro skfadajg sie gtéwnie z limfocytdw pamieciowych i efektorowych
charakteryzujgcych sie silng funkcjg cytotoksyczng. Jednak aby wykorzystaé swojg funkcje
efektorowg komoérki CAR-T muszg wykazywac zdolnos¢ degradacji proteoglikandw siarczanu.
Dzieki temu mozliwe sg infiltracja i gromadzenie sie w mikrosrodowisku nowotworowym
komoérek CAR-T, ktére uzyskuja w ten sposdb bezposredni dostep do komdrek
nowotworowych i mogg dziata¢ przeciwnowotworowo. Badania sugerujg, ze indukowanie
ekspresji heparanazy w limfocytach T namnozonych ex vivo wraz z koekspresjg specyficznego
dla nowotworu chimerycznego receptora antygenowego poprawia ich zdolnos¢ do
degradacji ECM bez pogarszania ich zywotnosci, ekspansji lub funkcji efektorowej i promuje
zwiekszong aktywnos¢ przeciwnowotworowg. Zastosowanie tej strategii moze zwiekszy¢
aktywnos¢ przeciwnowotworowg komérek CAR-T u pacjentéw z guzami litymi bogatymi w

komorki zrebu [89].
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Warto réwniez zwréci¢ uwage na bliski homolog heparanazy czyli heparanaze-2.
Regiony kodujgce te dwa enzymy wykazujg catkowitg identycznos¢ w 40%, natomiast
podobienstwo sekwencji w 59% [79, 80]. Wydaje sie, ze heparanaza-2 ulega nadekspresji w
nowotworach fagodnych i mniej agresywnych [73]. Homolog ten nie wykazuje aktywnosci
enzymatycznej oraz hamuje aktywnos¢ heparanazy [90]. Dodatkowo heparanaza-2 reguluje
geny promujgce prawidtowe rdéznicowanie komodrek, zwtdknienie guza, apoptoze, jak
réwniez zmniejsza ekspresje mediatorow proangiogenych [73, 80]. W nowotworach piersi
heparanaza-2 wydaje sie stanowi¢ interesujgcy marker diagnostyczny. W pordéwnaniu z
tkankg nienowotworowg wykazano jej obnizong ekspresje w tkankach guza pacjentek z
podtypem luminalnym A, podtypem luminalnym B oraz podtypem potréjnie ujemnym.
RdAwniez ocena immunohistochemiczna wykazata istotne obnizenie ekspresji heparanazy-2 w
tkankach inwazyjnych rakéw piersi typu przewodowego [73]. Ze wzgledu na petniong role

oraz gtdwne cechy heparanaza-2 moze stanowi¢ istotny supresor nowotwordw — Rycina 29.

Wydaje sie by¢

supresorem
e ) /"\ - ‘

Gen znajduje
sie na
romosomie
0g23-24. /

igze sie
Hamuje aricuchami \

heparanaze. nu heparanu /

proteoglikanéw. /

Nie ma ‘
aktywnosci |

enzymatyczne;j. /

Rycina 29. Dziatanie oraz gtéwne cechy heparanazy-2 [73].
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3.6.2. Dziatanie pronowotworowe heparanazy

Heparanaza zaréwno poprzez aktywnos$é enzymatyczng jak i nieenzymatyczng bierze
udziat w regulacji wszystkich cech charakterystycznych oraz umozliwiajgcych powstanie i
rozwdj nowotworu — Tabela 12. Ponadto heparanaza odgrywa wazng role w angiogenezie
nowotworowe] i uczestniczy w niektérych nieenzymatycznych dziataniach promujacych
rozwdj nowotwordéw, niezaleznie od jej udziatu w degradacji i przebudowie macierzy

zewnatrzkomoérkowej [69, 74].

Tabela 12. Mechanizmy dziatania heparanazy w regulacji podstawowych cech nowotworu na
podstawie Jayatilleke i wsp. [74].

Cecha nowotworu Wptyw heparanazy

Sygnalizacja onkogenna posredniczy w ekspresji

heparanazy, utrzymujgc mechanizmy dodatniego
Podtrzymywanie sygnalizacji

sprzezenia zwrotnego;

proliferacyjnej
Promowanie czynnikdéw wzrostu;
Omijanie supresoréw nowotworowych.
Promowanie sygnalizacji proliferacyjnej w celu
Brak wrazliwosci na zewnetrzne przeciwdziatania mechanizmom hamowania
czynniki hamujace wzrost wzrostu;

Omijanie supresoréw nowotworowych.

Hamowanie apoptozy;
Zaktécenie mechanizmoéw
Promowanie autofagii;
apoptotycznych
Regulowanie martwicy.

Sygnalizacja za posrednictwem HS;
Nieograniczony potencjat

Promowanie interakcji miedzy komadrkami
replikacyjny
nowotworowymi a macierzg zewngtrzkomaérkows.

Zwiekszenie biodostepnosci czynnikéw
proangiogennych;
Indukowanie angiogenezy
Promowanie inwazji komorek srédbfonka;

Indukowanie ekspresji genu VEGF;
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Regulowanie odpowiedzi proangiogennych
wywotanych hipoksjg;
Promowanie limfangiogenezy.
Degradacja macierzy zewnatrzkomérkowe;j i btony
podstawnej, utatwiajgce inwazje;
Regulowanie mikrosrodowiska guza;
Aktywacja inwazji i przerzutéw Promowanie trombogennosci i tworzenia klastrow
CTCs;
Modulacja macierzy zewngatrzkomoérkowej
i tworzenie niszy przed przerzutami.

Regulowanie ekspresji MMP;
Niestabilnos¢ i mutacja genomu

Stymulowanie ekspresji genow.
Unikanie nadzoru Regulacja sekrecji cytokin i chemokin
immunologicznego immunosupresyjnych.
Regulowanie migracji i aktywacji prozapalnych
komérek uktadu immunologicznego;
Indukowanie stanu zapalnego Ustanowienie ostrego i przewlektego stanu
promujacego nowotwor zapalnego;
Promowanie stanu zapalnego wywotfanego
progresja nowotworu.

Regulowanie hipoksji majacej wptyw na metabolizm
Zmiana metabolizmu
nowotworow;
energetycznego
Wptyw na metabolizm glukozy.

VEGF — naczyniowo $rodbtonkowy czynnik wzrostu, ang. vascular endothelial growth factor; MMP — metaloproteinazy macierzy
pozakomodrkowej, ang. matrix metalloproteinase; CTCs — krgzace komodrki nowotworowe, ang. circulating tumor cells; HS — siarczan
heparanu, ang. heparan sulphate.

3.7. Heparanaza w innych nowotworach

Ekspresja heparanazy jest podwyiszona i zwigzana z cechami kliniczno-
patologicznymi réwniez w nowotworach innych niz rak piersi [91]. W Tabeli 13
przedstawiono mechanizmy dziatania heparanazy w promowaniu rozwoju i progresji

wybranych nowotwordw innych niz rak piersi.
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Tabela 13. Mechanizmy dziatania heparanazy w wybranych nowotworach [92-96].

Rodzaj

Mechanizm dziatania heparanazy PiSmiennictwo

nowotworu

Zwieksza migracje i inwazje komorek
nowotworowych.
Glejak [92]
Zwieksza odpornos¢ komérek nowotworowych na

stres oksydacyjny oraz chemioterapie.

Promuje wzrost, proliferacje, migracje i powstawanie
przerzutow komorek nowotworowych.
Reguluje transkrypcje gendw, promuje osteolize,
angiogeneze, tworzenie egzosomow, uwalnianie
Szpiczak mnogi [93, 94]
syndekanu-1 oraz lekoopornos¢.
Wzmaga ekspresje markerow mezenchymalnych

takich jak wimentyna, fibronektyna i RANK.

Zwieksza ruchliwos¢ komérek szpiczaka mnogiego.

Gruczolak jelita Reguluje zaréwno poziom, jak i lokalizacje (95]
5
grubego syndekanu-1 w mikrosrodowisku guza.

Promowanie angiogenezy poprzez synergistyczne
Rak ptuc [96]
dziatanie z VEGF-C.

RANK — aktywator receptora czynnika jgdrowego kB, ang. receptor activator of nuclear factor kB; VEGF-C — naczyniowo $rédbtonkowy

czynnik wzrostu C, ang. vascular endothelial growth factor C.

Dodatkowo zaleznos$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji heparanazy a krotszym czasem
przezycia bez nawrotu choroby zostata wykazana w przypadku nowotworéw w obrebie

gtowy i szyi [86], raka zotgdka [91], raka ptuc [96] oraz glejaka [97].

3.8. Heparanaza w raku piersi

Na podstawie immunohistochemicznej oceny ekspresji heparanazy w tkankach
nowotworu piersi wykazano wyziszg ekspresje heparanazy w porédwnaniu zaréwno z
prawidtowymi tkankami piersi jak i tkankami sgsiadujgcymi [91]. Ekspresja heparanazy
réwniez koreluje z wybranymi cechami kliniczno-patologicznymi raka piersi. Stwierdzono, ze

bardziej agresywne linie komérkowe charakteryzujg sie wysokim poziomem heparanazy
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w odrdznieniu od mniej inwazyjnych linii komorkowych raka piersi, ktére nie prowadzity do
rozwoju przerzutéw [98]. Wyzsza ekspresja heparanazy byta zwigzana z niekorzystnym
stopniem ztosliwosci histologicznej, zwiekszong tendencjg do tworzenia przerzutéw do
weztéow chtonnych, wiekszymi rozmiarami guza, bardziej agresywnymi cechami biologicznymi
jak rowniez pozytywnym statusem HER2 [91].

Dodatkowo w nowotworze piersi wysoka ekspresja heparanazy stanowi niezalezny
czynnik ryzyka i wigze sie z gorszym rokowaniem. Stwierdzono nizsze wartosci nastepujgcych
wskaznikéw: catkowitego przezycia, przezycia bez nawrotu choroby, przezycia wolnego od
przerzutéw odlegtych oraz przezycia po progresji choroby [99]. Na podstawie analizy 5-
letniego przezycia rowniez wykazano negatywny zwigzek pomiedzy wysoka ekspresjg
heparanazy a czasem przezycia [91]. Zalezno$¢ pomiedzy ryzykiem nawrotu choroby a
poziomem heparanazy zostata zauwazona w | stopniu zaawansowania klinicznego raka piersi,
czyli wsrdd pacjentek z guzami o srednicy mniejszej niz 2 cm i bez zajecia weztdw chtonnych.
Wysoki poziom heparanazy korelowat z 4,5-krotnie wyzszym ryzykiem nawrotu choroby
[100]. Dodatkowo u pacjentéw ze zwiekszong ekspresjg heparanazy ryzyko nawrotu choroby
po chemioterapii byto znacznie wyzisze niz u pacjentéw z niskg ekspresjg heparanazy,
niezaleznie od podtypu molekularnego guza. Moze to Swiadczy¢ o roli heparanazy w

promowaniu opornosci na chemioterapie [87].

W wielu typach nowotwordw, rdwniez w raku piersi angiogeneza jest kluczowym
etapem progresji choroby [98]. Heparanaza sprzyja rozwojowi raka piersi m.in. poprzez
udziat w tworzeniu naczyn wiosowatych i zwiekszaniu gestosci naczyn mikrolimfatycznych.
Mozliwe mechanizmy lezgce u podstaw tych efektéw obejmujg: degradacje HS oraz
zniesienie w ten sposob bariery macierzy zewnatrzkomérkowej, uwalnianie cytokin, ktére sg
wigzane przez HS oraz promowanie w ten sposéb inwazji komdrek nowotworowych i
powstawanie przerzutdéw, tworzenie mikrosrodowiska zawierajacego aktywne biologicznie

fragmenty HS sprzyjajace przezyciu komérek nowotworowych [91].

Wydaje sie, ze heparanaza bierze takze udziat w regulacji potencjatu przerzutowego
raka piersi. Wykazano, ze komdérki raka piersi z przerzutdw do mdzgu w pordwnaniu z

niezmienionymi nowotworowo komérkami wykazywaty wyzszy poziom heparanazy [98].
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Il. CEL

Nowotwor piersi jest jedng z najczestszych globalnych przyczyn zachorowalnosci i
umieralnosci wsrdd kobiet. Wedtug danych z 2020 roku na kazde 100 000 oséb standardowej
populacji Swiata przypada rocznie 46,3 zachorowan na nowotwor piersi. Stale zmieniajace sie
mikrosrodowisko nowotworu odgrywa kluczowa role w progresji, inwazji i tworzeniu
przerzutdw nowotworu piersi. Wzrost uwalniania VEGF zwigzanego z HSPG macierzy
zewnatrzkomoérkowej moze prowadzi¢ do wzrostu mobilizacji EPCs jak réwniez do
zwiekszonej ekspresji TF. Powyzisze interakcje napedzane takze przez wzrost stezenia
heparanazy dodatkowo nasilajg jego prozapalny, prozakrzepowy i proangiogenny charakter.
Wykazano rowniez wplyw stanu zapalnego o charakterze ogdélnoustrojowym na rozwdj i
progresje nowotworéw ztosliwych. Interesujgcy wydaje sie fakt, ze znaczna poprawa w
diagnostyce i leczeniu pierwotnego raka piersi, ktérg obserwujemy w ostatnich latach nie
poprawita catkowitego przezycia pacjentek. Byé moze wynika to z faktu, ze rak piersi jest
chorobg heterogenng pod wzgledem klinicznym, histopatologicznym, molekularnym i
genetycznym. Zatem ztozona heterogenicznos$é¢ raka piersi na poziomie molekularnym
wymusza poszukiwanie biomarkeréw prognostycznych, ktére mozina w prosty sposéb

oznaczyc¢ i wprowadzi¢ do codziennej praktyki klinicznej.

Celem pracy byta ocena stezen heparanazy, wybranych markeréw angiogenezy
(VEGF-A, sVEGFR-1, sVEGFR-2), liczby krazgcych komodrek progenitorowych srédbtonka o
immunofenotypie CD45-/CD34+/CD31+/CD133+, hormondw wydzielanych przez tkanke
ttuszczowg (adiponektyna, leptyna), markera stanu zapalnego — biatka YKL-40 oraz ocena
aktywnosci czynnika tkankowego (TF) w grupie pacjentek z pierwotnym, jednostronnym
nowotworem piersi bez przerzutéw odlegtych. Ponadto okreslono zaleznosci pomiedzy tymi
parametrami a wybranymi wskaznikami antropometrycznymi oraz kliniczno-patologicznymi
takimi jak: klasyfikacja kliniczna TNM, ocena stopnia ztosliwosci histologicznej, podtyp
molekularny nowotworu piersi, Srednica guza i ekspresja markera proliferacji Ki67. Oceniono
takze wptyw zastosowanego leczenia chirurgicznego oraz standardowych terapii
uzupetniajgcych na zmiane stezenia heparanazy. Dodatkowym celem badania byta préba
okreslenia wartosci prognostycznej analizowanych parametrow w przewidywaniu nawrotu

choroby nowotworowe;j.
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lIl. MONOTEMATYCZNY CYKL PUBLIKACII

Podstawa do wnioskowania o uzyskanie stopnia doktora nauk medycznych jest

osiggniecie naukowe w postaci cyklu artykutéw naukowych opublikowanych pod tytutem:

»O0cena przydatnosci oznaczenia heparanazy, wybranych markerow angiogenezy,
hemostazy oraz hormonéw wydzielanych przez tkanke ttuszczowq jako czynnikow

prognostycznych w grupie pacjentek z rozpoznanym pierwotnym nowotworem piersi.”

Osiggniecie stanowig 3 oryginalne prace opublikowane w recenzowanych
czasopismach, znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR). Sumaryczny

wspotczynnik oddziatywania, impact factor (IF) wynosi 11,849 punktacja MNiSW - 350 pkt.

1. Bielawski K, Rhone P, Bielawska S, Rosc D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B.
Heparanase link between vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive
factor of a shorter survival rate. J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466. IF: 2,644;
punktacja MNiSW: 70 pkt., (praca oryginalna)

Moj wktad w powstanie pracy polegat na: przegladzie pismiennictwa, analizie statystycznej
oraz interpretacji uzyskanych wynikdw, podsumowaniu i sformutowaniu ostatecznych
wnioskow badawczych, redakcji manuskryptu oraz prezentacji uzyskanych wynikdw na
konferencjach tematycznych.

Mj proporcjonalny udziat w realizacji pracy szacuje na 65%.

2. Bielawski K, Rhone P, Bulsa M, Ruszkowska-Ciastek B. Pre-Operative Combination of
Normal BMI with Elevated YKL-40 and Leptin but Lower Adiponectin Level Is Linked to
a Higher Risk of Breast Cancer Relapse: A Report of Four-Year Follow-Up Study. J Clin
Med. 2020;9(6):1742. IF: 4,241; punktacja MNiSW: 140 pkt, (praca oryginalna)
Moj wktad w powstanie pracy polegat na: przegladzie pismiennictwa, analizie statystycznej
oraz interpretacji uzyskanych wynikdw, podsumowaniu i sformutowaniu ostatecznych
whnioskow badawczych oraz redakcji manuskryptu.
Moj proporcjonalny udziat w realizacji pracy szacuje na 75%.
3. Ruszkowska-Ciastek B*, Bielawski K*, Zarychta E, Rhone P. Impact of adjuvant

treatment on heparanase concentration in invasive, unilateral breast cancer patients:

results of a prospective single-centre cohort study. J Clin Med. 2021; 10(10): 2184.

IF: 4,964; punktacja MNiSW: 140 pkt, (praca oryginalna); (* Ruszkowska-Ciastek B i

Bielawski K wniesli rowny wktad w powstanie publikacji).
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Moj wktad w powstanie pracy polegat na: przegladzie pismiennictwa, analizie statystycznej
oraz interpretacji uzyskanych wynikéw, podsumowaniu i sformutowaniu ostatecznych

whioskéw badawczych oraz redakcji manuskryptu.

Moj proporcjonalny udziat w realizacji pracy szacuje na 45%.

Zgoda komisji bioetycznej

Badanie zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng Collegium Medicum w
Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (sygnatura: KB/547/2015). Wszyscy

pacjenci wyrazili Swiadomg, pisemng zgode na udziat w tym badaniu.
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Wprowadzenie do badania opublikowanego w pracy nr 1:

Bielawski K, Rhone P, Bielawska S, Rosc D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B.
Heparanase link between vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of a

shorter survival rate. J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466. IF: 2,644; punktacja
MNiSW: 70 pkt.

Na podstawie danych Swiatowej Organizacji Zdrowia szacuje sie, ze w 2018 roku globalna
zachorowalno$s¢ na nowotwory wzrosta do 18,1 min nowych przypadkéw. Najczesciej
diagnozowany nowotwér kobiecy w zdecydowanej wiekszosci krajow stanowi nowotwor piersi,
ktdry ze wzgledu na czeste rozpoznawanie w niekorzystnych stadiach jest réwniez jedng

z gtéwnych przyczyn zgondw zwigzanych z chorobami nowotworowymi.

Klasyfikacja molekularna nowotwordw piersi jest jedng z najczesciej stosowanych
klasyfikacji. Opiera sie ona na immunohistochemicznym oznaczaniu receptoréw
estrogenowych, receptoréw progesteronowych, receptora 2 ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu, Ki67 oraz ekspresji E-kadheryny. Wedtug bazy danych Surveillance,
Epidemiology and End Results kobiety z guzami ER i PR-dodatnimi miaty statystycznie dtuzsze
wskazniki przezycia niz kobiety z guzami z ujemnymi receptorami hormonalnym (ER- oraz PR-
). Efekt ten jest widoczny we wszystkich grupach wiekowych i jest niezalezny od stadium
choroby, stopnia zaawansowania guza, podtypu histologicznego guza czy pochodzenia

etnicznego.

W ostatnich latach badania koncentrujg sie na genetycznych i biochemicznych
sktadnikach zaangazowanych w progresje nowotworu i jego mikrosrodowisko. Stwierdzono, ze w
rozwdj i progresje choroby nowotworowej silnie zaangazowane jest macierz
zewnatrzkomoérkowsa, ktéra stanowi nie tylko szkielet dla tkanek i narzadéw ale jest réwniez
waznym rezerwuarem cytokin, chemokin oraz licznych czynnikéw wzrostu. Jednym ze
sktadnikdw macierzy zewnatrzkomorkowej sg proteoglikany siarczanu heparanu (HPSG), ktore
odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu integralnosci strukturalnej oraz wigzg czynniki wzrostu
takie jak: podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF), czynnik wzrostu s$rédbtonka
naczyniowego (VEGF), czynnik wzrostu keratynocytédw i czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF).

Stad jego funkcja wspomagajgca w angiogeneza i dalsze rozprzestrzenianie sie nowotworu.
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Jedynym enzymem w organizmach eukariotycznych zdolnym do enzymatycznego
rozszczepienia i degradacji HSPG jest heparanaza. Aktywnos$¢ enzymatyczna heparanazy
prowadzi do dezintegracji macierzy zewnatrzkomdrkowej oraz dyfuzji cytokin i czynnikow
wzrostu, ktére wzmacniajg angiogeneze, aktywujg uktad immunologiczny, przyspieszaja
autofagie oraz modulujg sktad egzosomdéw. Dodatkowo heparanaza stanowi kofaktor
czynnika tkankowego, a jej aktywnos¢ nieenzymatyczna skutkuje wzmocnieniem aktywnosci
uktadu krzepniecia oraz aktywuje kaskade sygnalizacyjng, ktéra wzmaga fosforylacje
wybranych biatek takich jak Akt, ERK, p38 i Src. Aktywnos¢ ta rowniez sprzyja rozwojowi
nowotworu oraz powstawaniu przerzutow. Badania wskazujg, ze enzym ten jest silnie
zaangazowany w rozwoj stanu zapalnego oraz choroby nowotworowej, a wzrost stezenia
heparanazy koreluje ze zwiekszong gestoscig naczyn i krotszym czasem przezycia wolnym od

nawrotu choroby nowotworowe;j.

W publikacji numer 1 badaniem objeto 86 kobiet w wieku od 40 do 71 lat (mediana
55 lat) z pierwotnym jednostronnym nowotworem piersi w stopniu zaawansowania IA-1I1B
(bez przerzutéw odlegtych). Pacjentki byty kwalifikowane do badania od listopada 2015 r. do
stycznia 2018 r. i znajdowaty sie pod opiekg personelu z Oddziatu Klinicznego Nowotworéw
Piersi i Chirurgii Rekonstrukcyjnej Centrum Onkologii im. prof. Franciszka tukaszczyka w
Bydgoszczy. Wszystkie zakwalifikowane pacjentki zostaly objete obserwacjg od daty
pierwszej wizyty do najwczedniejszego zdarzenia, tj. wystgpienia przerzutéw choroby
nowotworowej, zgonu lub ostatniego kontaktu na koniec marca 2019 r. W analizie przezycia
bez nawrotéw wystgpito dziesie¢ zdarzen, a okres obserwacji wynosit od 19 do 41 miesiecy

(mediana czasu obserwacji wyniosta 33,5 miesigca) z 11,6% odsetkiem nawrotow.

Gtéwnymi kryteriami wigczenia byly: pierwotny, inwazyjny, jednostronny rak piersi
we wczesnym stadium oraz dobry ogdlny stan zdrowia. Natomiast do gtéwnych kryteriéw
wykluczenia nalezata pte¢ meska, rak in situ, guzy T3-T4, stopiet zaawansowania wyzszy niz
IIB, leczenie neoadjuwantowe. Dodatkowo wykluczone z badania zostaty pacjentki, u ktérych
stwierdzono: obecnos$¢ niekontrolowanej choroby sercowo-naczyniowej, choroby ptuc,
choroby watroby, niewydolno$é tarczycy, jawnag cukrzyce, dyslipidemie, choroby naczyn
mozgowych, wczesniej istniejgcg przewlektg chorobe autoimmunologiczng lub zapalng,
niedawno przebyte krwawienia lub zdarzenia zakrzepowe.

W grupie badanej najczesciej wystepujgcym typem molekularnym nowotworu piersi

byt typ luminalny A (58% pacjentek). Ponadto w grupie badanej zaobserwowano nastepujgce
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wystepowanie wybranych cech kliniczno-patologicznych: wielko$s¢ guza < 2cm u 70%
pacjentek, brak zajecia weztéw chtonnych u 77% pacjentek oraz typ przewodowy u 88%
pacjentek.

W ramach badania oceniano stezenie heparanazy, naczyniowo-$rédbtonkowego

czynnika wzrostu (VEGF-A) oraz rozpuszczalnych form receptora 1 i receptora 2 dla VEGF

(odpowiednio sVEGFR-1 i SVEGFR-2). Stezenia tych parametréw zostaty oznaczone
z zastosowaniem testow immunoenzymatycznych. Dodatkowo przy uzyciu cytometrii
przeptywowej okreslono liczbe krazgcych komodrek progenitorowych srédbtonka

o immunofenotypie CD45-/CD34+/CD31+/CD133+.

Celem pracy byta analiza stezen wybranych parametréw angiogennych oraz liczby
krgzgcych komérek progenitorowych srédbtonka w podgrupach utworzonych ze wzgledu na
wystepowanie niskich, srednich i wysokich steze heparanazy. Na podstawie powyziszego
podziatu wykonano réwniez analize z zastosowaniem krzywej przezycia Kaplana-Meiera w
celu okreslenia grupy pacjentek z nowotworem piersi najbardziej narazonych na nawrét

choroby nowotworowe;j.

Stworzono takze pojedyncze krzywe ROC dla heparanazy, krgzgcych EPCs, VEGF-A,
SVEGFR-1, sVEGFR-2 oraz krzywa ROC i regresje Cox’a dla modelu sktadajgcego sie z tych
parametréw w celu oceny ich zdolnosci diagnostycznej do przewidywania nawrotu choroby
nowotworowe]. Dodatkowo przeprowadzono analize stezenia heparanazy w zaleznosci od
wystepowania wybranych cech demograficznych, antropometrycznych, molekularnych oraz

kliniczno-patologicznych.

W wyniku przeprowadzonych analiz statystycznych w pierwszej publikacji
odnotowano istotnie wyzisze stezenie heparanazy wsréd pacjentek z ujemnym statusem
receptora estrogenowego oraz progesteronowego w poréwnaniu do pacjentek z dodatnim
statusem receptora estrogenowego oraz progesteronowego. Ponadto, zaobserwowano
istotnie wyzsze stezenie heparanazy w podgrupie pacjentek z guzami o srednicy od 2 do 5 cm
(T2) w porédwnaniu do podgrupy pacjentek z guzami o Srednicy ponizej 2 cm (T1).

W zaleznosci od niskiego, sredniego i wysokiego stezenia heparanazy odnotowano wzrost
stezenia krgzacych EPCs oraz wzrost stezenia rozpuszczalnej formy VEGFR-2 wraz ze wzrostem
stezenia heparanazy. W przypadku stezenia sVEGFR-1 w grupach z niskim i srednim stezeniem
heparanazy wykazano jego wzrost. Jednak w grupie z wysokim stezeniem heparanazy

stwierdzono najnizsze stezenie sVEGFR-1. Dodatkowo wraz ze wzrostem stezenia
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heparanazy odnotowano spadek potencjatu antyangiogennego wyrazonego przez stosunek
SVEGFR-1/VEGF-A oraz wykazano wzrost wartosci stosunku sVEGFR-2/sVEGFR-1, co wskazuje
na wzrost zaangazowania w bardziej zaawansowanych procesach sVEGFR-2 w poréwnaniu

do sVEGFR-1.

Analiza krzywych ROC wyznaczonych dla pojedynczych parametréw wykazata, ze
stezenia heparanazy oraz rozpuszczalnej formy VEGFR-1 mogg by¢ przydatne do
oszacowania wystgpienia nawrotu choroby nowotworowej. Przy uzyciu indeksu Youdena
okreslono najlepsze punkty odciecia w celu odrdznienia pacjentéw z nawrotem choroby od

pacjentow bez nawrotu choroby. Wynoszg one odpowiednio 213,74 pg/ml dla heparanazy

(czutoé¢ 70%, swoistoéé 80%, AUC ROC = 0,72) oraz 37,81 pg/ml dla sVEGFR-1 (czutoé¢ 43%,

swoisto$é 100%, AUC ROC - 0,68). Natomiast analiza krzywej ROC stworzonej dla modelu

uwzgledniajacego stezenia heparanazy, krazacych EPCs, VEGF-A, sVEGFR-1 oraz sVEGFR-2
wskazuje na silny potencjat diagnostyczny tego modelu do przewidywania nawrotu choroby

nowotworowej ze wzgledu na AUC =0,8132 i p = 0,0064.

Analiza regresji Cox’a, ktéra uwzglednia czas obserwacji oraz czas wystgpienia
nawrotu choroby wykazata, ze w analizowanym modelu najistotniejszymi predyktorami

nawrotu choroby nowotworowej sg stezenia VEGF-A oraz sVEGFR-2.

Na podstawie krzywych przezycia Kaplana-Meiera odnotowano znacznie wiekszg
czestos¢ nawrotow choroby u pacjentek z wysokim stezeniem heparanazy (>200 pg/ml) w
poréwnaniu do podgrup z niskimi (<140 pg/ml) i $rednimi (140-200 pg/ml) stezeniami
heparanazy. W grupie z wysokim stezeniem heparanazy sposréd 34 pacjentek u 8 (23,5%)
stwierdzono nawrdét choroby nowotworowej. Natomiast wsrdd 25 pacjentek z niskim

stezeniem heparanazy nawrdt choroby odnotowano u 1 pacjentki (4%).

Z badania wynika, ze wysokie stezenie heparanazy moze by¢ predyktorem krétszego
przezycia bez progresji choroby. Ponadto wzajemne interakcje pomiedzy heparanaza a
waskulogenezg i angiogenezg moga miec¢ kluczowe znaczenie w rozwoju przerzutéw. Réwniez
wielkos$¢ guza oraz brak ekspresji receptorow estrogenowych i progesteronowych moga miec
zwigzek z wyiszym stezeniem heparanazy oraz moga stuizy¢ jako wskazniki bardziej

agresywnego charakteru komoérek nowotworowych i krétszego czasu przezycia.
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Heparanase concentration is low in normal epithelia cells but its overexpression is reported in many carcinomas, including
sarcomas and haematological malignancies. The purpose of this study was 10 investigate the association with selected
angiogenic parameters as well as in the number of circulating endothelial progenitors (EPCs) in respect to low, moderate
and high concentrations of heparanase. Also, we estimated the diagnostic usefulness of the heparanase concentration for
disease recurrence prediction in breast cancer cases. Eighty-six patients with IA-1IB stage invasive beeast carcinoma who
passed a comprebensive clinicopathologic evaluation were included in the study, The median umour diameter was 1.5
cm. Twenty cases showed lymph node metastasis (N1), Follow-up was completed in all patients a median follow-up was
33.5 months with a 11.6% recurrence rate, An immunoassay of selected angiogenic parameters, heparanase, as well as an
immunohistochemistry of oestrogen and progesterone receptors, hurman epidermal growth factor receptor 2 (HER2), Ki67
and E-cadherin was performed in all cases. Circulating EPCs were determined by flow cytometry, Higher levels of
heparanase in oestrogen and progesierone receplor negative cancers than in positive ones were noted. A higher
concentration of heparanase was observed m T2 cases than T1 subjects. Significant positive associations between
circulating EPCs, soluble forms of VEGF receptors and increasing plasma levels of heparanase were obtained, Follow-
up revealed a significantly higher incidence of discase relapse in breast cancer patients with high baseline concentrations
of heparanase, Heparanase was the most accurate biomarker with an AUC™ = 0,72, The cut-off value of 213,74 pg/'ml,
was identified in order to discriminate between discase recurmence patients and those without discase relapse. We suggest,
that a high concentration of heparanase next to tumour size and oestrogen and progesicrone receplor expression may serve

as an indicator of a more an aggressive character of tumour cefls and a shorter survival rate,

Key words: heparanase, invasive breast cancer;, anglogenesis, vasculogenesis, tomour progression, circulating endothelial

progenitors, growth factor receplors

INTRODUCTION

According to the World Health Organization, global cancer
morbidity is estimated to have risen to 18,1 million new cases
and 9.6 million deaths in 2018, Breast cancer (BC) is the most
frequently diagnosed female cancer in the vast majority of the
countries and, additionally, is also the leading cause of cancer
death due to still its recognition in unfavourable stages. In 2018,
almost 2.1 mllion newly diagnosed breast cancer cases were
identified worldwide (1). This accounts for 24.2% of cancer
patients among women (1, 2).

In recent years, studies have focused on the genetic and
biochemical components involved in tumour progression and its
microenvironment. This has enabled understanding of the
biology of breast umour cells, improved treatment patterns and
an increase in the survival rates of patients with breast cancer (3).
Several breast cancer classifications are used. However, the most
common classification, in order to determine survival rates, is the
mobecular one, which is based on the immunohistochemical

(THC) estimation of oestrogen receptors (ER), progesterone
receptors (PR), buman epidermal growth factor receptor 2
(HER2) and Ki67, E-cadhenin expression (4, 5). Premenopausal
patients are more likely to develop ER-negative cancers than
postmenopausal cases, According to the Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER) database, women with
ER and PR positive tumours had statistically longer survival rates
than those with negative hormonal receptor (ER-PR-) tumours.
This effect is visible i all age groups and it is independent of
discase stage, tumour grade, tumour histofogical subtype or
cthnicity (5). The one of a main indicator of potential responses
to hormonal therapy is ER expression and the best established a
selective ER modulator (SERM) is tamoxifen. Thus, interesting
seem resveratrol’ anti-oxidant, anti-inflammatory and anti-
carcinogenic properties. This is natural polyphenol present both
estrogenic and antiestrogenic features when bound to the ER and
therefore has potential SERMs-like (6).

The tumour microenvironment, encircled by the extraceliular
matrix (ECM), is a mosaic of crucial vanious cell types that are
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responsible for the complex pathways of tumourigenesis, including
cell proliferation, motility, spoplosis, and formation new blood
vessels. Also, in BC progression, invasion and metastasis, the ECM
plays a crucial role (2, 7). The two main classes of ECM
macromolecules consist of fibrous proteins and polysaccharide
chains belonging 1o the glycosaminoglycan class (GAG). The
fibrous proteins include peoteins with a mainly structural function
(collagen and eclastin) and proteins with a principally adhesive
ability (laminins, mdogens, fibronectin and vitronectin (8), When
GAGs bind to proteins, they form proteoglycans, which can be rich
in sulphate groups (3). Heparan sulphate proteoglycans (HSPGs)
can be anchored to the cell surface and are important proteoglycans.
present in the ECM (3, 8-10). HSPGs inhibit cancer cell nvasion
by promoting the interaction between cells or between cells and the
ECM. Additionally, HSPGs have a role in maintaining the
structural integrity and self-assembly of the ECM (8, 10, 11),
Heparan sulphate demonstrites an important role in building the
celtular microenvironment and in cell signalling in the basement
membrane and ECM through, among others, binding to growth
fisctors: hasic fibroblast growth factor (bFGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF), keratinocyte growth factor, and hepatocyte
growth factor (HGF), hence, its supporting function in
angiogenesis and the distal spreading of the cancer (12).

In eukaryotic organisms there is only one enzyme that is able
to enzymatically cleave and degrade the heparin sulphate side
chains from HSPGs; this reaction is strongly involved in tumour
growth, metastasis, and inflammation (7, 13, 14), This enzyme is
named heparanase. It is an endo-B-D-glucuronidase and presents
two activities: enzymatic and non-enzymatic, with both
functions having an influence on a decrease in the structural
integrity of the basement membrane and ECM, The enzymatic
activity of the heparanase (58 kDu) dimer consists of 50 kDa and
8 kDu subunits non-covalently linked causing the remodelling of
the ECM. Thus, it leads to diffusion of cytokines, growth fiactors
and lipoproteins which can enhance angiogenesis, activation of
the immune system, coagulation, acceleration of autophagy and
exosome composition (3, 8, 10). Interestingly, an ideal
enzymatic action of heparanase is observed in acidic milieu (pH
= 5.8 — 6.2), which occurs in tumour microenvironment {14).
Additionally, the pro-enzyme heparanase (65 kDa) has noo-
enzymatic properties and is able to induce the signalling cascade
that enhances phosphorylation of selected proteins such as Akt,
ERK, p38 and Src. Those activities promote tumour invasion
and metastasis (3, 8, 11, 14). Furthermore, non-enzymatic
function of heparanase is associated with hypercoagulability
state, There is some evidence that heparanase is a cofactor of
tissue factor. This function works as a vicious cycle, since tissue
factor leads to thrombosis in tumour by elevation of thrombin
and fibrin deposition and finally platelets activation. It is well-
established that expression of heparanase is limited principally
to the plaelets, thus in this manner a more heparanase is realized
from platetets (K, 14). Morcover, heparanase non-enzymatic
property enhances @ pro-inflammatory cell adhesion and signal
transduction (8),

Additionally, studies indicate that up-regulation of
heparanase correlates with enhanced vascular density, and
shorter postoperative survival of cancer patients (15, 16). There
is no data presenting the impact of heparanase on the number of
endothelial progenitors (EPCs) which are involved in
vasculogenesis, Mutual interactions between both components
could be an insight into the early steps of wmour development,
since circulating bone marrow-derived EPCs contribute to
tumour neovascularisation (17). The EPCs characterized high
development due (4). The aim of the study was to analyse
fluctuations i selected angiogenic parameters as well as in the
number of circulating endothelial progenitors in respect 10 Jow,

moderate and high concentrations of heparanase. Additonally,
we assessed the diagnostic accuracy of heparanase concentration
for discasc relapse prediction in breast cancer subjects,

MATERIALS AND METHODS
Patlent samples and clinical data

The present study was approved by the Bioethics Committee
Collegium Medicum in Bydgoszcz, the Nicolaus Copemicus
University in Torun, Poland (reference number: KB/547/2015)
and the study was conducted m accordance with the principles
embodied in the Declaration of Helsinki. All patients provided
written informed consent to participate in this study after a full
explanation of the study had been given.

The current study comprised of 86 cases aged 40 to 71 (mean
age of 55 years) with newly diagnosed breast malignancy with
stage IA-IIB post partial or radical mastectomy, who underwent
a comprehensive histopathological confirmation of the
diagnosis. All patients also provided a full history and underwent
general clinical examinations. Eligible women were recruited
between November 2015 and January 2018 by the oncologist
from the Clinical Ward of Breast Cancer and Reconstructive
Surgery, Oncology Centre Professor F. Lukaszezyk Memorial
Hospital, Bydgoszcz, Poland.

The medical records of all the invasive breast cancer (IBrC)
patients were reviewed to obtain anthropometric, demographic
data, which included age (dichotomised according to a median
age of 53 ycars), menopausal status, parity (defined as full-term
pregnancies), smoking history (non-smokens or ever-smoked),
weight, height, alcohol intake history, past medical history
including any previous history of thremboembolic events, other
disorders and any drug intake. In this group, 30 patients (34%)
were recognised as overweight and 15 (17%) as obese. The
median value for the patients’ body mass index (BMI) was 25.08
kg/'my. Twenty-eight patients (33%) were premencpausal and S8
(67%) were postmenopausal. Baseline patient characteristics are
presented in Table 1. Full details about the study's recruitment
and procedures have been reported in a previous paper (18).

Tumour localisation and size, lymph node status,
histological type, histological grade, and molecular subtypes
have been obtained from all study participants. TNM (T -
umour, N - node, M - metastasis) classification was performed
by a histopathological specimen in all cases. The breast cancer
patients were free of distant metastasis (M0). The median
tumour diameter was 1.5 cm (range 0.5 — 3.5 cm). Twenty cases
(23%) showed lymph node metastasis (NT). The clinical staging
was performed according to the AJCC 7 Edition Staging for
Breast Cancer. There were 41 (48%) patients with stage 1A
(TINOMO - T1 tumours without nodal micrometastases) and 39
(45%) cases with stage 1A (TINIMO - T1 tumours with nodal
micrometastases  or  T2NOMO - T2  without nodal
micrometastiases), while six cases {7%) had stage 118, which was
defined by TZNIMO - T2 with nodal micrometastases.
Histological grading according to Elston-Ellis classification was
available for all patients, consisting of five cases in grade 1, 65
subjects developed grade 2 and 16 patients bad grade 3. The
most common histological IBrC type was invasive ductal
carcinoma, accounting for 88% (n = 76), followed by invasive
lobular carcinoma (n = 10; 12%). Patients were stratified by
molecular subtype according to an immunohistochemical
marker profile including oestrogen and progesterane receptors
(ER, PR, respectively), human epidermal growth factor receptor
2 (HER2), Ki67, and E-cadherin expressions. The positive
expression rates for ER, PR and HER2 were established in 87%,
80% and 12% of cases, respectively. The clinical and
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Table 1, The heparanase concentration according to demographic and anthropometrical determinants i study population,

Feature Number of patients  Heparanase concentration P-values
(%) (pg'mlL)
86 (100%) 176.98
137.80/268.29
Age
< 55 years 45(52%) 174.74 0.8471
135.68270.91
2 55 years 41 (48%) 179.21
137.80/245.32
Menopausal stutus
Premenopausal 28 (33%) 165.88 03567
124.13/241.82
Postmenopausal S8 (67%) 185.97
137.804268.29
Body mass index
<249 kgt 41 (45%) 170.30 0.5597
135.68/252.87
25 -29.9 kg'm’ 30 (35%) 209.05
137.30/286.91
30399 kg'm2 15 (17%) 157.13
137.80:257.96

pathological characteristics of the patients are summarised in
Tables 2 and 3,

Inclusion and exclusion criteria for study participants

The major inclusion criteria were primary, invasive,
unilateral, carly-stage breast cancer and good general health and
wellbeing. Exclusion criteria were male gender, carcinoma in
situ, T3-T4 tumours, stage after 1B, necadjuvant treatment and
Jocally advanced or metastatic cancer. Additional exclusions
were as follows: the presence of uncontrolled cardio-vascular
disease, lung diseases, liver discases, thyroid impairment, overt
diabetes mellitus, dyslipidaemia, cerebral-vascular diseases, pre-
existing chronic sutoimmune or inflammatory discase, recent
bleeding or thrombotic events,

Patient follow-up information

Follow-up was completed in 86 patients, For the relapse free
survival analysis ten events occurred and follow-up ranged from
19 10 41 months (median follow-up was 33.5 months) with a
11.6 % recurrence rate. Follow-up times were calculated from
the date of the initial visit until the carliest cvent of interest, f.e.
discase spread, death or the last date of contact as of the end of
March 2019, and were expressed in months,

Immunohistochemistry analysis

Formalim-fixed and parsffim-embedded tumour sections
were used for the immunohistochemistry detection of oestrogen
receptors (ER), progesterone receptors (PR), human epidermal
growth factor receptor 2 (HER-2) and Ki67 expression, The ER
and PR status were defined in accordance with the
recommendations of the ASCO/CAP using SP1 and 1E2 primary

antibodies (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA),
respectively. Receptor status is asscssed as positive if there are at
least 1% of tumour cells observed with nuclear staining and
negative if the nuclear staining is completely absent, For the
semi-quantitative defection of HER2, the rabbit monoclonal
primary antibody VENTANA anti-HER2/neu (4B5) was used
with @ VENTANA aperture for staining the IHC microscopic
slide (Benchmark Ultra, Roche-Ventana). HER2 scores were
assessed using the standard ASCO/CAP guideline reporting
system on a scale of 0, 1+, 2+ and 3+. Tumours with 0 or 1+
scores were considered as HER2-negative and those with 3+
scores were considered as HER2-positive. Tumours with 2+
scores were regarded as equivocal and tested by fluorescence in
situ hybridisation (FISH). The Ki-67 antigen was scored as a
percentage of nuclei-stained cells of all the cancer cells by using
a monocional mouse antibody (Auto-stainer Link 48, Agilent
Technologies, USA). The cut-off value for the Ki-67
proliferation index was 14% in all statistical analysis.

Biood collection and laboratory measurements
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Venous blood (4.5 mi) for westing for heparanase, vascular
endothelial growth factor (VEGF-A), and its soluble forms of
receptor types 1 and 2 and for the determination of the number
eudmhelnl progenitors (EPCs) was collected under standard

operating procedures and conditions into tubes (Becton Dickinson
Vnuuinem System, Plymouth, UK) contsining potassium
ethylenediaminetetrascetic acid (K:EDTA). Whole blood samples
were processed within 2 h after collection in order 10 estimate the
accurate number of circulating EPCs, The remaining blood
samples were immediately mixed and centrifuged at 3000 = g at
+4°C for 15 min and then frozen at —80°C (as specified by the
manufiscturer) until assayed within six months,
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Table 2. The heparasase concentration according to molecular characteristics in breast cancer cases.

Feature Number of patients  Heparanase concentration  P-values
{*6) (pg/mL)

Expression of Ki 67

<15% 45 (52%) 165.88 0,0961
135.68213.74

> 15% 41 (48%) 192.80
142.05/284.21

Expression of HER2

Negative 76 (88%) 18371 0.6762
137.50/266.99

Positive 10(12%) 15931
137.80378.48

Hormone receptor status

ER+ 75 (87%) 165.88 0.019%
135.68/257.96

ER- 11 (13%) 268.29
213.747378.49

PgR+ 69 (80%) 165.88 00163
135.6824035

PgR- 17 (20%) 265.69
197.40/378 49

E-cadherin status

Positive 81 (94%) 183,71 03145
137.80/268.29

Negative 5(6%) 152.79
133.57/179.21

ER, oestrogen receptar; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; Kib7, proliferation marker; PR, progesterone receptor;
significant differences are denoted by bold P-values; an underlined P-value represents closeness to statistical significance,

ELISA kits were used to quantify the EDTA-plasma
concentrations of VEGF-A, the soluble form of VEGF receptors
wpe | and 2 (VEGF-A; sVEGFR1I/Flt-1; sVEGFRYKDR
Immunoassay Test, Quantikine, R&D systems, USA -
respectively), and heparanase (ELISA Kit for Heparanase: HPA;
Cloud-Colne Corp., TX, USA). The reaction mixture was added
0 & 96-well plate (18).

Flow cytometry

Determination of circulating endothelial progenitor cells
with the immunophenotype CD34+CD133+CD31+CD45- were
made by flow cytometry to the methodological
procedures, which had previously been published (18). All
assays were run according to the manufacturer’s specifications
by personnel with no access to the clinical data of the patients,

Statistical analysi

All statistical analyses were conducted using Statistica v,
13.1 (StatStofi®, Cracow, Poland). The normality of the data set
was tested by the Shapiro-Wilk test. Data are presented as

percentages or medians and interquartile ranges (IQR) for non-
normally distributed vaniables. Statistical differences between

subgroups were determined with the U Mann- Whitney test or the
ANOVA Kruskal-Wallis test. Receiver operating charactenstic
(ROC) curves were used (0 assess the diagnostic predictive
capacity of the selected analysed biomarkers. The arca under the
curve (AUC) was calculated in order to estimate the diagnostic
accuracy. The optimal cut-off points were determined according
10 Youden criteria. The multivariate Cox's regression analysis
was used w0 determing the predictors for progression-free
survival. The progression-free survival (PFS) time was
cakulated from the date of earolment unil the relapse or
progression of the disease. PFS curves were calculated by the
Kaplan-Meier method and the significance levels were assessed
according to the log-rank test. P valves less than 0.05 were
considered statistically significant in all analyses.

RESULTS
Clinical summarisation of the study population
The mean patient age was 55 years. There were patients who
underwent breast conserving surgery in 69 cases (80%) and who

underwent mastectomy in 17 (20%). In the histological
differentiation of 1BrC, patients had differentiated invasive
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Table 3. The heparanase concentration in respect to clinical and pathological characteristics in breast cancer subjects,

Feature Number of patients () Heparanase concentration  Povalues
(pg/mi)

Tumour localisation

Left breast 44(52%) 190.52 0.3464
138.86/281.53

Right breast 42 (48%) 165,88
135.687252.87

Molecular subty pes

Luminal A 50 (58%) 165.88 0.3618
133.577257.96

Luminal B HER2- 17 (20%) 188.24
157.13265.69

Luminal B HER2+ and 10(12%) 159.31

non-luminal HER2+ 137.80/378 48

24532

Triple negative 9(11%) 213.74284.21

Tumour dinmeter

T1{2em) 60 (70%) 165.88 0.0222
135.68°242.84

T2 (= 2cm < Scm) 26 (30%) 219.71
157.137286 91

Nodal status

NO 66 (77%) 179.23 0.5363
137.80:270.91

N1 20(23%) 169.26
133.57/255.51

Stage of discase

1A 41 (48%) 165.88 03285
137.80/228.10

1A +1IB 45 (52%) 190.52
135.687268 29

Elston and Ellis grade

Gl 5(6%) 240.35 0.5264
154.96286 .91

G2 65 (76%) 174.74
135.68268.29

G3 16 (18%) 219.71
131.49274 95

Histological type

Ductal 76 (88%) 17474 0.9023
137.80:268.29

Lobular 10 {12%) 184,87
135.687240.35

A significant difference is denoted by bold P-value.

breast cancer in 70 cases (82%) inchuding those with well- and T stage, there were 60 T1 cases (70%) and 26 T2 cases (30%).
moderate-differentiated breast carcinomas. There were also 16 Interms of the N stage, there were 66 NO cases (77%) and 20 N1
patients with poor differentiated cancers (18%). In terms of the  subjects (23%). In terms of the TNM staging system, there were
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Table 4. Vasculogenic and angiogemic biomarkers according t heparanase concentration,

low concentration  moderate concentration  high concentration Pvalues
Parameter (< 140 pg'ml.) (140 - 200 pg'mL.) (> 200 pg/'mL)
[units] n=25 n=27 n=34
 EPCs 563 12.06 1211 00458
{celiful) 2.85/10.55 5622663 6.34123.02
VEGF-A concentration 34,98 §9.70 936 02037
[pg/mL] 28.16/87.85 38.68/102.82 41.02/150.08
sVEGFRI concentration I8 84 5235 2259 0.0011
{pg/mL] 20678914 22469724 12.86/30.57
sVEGFR2 concentration SI8L.14 9868.01 10486.90 0.0108
{pg/mL] T470.37/8967,11 K358.41/12426.22 8962.15/13107.40
095 0.69 0.23
VEGFRUVEGE-A 0.48/1.27 037232 0.12/0.50 60006
, 152,14 200.64 128.63
WEGFRUVEGE-A 94.78242.12 107.65241,18 725921931 0.4393
152.76 20394 492,15
SVEGFRIAVEGFRI 97.51/392.68 98.54/493.39 2498101678 D018

Circulating EPCs, circulating endothelial progenitor cells; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A; sVEGFRI, soluble form of
vascular endothelial growth factor receptor type 1; sSVEGFR2, soluble form of vascular endothelial growth fisctor receptor type 2.

Significant differences are denoted by bold P-values.

41 stage 1 cases (48%) and 45 stage 11 cases (529). The mean
diameter of the tumour was 1.50 cm. OF the patients suffering
from breast cancer, 84 (97.7%) survived, and eight patients
(9.3%) developed disease recumence. Finally, the relapse-free
survival rate was 88.4%,

Interestingly, among breast cancer patients the heparanase
concentrations were similar in respect 10 age, menopausal status
and body mass index (BMI) (Tabie 7). It may suggest that all of
these factors did not have an influence on the heparanase
cotcentration.

Tables 2 and 3 presents variabilities in the heparunase
concentration in respect 10 molecular and clinical characteristics,
According to the molecular determinants measured by the THC
method there were higher levels of heparanase in oestrogen and
progesterone receptor negative cancers (P = 0.0196 and P ~
0.0163, respectively) than in positive ones. Funhermore, based
on clinical classification (TNM), a higher concentration of
heparanase was noted in T2 cases {tumour diameters 2 2 < 5 cm)
than T1 subjects (< 2 cm) (P = 0.0222). In addition, there was
tendency towards a significance value i respect to the
expression of Ki67. Tumours with an overexpression of Ki67
demonstrate a higher concentration of than tumours
with a lower expression of Ki67 (P = 0.0961).

Furthermore, we carried out an anslysis of VEGF-A,
SVEGFR1, sVEGFR2 concentrations, sVEGFRI/VEGF-A and
sVEGFR2ZVEGF-A ratios as well a5 the number of circulating
endothelial progenitors according to heparanase concentrations.
We divided breast cancer patients into three subgroups - with
Tow (< 140 pg/ml), moderate (> 140 and < 200 pg'ml) and high
(> 200 pg/'m!) concentrations of heparanase. Statistically
significant positive associations between circulating EPCs,
SVEGFR2 and increasing plasma levels of heparanase were
noted (P = 0,0458, P » 0.0108, respectively). A statistically

significant association between the sVEGFR 1 concentration and
increasing plasma levels of heparanase was reported. For low
and moderate concentrations of heparanase the level of
sVEGFRI increases respectively, but surprisingly for high
concentrations of heparanase, the level of sSVEGFR1 essentially
dropped n regard to low and moderate concentrations of
heparanase (P = 0.0011). The juxtaposition of the sVEGFR1 and
VEGF-A in the ratio (sVEGFR1/VEGF-A) indicates a negative
link with heparanase (P = 0.0006), since sVEGFR1 presents
strong anti-angiogenic properties while VEGF-A is a powerful
pro-angiogenic agent. Thus, the anti-angiogenic potemtial
expressed by sVEGFR1/VEGF-A decreased with a simultaneous
increase in heparanase concentration. Based on the juxtaposition
of both receptors in the rato sVEGFR2/SVEGFR1, we have
shown a pesitive association of the sVEGFR2ZSVEGFR1 ratio
with heparanase concentration (P = 0.0018}) which indicates that
in more advanced processes sSVEGFR2 is more involved then
sVEGFRI (Table 4).

The ROC curves for separate laboratory determinants were
designed and the areas under the curve with 95% confidence
interval were specified (AUC, 95% CI thresholds with
sensitivity (SE) and specificity (SP)). We appraised the ROC
curves in order to estimate the diagnostic accuracies of the
investigited variables for the prediction of disease relapse. The
borderline of diagnostic usefulness of the test, according to the
area under the ROC curve (AUC*™ ) 2 0.5; P < 0,05 was reached
only for heparanase and sSVEGFR1. Although the AUCK™ for
circulating EPCs and VEGF-A were above 0.5, the P values were
> 0,05, thus the Youden Index cut-off points were not
determined. Based on the AUCY™, the Youden index cuf-off
values were identified to maximise the sum of sensitivity and
specificity, Heparanase was the most accurate biomarker with an
AUCH™ = 0,72 (95% CL: 0.5573 - 0.8754), Using the Youden
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Fig. 1. ROC curves of measured parameters
in patienits with versus without progression
free survival.

index cut-off value, we identified a plasma heparanase
concentration of 213.74 pg/mL with a sensitivity of 70% and a
specificity of 80% as the best cut-off value to discniminate
between discase recurrence patients and those without disease
relapse. Additionally, we noticed that the heparanase area under
the ROC curve was higher than areas for sSVEGFRI (AUCH® =
0.68, 95% CI: 0.5487 — 0.8213). According to the receiver
operating characteristic curve, we defined the Youden index cut-
off values for sVEGFR! in order to distinguish discase
recuirence patients and non-disease relapse subjects. Thus, for
sVEGFRI concentrations, the Youden index cut-off value was
37.81 pg/mL with 100% specificity and 43% sensitivity (Fig. 7).

Thus, based on the ROC curves for separate laboratory
parameters we designed a ROC cwrve for the tested model
consisting of heparanase, VEGF-A, sVEGFRI1, sVEGFR2
concentrations and the number of circulating EPCs. For all the
analysed parameters creating this model, the area under the
curve was 0.8132 and P = 0.0064 (Fig. 7). This model points 1o
a strong disgoostic potential for the prediction of disease
progression.

Finally, we performed a Cox’s regression mode! in order to
predict which analysed parameters present the diagnostic power

to estimate the recurrence-free survival rate, which takes into
account the function of time (7able 5). The strongest predictor
vatlues of disease relapse were demonstrated by VEGF-A and the
soluble VEGF receptor type 2 in our study population (P =
0.0303 and P = 0.0488 respectively).

All patients in this study received regular follow-up for 19 w0
41 months (median follow-up 33.5 months) after discharge. For the
progression-free survival analysis, ten events occurred with a PFS
rate of 11.6% Two (2.3%) patients died during the follow-up
period due to systemic metastatic disease. One subject presented a
low baseline concentration of heparanase and the second one had a
high baseline heparanase jevel (106.58 pg/mL and 265.69 pg/mL,
respectively). Maore importantly, follow-up revealed a significantly
higher incidence of disease relupse in breast cancer patients with
high baseline concentrations of heparanase compared with those
with low and moderate concentrations of heparanase (P = 0.0304).
Twenty-five patients (29%) demonstrated a low baseline
concentration of heparanase (< 140 pg/mL.), whereas 27 patients
(31.4%) had a moderate heparanase level (140 — 200 pg'ml.) and
34 cases (39.6%) had a high concentration of heparanase (> 200
pg/mL). Recurrence of the disease in the group of patients with a
low concentration of heparamase occurred in ooe out of 25 (4%),
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Table 5. COXs regression models foir progression free survival

Characteristics HR 95% C1 3

Heparanase 0,9966 -0.0111 00042 | 03793
Circulating EPCs 1.0038 ~0,0035 0.0111 0.3026
VEGF-A 1.0087 0.0008 00165 0.0303
SVEGFR1 0.9764 ~0.0572 0.0095 0.1611
SVEGFR2 09996 -0,0007 -0.0001 0.0488

Circulating EPCs, circulating endothelial progenitor celis; VEGF-A, vascular endothelial growth fuctor A; sVEGFR, soluble form of
vascular endothelial growth factor receptor type 1; sVEGFR2, soluble form of vascular endothelial growth fasctor receptor type 2.

Significant differences are denoted by bold P-values,

with a similar observation noted in patients with a moderate
heparanase concentration, where discase relapse happened in one
out of 27 (3,7%). However, in the group with a high baseline
concentration of heparsnase, cight out of 34 (23.5%) cases had a
recurrence of the disease. We postulate that a high concentration of
heparanase could be predictive of a shorter progressive-free
survival (Fig. 3).

DISCUSSION

Breast cancer chamacteristics are extremely complex in
respect to the genetic, molecular, histopathological, prognostic
amd treatment approaches. In conventional clinical practice,
tumour size, histological subtype, tumour grade, stage, lymph
node metastasis, and molecular determinants are applied as
prognostic markers (19, 20). However, all mentioned tumour-

related features do not successfully predict discase relapse.
Interaction between metastasis tumour cells and vascular
endothelial cells, lead 10 alterations in the hacmostatic system,
disruption of vascular endothelium and finally o twmour cells
spread to distant organs (21), The dissemination of tumour cells
throughout the body leads to the majority of cancer patient
deaths and poses an essential chinical bamer to the solid
malignant neoplasm treatment approach.

as oo-receptors with several bicactive compounds including
bFGF, HGF, IL-8, and VEGF control their signalling and
distribution. Heparanase is an endofi-D-glucuronidase with the
ability to cleavage the heparan sulfate side chains of the ECM,
This property is associated with disintegration of the extracellular
matrix by formation of oligosaccharides. Importantly, these 10
20 sugar residues exert stronger bioactivity than the mative
heparan sulphate, leading to stimulation of growth factors,
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cytokines, and angiogenic factors, triggering cell proliferation,
cell differentiation and angiogenesis, which induce tumour
development as well as tumour cells dissemination (22-24). A high
concentration of heputanase is considered 1 be a negative
mmwmermsdemdtypaofm(ll).mmm
established that patients with itive tumours
demonstrated a significantly higher probability of local and distant
metastases as well as shorter post-operative survival, in respect to
heparanase-negative cases (11, 14),

In our study we observed that the concentration of
heparanase varies in accordance to tumour diameter, oestrogen
and progesterone receptor expression and slightly with the
percentage of Ki67. In our patient population, the mean tumour
diameter was 1.5 cm: only 30% of patients had tumours over 2
cm but less than 3.5 ¢m and in those patients a higher
concentration of heparunase was reported, which is consistent
with the studies reported by Tang et al. (25, 26). Also, they
observed in their previous study that heparanase expression was
positively connected with a lasge size of breast cancer tumour,
high clinical stage, and lymph node metastasis (26). The authors
claim that a high level of heparanase is associated with tumour
progression and metastatic ability. Additionally, the authors
observed a higher concentration of heparanase in metastatic
breast cancer compared with MO breast cancer, benign discase,
and healthy controls. They suggest that heparanase could be used
as a potential biomarker for breast cancer recogmition, the early
phase of tumour spread and worse future outcomes (25).

themm.wmhvem:tmmew

negtive tumours (ER-, m~;mmmmmm
positive hormone receptor status is associated with a more
favourable prognosis in breast cancer patients, due 1o its lower
histological grade, lower degree of nuclear pleomorphism, lower
profiferation index and, as a result of our study, lower heparanase
concentration and diminished pro-metastatic phenotype. Indeed,
hormone receptor-negative breast tumours are less frequently
diagnosed, approximately in 25% of all cases. In our study, the
ER-negative subgroup comsisted of only 11 patients (12.8%) and
17 cases (19.3%) made up the PR-negative subgroup, which is in
line with Yersal and Barutca’s analysis (20). Negative hormone
receptor status with a higher concentration of heparanase is
associated with more advanced clinical characteristics and a worse
prognosis since the ER/PR negative subgroup of breast cancer 1s
crested by a non-Juminal HER2+ and & triple negative molecular
subtype. Both of these confer more aggressive biological and
show poor tubule formation, and present a higher histological and
nuclear grade (20). Thus, a high concentration of heparanase next
to tumour size and oestrogen and progesterone recepior
expression may serve as an indicator of a more aggressive
character of tumour cells and a shorter survival rate. However,
further study of this issue is needed, as Elkin ef al. (27) determined
homologous sequences of an oestrogen response element in the
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heparsnase gene promoter region and they reported that oestrogen
mummmmyofuwmmmm
authors observed that the oestrogen-dependent increase in
heparsnase fevels ded to enhanced neovascularisation. The
oestrogen impact on heparanase expression was reported by Elkin
et al. only in oestrogen receptor-positive, but not in oestrogen
receptor-negative, breast carcinoma cell lines (27). Moreover,
Cohen er al. (28) observed a significant up-regulation of
heparanase m pnmary ER+ breast cancer in respect to the ER-
subgroup. The authors claim that the ER-dependent heparanase
regulation mechanism works in vivo, but the 15% incidence of
heparanase expression in ER-negative tumours implies alternative
molecular mechanisms are accountable for the increase of
heparanase expression in the subgrouwp of ER-negative breast
cancers (28). Most likely, the divergent and controversial results
are due to the wide variety of detection methods of heparanase
(Immunoenzymatic, immunohistochemical staiming, RT-PCR
analysis) as well as the application of different biological
materials (plasma, serum, tissue), Thus, this complicates adequate
interpretation of published results.

Additional purpose of the cument study was to analyse
different plasma heparanase levels (low, moderate, high) in the
context of VEGF-A, sVEGFR1, sVEGFR2 concentrations and
SVEGFRU/VEGF-A, sVEGFRYVEGF-A ratios and the number of
circulating EPCs in primary, invasive breast cancer patients with
w!ym(lA-llB)uddcummofmm
them, It is well-established that heparunase stimulates
carcinogenesis, angiogenesis, and cancer cell dissemination, The
molecalar mechanism of these heparanase properties is complex
but most likely is based on heparan sulphate proteoglycans
degradation, thereby eliminating its activity as an extraceltular
matrix protector, Moreover, growth factors that are bound by
heparan sulphate, such as fibroblast growth factor and VEGF, are
released, thus promoting tumour growth and spread. Finally,
biologically active heparun sulphate fragments sccreted by
heparanase action set up a microenvironment that supports tumour
cell sarvival (3, 7, 28). A significant increase in the number of
EPCs with a heparanase concentration elevation was noted. Masola
et al. pointed out that heparenase releases a combination of heparan
MMMMMEMW
neoangiogenesis, Also, increase of EPCs  mobilization,
differentiation could be caused by VEGF-dependent enhancement,
since VEGF is a powerful EPCs promoter. Neovascularisation is
also increased by the non-enzymatic action of heparanase by
overexpression of VEGF via p38-phosphorylation and Src kinase
(9. memwmuwMmem
lhe mtencnon between vasculogenesis and angiogenesis,

cell invasion in the cancer microenvironment. This
observation is in line with Viodavsky ef af,, (24) which claimed
that beparanase not only support tumour spread, but also mvolves
in the angiogenic switch and further cancer growth.

Extremely interesting is the fact that we observed a relevamt
associgtion between sVEGFR] concentration and increasing
plasma levels of heparmnase, but this dependence only persisted
for low and moderate concentrations of heparanase. For high
concentrations of heparanase, the level of sVEGFR1 essentially
was lower in regard to low and moderste concentrations of
heparanase. Soluble VEGFRI presents a high affinity for VEGF-
A and acts a5 a2 suppressor of the proliferation and migration of
endothelial cells and the fonmation of new blood vessels in the
course of malignant tumours (9, 29). Sela et al. (9) demonstrated
that the soluble form of VEGFR is stored in the proximity of the
produced cell, despite being a protein secreted outside the cell,
Local accumulation of sVEGFR is mediated by cell-bound or
ECM deposited heparan sulphate, and thus prevention of its
systemic release may also be required to avoid massive
newtralisation of VEGF in distant organs, Thus, heparan chains of

the extracellular matrix may serve as a natural pool of sSVEGFR1
(30). Sela ¢t al. noticed that heparanase exerts a specific role in
SVEGFR1 release (9). Eddy er al. suggest that increase in
heparanase level and activity may lead to mereased sVEGFR1 in
the matemnal circulation in presclampsia cases (30). Our results
indicate that lost of sSVEGFR1 increasing trend with an elevation
of heparanase could be due to the sSVEGFR1 overcansumption.
Since, heparanase stimulates angiogenic switch, thus a more
VEGF is released from endothelial cells as well as cancer cells,
thus enhancing angiogenesis, tumour cell dissemination and
increases in vessel density, With the clevation of heparanase the
over-activation of angiogenesis with a simultaneous reduction of
anfi-angiogenic properties has been observed. Additionally, we
speculate that low sVEGFRT1 level in heparanase-high patients is
caused by lost of anti-angiogenic capacity by sSVEGFR1 due 10
creation of VEGFR-sVEGFR1 or VEGFsVEGFR1 complexes.

Additionally, the anti-angiogenic ability expressed by the
sVEGFRUVEGF-A ratio was negatively associnted with the
heparanase concentration, which indicates on hepmmue-
dependent negative impact on anti-angiogenic activity of the
sVEGFRI. Juxtaposition of both anti- and pro-angiogenic agents
may serve as a marker of anti-angiogenic activity. Interestingly,
Saito ef al, (29) observed the stimulation of the sVEGFRI
expression by VEGF-A occurs by the PKC-MEK pathway. Since
it 15 well-established that the primary angiogenic activity of
VEGF-A is mainly mediated through VEGFR2 and its
downstream PKC-MEK-ERK pathways, these concepts indicate
that VEGF-A-induced sVEGFR! expression may work as a
negative feedback axis in order to control angiogenic processes
(29). Therefore, it is reasonable to juxtapose these factors with
each other, since mutual interactions between these agents have
been proven. Saito ef al. (29) discovered the mechanism through
which VEGF-A induces sVEGFR] in endothelial cells vig
controlling the altemative splicing of the VEGFRI1 gene, They
suggest 3 lucid mutual interaction between VEGF-A and its
inhibitor - sSVEGFR1, Morcover, the lower plasma level of
SVEGFR1 may be associated with the creation of the
VEGF/SVEGFR1 complexes and may reflect the decreased
plasma sVEGFR1 levels. Furthermore, the lower plasma
VEGFR1 level with a simultancous higher concentration of
heparanase could be a possible mechanism for VEGF-mediated
vascular permeability, due to less VEGF suppression,

Based on the juxtaposition of both receptors in the mtio;
sVEGFR2/SVEGFR1, we have shown a positive association of
the sVEGFR2/SVEGFR1 ratio with heparanase concentration (P
= 0,0018), which indicates that in more advanced processes
sVEGFR2 15 more involved then sVEGFR1, most likely due to
sVEGFR] consumption or by limiting its secretion, since both
soluble type 1 and 2 receptors exert anti-angiogenic functions
and physiologically prevents vascular permeability (31). It is
well-known that the affinity of VEGF for VEGFR2 is 10-fold
Jess than its affinity for VEGFR1. On the other hand, in the case
of a higher concentration of heparanase it may be sVEGFR2
takes advantage due 1o its role in lymph angiogenesis regulation
(32). Taken together, our results suggest that vasculogenesis,
angiogenesis and tumour cell spread are tightly regulated by the
balance between pro- and anti-angiogenic agents as well as
heparanase concentration, and that any fluctuations between
them have the potential to induce cancer SN,

The Cox regression model consisting of all analysed vanables,
taking into account the function of time, revealed that VEGF-A and
sVEGFR2 have a strong predictive value for discase relapse,
However, according to the Kaplan-Meier curves, we can suggest
that a high concentration of heparanase above 200 pp'ml may
indicate the aggressive character of the tumowr and a high
possibility of breast cancer metastasis. This suggestion is based on
the recurrence rate of 23.5% in those cases. Tang e al.'s studies
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confirmed our observation that the up-regulation of heparanase
concentration is associated with increases in tumour cell metastasis
and poor prognosis due 1o chemo-resistance (25, 26). Our sty
indicates that the bascline concentration of heparanase may be used
nanmd)le.mhvmpmmbmutanmmmm
size and oestrogen and progesterone feceplor expression.
Mﬂmmiammawdbyﬁnhumﬂﬂym
{ROC curves), which also indicate that in patients with higher
concentrations of heparanase, the higher rate of discase relapse
events or death occurs. Heparanase concentration reached the best
AUCHE = 0,72 (95% CI: 0.5573 — 0.8754) from all analysed
variables. The cut-off value of 213.74 pg/ml with 70% sensitivity
and 80°4 specificity was identified in order to discriminate between
Furthermore, we performed a ROC curve for the tested model
consisting of heparanase, VEGF-A, sVEGFRI, sVEGFR2
concentrations and the number of circulating EPCs. For all the

analysed parameters creatimg this model, the area under the curve
was 08132, This result points out that pro-vasculogenic,
angiogenic agents as well as heparanase may exhibit strong
diagnostic power. in disease progression prediction.

Taken together, the link between heparanase and
vasculogenesis and angiogenesis is crucial in breast cancer
progression. Based on our study, we postulate that the
concentration of heparanase can predict disease relapse.

ing 1o the Yuden index we point out that the cut-off point
of 213.74 pg/mL of heparanase concentration assessed in plasma
by an immunoenzymatic method may serve as a value which
discriminates between disease recumence patients and those
without disease relapse, Additionally, a high concentration of
heparsnase next (o tumour size and oestrogen and progesterone
receptor expression may serve as an indicator of a more an
aggressive character of tumour cells and a shorter survival rate,
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growth factor; BMI, body mass index; ECM, extracellular
matrix; EPCs, endothelial progenitor cells; ER, oestrogen
receptons; GAG, glycosaminoglycan; HER2, human epidennal
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sulfate proteogiycans; IBrC, invasive breast cancer. IHC,
immunohistochemical; KGK, keramtinocyte growth factor; ki6?,
proliferative marker; PR, progesterone receptor; SERM,
selective oestrogen receptor modulator; sVEGFR, soluble form
of vascular endothelial growth factor receptor type 1; sVEGFR2,
sofuble form of vascular endothelial growth factor receptor type
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classification: T- tumour, N- node, M- metastasis,
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Wprowadzenie do badania opublikowanego w pracy nr 2:

Bielawski K, Rhone P, Bulsa M, Ruszkowska-Ciastek B. Pre-Operative Combination of Normal
BMI with Elevated YKL-40 and Leptin but Lower Adiponectin Level Is Linked to a Higher Risk
of Breast Cancer Relapse: A Report of Four-Year Follow-Up Study. J Clin Med.
2020;9(6):1742. IF: 4,241; punktacja MNiSW: 140 pkt.

Zaréwno rak piersi jak i otytos¢ sg najbardziej rozpowszechnionymi chorobami w
populacji kobiet na catym swiecie. Dodatkowo warto zwrdci¢ uwage, ze otytosc jest dobrze
poznanym czynnikiem ryzyka wystgpienia nowotwordw takich jak rak szyjki macicy, jajnika,
endometrium oraz piersi. Jedna na dwie kobiety z rakiem piersi ma nadwage lub otytos¢.
Ponadto otyto$¢ jest zwigzana z wystepowaniem bardziej agresywnych fenotypdw raka
piersi. Obecnie podstawowe mechanizmy biologiczne, ktdre taczg otytos¢ z rakiem piersi
skupiajg sie w duzej mierze na nadmiernej ekspozycji gruczotéw sutkowych na zmieniony
prozapalnie profil adipokin jak réwniez nadmierne wydzielanie estrogendw, cytokin i

mediatorow prozapalnych oraz czynnikdw wzrostu.

Przewlekty stan zapalny niskiego stopnia jest czesta cecha nadwagi i otytosci.
Obiecujgcym biomarkerem wydaje sie by¢ biatko YKL-40, ktére zapobiega apoptozie i
promuje proliferacie komérek nowotworowych poprzez zwiekszenie aktywnosci
antyapoptotycznej lub proproliferacyjnej. Badania sugerujg, ze YKL-40 raczej stanowi

biomarker stanu zapalnego niz czynnik sprawczy zmian nowotworowych.

W publikacji numer 2 badaniem zostato objetych 81 pacjentek z nowo
zdiagnozowanym jednostronnym inwazyjnym nowotworem piersi w stopniu zaawansowania
IA-11B, ktorych mediana wieku wynosita 54 lata (Q1/Q3 — 49/59 lat). Ponad potowa pacjentek
(53%) miata nadwage lub otytos¢. Pacjentki znajdowaty sie pod opieka personelu Oddziatu
Klinicznego Nowotwordw Piersi i Chirurgii Rekonstrukcyjnej Centrum Onkologii im. prof.
Franciszka tukaszczyka w Bydgoszczy. Wszystkie zakwalifikowane pacjentki po
zabiegu operacyjnym zostaty objete regularng obserwacjg. Mediana okresu obserwacji
wynosita 44 miesigce (Q1/Q3: 37/48 miesiecy). Odnotowano 11 zdarzen (13,58%), w tym 3
nawroty regionalne, 3 przerzuty odlegte oraz 5 zgondéw. Gtdwne kryteria wigczenia i

wytgczenia byly tozsame z kryteriami zastosowanymi w badaniu opublikowanym w pracy nr

1.
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Pod wzgledem rodzaju histologicznego najczesciej wystepujagcym nowotworem piersi byt
inwazyjny rak przewodowy (IDC) (69 pacjentek). W grupie badanej mediana s$rednicy guza
wynosita 1,67 cm (Q1/Q3 - 1,2/2,1 cm). Natomiast brak zajecia weztéw chtonnych wystepowat
u 62 pacjentek.

W ramach badania oceniano stezenie adiponektyny, leptyny i biatka YKL-40
z zastosowaniem testéw immunoenzymatycznych. Oznaczono  takze aktywnos¢ czynnika

tkankowego (TF) za pomocg testu chromogennego.

Celem badania nr 2 byta analiza stezen YKL-40, leptyny, adiponektyny oraz aktywnosci TF
w zaleznosci od wystepowania wybranych cech demograficznych, antropometrycznych,
molekularnych oraz kliniczno-patologicznych u pacjentek z inwazyjnym jednostronnym
nowotworem piersi. Dodatkowo celem badania byta ocena zwigzku miedzy wskaznikiem masy
ciata BMI przed leczeniem, stezeniami YKL-40, leptyny, adiponektyny oraz aktywnoscig TF a

rokowaniem wyrazonym jako czas wolny od nawrotu choroby nowotworowej.

W drugiej publikacji w wyniku przeprowadzonych analiz statystycznych w zaleznosci
od wartosci BMI odnotowano najwyzsze stezenie leptyny oraz najnizsze stezenie
adiponektyny wsrdd pacjentek z otytoscig. Wykazano réwniez wyzsze stezenia adiponektyny
wsrdd pacjentek, ktére miaty 1 lub 2 dzieci w poréwnaniu do grupy pacjentek, ktére miaty 3
dzieci. Natomiast stezenie YKL-40 byto wyzsze w grupie pacjentek majacych 1 dziecko w

poréwnaniu zaréwno do grupy pacjentek majacych 2 jak i 3 dzieci.

Ze wzgledu na charakterystyke molekularng guza stwierdzono nizsze stezenie
adiponektyny wsrdd pacjentek z ekspresjg markera proliferacji komdrkowej Ki67 powyzej lub
rowng 20% w poréwnaniu do grupy z ekspresjg ponizej 20%. Analiza uzyskanych wynikéw ze
wzgledu na wystepowanie wybranych cech kliniczno-patologicznych wykazata wsréd
pacjentéw z przewodowym typem nowotworu piersi wyzsze stezenia YKL-40 i leptyny oraz
nizsze stezenie adiponektyny w poréwnaniu do pacjentéw ze zrazikowym typem nowotworu
piersi. Odnotowano wyzsze stezenie adiponektyny w przypadku wystepowania podtypu
luminalnego A w poréwnaniu do wystepowania podtypu potréjnie ujemnego. Aktywnos$é
czynnika tkankowego réwniez rdznita sie w zaleznosci od podtypu molekularnego i byfa

najwyzsza w podgrupie z luminalnym B HER2- nowotworem piersi.
W wyniku przeprowadzonej wieloczynnikowej regresji Cox’a stwierdzono, ze aktywnosc
czynnika tkankowego, stezenia leptyny i adiponektyny oraz warto$¢ BMI stanowig istotne

czynniki predykcyjne nawrotu choroby. Nizsze wartosci BMI i stezenia adiponektyny 86



oraz wyzsze stezenia leptyny i aktywnosci TF, byty zwigzane z wyzszym ryzykiem nawrotéw
choroby. Analiza krzywej ROC réwniez potwierdzita silny potencjat prognostyczny modelu
sktadajacego sie z pieciu analizowanych w tej pracy biomarkeréw w przewidywaniu nawrotu
choroby.

Na podstawie krzywych przezycia Kaplana-Meiera odnotowano znacznie wiekszg
czestos¢ nawrotu choroby w grupie pacjentek z wysoka aktywnoscig TF wynoszaca > 24 pM
oraz wsrdd pacjentek z wysokim stezeniem YKL-40 wynoszgcym > 2,50 ng/ml w poréwnaniu

do podgrup z niskimi i sSrednimi wartosciami tych parametréw. Ponadto stwierdzono krétszy

czas przezycia bez nawrotu choroby w grupie pacjentek z BMI < 25 kg/m2 w poréwnaniu do

grupy pacjentek, ktérych BMI wynosito 25-30 kg/mz.

Dodatkowo przeanalizowano stezenia lub aktywnos¢ badanych parametrow wsréd
osmiu kobiet z prawidtowa masg ciata (BMI < 25kg/m2), u ktérych wystgpit nawrdt choroby.
Grupa ta charakteryzowata sie najwyzszym stezeniem YKL-40, najwyzszg aktywnoscig TF oraz
najnizszym stezeniem adiponektyny.

Ponadto u pacjentek z wysokim stezeniem leptyny > 12,58 ng/ml wykazano istotnie
wiekszg czesto$¢ nawrotéw choroby w podgrupie z BMI < 25 kg/m2 w poréwnaniu do
podgrupy z BMI > 25 kg/m2. Podobng zaleznos¢ stwierdzono réwniez wsréd pacjentek z

niskim stezeniem adiponektyny < 27,05 ng/ml.

Z badania wynika, ze potgczenie wysokiego przedleczeniem stezenia YKL-40 lub
wysokiego przedleczeniem steienia leptyny w surowicy z prawidiowym BMI, a takie
potaczenie prawidtowego BMI z niskim stezeniem adiponektyny wiazg sie z niekorzystnym
rokowaniem. Dodatkowo, wysokie stezenie YKL-40 jak rowniez wysoka aktywnos¢ TF byty
zwigzane z gorszym rokowaniem w trakcie czteroletniej obserwacji. Uzyskane wyniki
badan opublikowanych w pracy nr 2 sugeruja, ze pacjentki z rakiem piersi i nadwagg maja
lepsze rokowanie niezaleznie od stezenia YKL-40, leptyny i adiponektyny. Stwierdzono
okoto trzykrotne zwiekszenie ryzyka nawrotu choroby lub zgonu kobiet o prawidtowej

masie ciata w poréwnaniu do grupy kobiet z nadwaga.
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Abstract: Adipokines are powerful agents involved in the development of obesity-dependent cancers.
This prospective study aimed to investigate the association between pre-treatment body mass index
(BMI) and serum YKL-40, leptin, and adiponectin concentrations as well as the plasma activity
of tissue factor (TF) and the future prognosis of early, non-metastatic breast cancer (BrC) subjects.
The serum levels of YKL-40, leptin, and adiponectin as well as plasma TF activity, anthropometric
parameters, and clinicopathological parameters were analysed in 81 treatment-naive females with
invasive BrC. The predictive value of YKL-40, BMI, leptin, adiponectin, and TF was determined
with a 95% confidence interval (CI). Kaplan-Meier plots and log-rank and F Cox tests were used to
determine the clinical outcomes of progression-free survival (PFS). The median follow-up duration
was 44 months with complete follow-up for the first event. Follow-up revealed a significantly
higher incidence of discase relapse in BrC patients with a high baseline concentration of YKL-40
(22.22%) and TF activity (21.43%). Body mass index was an independent predictor of survival, with
women who were overweight/obese being less prone to relapse (hazard ratio (HR): 0.75; 95% Ck
0.59 to 0.95). The recurrence rates for normal-weight BrC cases was 21.05% versus 7.14% for their
overweight counterparts. The receiver operating characteristic analysis showed the strong ability of
the analysed biomarkers to predict disease progression, with an area under the receiver operating
characteristics (ROC) curve of 0.84 (95% CI, 0.823 to 0.931). In a prospective cohort of invasive BrC
patients, overweight/obesity was associated with improved future outcomes. The combination of a
normal BMI with high leptin and low adiponectin levels and high TF activity was associated with an
increased risk of recurrence and decreased survival,

Keywords: inflammation; adipokines; breast cancer; disease recurrence

1. Introduction

It is well-established that breast cancer (BrC) and obesity are the most widespread diseases in the
female population, all over the world. There is no doubt that obesity is a well-identified risk factor
for cervical, ovarian, endometrial, and breast cancer, and it is associated with 88% mortality rates in
females [1,2]. Interestingly, one in two breast cancer women are overweight or obese [2]. Obesity
leads to increased susceptibility for postmenopausal luminal breast cancers, but premenopausal obese
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women are more prone to developing a basal-like breast cancer (BLBC). Furthermore, adiposity is
associated with a more aggressive breast cancer phenotype, including larger tumours, more often with
nodal metastases and worse prognosis [3-6]. Thus, adiposity is linked with both cancer predisposition
and cancer-dependent death [7].

Against this background, prognostic indicators in patients with breast cancer are fundamental,
Since BrC is a very heterogeneous disease with well-defined morphologies, molecular attributes,
prognoses, and treatment options, clinical decisions are mainly made on the basis of the tumour stage,
lymph-node status, and the expression of melecular determinants, represented clinically by oestrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR), human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), and the
proliferation marker Ki67 [8]. There is a five-year survival rate of 100%, 93%, 72%, and 26% for stages I,
IL 111, and IV, respectively [9]. Thus, the early diagnosis of breast cancer has great clinical prominence.

Nowadays, the underlying biological mechanisms that link obesity to BrC have largely focused
on the excessive exposure of the mammary glands to the abundant secretion of oestrogen, cytokines,
pro-inflammatory mediators, and growth factors, along with an altered adipokine profile, all of
which are believed to be involved in the promotion, invasion, and metastasis of cancer cells. Normal
adipose tissue and mature adipocytes, especially, produce the insulin-sensitising, anti-inflammatory,
anti-atherogenic, and anti-proliferative hormone, adiponectin, and a low amount of the pro-angiogenic,
pro-mitogenic leptin as well as a low quantity of pro-inflammatory cytokines [3,10]. However, adiposity
leads the way in a pivotal shift towards the up-regulation of leptin in parallel to the down-regulation
of adiponectin and overproduction of pro-inflammatory M1 macrophages [2,3,11,12].

The additional threat of neoplasm is a pro-coagulant state, in which the enhancement of
coagulation is linked to malignant transformation via tumour cell growth, migration, angiogenesis,
and extravasation. Cancer-associated overexpression of tissue factor (TF) and thrombin has been noted.
Interestingly, TF can also be released under the influence of tumour necrosis factor alpha (TNF-«) and
interleukin-1 beta (IL-1§) in soluble form. Thus, these pro-inflammatory agents are incident to the
hypercoagulability state. On the other hand, tumour cells produce TNF-a and IL-15, which activate
pro-angiogenic growth factors to cause enhanced tumour growth [7,13]. Summarising, the malignant
process, inflammation and the pro-coagulant state are inseparably connected with each other to create
the “self-powered machine”.

Chronic low-grade inflaimmation is a common attribute of adiposity and cardiovascular
complications [7,13]. The contributions of the local immune response and systemic inflammation
in cancer initiation and invasion have been confirmed [14]. A promising biomarker for predicting
the risk of BrC recurrence is an inflammatory protein named YKL-40, also called human cartilage
glycoprotein-39 (HC gp-39) and chitinase 3-like 1 protein (CLP). YKL-40 is secreted by leukocytes,
tumour cells, and tumour-related macrophages. 11-6 and hypoxia induce YKL-40 synthesis [14-15].
The serum and plasma levels of YKL-40 are associated with poor clinical outcomes in breast, lung,
prostate, liver, bladder, colon, and other types of tumours [14-15]. YKL-40 prevents apoptosis and
promotes malignant cell proliferation by the up-regulation of anti-apoptotic or pro-proliferative,
pro-angiogenic factors, In severe infections, increases in plasma YKL-40 are noted before rises in the
plasma C-reactive protein [18]. Interestingly, Kjaergaard et al. suggest that plasma YKL-40 is not a
causal agent of neoplastic changes but rather an inflammatory biomarker [14].

It is crucial to recognise the association between adiposity and the activation of TF-dependent
coagulation and inflammatory reactions and to elucidate their importance in malignant transformation.
Thus, the purpose of the present study was to assess the association between pre-treatment body mass
index (BMI), serum YKL-40, leptin, adiponectin concentrations, the plasma activity of TF, and the
future prognosis for early, non-metastatic BrC subjects.
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2. Material and Methods

2.1. Compliance with Ethical Standards

Written informed consent was received from all patients in accordance with the Declaration of
Helsinki. Subjects could withdraw from the study before or at any time during the study. The present
research protocol was approved by the local bioethical committee (permission no. KB 547/2015;
16.06.2015).

2.2. Description of the Patients’ Colort

Eighty-one consecutive female subjects with newly diagnosed, histologically-confirmed invasive
BrC were enrolled in this study. The median age at inclusion was 54 years (interquartile range,
49-59 years). The participants were enrolled in the study before systemic adjuvant treatment. Since
the levels of adipokines and pro-inflammatory markers may vary with advancement of disease, only
patients with Stage [ and Il disease (according to the AJCC classification of 2016) were included in
the present series (Stage I, n = 40; Stage 11, n = 41). The patients were under the care of the medical
staff from the Clinical Ward of Breast Cancer and Reconstructive Surgery, Oncology Center Prof. F

Lukaszczyk Memorial Hospital, Bydgoszcz, Poland.
2.3. Inclusion and Exclusion Criteria

The inclusion criteria of the study were as follows: (1) the diagnosis of primary, unilateral, invasive
BrC; (2) complete clinical record and follow-up data; (3) all the peripheral blood samples were obtained
within 24 h before surgery; and (4) proper haematological, liver, and renal function. The exclusion
criteria for the patients included: (1) bilateral BrC; (2) a tumour larger than 5 cm; (3) Stage I11A or
higher; (4) neocadjuvant chemotherapy, radiotherapy, or endocrine therapy; (5) a previous diagnosis of
any cancer type; (6) distant metastasis; (7) chronic inflammatory diseases or autoimmune disease; (8) a
carcinoma in situ; (9) morbid obesity (BMI over 40 kg/m?); (10) diabetes mellitus type 2; (11) psychiatric
illness; and (12) male gender.

2.4. Collection of Clinical Data

All of the study participants underwent a personal interview administered by oncologists in the
hospital. Data were collected on the sociodemographic characteristics (such as age and education),
menstrual and reproductive history, menopausal status, menopausal hormone therapy, lifestyle
behaviours, and medical history as well as the history of breast and other cancers using a standardised
lifestyle questionnaire, Postmenopausal status was identified in the current study as the absence of a
menstrual cycle for 12 months after the last menstruation. Body mass index (BMI) (weight in kg/height
in m?) was calculated from the patient’s height and weight, measured at the initial patient visit, when
the individuals were wearing no shoes and few clothes. Tumour histology and size; lymph-node status;
tumour staging; and immunohistochemistry (THC) of the oestrogen receptor (ER), progesterone receptor
(PR}, human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2), Ki67- proliferation marker, and E-cadherin
were determined. The Nottingham histological grade of malignancy (the Elston-Ellis modification of
the Scarff-Bloom-Richardson grading system) was established, based on three components: (1) the
amount of tubule formation, (2) the nuclear grade, and (3) the mitotic rate. The tumour size was
defined by the maximum diameter of the sample. The tumor (T)/node (N)/metastasis (M) stage of the
disease at the initial diagnosis was confirmed by the American Joint Committee on Cancer (AJCC), 7th
Edition. The histological type was classified as ductal carcinoma or lobular carcinoma according to the
WHO Classification of Tumours. The intrinsic subtypes of BrC were divided into luminal A, luminal B
HER2-positive, luminal B HER2-negative, non-luminal HER2-positive, and basal-like.
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2.5. Follow-Up Details

All the included patients had post-operative inpatient or outpatient follow-up every three months
for the first and second years, and every six months for the third and fourth years after surgery. For the
progression-free survival analysis, 11 events were recorded, including 3 (3.7%) loco-regional recurrences,
3 (3.7%) distant metastases, and 5 (6.17%) deaths. The median follow-up time after the index date
was 44 months with a 13.58% recurrence rate. Follow-up evaluation included laboratory tests (blood
biochemical test), physical examination (breast and lymph-node palpation), breast ultrasonography,
liver ultrasound, mammography, and other suitable examinations. Relapse was defined as signs of
metastatic disease or local recurrence confirmed by PET/CT or death (excluding deaths unrelated to
the disease).

2.6. Blood Sampling and Laboratory Tests

Venous blood (4.5 mL) for testing TF activity was collected into cooled tubes (Becton Dickinson
Vacutainer® System, Plymouth, UK) containing 0.13 mol/L of trisodium citrate {final blood anticoagulant
ratio, 9:1). Additionally, the blood was collected into 4.0 mL tubes (Becton Dickinson Vacutainer®
System, Plymouth, UK) without anticoagulant in order to determine the concentrations of adiponectin,
leptin, and YKL-40. Blood samples from all patients were obtained within 24 h before surgery
procedures, when patients had been in a fasting state; after 30 min of rest and after a 12 h overnight fast,
blood sampling took place between 7.00 a.m. and 9.00 a.m., to minimise diurnal variability. The samples
were processed according to the standard conditions for blood samples. All clinicopathological data
were obtained as part of routine care. All the blood samples were stored at ~80 “C until analysis.
The blood samples were centrifuged at 3000x ¢ for 15 min. There was no variation in the average
storage time between the case samples. For all kits, the reaction mixture was added to in a 96-well
plate. The laboratory assistants were blinded to the study population.

2.7. Serum Leptin Measurement

The baseline serum leptin concentration was measured using a commercially available kit—Human
Leptin Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Clinical Range (BioVendor Research and
Diagnostic products, Brno, Czech Republic; catalogue number: RD191001100)—in accordance with the
manufacturer’s instructions. The limit of leptin detection was 0.2 ng/mL. The intra-assay coefficient
of variation (within-run) was 5.9% with an inter-assay coefficient of variation (run-to-run) of 5.6%.
The subjects were separated as having low or high values, dichotomised using a cut-off for leptin of
12.58 ng/mL, based on the median value for the whole study population.

2.8. Serum Adiponectin Analysis

The pre-treatment serum adiponectin level was determined by a human adiponectin ELISA
high sensitivity ELISA kit, (BioVendor Research and Diagnostic products, Brno, Czech Republic;
catalogue number: RD191023100). The limit of adiponectin detection was 0.47 ng/mL and had an
intra-assay coefficient of variation (within-run) within 3.9% and an inter-assay coefficient of variation
(run-to-run) of 6.0%. Patients were divided as having low or high values, dichotomised using a cut-off
for adiponectin of 27.05 ng/mL, based on the median for the whole study population.

2.9. Serum YKL-40 Assay

The baseline serum YKL-40 protein concentration was assessed with a Human Chitinase 3-like 1
ELISA kit (BioVendor Research and Diagnostic products, Bmo, Czech Republic; catalogue number:
RID193444200CS). The minimal detectable limit for YKL-40 was 10 ng/mL. The intra-assay coefficient
of variation (CV) was 5%, and the inter-assay CV was <6%. Patients were grouped as having low or
high values, dichotomised using a cut-off for YKL-40 of 1.93 ng/mL, based on the median value for
the whole study population. Additionally, the YKL-40 concentration was categorised either as low
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(<1.60 ng/mL), moderate (1.60-2.50 ng/mL), or high (>2.50 ng/mL) based on the assumption to create
three numerically equal subgroups; each group consisted of 27 cases.

2.10. Citrate Plasma TF Activity

The plasma activity of TF was measured using chromogenic assays, the ACTICHROME®TF test
(Sekisui Diagnostics, LLC, Stamford, CT, USA; catalogue number: 846). The minimal detectable limit
for TF activity was 2 pM. The standard range was set at 0-30 pM. Patients were grouped as having low
or high values, dichotomised using a cut-off for TF of 14.18 pM, based on the median value for the
whole study population. Additionally, TF activity was categorised either as low (<12 pM), moderate
(12-24 pM), or high (>24 pM) based on the assumption to create three equal subgroups; the first group
consisted of 26 cases, the second was made up of 27 patients, and the third was composed of 28 subjects
(there were 28 patients in the third group due to the fact that two patients had the same results).

2.11. Immunohistochemica! Detection of Hormone Receplors, Ki67, and HER2

The measurements of hormone receptors including ER and PR as well as HER2 and Ki67
were performed by the immunohistochemistry method according to the manufacturer’s indications.
To define ER and PR status, immunostaining using anti-ER (clone SP1) and anti-PR (clone 1E2)
pre-diluted monoclonal antibodies (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) was applied. For the
demonstration of the Ki67 antigen in the specimens, monoclonal mouse antibody (Autostainer Link 48,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used. For the semi-quantitative detection of HER2,
the rabbit monoclonal primary antibody VENTANA anti-HER2/neu (clone 4B5) was used.

The immunostaining for ER, PR, and Ki67 was quantified and expressed as percentages of
immunostained neoplastic cells. We used 20% as the threshold value to judge the level of Ki67
expression. For HER2, strong complete membrane staining in more than 10% of tumour cells was
defined as positive expression (3+). Scores of 0 and 1 were established as negative expression, and
all tumour cells with a 2+ score were further tested by fluorescence in situ hybridisation [19]. Based
on the expression of molecular determinants, all subjects were classified according to the St. Gallen
2013-15 recommendations.

2.12. Statistical Methods

The Shapiro-Wilk test was used to test normality, and the Mann-Whitney test and the ANOVA
Kruskal-Wallis test were used to compare subgroups. The non-normally distributed variables were
described by medians and interquartile ranges (IQR). The clinicopathologic categorical variables were
presented as numbers and percentages (%). The Kaplan-Meier product limit estimator method was
used to determine the survival time of PFS, The log-rank test and the F Cox test were used to check
the dependence of patients’ survival on single or on combinations of variables. The multivariate Cox
proportional hazards regression model was used to estimate the hazard ratios (HRs) and the 95%
confidence intervals (Cls) for the associations between the serum YKL-40, leptin, and adiponectin
levels as wells as the plasma TF activity and the progression-free survival. A 95% confidence interval
(95% CI) was set as the criterion to establish statistical significance. Finally, to evaluate the biomarkers’
ability to predict disease recurrence, analysis of the receiver operating characteristics curve (ROC) by
the area under the curve (AUC) was performed according to the logistic regression model. Differences
with p-values of less than 0.05 were considered to be statistically significant.

3. Results

3.1. Ciinical Summarisation of the Study Population

Between November 2015 and January 2018, from a total of 92 newly diagnosed and treatment-naive
BrC subjects, 81 patients fulfilled the inclusion/exclusion criteria and were prospectively included
in the study. Tables 1-3 summarise the study group according to anthropometric, demographic,
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and clinicopathological features as well as biochemical parameters. All cases were females, and the
median age was 54 years (interquartile range (IQR): 49-59 years). The median BMI was 25.22 kg/m?
(IQR: 23.05-28.90 kglmz). More than half (53%) of the cases were overweight or obese. The median
follow-up for the entire cohort was 44 (IQR: 37-48) months, with complete data for the cause and
date of death, All 81 patients underwent surgery, 13 cases underwent mastectomy, and 68 cases
underwent breast-conserving surgery. In terms of the histological pathology, 69 patients had invasive
ductal carcinoma (IDC) and 12 patients had invasive lobular carcinoma (ILC). Fifty (62%) BrC subjects
had a luminal-A intrinsic subtype. The most common histological grades according to Elston-Ellis
classification were highly (G1) and moderately differentiated carcinomas G2 (80%). The median tumour
diameter was 1.67 cm (IQR: 1.2-2.1 cm). More than the 75% of cases were free of nodal involvement.

Table 1. The biomarker concentrations according to the demographic and anthropometrical determinants
in the study population.

YKL40 Leptin hsAdiponectin
i ":5" Concentration  TF Activity (pM)  Concentration  Concentration
(ng/mL) (ng/mL) {ng/mL)
193 1418 1258 27.05
i 143/283 115972692 47072064 20633210
Age
<55 years 187 1520 877 2524
n =41 (51%) 1447281 123172876 1431826 19.76/29.09
255 years 201 13.64 1265 2807
n = 40 (49%) 1427325 11.10/26.40 5462358 23253263
Menopausal status
Premenopausal 1.89 17.59 7.80 2524
n =27 (33%) 133281 12312520 400/19.21 19.76/30.30
Postmenopausal 196 13.79 1267 2742
= 54 (67%) 145285 111772959 5577247 22623231
Body mass index e Tvs II*
18.5-24.9 kg/m?® 191 16.29 5.30 2819
n = 38 (47%) 136285 11.77/29.59 3.12/1156 23.88/33.63
25.0-29.9 kg/m? 185 14.01 1431 7.0
n = 28 (35%) 143254 11.73/25.38 87072163 19.28/32.12
30.0-39.9 kg/m? 235 1520 572 2444
= 15 (18%) 1.78/2.90 9.02/382 1692/4085 169327.91
s I Hvs IV
Numberofparity sy yg v+ “Hivs. IV *
Nulliparous 224 1321 10.29 23.55
=6 (7%) 142283 116272131 557/31.39 2051/34.83
1 child 253 1741 1306 2781
=20 (25%) 202293 9.53/36.63 633/23.02 242013297
2 children 164 1499 1263 2747
=39 (48%) 133257 1231/25.88 373/19.40 2064/33.27
3 children 178 1370 1238 2444
7= 13 (16%) 1357235 11473347 378/23.60 18.29/27.37
4 children
i 1.06 1165 9.60 1217
S children 1.96 1582 1046 2154
= 2 (2%) 136255 8.05/23.59 £00/16.92 14582849

Abbreviations:  Significant p-values are highlighted: * <0.01, ** <0.001, ** p < 0.0001; TF—tissue factor;
hsAdiponectin—high sensitive adiponectin.
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Table 2. Baseline median and (IQR) serum levels of YKL-40, leptin, and adiponectin as well as citrate
plasma TF activity stratified by Ki67, HER2 and hormone receptor expression.

Molecular YKL-40 Leptin hsAdiponectin
Determinants/Number Concentration  TF Activity (pM)  Concentration Concentration
of Patients (%) {ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Expression of Ki67
<20% 1.86 13.79 12.36 2819
n =52 (64%) 131257 10.82/2520 411/18.69 2294/33.11
220% 242 22.18 144 2524
n =29 (36%) 1.622.87 11.86/38.98 6.17/23.88 16.74/27.91
Expression of HER2
Negative 191 1499 1261 2712
n =72 (89%) 142/2.84 11.55/29.18 481/20.71 20.64/32.22
Positive 244 1246 877 2699
n=9(11%) 144/2.56 11.59/1520 3.67/16.92 19.18/27.91
Hormone receptor
status
ER+ 202 14.55 1255 27.09
n =70 (86%) 1427287 11.47/26.92 492/20.64 20.64/32.31
ER- 1.64 14.18 1383 27.05
n =11 (14%) 1.582.43 11.86/31.56 3782247 14.70/28.13
PgR+ 200 15.10 1261 2691
n = 66 (81%) 14272.85 11.47/26.92 5.26/20.78 20.64/32.94
PgR- 1.78 13.70 7.79 27.13
n =15 (19%) 1.58/2.83 11.77/31.56 3.67/18.26 16.74/28.13
Abbreviations: lQR—cnlaqmnﬂennge.m7—pmhl ti rker, HER2—h epidermal growth factor

receptor 2, ER—oestrogen receptor, PR—progesterone receptor, TF—tissue factor, hsAdiponectin—high sensitive
adiponectin; significant p-values are highlighted: * <0.01.

3.2. Analysed Parameters According to Age, Menopausal Status, Parity Status, and Body Mass Index among
BrC Cases

The age at diagnosis was categorised into two groups (<55/255 years) as well as menopausal
status (premenopausal/postmenopausal). A lack of significant differences in the concentrations of
YKL-40, leptin, and adiponectin as well as the TF activity with respect to age and menopausal status
was noted. BMI (kg/m?) was classified as normal (18.5-24.9), overweight (25.0-29.9), and obesity class
I and IT (30.0-39.9) according to the WHO's recommendations. Parity was defined as the number
of full-term pregnancies. There was a trend towards a higher concentration of leptin and a lower
concentration of adiponectin with increasing BMI in our study group. Interestingly, the concentrations
of adiponectin and YKL-40 were dependent on parity status. A significantly higher concentration of
YKL-40 was observed in BrC subjects who gave birth to one child than in cases who gave birth to
two or three children, Patients who gave birth to one child or two children had a significantly higher
concentration of adiponectin compared to subjects who gave birth to three children (Table 1).

3.3. Distribution of YKL-40, Leptin, and Adiponectin Concentrations and TF Activity According to
Immunohistochentical Determinants in the Study Cohort

In Table 2, the statistical calculations for the study group are presented based on the proliferation
marker (Ki67), human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), and the status of hormone receptors
with respect to the analysed parameters. The patients were divided into two groups on the basis of
the proliferation marker, expressed by the Ki67 protein. The first group was made up of women with
expression of the Ki67 antigen lower than 20%, and the second group included patients with Ki67
expression above 20%. A markedly higher concentration of adiponectin was observed in patients with
expression of Ki67 lower than 20% (p < 0.01). Other molecular determinants did not differ significantly
with regard to YKL-40, leptin, adiponectin, and TF activity.
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Table 3. The biomarker concentrations with respect to clinical and pathological characteristics in breast
cancer (BrC) subjects.

YKIL-40 Leptin hsAdiponectin
"""”"""“: of Patienls  Concentration  TF Activity (pM)  Concentration  Concentration
(ng/mL) (ng/mL) {ng/mL)
Molecular subtypes . lvs. IV*
Luminal A 191 1292 1261 28,88
" = 50 (62%) 133292 10.61/25.20 5.57/20.64 2262/33.63
Luminal B HER2~ 281 3618 1238 2524
n =13 (16%) 183285 19.62/39.18 4001921 20512771
ml}e“mwmmmuglm 244 1246 877 2699
s EI) 1447256 11591520 3671692 19.18727.91
Basal-like 162 1418 1383 2044
=9 (11%) 1.58/1.78 11.86/31.56 3782247 14702747
Tumour diameter
1 2cm) 187 1499 1238 27.13
n = 55 (68%) 142292 1162/2588 L4047 20643231
T2 (22 em <5 cm) 214 140 1357 2622
n = 26 (32%) 150251 1042/29.59 19211826 18.79/32.1
Nodal status
LN- 216 1629 1230 2702
" =62 (77%) 152292 11.17/25.58 472247 20513213
LN+ 158 1388 1353 27.18
=19 (23%) 129248 11.77/29.88 46011826 23343114
Stage of disease
1A 219 1828 1230 27.06
0 = 40 (49%) 148/3.04 11.53/25.72 48572621 20.36/31.95
1A + B 189 1388 1263 27.05
n = 41 (51%) 136251 11.62/29.59 4701789 233473210
Elston and Ellis grade
Gl+G2 203 14.06 1251 26,83
" = 65 (80%) 143292 11.47/25.88 49212064 206432.13
G 163 15.10 1435 2759
n =16 (20%) 139243 1231/37.58 45772037 17612970
Histological type . . -
Ductal 203 14.99 1353 2623
n = 69 (85%) 1.58/2.90 1147/28.76 5342247 19.76/30.30
Lobular 138 13,64 500 270
0 =12 {15%) 117209 12062412 28111318 28833441

Abbreviations: LN—free of lymph node involvement, LN+—lymph node involvement, TF—tissue factor,
hsAdiponectin—high sensitive adiponecting significant p-values are highlighted: * <0.01; ** <0.001,

3.4. Distribution of YKL-40, TF Activity, Leptin, and Adiponectin According to Clinicopathological
Characteristics in the Study Group

Furthermore, we hypothesised that the concentrations of YKL-40, leptin, and adiponectin and
TF activity can vary according to the molecular subtype, tumour diameter, nodal status, staging,
grading indexing, and histological subtypes of BrC. A significantly higher concentration of adiponectin
in the luminal A-type of BrC compared to patients having a basal-like type was noted (p < 0.01).
Additionally, a significantly higher TF activity was observed in the luminal B HER2-negative type of
BrC with respect to patients having other molecular subtypes, including luminal A, luminal B HER(+),
and HER(+)/non-luminal, basal-like BrC (p < 0.01). Interestingly, we observed significantly higher
concentrations of YKL-40 and leptin (both p < 0.01), but a lower concentration of adiponectin (p < 0.001)
in the group of patients with invasive ductal carcinoma with respect to their invasive lobular carcinoma
counterparts. Furthermore, circulating YKL-40, leptin, and adiponectin concentrations and TF activity
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have not been associated with other prognostic indicators, such as tumour grade and TNM stage or
tumour size and nodal status (Table 3).

3.5. Predictive Factors for Invasive BrC in Multivariate Cox Proportional Hazards Regression Analysis

The multivariate Cox hazards analysis, which takes into account the function of time, revealed
that the activity of tissue factor (HR, 1.07; 95% confidence interval (CI), 1.01-1.14; p = 0.0240), leptin
concentration (HR, 1.21; 95% CI, 1.02-1.44; p = 0.0327), BMI (HR, 0.75; 95% CI, 0.59-0.95; p = 0.0178),
and adiponectin level (HR, 0.86; 95% CI, 0.76-0.97; p = 0.0135) were significant predictive factors
for disease relapse in BrC subjects. The multivariate Cox regression showed that BrC subjects with
lower BMI values and adiponectin levels but with higher TF activity and leptin concentrations have a
significantly higher risk of recurrent events (Table 4).

Table 4. The multivariate Cox HRs for PFS according to the baseline serum values of BMI, TF activity,
YKL-40, leptin, and adiponectin.

Variables HR 95% Cl p-Value
BMI 0.75 0.59 0.95 0.0178
TF activity 107 101 114 0.0240
YKL-40 0.82 0.51 135 04434
Leptin 121 1.02 14 0.0327

hsAdiponectin 0.86 0.76 0.97 0.0135

Abbreviations: HR—hazard ratio, PFS—progression free survival, Cl—confidence interval, BMi—body mass index,
TF—tissue factor, hsAdiponectin—high sensitive adiponectin; significant p-values are in bold,

3.6. Assessment of the Analysed Parameters” Ability fo Predict Disease Recurrence; Analysis by the Receiver
Operating Characteristics Curve (ROC)

Additionally, we performed receiver operating characteristic (ROC) curve analysis according to
logistic regression to describe the ability of the five biomarkers including BMI and TF activity and the
concentrations of YKL-40, leptin, and adiponectin to predict disease relapse (Figure 1). The estimated
area under the ROC curve for the tested model was AUC = (.84, with 95% CI = 0.823 to 0.931,
R? = 0.7515, and p value = 0.0075. This model points to strong diagnostic potential for the prediction of
disease progression.

3.7. Survival Predictive Value of Pre-Treatment YKL-40 Concentration (A), TF Activity (B), and BMI (C)

We analysed the association between the pre-treatment concentrations of YKL-40, leptin, and
adiponectin and TF activity as well as body mass index and disease relapse based on the 44 month
follow-up of those patients (Figure 2). The data show that, during the follow-up period of more than
four years, 11 of the 81 BrC patients (13.58%) had a relapse of disease. Five (6.17%) patients died during
the follow-up period due to systemic metastatic disease (bones, liver, and spine metastases). Figure 2A
demonstrates the division of the study group according to YKL-40 concentration. In the low YKL-40
subgroup, recurrent events occurred in two subjects out of the total of 27 followed-up subjects (7.41%).
In the moderate YKL-40 subgroup, recurrent events happened in three patients out of the total of 27
followed-up subjects (11.11%). Finally, in the high YKL-40 subgroup, recurrent events occurred in six
cases out of the total of 27 followed-up subjects (22.22%). Thus, patients with YKL~40 higher than
2.5 ng/mL demonstrated a significantly higher risk of disease recurrence compared to patients with a
YKL-40 concentration lower than 1.6 ng/mL (p = 0.0464). Patients with TF activity lower than 12 pM
(n = 26) had a significantly lower risk of disease progression (3.85%) with respect to those patients
with TF activity higher than 24 pM (21.43%; n = 28); p = 00142 (Figure 2B). Furthermore, the study
group was divided into three subgroups according to BMI values. There was a significantly higher
incidence of disease relapse in BrC patients with a BMI (n = 38) lower than 24.9 kg/m* compared to
those with a BMI of 25-29.9 kg/m? (n = 28; p = 0.0444). The recurrence rate for normal-weight BrC
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cases was 21.05% versus 7.14% for overweight cases. Thus, a BMI lower than 25 kg/m? was associated
with a three-fold higher risk of disease relapse (Figure 2C). In those eight normal-weight recurrent
cases (the mean value of BMI was 224 kg/mz), three of them had luminal A, three had luminal B HER-,
and two had a basal-like intrinsic subtype of BrC. Four patients were premenopausal, and four of them
were postmenopausal. All of the patients were symptomatically free of other co-morbidities, All of
them had moderately differentiated carcinomas (G2). Two out of eight had a positive lymph-node
status. Four out of eight had overexpression of the proliferation marker Ki67. Five out of eight had a
tumour larger than 2 cm. Five out of eight underwent breast-conserving surgery due to a lack of lymph
node metastases. Additionally, five out of eight received radiotherapy, chemotherapy, or hormone
therapy. According to additional analysis in those eight normal-weight recurrent women, the highest
level of YKL-40 and TF activity but the lowest adiponectin level were observed (Table 5). Due to the
limited space in the manuscript, we do not show separate plots for leptin and adiponectin, since neither
demonstrated significant associations with disease recurrence,

100

60

40

Sensitivity (%)

20

0 20 40 60 80 100
100-Specificity (%)
— Tested model  AUC=0.840 p~0.0074
—— reforence curve

Figure 1. Receiver operating characteristic (ROC) curve for the tested model in patients with versus
without disease progression. The area under the curve (AUC) and the p value are indicated.
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Figure 2. Kaplan-Meier survival curves showing baseline serum YKL-40 (A), TF activity (B), and
BMI (C), divided according to cut-offs for YKL-40: < 1.6 ng/mL, 1.6-25 ng/mlL, and >2.5 ng/mL;
TF activity: <12 pM, 12-24 pM, and >24 pM; and BMI value: <24.9 kg/m?, 25-29.9 kg/m?, and

>30 kg/m?, respectively.
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Table 5. Distribution of YKL-40, TF activity, leptin, and adiponectin in recurrent patients,

YKL-40 Leptin hsAdiponectin
Varlables/Number  Concentration  TF Activity (pM)  Concentration  Concentration
atien (ng/mi) ing/mL) {ng/mL)
Progression
" 269 2409 541 215
- 182346 13854049 3770567 17612988

Abbreviations: TF—tissue factor, hsAdiponectin—high sensitive adiponectin,

3.8. Survival Time Analysis with Respect to the Combination of YKL-40 Concentration with TF Activity (3A),
the BMI Value with TF Activity (3B), the BMI Value with YKL-40 Level (3C), the BMI Value with Leptin Level
(4A), and the BMI Value with Adipenectin Level (4B)

A combination of YKL-40 concentration with TF activity in BrC cases revealed an interesting
observation. A worse future prognosis was shown in subjects with a combination of a YKL-40
concentration higher than 1.93 mg/mL and a TF activity higher than 14.18 pM (Figure 3A). Figures 3C
and 4A demonstrate a significantly better BrC specific survival for overweight/obese subjects with
higher YKL-40 (>1.93 ng/mL) and higher leptin (>12.58 ng/mL) levels with respect to normal-weight
cases with YKL-40 higher than 1.93 ng/mL and leptin higher than 1258 ng/mL (p = 0.0065 and p = 00459,
respectively). The recurrence of the disease in the group of overweight/obese patients with higher
YKL-40 (>1.93 ng/mL) occurred in one out of 22 (4.55%) cases, but in the subgroup with normal weight
and higher YKL-40 levels (>1.93 ng/mL), six out of 19 (31.58%) cases had a recurrence of the disease.
The recurrence of the disease in the group of overweight/obese patients with a leptin concentration
higher than 12.58 ng/mL occurred in three out of 33 (9.09%), but in the subgroup with normal weight
and leptin levels higher than 12.58 ng/mL, three out of eight (37.5%) cases had a recurrence of the
disease. Furthermore, follow-up revealed a significantly higher incidence of disease relapse in breast
cancer patients with a BMI lower than 25 kg/m? and an adiponectin level lower than 27.05 ng/mL with
respect to those with a BMI higher than 25 kg/m? and an adiponectin level lower than 27,05 ng/mL
(p = 0.0069) (Figure 4B). The recurrence of the disease in the group of patients with a BMI lower than
25 kg/m? and an adiponectin level lower than 27.05 ng/mL occurred in five out of 16 (31.25%), but in
the group with a BMI higher than 25 kg/m? and an adiponectin level lower than 27.05 ng/mL, only one
out of 24 (4.17%) cases had a recurrence of the disease.

3.9. Survival Time Analysis with Respect to Parity Status

According to our invasive breast cancer cohort, we demonstrated that parity status may predict
disease recurrence (p = 0.0317). Interestingly, nulliparous women (33.3%) as well as women who gave
birth to five children (100%) had the worst future prognosis (Figure 5). Both nulliparous women were
postmenopausal subjects, free of other co-morbidities, with BMI = 24 kg/m? and 2241 kg/m?, and age = 55
and 60 years, respectively. The first patient had the following clinicopathological profile: TIA, T2, NO,
MO, invasive ductal carcinoma, histological grade = 2, tumour diameter = 2.2 cm, ER+/PR- and HER2-,
Ki-67 = 20%, and luminal B HER2 (-). The baseline values were YKL-40 = 1.99 ng/mL, leptin = 34.1 ng/mL,
adiponectin = 20.51 ng/mL, and TF activity = 14.10 pM. The patient, after 28 months of follow-up,
developed right ovary metastasis. The second patient presented the following clinicopathological profile:
1IB, T2, N1, M0, invasive ductal carcinoma, histological grade = 2, tumour diameter = 2.8 cm, ER+/PR+
and HER2-, Ki-67 = 807%, and luminal B HER2 (-). The pre-treatment values were YKL-40 = 2.83 ng/mlL.,
leptin = 14.41 ng/mL, adiponectin = 34.83 ng/mL, and TF activity = 39.16 pM. After 13 months of
follow-up, multi-organ metastases were confirmed by PET. Both multiparous women (five children) were
premenopausal subjects, free of other co-morbidities with BMI = 21.97 kg/m? and 24.24 kg/m?, and age = 49
and 53 years, respectively. The first patient demonstrated the following clinicopathological profile: TIA, T2,
NO, M0, invasive ductal carcinoma, histological grade = 2, tumour diameter = 2.5 em, ER+/PR+ and HER2-,
Ki67 = 40%, and luminal B HER2 (). The baseline values were YKL-40 = 136 ng/mL, leptin = 4.1 ng/mL,
adiponectin = 14.58 ng/mL, and TF activity = 23.59 pM. The patient, after 34 months of follow-up,
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developed bone, mediastinal, and supraclavicular lymph-node metastases confirmed by PET. The second
patient showed the following clinicopathological profile: 1B, T2, N1, M0, invasive ductal carcinoma,
histological grade = 2, tumour diameter = 3.0 cm, ER+/PR+ and HER2-, Ki-67 = 15%, and luminal A.
The pre-treatment values were YKL-40 = 2.55 ng/mL, leptin = 16.92 ng/mL, adiponectin = 28.49 ng/mL,
and TF activity = 8.05 pM. However, this patient passed away due to lung, liver, and bone metastases
within 18 months of diagnosis,
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Figure 3. Combination of the YKL40 level with TF activity (A), the value of BMI with YKL40 (B), and
BMI with TF activity (C), in disease relapse prediction.
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4. Discussion

BrC is a complex neoplastic disease, comprising the processes of unsuppressed proliferation,
the elusion of growth suppressors, abnormalities in cell death, the promotion of a pro-angiogenic
phenotype, the initiation of invasion and metastasis, the disruption of cellular homeostasis, and the
avoidance of immune destruction with the additional significant possibility of relapse [11,20]. Thus, the
complex heterogeneity of breast cancer at the molecular level forces a search for prognostic biomarkers,
which can be simply estimated or implemented.

4.1. Baseltine Values of YKL-40, Leptin, Adiponectin, and TF Activity with Respect to Demographic,
Anthropometric, and Clinicopathological Features

Adipokines and coagulation factors as well as pro-inflammatory cytokines, have been proposed
as a link between obesity and oncogenesis and are related to future prognosis. Our analyses showed
a significantly higher concentration of leptin as well as a lower concentration of adiponectin with
increasing BMI in breast cancer subjects. This configuration of circulating adipokines is widely accepted
in the literature, since body composition changes with age, especially the amount of body fat, which
leads to the attenuation of energy homeostasis and variation in adipose tissue metabolism [2,3,11,21,22].
Leptin and adiponectin in cancer biology work in an inverse manner, since leptin plays a crucial role in
the promotion of tumour angiogenesis, cell invasion, and metastasis, whereas adiponectin possesses
anti-tumour properties, including anti-proliferative, anti-migratory, and pro-apoptotic actions [2,3,21].
Our findings are in line with previous studies, which demonstrated that leptin positively correlates
with breast cancer risk, while a low adiponectin concentration is linked to a higher risk of breast
cancer [23]. The overexpression of leptin and down-regulation of adiponectin are most commonly
associated with progressing or poor prognosis tumours [21,24].

Interestingly, in our study, we observed that the concentration of YKL-40 and adiponectin levels
vary with respect to parity. A significant higher concentration of YKL-40 was observed in breast
cancer subjects who gave birth to one child than in those cases who gave birth to two or three children.
Patients who gave birth to one child or two children had a significantly higher concentration of
adiponectin compared to subjects who gave birth to three children. Due to the fact that adiponectin
is recognised as an anti-cancer protein, its higher concentration seems to have a protective effect in
those patients [3,10]. However, a higher concentration of YKL-40 in those cases can attenuate this
positive effect, since YKL-40 is a pro-cancerogenic, pro-angiogenic, pro-inflammatory protein [14-15].
Furthermore, nulliparous as well as multiparous (five children) BrC subjects had the worst future
prognosis. According to our results, we speculate that nulliparous and multiparous BrC patients
developed a more aggressive phenotype of breast cancer, expressed by a larger tumour size, a higher
stage, and a higher expression of the mitotic index. Interestingly, all of those patients had a BMI in the
normal range and three out of four had a concentration of YKL-40 higher than 1.93 ng/mL. Three of
those four patients demonstrated the luminal B HER2-negative type of BrC.

The present study also shows that the adiponectin level is higher in breast cancer cases with
a lower mitotic index, expressed by Ki67, compared to cancers with overexpression of Ki67. Ki67
is a proliferation marker in clinical practice as a marker of tumour aggressiveness and a predictor
of future outcomes. Additionally, a higher adiponectin level was observed in luminal A breast
cancer cases than in their basal-like counterparts. The luminal A breast cancer type is defined as
hormone receptor-positive and HER2-negative with an expression of Ki67 lower than 20%. Thus,
our study confirmed previous findings that the adiponectin concentration depends on the oestrogen
receptor status [25,26]. Those observations indicate an inverse association between the adiponectin
concentration and an aggressive phenotype, and the adiponectin level depends more on the molecular
status than clinical features, including tumour diameter or lymph-node status. It is well-known
that luminal A breast cancer presents a better prognosis than other intrinsic subtypes. Adiponectin
diminishes proliferation, stimulates apoptosis, and negatively influences breast carcinogenesis and
the ability for invasion and metastasis [27]. This result may also confirm that Juminal A breast cancer
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with low expression of Ki67 presents the possibility of a more favourable outcome for patients in light
of the anti-neoplastic properties of adiponectin. However, the findings of Ando et al. and Panno et
al. demonstrated that adiponectin in ER-negative BrC cells diminishes cell growth and suppresses
proliferation, invasion, and cancer cell motility [25], but divergent effects of adiponectin were noted
with respect to luminal-like BrC cells [26]. A scientific consensus with respect to adiponectin’s role in
neoplastic diseases is needed; thus, we would recommend analysis of adiponectin levels in the context
of hormone receptor status in subsequent studies. Furthermore, significantly higher TF activity was
observed in the luminal B HER2-negative type of breast cancer with respect to patients having other
molecular subtypes. The overexpression of TF is associated with an invasive character of tumours and
may be particularly related to cancer-associated thrombosis. Moreover, TF stimulates an angiogenic
switeh, leading to new vessel formation and further cancer cell growth [28]. Thus, elevated TF activity
is associated with decreased overall survival [28,29]. TF activity and adiponectin levels are sensitive to
the tumour’s molecular status and may serve as single biomarkers for future prognosis.

Interestingly, we observed significantly higher concentrations of YKL-40 and leptin but a lower
concentration of adiponectin in the group of patients with invasive ductal carcinoma with respect to
their invasive lobular carcinoma counterparts, This constellation of cytokines seems to be unfavourable
for those patients due to the role of leptin in the production of anti-apoptotic agents, pro-inflammatory
cytokines (TNF-«, IL-6), growth factors {(VEGF), and the hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1«x),
promoting the cancerous behaviour of cells [23]. Additionally, leptin has been shown to be a
potential prognostic marker in breast cancer, along with tumour size and lymph-node status, and
an independent predictor of a poor outcome [22]. Additionally, YKL-40 is a key pro-inflammatory
cytokine associated with the pathology of obesity-linked cancers. A high YKL-40 serum concentration
was significantly associated with invasive lobular carcinoma, TMN stage I, lymph-node metastases,
and death [17]. However, a low adiponectin concentration is associated with a more aggressive BrC
character [2,10].

4.2. YKL-40 Level and TF Activity as Predictors of Disease Recurrence

Our analysis indicates that the pre-treatment concentration of YKL-40 and TF activity are suitable
prognostic biomarkers of progression-free survival (PFS) with respect to considering them as a single
parameter as well as combining them. We reported the main significant effects of circulating TF
and YKL-0 in predicting disease relapse, indicating that an elevated YKL-40 level and TF activity
demonstrate negative prognostic value, Furthermore, a worse future prognosis was shown for subjects
with a combination of a higher YKL-40 concentration (>1.93 mg/mL) with higher TF activity (above
14.18 pM), since both components exert pro-tumorigenic properties. The cut-off values were established
according to the median values for the whole study population. As YKL-40 is an inflammation-related
molecule, its elevated level was positively associated with poor disease-free survival [14,18]. Likewise,
YKL-40 controls key pathways and processes within the tumour microenvironment, including
inflammation, angiogenesis, cell proliferation, differentiation, and the remodelling of the extracellular
matrix and thus promotes tumour progression [15]. Interestingly, Roslind et al. claimed that serum
concentrations of YKL-40 may provide a more consistent biomarker of a specific patient’s disease
progression as intratumoral YKL-40 expression can vary across a single breast cancer nodule [16].
Interestingly, TF can also be secreted under pro-inflammatory conditions in a soluble form. TF can
be hyperexpressed in response to TNF-a and IL-1p release [21]. Perhaps YKL-40 also stimulates
TF shedding, since it is a pro-inflammatory protein. These outcomes support the concept that the
inflammatory response is a complex systemic reaction and is assoctated with a poor outcome in patients
with invasive BrC.

4.3. BMI's Value as a Predictor of Disease Recurrence

Undoubtedly, an excess amount of body adipose tissue is a risk factor for breast cancer development
and is associated with higher cancer mortality [3]. Surprisingly, in our study, we reported that adiposity
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positively influences overall survival. Similar to the results for the Kaplan-Meier plots, the Cox's
analysis showed that a low BMI (normal weight) was a predictive factor for a shorter time to disease
recurrence in BrC subjects. Undeniably, this clinicopathological characteristic is crucial in disease
prognosis; however, our normal-weight cohort were not affected substantially (Figure 2C). We found
that patients with a BMI > 25 kg/m? had a three-fold lower risk for recurrence than patients with
a BMI < 25 kg/m?. Pajares et al. showed that obesity (BMI 30.0 to 34.9 kg/m?) is not associated
with worse survival outcomes in operable BrC patients; only severely obese patients (BMI > 35.0)
had an increased risk of recurrence [6]. Additionally, Widschwendter et al. noted that severely
obese subjects demonstrated significantly worse overall survival than underweight or normal-weight
cases [5]. However, Playdon et al. noted that for each 5 kg/m? rise in BMI, there was an approximately
18% increase in the risk of total breast cancer mortality [23]. Since the data are inconsistent, further
evaluations are still required.

4.4. Combination of BMI Values with YKL-40 Level and BMI with Leptin and Adiponectin as Predictors of
Disease Recurrence

Furthermore, our study has shown increased rates of recurrence, as well as cancer-specific
mortality, in the cases with a normal BMI and a lower concentration of adiponectin as well as those
with a normal BMI and a higher concentration of leptin and YKL-40, independently of other prognostic
covariates. Interestingly, in our study, leptin and adiponectin did not demonstrate predictive value as
single biomarkers. Thus, a normal BMI is not equivalent to proper body composition. We speculate
that it can be associated with subclinical insulin resistance and hyperinsulinemia independent of
adiposity, since an altered adipokine profile (high level of leptin and low level of adiponectin) leads
to metabolic derangements. It follows that patients with a low adiponectin concentration develop a
biologically more aggressive BrC phenotype independently of hormone receptor status [2,10], since
a low serum adiponectin level is associated with elevated levels of vascular endothelial growth
factor (VEGF) and insulin-like growth factor (IGF) [%1]. Moreover, adiponectin exerts efficient
tumour growth-limiting influence by the inhibition of the inflammasomes in breast cancer cells [10].
Adiponectin is also considered an anti-inflammatory cytokine due to its ability to inhibit nuclear factor
kB (NF-kB) phosphorylation and exhibits anti-migratory activity by inhibiting the Wnt/B-catenin
signalling pathway, fundamental for cancer progression [2]. However, elevated leptin levels are
associated with breast cancer aggressiveness and a bad prognosis. Leptin is believed to be involved in
the growth and invasion of breast cancer cells by stimulating the conversion of aromatisable androgens
{androstenedione and dehydroepiandrosterone) to oestradiol [4,11]. Therefore, the diminution of
adiponectin (an anti-inflammatory adipokine) and exacerbation of leptin and YKL-40 (pro-inflammatory
cytokines) in normal-weight breast cancer subjects may be associated with a more aggressive tumour
phenotype. Additional research is needed to further determine the exact relationship between our
observed interaction and the modulation of adipokines in breast cancer.

From our study, we suggest that pre-treatment obesity itself is not the cause of cancer-associated
sequelae, but the adiposity-related metabolic abnormalities include pro-inflammatory macrophage
polarisation, insulin resistance, and disproportionate adipokine secretion by adipose tissue. We herein
propose a tentative division of patients into metabolically healthy obese subjects and metabolically
unhealthy lean individuals, It suggests a substantial heterogeneity of metabolic features in
normal-weight breast cancer females. Qur findings potentially reject the hypothesis that adiposity is
an independent prognostic factor for developing distant metastases and death as a result of breast
cancer. Apparently, obesity is a risk factor for hormone-sensitive cancer development, but it improves
future outcomes. It is likely we observed a kind of “obesity paradox phenomenon” in those cases.
There are data demonstrating that a moderately increased BMI ameliorates survival and the response to
therapy [31]. Sanchez-Jiménez et al. suggest that increased fat mass may provide an energy depot that
may be beneficial for a longer survival rate [11]. Murphy W.J. and Longo D.L. have noted a positive
impact of adiposity on a better response to immunotherapy in different types of cancer [32].
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According to the multivariate Cox proportional risk model and the excellent area under the ROC
curve for the tested model, we have demonstrated the usefulness of applying pre-treatment YKL-40,
BMI, leptin, and adiponectin levels and TF activity together as biomarkers for predicting disease
relapse. Thus, our results suggest that a non-obese phenotype with high leptin and YKL-40 and low
adiponectin levels in breast cancer leads to cancer cell migration and invasion to promote metastasis
and reduced survival. Using the biomarkers proposed here would provide more information about
future prognosis and survival rates. Leptin has been identified as a key driver in the progression of
breast cancer [27]. Adiponectin was originally defined as a tumour suppressor protein by promoting
the inhibition of cell proliferation and sensitisation of cells to apoptosis [27]. YKL-40 is a protein
that stimulates cancer cell dissemination and progression. Adipokines could be useful diagnostic,
prognostic, and predictive biomarkers, reflecting advanced-stage BrC, adverse prognosis, and an
inflammatory state.

The strength of this study is that it is based on an early-stage breast cancer cohort with complete
information on clinicopathological characteristics and more than four years of follow-up. In addition,
the prospective design contributed to a reduction in potential biases. The major limitations of this
study include the small sample size and the lack of information related to waist circumference (WC)
and waist-to-hip ratio (WHR). The BMI was evaluated only at the beginning of follow-up, and further
fluctuations were not examined. Additionally, the analyses in this study were conducted using a
single measurement of the YKL-40, adipokines, and TF activity from one pre-treatment blood sample,
The patients were recruited from a single institution, predisposing to selection and referral bias and
potentially limiting the generalisability to larger populations. We excluded patients with Stage IITA
or higher and metastatic BrC tumours; perhaps this action limited the ability to assess the analysed
parameters in more advanced tumours. Finally, since we only studied individuals of Polish descent,
our results are, therefore, not necessarily directly applicable to other ethnic groups.

5. Conclusions

Our study concluded that a combination of high baseline serum levels of YKL-40 and leptin with
a normal BMI as well as of a normal BMI with a lower adiponectin level confer a poor prognosis,
Additionally, a single higher YKL-40 concentration and single elevated TF activity were significantly
associated with poorer prognosis of breast cancer over the four-year follow-up. According to our
results, we suggest that overweight breast cancer patients have a better prognosis regardless of the
YKL-40, leptin, and adiponectin levels since we estimated an approximately three-fold increased risk
of disease recurrence or death for normal-weight versus obese women. Further investigations that
elucidate the mechanisms concerning adipose tissue derivatives, including adipokines and cytokines,
may help to understand and prevent severe outcomes in normal-weight-related breast cancer.
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Wprowadzenie do badania opublikowanego w pracy nr 3:

Ruszkowska-Ciastek B*, Bielawski K*, Zarychta E, Rhone P. Impact of adjuvant treatment on
heparanase concentration in invasive, unilateral breast cancer patients: results of a
prospective single-centre cohort study. J Clin Med. 2021; 10(10): 2184. IF: 4,964; punktacja
MNiSW: 140 pkt; (* Ruszkowska-Ciastek B i Bielawski K wniesli rowny wktad w powstanie

publikacji).

Wedtug danych American Cancer Society w USA inwazyjny rak piersi zostanie
zdiagnozowany w ciggu zycia u okoto 13% kobiet, a co pigta pacjentka umrze z tego powodu.
Aktualnie pomimo wprowadzenia medycyny spersonalizowanej, nadal istnieje wysokie
ryzyko $miertelnosci z powodu nowotworu piersi, dlatego stale poszukuje sie nowych terapii
pozwalajgcych na jak najwieksze zmniejszenie liczby nawrotéw oraz zgondw z przyczyn

nowotworowych.

Naturalnymi atrybutami komdrek nowotworowych sg niekontrolowana proliferacja,
opornos¢ na apoptoze, zwiekszony potencjat angiogenny oraz zdolnos¢ do migracji.
Natomiast jednym z pierwszych etapédw umozliwiajacych rozprzestrzenianie sie komorek
nowotworowych i powstawanie przerzutow jest degradacja potgczenn pomiedzy komérkami

oraz pomiedzy komdérkami a macierza zewnatrzkomorkowa w pierwotnym miejscu guza.

Zaréwno aktywnos¢ enzymatyczna jak i nieenzymatyczna heparanazy prowadzi do
zmniejszenia integralnosSci macierzy zewngtrzkomdérkowej. Dodatkowo heparanaza na
drodze enzymatycznej moze uwalniaé¢ cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu zwigzane z
siarczanami heparanu ECM. Natomiast na drodze nieenzymatycznej heparanaza moze
aktywowac uktad krzepniecia prowadzac bezposrednio do stanu nadkrzepliwosci oraz
pobudzenia neoangiogenezy.

W publikacji 3 badaniem zostato objetych 80 pacjentek: 53 pacjentki po menopauzie

(66%) oraz 27 pacjentek przed menopauzg (34%). Byto to jednoosrodkowe prospektywne
badanie obejmujgce pacjentki z potwierdzonym operacyjnym, pierwotnym i jednostronnym
nowotworem piersi bez przerzutéw odlegtych. Mediana czasu obserwacji wynosita 55
miesiecy (Q1/Q3 — 49/59 miesiecy). Podczas obserwacji wystgpito 11 zdarzen (wskaznik

nawrotéw 13,75%), w tym 6 zgondw z powodu choroby nowotworowej oraz 5 nawrotow
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choroby. W odniesieniu do publikacji nr 1 i nr 2 w publikacji nr 3 nie odnotowano zmian
wsrod kryteridow wigczenia i wytaczenia z badania.

Najczesciej obserwowanym typem molekularnym nowotworu piersi byt typ luminalny
A (47 pacjentek czyli 59% grupy badanej). Ponadto w grupie badanej zaobserwowano
nastepujace wystepowanie wybranych cech kliniczno-patologicznych: wielkos$é guza < 2cm u
53 pacjentek (66%) oraz brak zajecia weztéw chtonnych u 61 pacjentek (76%). W publikacji
tej przeanalizowano réwniez zastosowany typ leczenia operacyjnego oraz zastosowanie
leczenia uzupetniajagcego. Wiekszo$¢ grupy badanej, 65 pacjentek (81%) zostato poddanych
leczeniu oszczedzajagcemu piers. Natomiast w ramach terapii adjuwantowej chemioterapie
zastosowano u 38 badanych (47,5%). Leczenie hormonalne zastosowano u 68 pacjentek
(85%).

W catej grupie badanej dwukrotnie oznaczono stezenie heparanazy przy uzyciu
testow immunoenzymatycznych (ELISA). Pierwsze pobranie krwi w celu okreslenia stezenia
heparanazy przed leczeniem odbywato sie 24 h przed zabiegiem chirurgicznym natomiast po
ok. 8 miesigcach (Q1/Q3 - 6,2/10,7) odbywato sie drugie pobranie w celu oceny stezenia
heparanazy po leczeniu.

Celem badania byta ocena zmiany stezenia heparanazy przed i po leczeniu oraz
okreslenie przydatnosci diagnostycznej tych parametréw w celu przewidywania wystgpienia
progresji oraz nawrotu choroby nowotworowej u pacjentek z inwazyjnym rakiem piersi.

W trzeciej publikacji wykazano zaréwno prawie czterokrotne obnizenie stezenia
heparanazy w catej grupie badanej w wyniku zastosowania leczenia adjuwantowego jak i istotng
korelacje pomiedzy stezeniem heparanazy przed leczeniem oraz po leczeniu. Stwierdzono takze
wyzsze stezenia heparanazy przed i po leczeniu w grupie pacjentek z nowotworami bez ekspresji
receptorow estrogenowych w pordwnaniu do grupy pacjentek z nowotworami z ekspresjg
receptorow estrogenowych. Zaréwno przed jak i po leczeniu odnotowano znacznie wyisze
stezenia heparanazy w grupie pacjentek z guzami o srednicy od 2 do 5 cm (T2) w poréwnaniu do
grupy pacjentek z guzami nowotworowymi o Srednicy < 2 cm (T1). Ponadto wykazano wyisze
stezenie heparanazy po leczeniu u pacjentéw z podtypem potrdjnie ujemnym w poréwnaniu do

pacjentéw z podtypem luminalnym B HER2- raka piersi.

Kolejnym etapem analizy statystycznej byta ocena stezen heparanazy przed i po
leczeniu w zaleznosci od zastosowanego leczenia. Wykazano, ze stezenia heparanazy przed i

po leczeniu réznig sie w zaleznosci od rodzaju zastosowanej terapii hormonalnej. Wsrod
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pacjentek, u ktérych zastosowano hormonoterapie wytgcznie tamoksyfenem odnotowano
najnizsze stezenie heparanazy przed leczeniem. Po leczeniu najnizszym stezeniem heparanazy
wyrdzniata sie grupa pacjentek poddanych terapii taczacej zastosowanie tamoksyfenu i
inhibitorow aromatazy. Natomiast najwyzsze stezenie heparanazy przed leczeniem oraz po

leczeniu wystepowato u pacjentek, u ktérych nie zastosowano zadnej hormonoterapii.

Wyniki analizy przezycia uzyskane w ramach 3 badania potwierdzity wyniki uzyskane
w 1 badaniu. Wiekszg czestos¢ nawrotdw choroby zaobserwowano w grupie pacjentéw z
wysokim poczatkowym stezeniem heparanazy. Wykazano takze, ze pacjenci z ekspresjg
receptora progesteronowego, u ktérych doszto do nawrotu choroby charakteryzowali sie
wyzszym stezeniem poczatkowym heparanazy niz pacjenci bez nawrotu choroby. Natomiast
wsréd pacjentdw bez ekspresji receptora progesteronowego nawrdt choroby wystgpit u
0s6b z nizszym stezeniem poczatkowym heparanazy.

Ostatnim etapem analizy statystycznej z wykorzystaniem regresji logistycznej byto
okreslenie czynnikdw wptywajgcych na niskie lub wysokie stezenie poczagtkowe heparanazy
oraz czynnikéw wptywajacych na niski lub wysoki liczbowy spadek stezenia heparanazy po
zakonczeniu leczenia adjuwantowego. W analizie jednoczynnikowej pacjenci z nadwagg i
pacjenci z guzem o $rednicy od 2 do 5 cm (T2) wykazywali mniejszg szanse na nizsze stezenie
heparanazy przed leczeniem. Natomiast pacjenci z dodatnim statusem ER i PR wykazywali

wiekszg szanse na nizsze stezenie poczgtkowe heparanazy.

Na podstawie badania uzyskano nastepujace wnioski. Leczenie raka piersi obniza
stezenie heparanazy, niezaleznie od zastosowanego schematu leczenia. Wysokie stezenie
heparanazy przed leczeniem zwieksza prawdopodobienstwo nawrotu choroby
nowotworowej. Dodatkowo stezenie heparanazy przed leczeniem zalezy od wielkosci guza
(wyzsze stezenie - guzy T2) oraz braku ekspresji ER i PR co potwierdza jego skojarzenie z
bardziej agresywnym fenotypem raka piersi. Natomiast stezenie heparanazy po leczeniu
nie wykazuje funkcji prognostycznej w przewidywaniu nawrotu choroby oraz zalezy przede

wszystkim od stezenia heparanazy przed leczeniem.
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Abstract: Background: In recent years, great progress has been made in the treatment of breast cancer,
but it is still one of the ten leading causes of death in women. The aim of the study was to evaluate the
heparanase concentration of invasive breast cancer (IBrC) patients, before and after cancer adjuvant
treatment. Methods: Eighty patients with stage 1A to IIB IBrC receiving adjuvant treatment were
included prospectively in this study. The heparanase concentrations were determined by an enzyme-
linked immunosorbent assay. A univariate analysis was used to estimate the factors influencing the
low or high pre-treatment concentration of heparanase and the low or high numerical decrease in
heparanase concentration after completion of adjuvant treatment. Results: Treatment reduced the
concentration of heparanase by almost four times in the general 1BrC cohort. Higher levels of pre-
and post-treatment heparanase were noted in oestrogen receptor-negative cancers than in positive
ones, A higher post-treatment concentration of heparanase was found in patients with a triple-
negative tumour compared to patients with a luminal B HER2 negative type of IBrC, Overweight
1BrC subjects and those with a tumour diameter of >2 cm demonstrated a lower chance of a lower
pre-treatment heparanase concentration. Interestingly, a pre-treatment heparanase concentration is
the main predictor of the changes in heparanase concentration after adjuvant treatment. Follow-up
revealed significantly lower progression-free survival (PFS) rates in [BrC patients with a pre-treatment
concentration of heparanase higher than 181.46 pg/mL (PFS = 80%). Conclusions: Our findings
provide supporting evidence that IBrC therapy reduced the heparanase levels, regardless of treatment
patterns and a pre-treatment concentration of heparanase may serve as a prognostic indicator for
future outcomes.

Keywords: adjuvant therapy; heparanase; breast cancer; disease recurrence

1. Introduction

Invasive breast cancer (IBrC) is one of the ten leading causes of death among women
worldwide, According to data of the American Cancer Society, in the USA, about 13%
of women in their lifetime will be diagnosed with 1BrC, and every fifth patient will die
due to this [1,2]. Therefore, early detection of a tumour is a fundamental component
in IBrC therapy that ameliorates survival and the quality of the patient’s life. Due to
the large diversity of IBrC phenotypes, the choice of an adjuvant therapeutic approach
depends on molecular subtype, histological type, stage, menopausal status, and other
co-morbidities [2,3].

Generally, there are two treatment strategies for IBrC: local, relying on surgery and
radiotherapy; or systemic, composed of chemotherapy, endocrine therapy, or targeted
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therapies [4]. According to the American Cancer Society data, the most common surgical
procedure among patients with stage I and Il is breast-conserving surgery (BCS) with
adjuvant radiotherapy, with similar survival rates to mastectomy [2]. Oestrogen receptor
(ER) or progesterone receptor (PgR)-positive breast cancer is recognised in approximately
70-80°% of 1BrC patients [5]. These subjects can benefit from long-term endocrine treatment
via a reduction in the risk of local and distant relapses, However, particular tumour profiles
are essential in establishing the prognosis of patients with hormone receptor positive IBrC
undergoing treatment with selective ER modulators (SERMs) and aromatase inhibitors
(Als) such as tamoxifen and anastrozol, respectively. Patients with luminal A-like tumours
treated with tamoxifen have a better prognosis than those with luminal B-like tumours,
since the latter shows a higher proliferation/mitotic index (Ki67) [5,6]. However, lack of
receptor expression is associated with the most severe breast cancer phenotype, accounting
for 10-20% of all IBrC, and called triple-negative IBrC. These patients present a higher
relapse rate, are increasingly prone to forming brain or lung metastases, and have a
reduced overall survival rate due to the failure of current targeted therapies [7]. Despite the
introduction of precision medicine, there still is a high risk of short- and long-term mortality
due to breast malignancy, thus new therapies are constantly being sought that will allow
the greatest possible reduction in the number of relapses, deaths, or over-treatment of
low-risk patients [§].

Uncontrolled proliferation, resistance to apoptosis, angiogenic potential, and motility
are natural cancer cell attributes [9]. One of the first steps in tumour cell invasion and
secondary spread is the breakdown of connections between cells and between cells and
the extracellular matrix (ECM) at the primary site of the tumour. Local remodelling of
the basement membrane (BM) also facilitates this process [10,11]. Heparanase is an endo-
B(1,4)-D-glucuronidase able to hydrolyse heparan sulphate (HS) side chains into 5 to 7 kDa
fragments found in the BM and ECM [4,12-14]. Interestingly, Hunter et al. have observed
a reduction in HS levels at the invasive fronts of tumours [15]. Heparanase exerts its
action via enzymatic and non-enzymatic ways. Interestingly, both heparanase activities
are equally involved in cancer invasion and dissemination, allowing neoplastic cells to
invade the tumour site locally and spread to distant sites [10,11]. By cleaving ECM proteins,
heparanase can release and thus activate several latent growth factors including vascular
endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), hepatocyte growth
factor (HGF) attached at this site, which leads to the promotion of proliferation, migration,
invasion, and cancer cell spread. Furthermore, the non-enzymatic activity of heparanase is
associated with enhancement of the coagulation system and sets off a vicious circle [12,14]
as heparanase is considered as a tissue factor (TF) cofactor; higher bioavailability of TF is
associated with thrombin production and fibrin deposition. Thrombin activates platelets,
which release heparanase from their & granules. TF directly influences the release of VEGF
from endothelial cells [14]. Thus, heparanase directly leads to hypercoagulability and
a neoangiogenic switch by upregulation of TF and VEGE. It is worth mentioning that
heparanase exhibits a positive side through involvement in tissue regeneration and repair,
wound healing, hair growth, dendritic cell migration, and the implantation of embryos
during the early stages of pregnancy [12].

Heparanase over-secretion is observed in several solid tumours, sarcomas, haemato-
logical neoplasms, and is associated with aggressive tumour behaviour, a worse prognosis,
and chemo-resistance [10,13]. According to our previous study, we suggest that patients
considered low risk of relapse based on their pre-treatment heparanase values may better
respond to adjuvant treatment [16]. In order to avoid distant metastasis, there is a growing
need to discover novel non-invasive biomarkers for primary IBrC and a treatment response
that allows the detection of changes in mammary glands at an early stage as well as poten-
tial therapy resistance. In the present study, we hypothesised that surgical procedures and
standard adjuvant therapies influence the change in heparanase concentration of patients
with unilateral, invasive breast cancer. We also evaluated whether pre- and post-treatment
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levels of heparanase are a valuable biomarker for assessing disease relapse and monitoring
disease progression in patients with IBrC.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Population

This was an adjuvant, observational, prospective, single-centre study including female
patients with histologically proven resectable, unilateral, primary 1BrC (MD). Since this was
an observational study performed in a daily clinical practice setting, the sample size was
dependent on obtaining patients’ consent for participation in the study and confirmation
of the will to donate blood at least twice. This study was undertaken in accordance with
the Declaration of Helsinki, following the guidelines and approval of the local Ethics
Committee (permission number: KB 547/2015). Informed consent was obtained from
all participants included in the study. Subjects with IBrC (# = 80) were under the care
of medical staff from the Clinical Ward of Breast Cancer and Reconstructive Surgery,
Oncology Centre in Bydgoszcz, Poland. The decision between BCS and mastectomy or
sentinel lymph node biopsy and axillary lymph node dissection was determined according
to institutional guidelines.

2.2, Recruitment Criteria

For all patients enrolled in the study, baseline characteristics, including demographic
data and medical history were obtained during a medical interview. Female patients were
eligible for inclusion in the study if they met the following criteria: (1) age 40 years or older,
(2) primary, (3) unilateral, (4) lack of distant metastases, (5) stage IA to 1IB invasive breast
cancer, (6) full follow-up information. To minimise confounding with comorbid conditions
that could influence heparanase concentration, patients with systemic disorders such as
(1) cardiovascular disease, (2) hepatic, kidney failure, and endocrine diseases, (3) acute
infections, (4) autoimmune disorders, (5) previous history of malignant disease, (6) bilateral
invasive IBrC, (7) carcinoma in situ were excluded. Distant metastases were excluded by
thoraco-abdomin-pelvic tomography and bone scintigraphy.

2.3. Tumour Characteristics

Tumour and nodal stage (7th edition of the American Joint Committee on Cancer (AJCC)
TNM classification of malignant tumours) were derived from all the included patients. Expres-
sion of oestrogen receptor (ER), progesterone receptor (PgR), human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2), Ki67 were obtained immunohistochemically in order to stratify patients ac-
cording to the molecular subtypes of IBrC, The molecular subtypes of IBrC included luminal A
(ER+/PgR+/HER2— /Ki67 < 20%), luminal B HERX(-) (ER+/PgR+/— /HER2~ /Ki67 > 20%),
luminal B HER2(+) (ER+ and/or PR+/HER2+/Ki67 - all values), non-luminal HER2(+)
(ER- /PR~ /HER2+/Ki67 - all values), and triple-negative (ER- /PR~ /HER2 - /Ki67 -
all values). Tumours were graded according to the Elston-Ellis grading system based on
three components: (1) the amount of tubule formation, (2) the nuclear grade, and (3) the
mitotic index, in order to stratify the breast cancer. Grade 1 with well-differentiated cells
(low grade), grade 2 with moderately differentiated cells (intermediate grade), and grade 3
with poorly differentiated cells (high grade).

2.4. Therapeutic Procedures

Standard guidelines related to treatment patterns established by the National Compre-
hensive Cancer Network (NCCN) Guidelines for Practice were implemented in all patients.
BCS was performed in 65 patients (81%), while 15 patients (19%) had a mastectomy.
Thirty-eight subjects (47.5%) had adjuvant chemotherapy administered, applied in four to
six cycles. Thirty cases received anthracycline~containing drugs and non-anthracycline-
containing drugs were used in eight patients. The chemotherapy patterns and dosages
depended on the institutional guidelines. A complete blood count and organ function
test was performed before each chemotherapy cycle. In 68 patients (85%), endocrine
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therapy was administered. The type of treatment depended on menopausal status; 41
(51%) used tamoxifen (Egis Pharmaceuticals, Budapest, Hungary), 20% (1 = 16) of these
patients receiving aromatase inhibitors (Als) (Arimidex (anastrozol), AstraZeneca, Cam-
bridge, United Kingdom) combination of tamoxifen and Als was used in seven patients
(9%), but four patients (5%) were given another endocrine scheme, in an adjuvant setting.
Twelve subjects did not receive endocrine therapy due to a small tumour diameter or a
triple-negative (ER—/PR—/HER2— /Ki67—all values) subtype of IBrC. Radiotherapy was
delivered according to institutional guidelines within 1-2 weeks after completion of the
adjuvant chemotherapy. In the study group, a median dose of 45 gray (Gy) was delivered
in 17-20 fractions over 4-6 weeks to the chest wall by applying tangential photon fields,
and for subjects with N1 status, to the supraclavicular, infraclavicular, and axillary nodes
using an anterior field matched to the tangential fields. Fifty-two (65%) breast-conserved
patients received, in addition, a sequential boost of 10 Gy delivered in five fractions to the
initial tumour bed using a direct electron field. Only 15 patients did not require adjuvant
radiotherapy (20%). In this study, no patients received immunotherapy between the first
and second blood collection. Erythropoietin or granulocyte monocyte colony-stimulating
factor (GM-CSF) supplemented treatments were not administered.

2.5. Follow-Up and Swurvival Stalus

Cumulative survival was demonstrated by Kaplan-Meier graphs. During a median
follow-up of 55.0 months (IQR 49-59 months), 11 events occurred including three (3.75%)
loco-regional recurrences, two (2.5%) distant metastases, and six (7.5%) deaths. The re-
currence rate was 13.75%. The fates of all included patients are regularly followed and
collected from the moment the first blood sample was taken. The progression-free survival
(PFS) was defined as the period between the enrolment date and the day of radiological
evidence of disease relapse or cancer-related death, whichever occurred first.

2.6. Blood Samplings

Blood samples from all patients were collected twice in accordance with standard
procedures. The first blood collection occurred 24 h before the surgical procedure (I—pre-
treatment values). Collection of the second blood specimen (Il—post-treatment values)
took place a maximum of three months after the last cytotoxic infusion and generally eight
months (IQR 6.2-10.7) after the tumour removal procedure to avoid the direct impacts of
chemotherapy or surgical wound healing on the level of heparanase.

2.7. Biochemical Measurements

Pre-treatment and post-treatment blood samples were collected from a peripheral
venipuncture by a fresh needle insertion procedure. This consisted of the following: Blood
was drawn by venipuncture into BD Vacutainer® Plus Plastic K;EDTA tubes (Becton
Dickinson, Plymouth, UK) containing potassium ethylene-diaminetetraacetic acid in order
to measure the concentration of heparanase. A commerdially available enzyme-linked
immunosorbent assay method was used to determine the amount of heparanase (Cloud-
Clone Corp., Katy, TX, USA; catalogue number: SEA711Hu) in K;EDTA plasma, which was
prepared by centrifugation at 3000 g at 4 °C for 15 min and then stored in aliquots at —80 °C
until used. For all kits, the reaction mixture was added to a 96-well plate. Laboratory
analysis was carried out blindly to clinical data.

The limit of heparanase detection was <12.1 pg/mL. The intra-assay coefficient of
variation (within-run) was <10% with an inter-assay coefficient of variation (run-to-run)
of <12%. The subjects were separated as having low (11 = 40) or high (rn = 40) values,
dichotomised using a cut-off for pre-treatment heparanase of 181.46 pg/mL, based on
the median value for the whole study population. Additionally, based on the median
concentration of post-treatment heparanase of 47.14 pg/mL, the patients were divided
into two equal groups with low (n = 40) and high (n = 40) heparanase concentrations
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after tumour resection and completion of chemotherapy. The obtained results allowed the
numerical and percentage decrease in heparanase concentration to be determined.

2.8. Immunohistochemical (IHC) Analysis of Molecular Determinants

Paraffin-embedded sections were prepared for immunohistochemistry staining (IHC)
analysis of oestrogen receptor (ER), progesterone receptor (PgR), human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2), and expression of Ki67. Immunostained specimens were exam-
ined by a pathologist who was blind to the clinical data of the patients and scored according
to the intensity of staining. ER or PgR status >1% were considered as positive. HER2 scores
were estimated using the standard American Society of Clinical Oncology /College of
American Pathologists guidelines reporting system on a scale of 0, 1+, 2+, and 3+. Tumours
with 0 or 1+ scores were established as HER2-negative and those with 3+ scores were
considered as HER2-positive. A 2+ score was recognised as equivocal and was tested
for HER2 gene amplification by fluorescent in situ hybridisation techniques (FISH), in
accordance with the manufacturer’s instructions. For the Ki67- proliferation index, we
used a 15% threshold as the limit to define high/low proliferative cases [17]. Detailed
procedures are published in our previous paper [16].

2.9, Statistical Methods

The distribution of variables was checked initially by the Shapiro-Wilks normal-
ity test. Data were expressed as medians and interquartile ranges (IQR, 25th-75th per-
centile). The Mann-Whitney and the ANOVA Kruskal-Wallis tests were used to compare
non-dependent subgroups. Furthermore, the data were compared by means of a non-
parametric Wilcoxon signed-rank test for two dependent variables, In order to determine
the differences in the frequency of occurrence of selected features between patients with
and without disease recurrence, multi-way tables along with Pearson’s x2 values were
provided. Progression-free survival (PFS) was calculated from the date of enrolment until
the documented disease progression or cancer-related death. The association of pre- and
post-treatment heparanase concentrations as risk factors with time-to-event endpoints were
analysed with the log-rank test or the F Cox test and the Kaplan-Meier method was used
to plot the corresponding PFS curves. The relationship between the plasma heparanase
levels and clinical determinants of breast cancer was determined using a logistic regression
method to obtain an odds ratio (OR) with 95% confidence intervals (CI). All performed
analyses were summarised and reported in tables and figures. All p-values were two-tailed
and a p-value < 0.05 was considered significant. All statistical analyses were performed
using dedicated Statistica 13.1 software (StatSoft, Cracow, Poland).

3. Results
Baseline Characteristics of the Study Subjects

The median observation period was 55 months (range 49-59 months). During follow-
up, 11 events occurred (relapse rate 13.75%), including 6 deaths and 5 disease recurrences.
A total of 80 treatment-naive patients, with histologically documented, stage [A-IB IBrC
were enrolled in the study from November 2015 to June 2017. Patient characteristics are
given in Tables 1-3. The median age was 54.5 years (interquartile range (IQR) 49-59 years).
The median body mass index value was 26.3 kg/m? (IQR 22.54-28.97 kg/m?). The tumours
were small and moderate with a median size of 1.7 cm (range 0.4-3.5 cm). A total of
53 patients (66%) were postmenopausal. Thirty-nine patients had stage 1A (49%), tumour
grades 1 + 2 were confirmed in 64 cases (80%) and tumours were ER or PgR positive in
86% and 79%, respectively. 24% (i = 19) of the patients had metastasis to axillary lymph
nodes. None of the patients had neoadjuvant treatment provided.
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Table 1. The impact of adjuvant treatment on the heparanase concentration with respect to age, menopausal status, body

mass index (BMI).
Feature/ Pre-Treatment Heparanase Post-Treatment Heparanase Values
Number of Patients (%) Concentration (pg/mL) Concentration (pg/mL) L
181.46 47.14
80 (100%) 138.86/269.60 23.20/86.92 <0000
Age p = 08595 p=0.2982
<55 years 179.23 4378 <0.0001
40 (50%) 133.57/280.18 17.61/74.01 '
255 years 182.59 50.38 <0.0001
40 (50%) 142.06/256.81 2423/94.06 )
Menopausal status p=0239% p=0315%9
usal 165.88 42.06 <0.0001
27 (34%) 123.09/257.96 16.91/7755 '
Postmenopausal 188.24 47.72 <0.0001
53 (667«) 14419727091 24.18/90.43 '
BMI p =0.2020 p = 09578
<249 kg/m* 170.30 43.78 <0.0001
38 (47%) 134.32/25287 24.18/77.55 '
25-299 kg/m? 213.74 53.31 <0.0001
27 (34%) 150.63/286.91 23.2/97.68 ’
30-399 kg /m? 157.13 47.02 0.0005
15 (19%) 137.80/257 96 18.00/143.10 ’

BMI: body mass index.

Table 2. The heparanase concentrations according to molecular characteristics in breast cancer subjects.

Feature/ Pre-Treatment Heparanase Post-Treatment Heparanase Values
Number of Patients (%) Concentration (pg/mL) Concentration (pg/mL) »
Expression of Ki67 p =0.0967 p =05052
<15% 168.09 48.72 <0.0001
42 (53%) 134.32/213.74 24.08/9043
> 15% 225.68 4378 <0.0001
38 (47%) 142.05/297 89 22.71/78.88 ’
Expression of HER2 p = 1.0000 p=0.9436
Negative 18371 4737 <0.0001
72 (90%) 138.86/268.29 23.20/86.92
Positive 164.81 46.38 0.0133
8(10%) 131.53/390.19 21.87/109.70 )
ER status p=00279 p = 0.0498
Positive 170.30 4195 <0.0001
69 (86%) 135.68/257.96 2.71/7888 ’
Negative 268.29 7388 0.0026
11 (14%) 213.74/37849 45.50/146.50 ’
PgR status p=00253 p=0.1595
Positive 170.30 42.06 <0.0001
63 (79%) 135.68/252.87 2223/8049 ’
Negative 265.69 6343 0.0001
17 (21%) 197.40/378.49 28.41/143.40 '

Ki67: proliferation marker; HER2: human epidermal growth factor receptor 2; ER; oestrogen receptor; PgR: progesterone neceptor,
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Table 3. The heparanase concentrations with respect to clinical and pathological characteristics in breast cancer subjects.

Feature/

Pre-Treatment Heparanase

Post-Treatment Heparanase

Number of Patients (%) Concentration (pg/mL) Concentration (pg/mL) P
p =05157 p=03135
Molecular sublypes Il vs. IV 0.2756 Mvs. IV 0.0494
Luminal A 16588 7.0 ki
47 (59%) 134.32/257.96 22.23/90.29 '
Luminal B HER2(-) 192.82 3261 -
16 (20%) 156.05/268.30 23.10/59.03 ;
Luminal B HER2(+) or
. 16481 1638
""“"‘“g‘(‘;‘;:)‘mm’) 13153/390.19 21.87/109.70 0.0133
Triple-negative 24532 73.88 0.0077
9 (11%) 213.74/28421 55.25/143.40 :
Tumour diameter p=0.0281 p=00128
T1 (<2 cm) 165.88 B A
53 (66%) 135.68/228.10 2213/6725 .
T2(22cm <5 cm) 257.96 7047 .
27 (34%) 157.13/297.89 34.42/131.40
Nodal status p= 05224 p= 0.1277
NO 18371 5331 o
61 (76%) 142.05/276.15 2320/1029 '
N1 17921 3453
19 24%) 131.46/25287 23.20/55.25 <a4m
Tumour stage p=03676 p = 04549
1A 170.30 4550 .
39 (49%) 139.92/240.35 22.13/83.54 '
1A + B 197.40 51.03 o001
41 (51%) 137.80/27091 24.68/90.29 '
Tumour grade p = 09099 p=07252
Gl1+G2 176.98 749 .
64 (80%) 140.99/269.60 2.72/8692
G 21971 0373 5002
16 (20%) 13149/274.95 25.81/111.95 .

HER2: human epidermal growth factor receptor 2.

In the present study, we analysed the potential benefit of pre- and post-treatment
heparanase concentration as a marker for breast tumour invasion, pro-angiogenic pheno-
type, treatment response, and prognosis. Adjuvant treatment reduced the concentration
of heparanase in the general IBrC cohort, p < 0.001, by almost four times. A similar
decreasing effect was observed with regard to age, menopausal status, body mass index
(Table 1).

Table 2 presents the impact of adjuvant treatment on heparanase concentrations in
terms of selected parameters characterising the molecular nature of breast cancer. The
adjuvant treatment led to a significant decrease in heparanase concentration with respect
to molecular determinants. Interestingly, the pre- and post-treatment heparanase concen-
trations were significantly different with respect to hormonal receptor status. Higher levels
of pre- and post-treatment heparanase in oestrogen receptor-negative cancers (p = 0.0279
and p = 0.0498, respectively) than in positive ones were noted. Additionally, a signifi-
cantly higher pre-treatment concentration of heparanase was observed in progesterone
receptor-negative cases (p = 0.0253).

Regardless of molecular type, tumour diameter, lymph node involvement, staging,
and grade of tumour, the concentration of heparanase also significantly decreased after
adjuvant treatment (Table 3). Depending on the tumour diameter, significantly higher pre-
(p = 0.0281) and post-treatment (p = 0.0128) concentrations of heparanase were obtained
in patients with T2 tumours (>2 cm) with respect to T1 (<2 cm). A higher post-treatment
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concentration of heparanase was found in patients with a triple-negative tumour compared
to patients with a luminal B HER2 negative type of IBrC (p = 0.0494); however, the pre-
treatment heparanase level did not differ significantly between these groups.

The next step of the statistical analysis was to assess pre- and post-treatment hep-
aranase concentrations depending on the type of introduced treatment (Table 4). Regardless
of the applied therapy, the post-treatment concentrations of heparanase also decreased.
It is worth noting that pre- (p = 0.0299) and post-treatment (p = 0.0321) concentrations of
heparanase vary with respect to the type of endocrine therapy. The lowest pre-treatment
concentration of heparanase was found in patients who will later qualify for tamoxifen
therapy but the highest level was obtained among patients without endocrine therapy
(this group consisted of patients with a triple-negative or small size IBrC). The lowest
post-treatment concentration of heparanase was noted in the group of IBrC cases who
received a combination of tamoxifen and inhibitor aromatase treatment.

Table 4. The heparanase concentrations according to the types of surgery and adjuvant therapy in 1BrC subjects.

Feature/ Pre-Treatment Heparanase Post-Treatment Heparanase Shiusn
Number of Patients (%) Concentration (pg/mL) Concentration (pg/mL) »
p = 09029 p = 09029
BCS + Radiotherapy- BCT 18371 47.25 <0.0001
65 (81%) 139.92/276.15 22.71/8354 :
Mastectomy 170.30 3847 0.0003
15 (19%) 137.80/257 96 2841/90.29 '
Chemaotherapy p=06731 p=0.8818
Anthracycline 200.99 46.38 <0.0001
30 (37.5%) 131.46/297 89 26.83/7281
Non-anthracycline 170.30 4869 0.0003
8 (10%) 143.14/219.71 18.49/91.30 ’
No 17%.23 47.37 <0.0001
42 (52.5%) 139.92/257.96 22.13/90.43 ’
Endocrine therapy p= 00299 p=0.0321
Tamoxifen 150.63 4206 <0.0001
41 (51%) 131.46/225.68 24.08/8049 '
Inhibitor aromatase 191.66 4278 0.0002
16 (20%) 174.76/277 60 24.09/105.74 ’
Tamoxifen Mga:hblw 18371 1691 -
3'7‘ '('”"’ ) 154.96/286.91 12.73/47.02
Other type 174.80 39.65 0.133%
4(5%) 124.13/22993 19.96/59.76 )
No 276.25 102.64 0.0015
12 (15%) 22092/454 46 50.38/156.05 ’

BCS- breast-conserving surgery; BCT- breast-conserving therapy.

Figure 1 shows a significant positive correlation between a pre-treatment heparanase
levels with post-treatment concentration of heparanase (p = 0.0003).
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Figure L Scatter plot shows a positive of correlation between a pre-treatment with a post-treatment concentration of heparanase.

Interestingly, Figure 2A presents that the longer follow-up confirmed our previous
findings [16] that a significantly higher incidence of disease relapse is observed in breast
cancer patients with higher pre-treatment levels of heparanase compared to lower pre-
treatment levels counterparts (log-rank p = 0.0431).

Figure 2B demonstrates the post-treatment evaluation of heparanase levels with
respect to disease relapse. The probability of survival without recurrence of the neoplas-
tic disease among patients with a post-treatment heparanase concentration higher than
4714 pg/mL (12.5%) did not differ significantly (log-rank p = 0.3537) with regard to patients
with a heparanase concentration lower than 47.14 pg/mL (15%).

Additionally, IBrC patients were divided due to numerical and percentage changes in
pre- and post-treatment heparanase concentrations (Figure 3A,B, respectively). Progression-
free survival was lower in (fog-rank p = 0.0477) in those patients with numerical changes
in heparanase concentration above 137.74 pg/mL. Figure 3B showed that progression-
free survival did not differ with regard to a low or high percentage change in pre- and
post-treatment heparanase concentrations (log-rank p = 0.1570).
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Figure 2. Kaplan-Meier survival curves depending on pre-treatment (A) and post-treatment (B)
heparanase concentrations. The pre-treatment and post-treatment cut-offs for heparanase were set at
181.46 pg/ml and 47.14 pg/mlL, respectively.
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Figure 3. Kaplan-Meier survival curves depending on numerical (A) and percentage (B) changes of heparanase con-
centrations. The numerical and percentage changes cut-offs for heparanase were established at —137.74 pg/mlL and

—77.52%, respectively.

Figure 4 shows a significant difference in the pre-treatment concentration of hep-
aranase (p = 0.0009) depending on progesterone receptor expression and disease relapse.
Interestingly, patients with a positive PgR expression who developed a disease relapse
showed a higher pre-treatment concentration of heparanase than in the patients without
a disease relapse. However, among patients with a negative expression of PgR, disease
recurrence occurred in those with a lower pre-treatment concentration of heparanase. This
may indicate that a high pre-treatment concentration of heparanase may be a negative
prognostic factor, thus other cancer-related factors should be taken into account.
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Figure 4. Progression-free survival depending on pre-treatment heparanase concentration and progesterone receptor status;
significant difference is denoted by ***.

The last step of the statistical analysis was to determine the factors influencing the low
or high pre-treatment concentration of heparanase (Table 5) and the low or high numerical
decrease in heparanase concentration after completion of adjuvant treatment (Table 6)

using the univariate logistic regression.
Table 5. Univariate logistic regression analyses of low or high pre-treatment heparanase concentration
predictors in IBrC patients,
Univariable
Variable Code OR 5% CD p-Values
Age <55 years Reference
=55 vears l.(l_) (0.42-2.40) 1.0000
Premenopausal Reference
Menopatia status Postmenopausal 0.71 (0.28-181) 0.4788
<249 kg/m? Reference
BMI 25-299 kg/m? 0.36 (0.13-1.02) 0.0397
30-39.9 kg /' m? 1.09 (0.32-3.69) 0.3138
. Negative Reference
Bpoesion of HERZ Positive 176 (0.39-7.93) 0.4605
<15% Reference
Expression of Ki67 >15% 055 (0.22-133) 0.1808
Negative Reference
ER status Positive 552 (1,11-27.43) 0.0369
Negative Reference
PgR status Positive 433 (1.27-1478) 0.0191
Luminal A Reference
Molecular sub Lm:nmal B HER2(-) 1.35(0.29-6.30) 0.2404
vE Luminal B HER2(+) or 0,63 (0.20-197) 0.9047
non-Luminal HER2(+) ' . .
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Table 5. Cont.
Variable Code OR mlggvuhbk p-Values

Triple negative 0.23 (0.04-123) 0.1011

Tumour diameter n(gz(:\cg)m) 035 (0.13-0.94) 0.0361
Nodal status N 1.1:!(:;7-';222) 0.7928
Tumour stage IIAI?IIB o_mzo) 0.1193
Tumour grade - o.mm’ 0.5769

OR: 0dd ratio; CI: confidence inferval; BMI: body mass index; Kio7: proliferation marker; HERZ: human cpidenmal
growth factor receptor 2; PgR: progesterane receptor.

Table 6. Univariate logistic regression analyses of low or high heparanase changes as predictors in

breast cancer patients.
Univariable
Variable Code OR (95% CD p-Values

Age <55 years Reference

255 years 1.22(051-294) 06549
Premenopausal Reference

Menopausalstatus b o menopausal 0.89 (035-2.26) 08131
<249 kg/m? Reference

BMI 25-299 kg/m? 0.53 (0.19-1.45) 0.0683

30-39.9 kg/m? 1.80 (0.52-6.27) 0.1344
Negative Reference

Exprossion ol HER2 Positive 1.00 (0.23-4.31) 1.0000
<15% Reference

Expression of K67 >15% 0.4 (0.18-1.09) 0.0753
Negative Reference

ER status Positive 191 (0.51-7.12) 0.3356
Negative Reference

PR status Positive 2.15(0.71-6.53) 01771
Luminal A Reference

Mobscularihe Luminal B HER2- 0.74 (0.17-3.33) 0.7579

Lueokionl B HER2+- ox 0.34 (0.10-1.12) 02014

non-Luminal HER2+

Triple-negative 0.59 (0.14-2.49) 0.9350
T1 (<2 cm) Reference

Tumour diameter T2 (>2cm <5cm) 0.89 (0.35-2.26) 0.8131
NO Reference

Nodal status N1 087 031-244) 07928
IA Reference

Tumour siage 1A + OB 0.90 (0.38-2.17) 08230
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Table 6. Cont.
Univariable
Gl+G2 Reference
Tumenr grade G3 1.00 (0.33-2.99) 1.0000
Pre-treatment
heparanase
ation Continuous 0.97 (0.96-0.98) <0.0001
(pg/mL)
Post-treatment
heparanase .
el Continuous 1.00 (0.99-1.01) 0.7053
(pg/mL)
BCS Reference
Surgery type Mastectomy 118 (0.38-3.63) 07747
No Reference
: i Tamoxifen 347 (0.89-13.48) 0.0313
aanag Inhibitor aromatase 120 (0.25-5.77) 0.6984
ol Tamaxifen and 0.80 (0.10-6.10) 04027
inhibitor aromatase i '
Other 200 (0.20-19.91) 0.7070
No Reference
Chemotherapy Anthracycline 1.00(0.39-255) 1.0000
Noen-anthracycline 1.007(022-4754) 1.0000
. No Reference
Radinfhesipy Yes 0.73 (0.24-2.20) 0.5770

OR:0dd ratio; CI: confidence interval; BMI: body mass index; Ki67: proliferation marker, HERZ: human epidermal
prowth factor receptor 2; PgR: progesterone receptor; BCS- Breast-conserving therapy.

On univariate analysis, overweight IBrC subjects and patients with a tumour diameter
of >2 cm demonstrated a lower chance of a lower pre-treatment heparanase concentration
(p = 0.0397, p = 0.0361, respectively). However, patients with a positive ER and PgR
status showed a greater chance of having a lower pre-treatment heparanase concentration
(p = 0.0369; p = 0.0191).

Table 6 demonstrates several factors which influence whether the change in pre- and
post-treatment concentration of heparanase will be low or high. According to OR 097 and
95% CI0.96-0.98; p < 0.0001 we suggest that the pre-treatment heparanase concentration is
the main predictor of the changes in heparanase concentration after adjuvant treatment.
In the subgroup of patients who received only tamoxifen compared to the subgroup of
patients who did not receive any type of endocrine therapy, a small difference between the
pre- and post-treatment heparanase levels was observed.

4. Discussion

Adjuvant treatment of IBrC depends not only on the tumour phenotype but also on the
menopausal status and co-existing diseases. Thus, a wider perspective and more complex
approach to IBrC treatment is crucial to better organising this process. In our study, we
examined pre-treatment heparanase concentrations with respect to the adjuvant treatment
response and we took efforts to determine the prognostic value of pre- and post-treatment
heparanase levels and also numerical and percentage changes in pre- and post-treatment
heparanase concentrations. H demonstrates strong implications for tumour
aggressiveness and dissemination [13]. We compared the pre-treatment concentration
of heparanase with its levels after surgery and adjuvant treatment. We observed that
regardless of treatment pattern heparanase levels were reduced. Zhang et al. observed a
significant decrease in serum heparanase concentrations in ovarian cancer patients after
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surgery [18]. It is worth mentioning that this observation is not obvious in all cancer types.
Since, Ramani et al. observed that in eight of nine myeloma patients; tumour cells surviving
chemotherapy had higher heparanase expression with respect to pre-treatment levels. The
authors claim that in patients undergoing chemotherapy, NF-kB is stimulated leading to the
upregulation of heparanase [19]. Bhattacharya et al. demonstrated that the activation and
polarisation of macrophages induced by chemotherapy is also heparanase-linked, hence
the widening of heparanase function in macrophages was noted [13]. Ramani et al. also
demonstrated that a higher heparanase expression was associated with chemo-resistant
cancer cells [20],

Tumour size, tumour stage, nuclear grade, and metastasis status have been reported
to be of prognostic significance for IBrC. In the current study, we noted that the higher
pre-treatment heparanase concentration is a good indicator for invasive phenotypes of
breast cancer and shorter post-operative survival times. Furthermore, similar findings in
respect to PFS were obtained for the numerical changes between first and second blood
collection for heparanase. PFS was lower in those patients with a numerical change in
heparanase concentration above 137.74 pg/mlL.

Additionally, the pre-treatment heparanase concentration is the main predictor of the
changes in heparanase concentration after adjuvant treatment. Interestingly, a positive
correlation between pre-treatment heparanase levels with post-treatment concentration of
heparanase confirms this hypothesis, This provides useful information that heparanase is
a potent protein for cancer progression. Similarly, Vornicova et al. noted that high levels
of heparanase in stage I breast cancer is linked with a 4.5-fold increased risk of disease
recurrence [11]. Hunter et al. noted that heparanase mRNA was expressed at very low
levels in normal islets, whereas its expression was increased 40-fold in primary tumours
and metastatic tumours. Suppression of heparanase was associated with a significant
decrease in tumour invasion [15]. Similarly, in normal breast epithelium, heparanase is
undetected, but in breast malignancy, its expression elevates, which is linked with larger
tumour size and aggressiveness [21]. Efficient heparanase activity depends on the microen-
vironment pH, since a pH of approximately 7 leads to inactivation of heparanase, but an
acidic pH of between 5 and 6 provides its optimal activity during tumour growth and in
pro-inflammatory conditions [22]. Zhang et al. established that either serum heparanase
concentration or its expression at mRNA or/and protein levels indicate prognostic and
diagnosis values in ovarian cancer [18]. Thus, overexpression of heparanase correlates pos-
itively with the invasion and spread of cancer cells as well as inflammation, procoagulant
state and neovessel formation within the tumour. Since, heparanase is the only enzyme
that degrades heparan sulphate, the main component of the ECM [14].

According to the univariate logistic regression analysis, we observed a lower chance
of low pre-treatment heparanase levels in the overweight IBrC subjects compared to their
normal-weight counterparts. Accumulation of adipose tissue is a well-known risk factor for
hormone-dependent cancers. Interestingly, overweight/obesity in postmenopausal women
is associated with increased susceptibility to luminal breast cancers, but premenopausal
overweight/obese women are more predisposed to developing triple-negative cancer.
Thus, adiposity is linked to more aggressive breast cancer behaviours, including more
advanced tumour stage and poor survival [23,24]. Hyperinsulinemia is a causal link be-
tween adiposity and breast cancer development. Goldberg et al. demonstrated a strong
interaction between heparanase and insulin signalling, which may support breast tumori-
genesis. Since heparanase exerts properties to enhance insulin-induced proliferation in
breast carcinoma cells in vitro, authors have reported a relevant association between lymph
node metastases and the simultaneous existence of both hyperglycaemia and heparanase
expression [25]. Thus, the reduced chance of having a lower pre-treatment concentration of
heparanase in overweight 1BrC cases most likely indicates worse future outcomes.

Analysing the heparanase concentration depending on the presence of oestrogen and
progesterone receptors demonstrates higher pre-and post-treatment heparanase concen-
trations among ER(-) and PgR(-) patients compared to ER(+) and PgR(+) counterparts.
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The PFS rate was lower in PgR negative cases since the number of patients in this group
was only 17 (PFS = 70.6%), while there were 63 patients with PgR positive expression,
thus the PFS was 90.5% (Table S1). Additionally, according to univariate logistic regres-
sion, a tumour diameter larger than 2 cm, and the lack of ER and PgR expression were
strong influences on high pre-treatment heparanase in IBrC patients. Our findings are in
line with Imada et al.”s study, since the authors observed that the immunohistochemical
identification of heparanase in breast cancer biopsy specimens was linked with a larger
primary tumour size and tumour spread [26]. Tang et al. also observed that heparanase
expression was positively connected with a larger size of breast cancer tumour, higher
clinical stage, and lymph node metastasis [27,28]. Negative hormone receptor status with a
higher concentration of heparanase is associated with a more aggressive nature of 1BrC
and a worse prognosis since the ER/PR negative subtypes of IBrC include a non-luminal
HER2+ and a triple-negative molecular subtype. Both of these confer more aggressive
character and clinical behaviour. These tumours the present higher histological and nuclear
grades are highly proliferative and show poor tubule creation [29]. Thus, overexpression
of heparanase leads to a loss of extracellular matrix integrity, enabling invasion, and the
dissemination of cancer cells. Moreover, most likely higher post-treatment heparanase
concentrations in ER/PR negative cancers was associated with chemo-resistant cancer cells
and most likely with treatment failure [20]. However, Cohen et al. observed a three-fold
incidence in the frequency of heparanase overexpression in ER-positive breast cancer with
respect to the ER-negative ones. The authors claim that the ER-dependent heparanase
regulation mechanism works in vivo, but the 15% occurrence of heparanase expression
in ER-negative tumours suggests distinct molecular mechanisms are accountable for the
increase in heparanase expression in the subgroup of ER-negative breast cancers [30]. Inter-
estingly, according to our further analysis we observed that patients with a positive PgR
expression who developed a disease relapse showed a higher pre-treatment concentration
of heparanase than in the patients without a disease relapse. However, among patients
with a negative expression of PgR, disease recurrence occurred in those with a lower
pre-treatment concentration of heparanase. This may indicate that a high pre-treatment
concentration of heparanase may be a negative prognostic factor, thus other cancer-related
factors should be taken into account. Undoubtedly, further studies are needed in this
field (Figure 4).

Finally, a higher post-treatment concentration of heparanase was found in patients
with a triple-negative tumour compared to patients with a luminal B HER2 negative type
of 1BrC. According to our study (Table S1), regardless of tumour stage, triple-negative
tumours (PFS = 67%) demonstrated more aggressive biological behaviour than tumours
expressing HER2 (PFS = 100%). It is well-established that the triple-negative subtype
of 1BrC is identified by invasiveness and poor prognosis. The study of Yang et al. is in
line with our findings that the expression of heparanase was significantly higher in the
metastatic group with respect to their non-metastatic counterparts and a high expression
of heparanase was also significantly linked with poor disease-free survival (DFS) and
overall survival (O8) in triple-negative subjects. The authors have claimed that heparanase
enhanced the blood and oxygen delivery of both the breast tumours and lung metastases
through a new vessel network and vascular mimicry, thus leading to tumour growth and
malignant progression [31].

Higher levels of heparanase may be provoked locally by its secretion from platelets,
neutrophils, and mast cells [14]. Interestingly, tamoxifen can suppress tumour cell-induced
platelet activation leading to a diminishing of the pro-angiogenic and pro-metastatic
potential of platelets. A possible mechanism, by which this phenomenon may be explained,
is based on platelets expressing oestrogen receptors a and [ on their surface, but there
are doubts whether tamoxifen influences platelets via these receptors, since tamoxifen is a
selective oestrogen receptor agent that is generally used as anti-oestrogen therapy for breast
cancer [32]. Our speculations related to reducing the release of heparanase from platelets
by tamoxifen were based on Johnson’s study who noted that tamoxifen reduces the release
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of VEGF. The author suggests that tamoxifen ameliorates breast cancer survival rates by
reducing the pro-angiogenic action of platelets [32]. Moreover, we observed that patients
who received only tamoxifen had a smaller difference between the pre- and post-treatment
heparanase levels than patients who did not receive any type of endocrine therapy. This
could be due to two main reasons. Firstly, there is a link with the differences between
the subgroups in pre-treatment heparanase concentrations, since the patients who did not
receive endocrine therapy demonstrated negative oestrogen and progesterone receptor
status as well as the highest pre-treatment heparanase level. However, with respect to
pre-treatment concentrations of heparanase, the opposite dependencies were observed in
the subgroup which was only given tamoxifen. Secondly, according to the analysis of the
influence of an endocrine therapy scheme on the post-treatment heparanase concentration,
the lowest heparanase concentrations were observed in patients who were first treated
with tamoxifen and then with aromatase inhibitors. This may indicate the smaller effect
of tamoxifen as a single agent on the reduction in heparanase concentration, and perhaps,
therefore, in those subjects, we more often observed a low difference between pre- and
post-treatment heparanase concentrations. Ekin et al. noted that oestrogen treatment
stimulates heparanase gene transcription in oestrogen receptor-positive breast cancer cells
in an in vitro study, leading to the development and progression of breast cancer [33].
Cohen et al. reported that tamoxifen demonstrates an oestrogen-like stimulatory impact on
heparanase expression in two ER-positive breast carcinoma cell lines. The authors claim
that most of the patients whose tumours were characterised by higher levels of heparanase
were treated with tamoxifen [3(].

Limitations of the Study

One of the strengths of our study was its prospective nature, and also that the as-
sociations between the analysed factors and future outcomes were studied in a well-
characterised study cohort and a long-term follow-up (median follow-up 55 months; IQR
49-59 months). The strength of this study was the incorporation of detailed clinicopatholog-
ical data and wide ranges of potential prognostic indicators, which may have contributed
to the favourable results, Some limitations of our study should be acknowledged. It was a
single-centre study. The modest sample size precluded subgroup analyses (e.g., cancer his-
tology types), limited multivariable analyses, and a limited assessment of confounding and
interactions. The study population was fully Caucasian, limiting race/ethnicity association
evaluations. Thus, these preliminary results need to be confirmed by a study on a large
scale as well as by the functional analysis of heparanase through in vitro studies in the
future to ensure the generalizability of our data. All in all, these limitations do not decrease
the importance of our findings which can be easily implemented into clinical practice.

5. Conclusions

In conclusion, our findings indicate several relevant issues: (1) According to the
expectations, IBrC therapy reduced the heparanase levels, regardless of treatment patterns;
(2) Pre-treatment heparanase concentration is associated with the future outcomes of
IBrC patients, since a concentration of heparanase higher than 181.46 pg/mL has been
shown to promote the probability of recurrence and morbi-mortality in the IBrC cohort;
(3) Interestingly, higher pre-treatment concentration of heparanase depends on tumour
size (>2 cm) and lack of ER and PgR expression; confirming its association with a more
aggressiveness phenotype of the IBrC. Nevertheless, future studies should confirm the
application of our cut-off point for the pre-treatment concentration of heparanase.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ Swww.mdpi com Sarticle /10
3390/ jem 10102184 /51, Table S1: Informative profile of IBrC patients in respect to disease relapse.

Author Contributions: Conceptualization, K.B, B.R.-C., PR.; methodology, KB, B.R-C; software,
K.B.; validation, K.B., BR.-C.; formal analysis, K.B.; investigation, K.B., EZ., B.R.-C.; resources,
KB, PR; data curation, BR-C,, EZ; writing—original draft, KB., B.R-C,; writing—review &

127



J. Clin. Mexi. 2021, 10, 2184 150f19

editing, B.R-C.; visualization, K.B.; supervision, B.R-C.; project administration, BR.-C., EZ.; funding
acquisition, K.B,, PR. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: The authors received no specific funding for this work.

Institutional Review Board Statement: This study was undertaken in accordance with the Declara-
tion of Helsinki, following the guidelines and approval of the local Ethics Committee (permission
number: KB 547/2015). Informed consent was obtained from all participants included in the study.

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in the study.

Data Availability Statement: The data presented in this study are available in this article and
supplementary material.

Acknowledgments: We would like to thank all of the patients for participating in our study. Many
thanks to the biomedical laboratory scientists Barbara Goralezyk, Malgorzata Michalska for their
contribution in samples preparation and Jaboratory assistance.

Conflicts of Interest: The authors have declared that no competing interests exist.

References

1.

2

3.

10.
1L
12.
13.
4.

15.

16.

Breast cancer epidemiology, World Hearth Organization. Available online: hitps://wwwavhoint/news-room /fact-sheets/
detail fbreast-cancer (accessed on 15 November 2020).

DeSantis, C.E; Ma, J.; Gaudet, MM.; Newman, L.A; Mph, KD.M,; Sauer, A.G.; Jemal, A ; Siegel, R.L. Breast cancer statistics 2019.
CA A Cancer J. Clin. 2019, 69, 438-451. [CrossRef] [PubMed]

Modi, N.D; Sorich, M J.; Rowland, A; Logan, ] M.; McKinnon, R.A; Kichenadasse, G.; Wiese, M.D.; Hopkins, A.M. A literature
review of treatment-specific clinical prediction models in patients with breast cancer. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2020, 148, 102908.
[CrossRef] [PubMed]

Gomes, AM; Stelling, M.P’; Pavao, MS. Heparan sulfate and heparanase as modulators of breast cancer progression. BioMed Res.
Int. 2013, 2013, 852093, [CrossRef] [PubMed]

Palumbo, R.; Sottotetti, F; Quaquarini, E.; Gambaro, A ; Ferzi, A.; Tagliaferri, B.; Teragni, C.; Licata, L.; Serra, F; Lapidari, P; et al.
Patterns of treatment and outcome with 500-mg fulvestrant in postmenopausal women with hormone receptor-positive /HER2-
negative metastatic breast cancer: A real-life multicenter ltalian experience. Ther, Adv. Med Oncol. 2019, 11, 1758835919833864.
[CrossKof] [PubMed]

Menendez, J.A.; Mehmi, 1; Papadimitropoulou, A; Vander Steen, T; Cuyas, E; Verdura, S; Espinoza, 1; Vellon, L; Atlas, E;
Lupu, R. Fatty acid synthase is a key enabler for endocrine resistance in heregulin-overexpressing luminal B-like breast cancer.
Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 7661. [CrossRef]

Gourgue, F; Mignion, L.; Van Hul, M.; Dehaen, N.; Bastien, E; Payen, V.; Leroy, B,; Joudiou, N.; Vertommen, D.; Bouzin, C; et al.
Obesity and triple-negative-breast-cancer: Is apelin a new key target? J. Cell. Mol. Med. 2020, 24, 10233-10244. [CrossRef]
Gouri, A; Dekaken, A ; El Bairi, K.; Aissaoui, A.; Laabed, N.; Chefrour, M.; Ciceolini, J.; Milano, G.; Benharkat, S. Plasminogen
activator system and breast cancer: Potential role in therapy decision making and precision medicine. Biomark. Insights 2016, 11,
105-111. [CrossRed]

Mohan, C.D.; Hari, 5.; Preetham, H.D,; Rangappa, S.; Barash, U ; Tlan, N; Nayak, S.C.; Gupta, VK_; Basappa; Viodavsky, I; et al.
Targeting heparanase in cancer: Inhibition by synthetic, chemically modified, and natural compounds, iScience 2019, 15, 360-390.
[CrossRef] [PubMed)

Tripathi, K.; Ramani, V.C; Bandari, SK; Amin, R.; Brown, E E; Ritchie, |.P; Stewart, M.D;; Sanderson, R.D. Heparanase promotes
myeloma stemness and in vivo tumorigenesis, Matrix Biol. 2020, 88, 5368, [CromsRe]

Vornicova, O.; Naroditsky, L; Boyango, 1.; Shachar, SS5.; Mashiach, T; Ilan, N.; Viedavsky, I; Bar-Sela, G. Prognostic significance
of heparanase expression in primary and metastatic breast carcinoma. Oricotarget. 2017, 9, 6238-6244. [CrossRet]

Coombe, D.R; Gandhi, N.S. Heparanase: A challenging cancer drug target. Front, Oncol. 2019, 9, 1316. [CrossRef]
Bhattacharya, U.; Gutter-Kapon, L.; Kan, T.; Boyango, L; Barash, U.; Yang, SM.; Liu, J.; Gross-Cohen, M.; Sanderson, R.D.; Shaked,
Y.; et al. Heparanase and chemotherapy synergize to drive macrophage activation and enhance tumor frowth. Cancer Res, 2020,
80, 57-68. [CrossRef]

Nadir, Y; Brenner, B, Heparanase multiple effects in cancer. Thromb, Res. 2014, 133 (Suppl. 2), S90-594. [Crossief]

Hunter, K.E; Palermo, C; Kester, ].C; Simpson, K.; Li, |.P; Tang, L.H.; Klimstra, DS; Vledavsky, 1; Joyce, | A. Heparanase
promotes lymphangiogenesis and tumor invasion in pancreatic neuroendocrine tumors. Oncogene 2014, 33, 1799-1808. [CrossRef]
Bielawski, K.; Rhone, P; Bielawska, S.; Roé¢, D.; Brkic, A.; Zarychta, E.; Ruszkowska-Ciastek, B. Heparanase link between vasculo-
genesis and angiogenesis as well as a predictive factor of a shorter survival rate. | Physiol Pharmacol. 2019, 70, 455-466. [CrossRef]

128



J. Clin. Mini. 2021, 10, 2184 19019

17.

18.

19.

21

B

Hammond, M.E.; Hayes, D.F; Dowsett, M,; Alired, D.C.; Hagerty, K.L; Badve, S.; Fitzgibbons, PL.; Francis, G.; Goldstein, N.S.;

Hayes, M; et al. American Society of Clinical Oncology /College of American Pathologists guideline recommendations for

immunohistochemical testing of estrogen and progesterone receptors in breast cancer (unabridged version). Arch. Pathol, Lab,

Mad. 2010, 134, e48-¢72. [CrossRef]

Zhang, W.; Chan, H.; Wei, L; Pan, Z; Zhang, |.; Li, L. Overexpression of heparanase in ovarian cancer and its clinical significance.

Oncol. Rep. 2013, 30, 22792287, [CrossRef]

Ramani, V.C; Viodavsky, L; Ng, M.; Zhang, Y.; Barbieri, P'; Noseda, A.; Sanderson, R.D, Chemotherapy induces expression and

release of heparanase leading to changes associated with an aggressive tumor phenotype. Matrix Biol. 2016, 55, 22-34, [CrossRef]

[PubMexd]

Ramani, V.C.; Zhan, F; He, ].; Barbieri, P.; Noseda, A.; Tricot, G.; Sanderson, R.1D. Targeting heparanase overcomes chemoresistance

and diminishes relapse in myeloma. Oncotarget 2016, 7, 1598-1607. [CrossRed]

Sun, X.; Zhang, G.; Nian, |.; Yu, M; Chen, S;; Zhang, Y.; Yang, G.; Yang, L; Cheng, P; Yan, C; et al. Elevated heparanase

expression is associated with poor prognosis in breast cancer: A study based on systematic review and TCGA data. Oncotarget

2017, 8, 43521-43535. [CrossRef] [PubMed]

Rivara, S.,; Milazzo, EM.; Giannini, G. Heparanase: A rainbow pharmacological target associated to multiple pathologies

including rare diseases. Future Med. Chem. 2016, 8, 647-680. [CrossRef]

Picon-Ruiz, M.; Morata-Tarifa, C; Valle-Goffin, |.J.; Friedman, ER,; Slingerland, ] M., Obesity and adverse breast cancer risk and

outcome: Mechanistic insights and strategies for intervention. CA Cancer [ Clin, 2017, 67, 378-397. [Crossitef]

Ray, A. Cancer and comorbidity: The role of leptin in breast cancer and associated pathologies. World |. Clin. Cases 2018, 6,

483-492. [CrossRef}

Goldberg, R.; Sennenblick, A; Hermano, E.; Hamburger, T; Meirovitz, A.; Peretz, T.; Elkin, M. Heparanase augments insulin

receptor signaling in breast carcinoma. Oncotarge! 2017, 8, 19403-19412. [CrossRef] [PubMed]

Imada, T.; Matsuoka, J.; Nobuhisa, T.; Okawa, T.; Murata, T.; Tabuchi, Y;; Shirakawa, Y,; Ohara, N.; Gunduz, M.; Nagatsuka, H_;

et al. COX-2 induction by heparanase in the progression of breast cancer. Int. |. Mol. Mad. 2006, 17, 221-228. [CrossRef]

Tang, D.; Piao,Y Zhao, S.; Mu, X.; Li, S.; Ma, W.; Song, Y.; Wang, |.; Zhao, W.; Zhang, Q. Expression and correlation of matrix

9 and heparanase in patients with breast cancer. Med. Oncol. 2014, 31, 26. [Cros=Ret]

Tans,D Zhang, Q; Zhao, S; Wang, |.; Lu, K;; Song, Y.; Zhao, L.; Kang, X.; Wang, J.; Xu, S,; et al. The expression and clinical
of microRNA-1258 and heparanase in human breast cancer. Clin. Biochen, 2013, 46, 926-932, [CrossRef] [PubMed]

Yersal, O,; Barutea, S. Biological subtypes of breast cancer: Prognostic and therapeutic implications. World |, Clin. Oncol. 2014, 5,

$12-424. [CrossRef]

Cohen, 1.; Maly, B.; Simon, 1.; Meirovitz, A.; Pikarsky, E; Zcharia, E; Peretz, T; Vliodavsky, 1; Elkin, M. Tamoxifen induces

heparanase expression in estrogen receptor-positive breast cancer. Clin. Cancer Res, 2007, 13, 4069-4077. [CrossRef]

Yang, WJ.; Zhang, G.L.; Cao, KX; Liu, X.N_; Wang, XM_; Yu, M.W.; Li, |.P; Yang, G.W. Heparanase from triple-negative breast

cancer and platelets acts as an enhancer of metastasis. fnt. J. Oncal. 2020, 57, 890-904. [CrossHe!] [PubMed]

Johnson, K.E; Forward, J.A; Tippy, M.D.; Ceglowski, J.R; El-Husayni, S.; Kulenthirarajan, R.; Machlus, K.R.; Mayer, E L; Italiano,

J.E., Jr; Battinelli, E M. Tamoxifen directly inhibits platelet angiogenic potential and platelet-mediated metastasis, Arter. Thromb,

Vasc. Biol. 2017, 37, 664~674. [CrossRef] [PubMed]

Elkin, M.; Cohen, 1; Zcharnia, E.; Orgel, A.; Guatta-Rangini, Z.; Peretz, T.; Vliodavsky, I.; Kleinman, H K. Regulation of heparanase

gene expression by estrogen in breast cancer. Cancer Res, 2003, 63, 8821-8826, [PubMud]

129



IV. PODSUMOWANIE

Aktualne prognozy i statystyki wskazujg na $wiatowy trend wzrostu zaréwno
zachorowalnosci na raka piersi, jak i zwigzanej z nim $miertelnosci. Pomimo dostepnosci
wielu opcji terapeutycznych w 2020 r. na catym $wiecie odnotowano ok. 685 tys. zgondw z
powodu raka piersi. Ze wzgledu na niekorzystny trend oraz duzg heterogenicznos¢ w zakresie
podtypow i biologii raka piersi caty czas poszukiwane s3 nowe terapie oraz nowe markery
prognostyczne, ktdre pozwolityby na mozliwie najwieksze zmniejszenie ilosci nawrotéw oraz

zgondéw zwigzanych z chorobg nowotworowsa.

W kontekscie odwrdcenia $wiatowego trendu wzrostu zachorowalnosci i
Smiertelnosci z powodu raka piersi kluczowe znaczenie majg kwestie spoteczno-ekonomiczne
takie jak dostep do nowoczesnych terapii czy metod diagnostycznych. Z tego wzgledu od
nowych markeréw prognostycznych oczekuje sie oprocz wysokich wartosci predykcyjnych

réwniez duzej dostepnosci zaréwno pod wzgledem finansowym jak i technologicznym.

Do gtéwnych przyczyn smierci z powodu raka piersi nalezg przerzuty choroby
pierwotnej do narzadéw odlegtych oraz powiktania zakrzepowo-zatorowe tj. zatorowos$¢
pfucna. Procesy te wydajg sie by¢ silnie powigzane ze zmianami zachodzgcymi w obrebie
mikro$rodowiska nowotworu i dotyczg zmian prozapalnych, proangiogennych,
prozakrzepowych oraz przebudowy macierzy zewngtrzkomérkowej. Procesy te sg ze sobg

silnie powigzane i mogg wzajemnie promowacd rozwdj choroby nowotworowe;.

W ostatnich latach obserwujemy gwattowny globalny wzrost liczby oséb z nadwagg i
otytoscig. Ma to kluczowe znaczenie réwniez w kontekscie zachorowalnosci i $miertelnosci z
powodu raka piersi poniewaz tkanka ttuszczowa stanowi wazny organ endokrynny. W
przypadku nadwagi i otytosci obserwujemy deregulacje w zakresie wydzielanych hormondéw
oraz cytokin, ktéra prowadzi do powstania ogdlnoustrojowego stanu zapalnego. Natomiast
stan zapalny moze byé¢ czynnikiem inicjujgcym catg kaskade zdarzen promujgcych
powstawanie i rozwdj nowotworu.

Naturalnymi atrybutami komodrek nowotworowych sg réwniez niekontrolowana
proliferacja, opornos¢ na apoptoze, zwiekszony potencjat angiogenny oraz zdolnos$¢ do
migracji. Natomiast jednym z pierwszych etapéw umozliwiajgcych rozprzestrzenianie sie
komédrek nowotworowych i powstawanie przerzutdw jest degradacja potaczen pomiedzy

komodrkami oraz pomiedzy komdérkami a ECM w pierwotnym miejscu guza. Zaréwno
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aktywnos¢ enzymatyczna jak i nieenzymatyczna heparanazy prowadzi do zmniejszenia
integralnosci macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Wysokie stezenie heparanazy przed leczeniem zwieksza prawdopodobieistwo nawrotu i
Smierci z powodu choroby nowotworowej. Kluczowe znaczenie w progresji raka piersi mogg miec
wzajemne interakcje pomiedzy heparanazg a waskulogenezg i angiogeneza. Wysokie stezenie
heparanazy moze prowadzi¢ do zwiekszonego uwalniania VEGF oraz w ten sposéb moze réwniez
prowadzi¢ do zwiekszonej mobilizacji krazacych EPCs. Dodatkowo wyzsze stezenia heparanazy
wystepujg w przypadku wielkosci guza = 2 cm (T2) oraz przy braku ekspresji ER i PR co

potwierdza jej skojarzenie z bardziej agresywnym fenotypem raka piersi.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze stezenie YKL-40 oraz
aktywnos¢ TF moga stuzy¢ jako indywidualne markery bardziej agresywnego charakteru
komdrek nowotworowych i krétszego czasu przezycia pacjentek z rakiem piersi. Dodatkowo
wykazano, ze pofgczenie wysokiego poczatkowego stezenia YKL-40 i leptyny w surowicy przy
prawidtowym BMI oraz potaczenie prawidtowego BMI z niskim stezeniem adiponektyny

wigze sie ze ztym rokowaniem. Wskazuje to,

Wykazano takze, ze leczenie raka piersi obniza stezenie heparanazy, niezaleznie od
zastosowanego schematu leczenia. Moze to wskazywaé na brak opornosci komoérek
nowotworowych na zastosowang terapie. Stwierdzono takze, ze stezenie heparanazy po
leczeniu nie wykazuje funkcji prognostycznej w przewidywaniu nawrotu choroby oraz zalezy

przede wszystkim od stezenia heparanazy przed leczeniem.
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V. WNIOSKI

Publikacjanr 1

Heparanase link between vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of

a shorter survival rate.

zwigzek wysokiego stezenia heparanazy z nasilong waskulogenezg i angiogenezg ma
kluczowe znaczenie w progresji raka piersi poniewaz wysokie stezenie heparanazy
moze prowadzi¢ do zwiekszonej mobilizacji krgzgcych EPCs m.in. poprzez zwiekszone

uwalnianie VEGF;

stezenie przed leczeniem heparanazy moze przewidywaé nawrét choroby - analiza
krzywej ROC oraz indeksu Yudena wykazata, ze stezenie heparanazy wynoszgce
213,74 pg/ml (w osoczu) moze stuzy¢ jako wartos¢ odrdzniajgca pacjentow, u ktérych
wystgpi lub nie wystgpi nawrdt choroby;

wysokie stezenie heparanazy obok wielkosci guza oraz ekspresji receptoréw
estrogenowych i progesteronowych moze stuzy¢ jako wskaznik bardziej agresywnego
charakteru komorek nowotworowych i krétszego czasu przezycia pacjentek z rakiem

piersi.

Publikacja nr 2

Pre-operative combination of normal BMI with elevated YKL-40 and leptin but lower

adiponectin level is linked to a higher risk of breast cancer relapse: a report of four-year

follow-up study.

potgczenie wysokiego poczatkowego stezenia YKL-40 i leptyny w surowicy przy
prawidtowym BMI oraz potgczenie prawidtowego BMI z niskim stezeniem
adiponektyny wigze sie ze ztym rokowaniem;

pojedyncze wysokie stezenie YKL-40 i pojedyncza wysoka aktywnos¢ TF byly istotnie
zwigzane z gorszym rokowaniem wsrdd pacjentek z rakiem piersi w czteroletniej

obserwacji;

pacjentki z rakiem piersi z nadwaga majg lepsze rokowanie niezaleznie od stezenia
YKL-40, leptyny i adiponektyny co sugeruje, ze umiarkowanie zwiekszony BMI moze
pozytywnie wptywaé na przezycie bez nawrotu choroby oraz odpowiedZz na

zastosowang terapie
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dalsze badania wyjasniajgce mechanizmy dotyczace tkanki ttuszczowej, a w
szczegolnosci adipokin i cytokin przez nig wytwarzanych, mogg pomdc w zrozumieniu

i zapobieganiu powaznym skutkom raka piersi wsrdd pacjentek

z prawidfowag masg ciafa.

Publikacja nr 3

Impact of adjuvant treatment on heparanase concentration in invasive, unilateral breast

cancer patients: results of a prospective single-centre cohort study.

leczenie inwazyjnego raka piersi wigzato sie z obnizeniem stezenia heparanazy,
niezaleznie od zastosowanego modelu terapii co moze wskazywac na brak opornosci

komdrek nowotworowych na zastosowane leczenie;

stezenie heparanazy przed leczeniem jest zwigzane z przysztymi wynikami pacjentéw
z inwazyjnym rakiem piersi - wykazano, ze stezenie heparanazy wyzsze niz 181,46
pg/ml zwieksza prawdopodobienstwo nawrotu choroby nowotworowej oraz

$Smiertelnosci z powodu inwazyjnego raka piersi;

stezenie heparanazy po leczeniu nie wykazuje wartosci prognostycznej i zalezy przede

wszystkim od stezenia heparanazy przed leczeniem;

wyzsze stezenie heparanazy przed leczeniem zalezy od wielkosci guza (22 cm) oraz
braku ekspresji ER i PR co potwierdza jego zwigzek z bardziej agresywnym fenotypem

inwazyjnego raka piersi;

przyszte badania powinny potwierdzié zastosowanie uzytego w tym badaniu punktu

odciecia dla stezenia heparanazy przed leczeniem.
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VI. STRESZCZENIA

Streszczenie w jezyku polskim
CEL: Celem pracy byta ocena stezen heparanazy, wybranych markeréw angiogenezy

(VEGF-A, sVEGFR1, sVEGFR2), liczby krazgcych komodrek progenitorowych srdodbtonka o
immunofenotypie CD45-/CD34+/CD31+/CD133+, hormondw wydzielanych przez tkanke
ttuszczowg (adiponektyna, leptyna), markera stanu zapalnego- biatka YKL-40 oraz ocena
aktywnosci czynnika tkankowego (TF) w grupie pacjentek z pierwotnym, jednostronnym
nowotworem piersi bez przerzutéw odlegtych. Ponadto okreslono zaleznosci pomiedzy tymi
parametrami a wybranymi wskaznikami antropometrycznymi oraz kliniczno-patologicznymi
takimi jak: klasyfikacja kliniczna TNM, ocena stopnia ztosliwosci histologicznej, podtyp
molekularny nowotworu piersi, Srednica guza i ekspresja markera proliferacji Ki67. Oceniono
takze wptyw zastosowanego leczenia chirurgicznego oraz standardowych terapii
uzupetniajgcych na zmiane stezenia heparanazy. Dodatkowym celem badania byta préba
okreslenia wartosci prognostycznej analizowanych parametrow w przewidywaniu nawrotu

choroby nowotworowe;.

MATERIAL | METODY: W publikacji numer 1 badaniem objeto 86 kobiet w wieku od
40 do 71 lat (mediana 55 lat) z nowo zdiagnozowanym jednostronnym nowotworem piersi w
stopniu zaawansowania IA-IIB (bez przerzutéw odlegtych). W grupie badanej najczesciej
wystepujgcym typem molekularnym nowotworu piersi byt typ luminalny A (58% pacjentek).
W ramach badania oceniano stezenia: heparanazy, naczyniowo-$rédbtonkowego czynnika
wzrostu (VEGF-A), rozpuszczalnych form receptora 1 i receptora 2 dla VEGF (odpowiednio
SVEGFR1 i sVEGFR2) oraz liczbe krazacych komdérek progenitorowych srddbtonka o
immunofenotypie CD45-/CD34+/CD31+/CD133+. W publikacji numer 2 badaniem objeto 81
pacjentek z rozpoznanym jednostronnym inwazyjnym nowotworem piersi w stopniu
zaawansowania IA-1IB, ktérych mediana wieku wynosita 54 lata (Q1/Q3 — 49/59 lat). Pod
wzgledem rodzaju histologicznego najczesciej wystepujagcym nowotworem piersi byt
inwazyjny rak przewodowy (IDC) (69 pacjentek). W grupie badanej mediana $rednicy guza
wynosita 1,67 cm (Q1/Q3 - 1,2/2,1 cm). Natomiast brak zajecia weztéw chtonnych
wystepowat u 62 pacjentek. W ramach badania oceniano stezenie adiponektyny, leptyny i
biatka YKL-40 oraz oznaczono aktywnos¢ czynnika tkankowego (TF). W publikacji 3 badaniem
zostato objetych 80 pacjentek z potwierdzonym operacyjnym, pierwotnym i jednostronnym

nowotworem piersi bez przerzutédw odlegtych: 53 pacjentki po menopauzie (66%) oraz 27
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pacjentek przed menopauzg (34%). Mediana czasu obserwacji wynosita 55 miesiecy (Q1/Q3
— 49/59 miesiecy). Najczesciej obserwowanym typem molekularnym nowotworu piersi byt
typ luminalny A (59% grupy badanej). Ponadto w grupie badanej zaobserwowano
nastepujace wystepowanie wybranych cech kliniczno-patologicznych: wielko$é guza < 2cm u
53 pacjentek (66%) oraz brak zajecia weztdw chtonnych u 61 pacjentek (76%). Wiekszos¢
grupy badanej, 65 pacjentek (81%) zostato poddanych leczeniu oszczedzajagcemu piers.
Natomiast w ramach terapii adjuwantowej chemioterapie zastosowano u 38 badanych
(47,5%), a leczenie hormonalne u 68 pacjentek (85%). W catej grupie badanej dwukrotnie
oznaczono stezenie heparanazy: dzied przed zabiegiem chirurgicznym oraz po ok. 8
miesigcach od operacji (Q1/Q3 - 6,2/10,7).

WYNIKI: W wyniku przeprowadzonych analiz statystycznych w pierwszej publikacji w
zaleznosci od statusu receptora estrogenowego (ER) oraz progesteronowego (PR) odnotowano
istotnie wyzsze stezenie heparanazy wsrod pacjentek z ujemnym statusem ER i PR receptoréw w
poréwnaniu do pacjentek z dodatnim statusem tego receptora. Zaobserwowano istotnie wyzsze
stezenie heparanazy w podgrupie pacjentek z guzami T2 w poréwnaniu do podgrupy pacjentek z
guzami T1. W zaleznosci od niskiego, sredniego i wysokiego stezenia heparanazy odnotowano
wzrost stezenia krgzgcych EPCs oraz wzrost stezenia sVEGFR2 wraz ze wzrostem stezenia
heparanazy. Dodatkowo wraz ze wzrostem stezenia heparanazy odnotowano spadek potencjatu
antyangiogennego wyrazonego przez stosunek sVEGFR1/VEGF-A oraz wykazano wzrost wartosci
stosunku sVEGFR2/sVEGFR1. Analiza krzywych ROC wykazata, ze stezenia heparanazy oraz
SsVEGFR1 mogg byé przydatne do oszacowania wystgpienia nawrotu choroby nowotworowe;.
Natomiast analiza krzywej ROC stworzonej dla modelu uwzgledniajacego stezenia heparanazy,
krazacych EPCs, VEGF-A, sVEGFR1 oraz sVEGFR2 wskazuje na silny potencjat diagnostyczny tego
modelu do przewidywania nawrotu choroby nowotworowej. Analiza regresji Cox’a wykazata, ze
w analizowanym modelu najistotniejszymi predyktorami nawrotu choroby nowotworowej sg
stezenia VEGF-A oraz sVEGFR2. Na podstawie krzywych przezycia Kaplana-Meiera odnotowano
znacznie wiekszg czesto$¢ nawrotu choroby u pacjentek z wysokim stezeniem heparanazy
wynoszgcym > 200 pg/ml w poréwnaniu do podgrup z niskimi i Srednimi stezeniami heparanazy.
W drugiej publikacji odnotowano nizisze stezenie adiponektyny wsréd pacjentek z ekspresjg
markera proliferacji komdrkowej Ki67 > 20% w poréwnaniu do grupy z ekspresjg ponizej 20%.

Dodatkowo stwierdzono wyzsze stezenie adiponektyny w przypadku
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wystepowania podtypu luminalnego A w poréwnaniu do podtypu potrdjnie ujemnego.
Aktywnosc¢ czynnika tkankowego réwniez réznita sie w zaleznosci od podtypu molekularnego
i byta najwyzsza w podgrupie z nowotworem piersi luminalnym B HER2(+). Na podstawie
krzywych przezycia Kaplana-Meiera odnotowano znacznie wiekszg czesto$¢ nawrotu choroby
w grupie pacjentek z wysokim stezeniem YKL-40 wynoszacym > 2,50 ng/ml oraz wsréd
pacjentek z wysokg aktywnoscig TF wynoszaca > 24 pM w porédwnaniu do podgrup z niskimi

i Srednimi wartosciami tych parametréw. Stwierdzono krétszy czas przezycia bez nawrotu

choroby w grupie pacjentek z BMI < 25 kg/m2 w poréwnaniu do grupy pacjentek, ktérych

BMI wynosito 25-30 kg/mz. Ponadto u pacjentek z wysokim stezeniem leptyny > 12,58 ng/ml
wykazano istotnie wiekszg czestos¢ nawrotéw choroby. Podobng zalezno$é¢ stwierdzono
rédwniez wsrdd pacjentek z niskim stezeniem adiponektyny < 27,05 ng/ml. W trzeciej
publikacji wykazano prawie czterokrotne obnizenie stezenia heparanazy w cafej grupie
badanej w wyniku zastosowania leczenia adjuwantowego. Wykazano, ze stezenia
heparanazy przed i po leczeniu rdznig sie w zaleznos$ci od rodzaju zastosowanej terapii
hormonalnej. Wyniki analizy przezycia uzyskane w ramach 3 badania potwierdzity wyniki
uzyskane w 1 badaniu. Wiekszg czestos¢ nawrotéw choroby zaobserwowano w grupie
pacjentow z wysokim (>181 pg/ml) stezeniem heparanazy przed leczeniem. W analizie
jednoczynnikowej pacjenci z nadwagg i pacjenci z guzami T2 wykazywali mniejszg szanse na
niskie stezenie heparanazy przed leczeniem. Natomiast pacjenci z dodatnim statusem ER i PR

wykazywali wiekszg szanse na niskie stezenie poczatkowe heparanazy.

WNIOSKI: W ramach przeprowadzonych badani uzyskano wyniki potwierdzajgce
zwigzek wysokiego stezenia heparanazy z nasilong waskulogenezg i angiogenezg. Wysokie
stezenie heparanazy moze prowadzi¢ do zwiekszonej mobilizacji krazacych EPCs m.in.
poprzez zwiekszone uwalnianie VEGF. Dodatkowo wykazano obnizenie stezenia heparanazy
niezaleznie od zastosowanego modelu terapii. Stwierdzono réwniez, ze wysokie stezenie
heparanazy, wysokie stezenie YKL-40 i wysoka aktywnos$¢ TF przed rozpoczeciem leczenia sg
niezaleznymi negatywnymi czynnikami prognostycznymi i wigzg sie z krétszym czasem
przezycia bez nawrotu choroby. Takze potaczenie wysokiego poczatkowego stezenia YKL-40 i
leptyny w surowicy przy prawidtowym BMI oraz potaczenie prawidtowego BMI z niskim
stezeniem adiponektyny wigze sie ze ztym rokowaniem. Ponadto stwierdzono, ze pacjentki z
rakiem piersi z nadwagg majg lepsze rokowanie niezaleznie od poziomu YKL-40, leptyny i

adiponektyny.
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Streszczenie w jezyku angielskim

OBIJECTIVE: The aim of the study was to assess levels of heparanase, selected
angiogenesis markers (VEGF-A, sVEGFR1, sVEGFR2), number of circulating endothelial
progenitor cells with the immunophenotype CD45-/CD34+/CD31+/CD133+, hormones
released by the adipose tissue (adiponectin, leptin), inflammatory marker- YKL-40 protein,
and the activity of tissue factor (TF) in a group of patients with primary, unilateral breast
cancer with no distant metastases. Additionally, correlations between these parameters and
selected anthropometric and clinical-pathological features, including: TNM classification,
assessment of histological grade, breast cancer molecular subtype, tumour diameter and
expression of the proliferation marker Ki67 were determined. The influence of surgical
procedures and standard adjuvant therapies on change in heparanase levels was also
assessed. A final objective of the study was an attempt to determine a prognostic value of
the analysed parameters for predicting neoplastic disease relapse.

MATERIAL AND METHODS: In publication no. 1, 86 women aged 40 to 71 (median age

55) with newly diagnosed unilateral breast cancer stage IA-1IB (with no distant metastases) were
enrolled in the study. In the study group, the most common molecular type of cancer was
luminal type A (58% patients). As part of the study, levels of heparanase, vascular endothelial
growth factor (VEGF-A), soluble forms of receptor 1 and receptor 2 for VEGF (sVEGFR1 and
sVEGFR2), and the number of circulating endothelial progenitor cells with the immunophenotype
CD45-/CD34+/CD31+/CD133+ were determined. In publication no. 2, 81 women with diagnosed,

unilateral, invasive breast cancer grade IA-11B, median age 54 (Q1/Q3

— 49/59 years) were included in the study. With regard to histological type, the most common
breast cancer was invasive duct cancer (IDC) (69 patients). In the study group, the median
tumour diameter was 1.67 cm (Q1/Q3 — 1.2/2.1 cm). 62 patients showed no nodal involvement.
As part of the study, the levels of adiponectin, leptin and YKL-40 protein, and the activity of
tissue factor (TF) were determined. In publication 3, 80 patients with confirmed, operable,
primary and unilateral breast cancer with no distant metastases were enrolled in the study: 53
postmenopausal patients (66%), and 27 premenopausal patients (34%). Median follow-up was
55 months (Q1/Q3 — 49/59 months). The most commonly observed molecular type of breast
cancer was luminal type A (59% of the study group). Moreover, the following incidence of

selected clinical-pathological signs was observed in the study group: tumour size
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< 2 cm in 53 patients (66%), and no nodal involvement in 61 patients (76%). The majority of the
study group, 65 patients (81%) received breast-conserving treatment. And as part of adjuvant
therapy, chemotherapy was used in 38 subjects (47.5%), and hormonal treatment in
68 patients (85%). In the whole study group, the heparanase level was determined twice: a
day before the surgical procedure, and about 8 months post surgery (Q1/Q3 —6.2/10.7).
RESULTS: As a result of statistical analyses, in the first publication, depending on the
status of oestrogen (ER) and progesterone receptors (PR), a significantly higher heparanase level
was observed among patients with a negative status of a ER and PR receptors, as compared to
patients with a positive status of these receptor. A subgroup of patients with T2 tumours showed
significantly higher heparanase level than the subgroup with T1 tumours. Depending on low,
medium and high level of heparanase, an increase in the level of circulating EPCs and level of
sVEGFR2 was observed, together with an increase in the heparanase level. Additionally, an
increase in the heparanase level was associated with a decrease in the anti-angiogenic potential
expressed by the sVEGFR1/VEGF-A ratio, and increased levels of the sVEGFR2/sVEGFR1 ratio
were observed. The analysis of ROC curves showed that the heparanase and sVEGFR1 levels may
be useful in the assessment of the neoplastic disease relapse. And the analysis of the ROC curve
created for a model accounting for levels of heparanase, circulating EPCs, VEGF-A, sVEGFR1 and
sVEGFR2 shows a strong diagnostic potential of this model in predicting neoplastic disease
relapse. Cox regression analysis showed that the most significant predictors of neoplastic disease
relapse in the analysed models are VEGF-A and sVEGFR2 levels. The Kaplan-Meier survival curves
revealed a much higher rate of disease relapse in patients with high heparanase level of > 200
pg/ml vs subgroups with low and medium heparanase levels. The second publication showed
lower adiponectin level in patients with expression of cell proliferation marker Ki67 > to 20% as
compared to the group with expression less than 20%. Additionally, higher adiponectin levels
were observed in the case of luminal subtype A versus triple-negative subtype. The activity of
tissue factor also differed depending on the molecular subtype, and was the highest in the
subgroup with HER2(+) luminal B breast cancer. The Kaplan-Meier survival curves demonstrated
a higher rate of disease relapse in patients with high YKL-40 level of > 2.50 ng/ml and in patients

with high TF activity > 24 pM vs subgroups with low and medium levels of these parameters. A

shorter relapse-free survival was noticed in the group of patients with BMI < 25 kg/m2 compared

to the group of patients with BMI of 25-30 kg/mz. Furthermore,
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in patients with high leptin levels > 12.58 ng/ml a significantly higher incidence of disease
relapse was revealed. A similar relationship was also found among patients with low
adiponectin levels < 27.05 ng/ml. In the third publication, almost four times reduction in the
heparanase level was observed in the whole study group, resulting from the use of adjuvant
treatment. It was shown that heparanase level before and after treatment differed,
depending on the type of the hormonal therapy applied. The results of survival analysis
obtained in study 3 confirmed the results achieved in study 1. A higher rate of disease
relapse was observed in the group of patients with high pre-treatment heparanase level (>
181 pg/ml). In a univariate analysis, patients with overweight and patients with T2 tumours
had a lower chance of low pre-treatment heparanase level, while patients with a

preoperative positive ER and PR status had a higher chance of low baseline heparanase level.

CONCLUSIONS: In summary, the studies confirm a relationship between high
heparanase level with increased vasculogenesis and angiogenesis. A high level of heparanase
can lead to high mobilization of circulating EPCs including by increasing the release of VEGF.
Additionally, a reduction of the heparanase level regardless of the therapy model applied
was demonstrated. It was also observed that high pre-treatment heparanase level, high pre-
treatment YKL-40 level and high pre-treatment TF activity are independent negative
prognostic factors, and are associated with shorter survival rate. Also high pre-treatment
YKL-40 level and serum leptin level combined with normal BMI, as well as normal BMI
combined with low adiponectin level was associated with poor prognosis. Moreover, it was
observed that patients with breast cancer who are overweight showed a better prognosis,

regardless of YKL-40, leptin and adiponectin levels.
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X. OSWIADCZENIA

=

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) $85-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 547/2015 Bydgoszez, 16.06.2015r.

Dzintajae na podstawie art. 29 Ustawy z dnin 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 1. Nr
28 poz. |32 (wraz 2 péznicjszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia | Opicki Spolecznej z dnin 1| maja
1999 7. w sprawie szczegdlowych zasad powolywania | finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych
(DzU.Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. 2 péin. zm. w sprawie
powolania orax zasad dzisfania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotuja Kopemika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygicra w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH - GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy.

(skind podano w zalgezeniu), na posiedzeniv w dniu 16.06.2015 r, prizanalizowats wniosek, Ktory
zhozyla kierownik badania:

dr n. med. Barbara Ruszkowska-Ciastek
Katedra Patofizjologii
Collegium Medicum w Bydgoszezy

2 zespolem w skladzie:

= prof. dr hab. n. med. D. Ro$é, dr n. med. B. Ruszkowska-Ciastek.
dr n. med. P. Rhone, dr n. med. K. Géralezyk, dr n. med. J. Boinska,
mgr inz. B. Géralezyk, mgr K. Stankowska, magistranci Katedry Patofizjologii Wydzial
Farmacentyczny CM UMK

w sprawie badanin:

wAngiogeneza i hemostaza  oraz  wybrane  hormony  regulujgce
gospodarke weglowodanowa u kobiet z rozpoznanym rakiem sutka wezesnej fazy. "

Po zapaznaniu si¢ 2= zloonym wrioskiem | w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjeia
Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

W sprawie przeprowndzenia badad, w zakresie okredlonym we wniosku pod warunkism:

* poinformowania uczestnikdw badania w tym rownicz uczestnikow stanowigeych grupe kontrolng o celu
oruz zakresie budah i uzyskania od kazdego z nich osobnej, pisemnej, swiadomei zgody na udzial w
badaniu, xgodnie z ocbowizujacymi przepisami, datowanej najpézniej na moment rozpoczecia badanin, a
nie wezednicj niz data uzyskania z Komisji Bioetvezne] zgody na takie badanie:

® Zzapewnicnia, 2z psoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nie 34 ubezwilasnowolnione, nie 33
zotnierzami sluzby zasadniczej, nie sa osobami pozbawionymi wolnoéci, nic pozostajs w zaleznosci
shuzbowej, dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanie;

¢ UWAGA! Uszestnicy badania stanowigey grupe kontrolng nie mogg by¢ rekrutowani spoéréd srdentow lub
pracownikow Collegium Medicum w Bydgoszczy.

* zachowunia tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych pacjentdw, umozliwisjacyeh ich

identyfikacje w ewentunlnych publikacjach;
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, . 4
- *  sugenyjemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacjy o badaniu, lub sporzgdzenic fornularze
" informaci  éwiadomej zgody na udziat w badaniu na jednej kartee. '
Jednoczednie informujemy, iz ,Zgoda na udziat w badaniu™ winna zawieraé m.in.: imi¢ i nazwisko badanej
osoby; Nr historii choroby pacjenta (L.ksgt. OddzishwPoradni) oraz dat¢ i podpis badanej oscby, 2 takze
klauzule, 2e uczestnik badania wyraza zgodg na przetwarzanie danych osobowych dotyczacyeh realizacii tematy
badawczego, z wyjatkiem publikacji danych osobowych,
Kierownik badania zobowigzany jest do przechowywania wszystkich dokumentow dotyczacych badania przez
okres dwudziestu lat.

Zgoda obowigzuje od daty posiedzenia (16.06.2015 r.) do korica 2020 r.

Wydana opinia dotyesy tylko rozpatrywanego wriosku = wwiglednieniem preedsiawionego projektu;
kotda zmiana i modyfikagia wymaga wyskania odrgbnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
infarmowania o wszelkich poprawkach, kidre moglyby miec wplyw na apinig Komisji oraz poinformowania o
sakoncreniu badania.

Od ninigjszef uchwaly podmiot zamierzajgcy preeprowadzié eksperyinent medyceny, kierownik zakladu

opieki zdrowoing), w ktdrej eksperyment medyciny ma byé preeprowadsony, moga wnies¢ odwolanie do.

Odwolawezej Komisji Bivetyesnel przy Ministrze Zdrowia, ia posrednicowem Komisji Bivetycznei proy
Colleginm Medicum im, L. Rydygiera w Bydgoszezy, w terminie 14 dni od daty otrzymania ninieiszej Uchwaly,

Prof. dr hab. med. Karol Stiwka

Komisp Bioetycane)

Otezymuje:

gr n. med. Barbara Ruszkowska-Clastek
Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Bydgoszcz, 21.01.2022 1.

Piotr Rhone

Oddzial Kliniezny Nowotworéw Piersi
i Chirurgii Rekonstrukeyjnej

Centrum Onkologii w Bydgoszczy

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, ze mo) udzial w tworzeniu publikacji Bielawski K, Rhone P, Bielawska
S, Rosc D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B. Heparanase link between
vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of a shorter survival rate.
J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466; polegal na kwalifikacji pacjentéw do badania.

Piotr Rhone
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Bydgoszcz, 21.01.2022 1.

Sylwia Bielawska

Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum im. L, Rydygiera,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, Zze méj udziat w tworzeniu publikacji Bielawski K. Rhone P, Bielawska
S, Rosc D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B. Heparanase link between
vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of a shorter survival rate.
J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466; polegal na wstgpnej obrobee materiatu.

Sylwia Biclawska

Dttacbe. S
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Bydgoszcz, 21.01.2022 .

Danuta Ros¢

Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum im, L. Rydygiera,
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze moj udzial w tworzeniu publikacji Bielawski K, Rhone P, Bielawska
S, Rosc D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B, Heparanase link between
vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of a shorter survival rate.
J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466; polegat na wstepnej analizic wynikow.,

j—. Danuta Roéé
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Bydgoszcz, 21.01.2022 1,

Alen Brkic

Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum im. L. Rydygiera,
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze moj udzial w tworzeniu publikacji Bielawski K, Rhone P, Bielawska
S, Rosc D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B. Heparanase link between
vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of a shorter survival rate.
J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466; polegal na wst¢pnej obrobee materiatu.

Alen Brkic

Alpo Brie
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Bydgoszez, 21.01.2022 r.

Elzbieta Zarychta

Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum im. L, Rydygiera,
Uniwersytet Mikolaja Kopemika w Toruniu

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze moj udzial w tworzeniu publikacji Bielawski K, Rhone P, Bielawska
S, Rose D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B. Heparanase link between
vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of a shorter survival rate.
J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466; polegal na wstepnej analizie wynikéw,

* Elzbieta Zarvchta
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Bydgoszcz, 21.01.2022 r.

Barbara Ruszkowska-Ciastek

Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum im, L. Rydygiera,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

OSWIADCZENIE

Oséwiadczam, ze méj udzial w tworzeniu publikacji Bielawski K, Rhone P, Bielawska
S, Rosc D, Brkic A, Zarychta E, Ruszkowska-Ciastek B. Heparanase link between
vasculogenesis and angiogenesis as well as a predictive factor of ashorter survival rate.
J Physiol Pharmacol. 2019; 70(3): 455-466: polegat na krytycznej weryfikacji wynikdéw oraz
na ocenie sporzadzonego manuskryptu.

Barbara Ruszkowska-Ciastek
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Bydgoszcz, 21.01.2022 1.

Piotr Rhone

Oddziat Kliniczny Nowotworow Piersi
i Chirurgii Rekonstrukeyjnej

Centrum Onkologii w Bydgoszczy

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze moj udzial w tworzeniu publikacji Bielawski K, Rhone P, Bulsa M,
Ruszkowska-Ciastek B. Pre-operative combination of normal BMI with elevated YKL-40 and
leptin but lower adiponectin level is linked to a higher risk of breast cancer relapse: a report of
four-year follow-up study. J Clin Med. 2020; 9(6): 1742; polegal na kwalifikacji pacjentéw do
badania.

Piotr Rhone

- ,'.’,- g 2 L,J;)Lt.
va

158



Bydgoszez, 21.01.2022 r.

Barbara Ruszkowska-Ciastek

Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum im. L. Rydygiera,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze méj udzial w tworzeniu publikacji Bielawski K. Rhone P, Bulsa M,
Ruszkowska-Ciastek B. Pre-operative combination of normal BMI with elevated YKL-40 and
leptin but lower adiponectin level is linked to a higher risk of breast cancer relapse: a report of
four-year follow-up study. J Clin Med. 2020; 9(6): 1742; polegal na krytycznej weryfikacji
wynikéw oraz na ocenie sporzadzonego manuskryptu.

Barbara Ruszkowska-Ciastek

Kees 2o Claote]
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Bydgoszez, 21,01,2022 1,

Barbara Ruszkowska-Ciastek

Katedra Patofizjologii

Collegium Medicum im. L. Rydygiera,
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze méj udziat w tworzeniu publikacji Ruszkowska-Ciastek B*, Bielawski
K*, Zarychta E, Rhone P. Impact of adjuvant treatment on heparanase concentration in
invasive, unilateral breast cancer patients: results of a prospective single-centre cohort study. J
Clin Med. 2021; 10(10): 2184; polegal na krytycznej weryfikacji wynikéw oraz na ocenie
sporzadzonego manuskryptu.

Barbara Ruszkowska-Ciastek
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Bydgoszez, 21012022 1.

Elrbietn Zaryehia

Katedra Patofiziologii

Collegium Medicum im, 1. Rydygiers,
Liniwersytet Mikobaja Kopemika w Toruniy

OSWIADCZENIE

Ogwiadezam, re mdj udzal wtworzeniv publikac)i Ruseckowska-Clasiek B*, Brelawski
K*, Zarychty E, Rhope P. Impact of adjuvam treatment on hepsranase concentrafion in
invasive, unilateral hreast cancer patients: results of & prospective single-centre cohort study. J
Clin Med. 2021; 10{10): 2184; polegal na wstepnej snalizie wynikéw.

Elzbieta Zarychia
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Piotr Rhone

Oddziat Kliniczny Nowotwordw Piersi
i Chirurgii Rekonstrukcyjnej

Centrum Onkologii w Bydgoszezy

OSWIADCZENIE

O$wiadczam, ze méj udzial w tworzeniu publikacji Ruszkowska-Ciastek B*, Bielawski
K*, Zarychta E, Rhone P. Impact of adjuvant treatment on heparanase concentration in
invasive, unilateral breast cancer patients: results of a prospective single-centre cohort study. J
Clin Med. 2021; 10(10): 2184; polegal na kwalifikacji pacjentéw do badania.

Piotr Rhone
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