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l. Wstep
1.Hemostaza

1.1. Definicja hemostazy

Hemostaza, wywodzgca sie z jezyka greckiego od stowa haimostasis (haimo- oznacza
krew, a-stasis zatrzymanie) w dostownym ttumaczeniu definiowana jest jako zatrzymanie
krwawienia [1]. Hemostaza jest fundamentalnym procesem uczestniczagcym w utrzymaniu
krgzenia i jest wynikiem ztozonej réwnowagi pomiedzy krzepnieciem a fibrynolizg [2].
Obejmuje scisle regulowane mechanizmy komdrkowe i biochemiczne majgce na celu
zapewnienie ptynnosci przeptywu krwi w warunkach fizjologicznych oraz zapobieganie
wynaczynieniu w przypadku zaburzenia integralnosci naczyn krwionosnych [3]. Hemostaza
stanowi pierwszy etap gojenia sie rany w wyniku natychmiastowej reakcji organizmu na
krwawienia w miejscu uszkodzenia Sciany naczyniowej [4, 5]. W proces hemostazy
zaangazowane sg cztery gtdwne elementy: srodbtonek naczyniowy, ptytki krwi, uktad

krzepniecia oraz uktad fibrynolityczny [6].

1.2. Etapy procesu hemostazy

Organizm ludzki posiada doskonate mechanizmy kontrolujagce krwawienie
w przypadku urazu. Zrozumienie tych podstawowych procesow fizjologicznych ma kluczowe
znaczenie w identyfikacji i diagnozowaniu zaburzen krzepniecia, a ich utrzymanie zalezy od
uktadu hemostazy [7]. Prawidtowg odpowiedZ hemostatyczng mozna podzieli¢ na trzy gtéwne

fazy, na ktére sktadajg sie szesé¢ odrebnych, kolejno postepujgcych po sobie etapow [8].

Tabela 1. Fizjologiczne szlaki trzech réznych typow hemostazy [8].

Typ hemostazy Mechanizm

Wazokonstrykcja

Hemostaza pierwotna .
Tworzenie czopu ptytkowego

i Aktywacja kaskady krzepniecia
Hemostaza wtdérna . .
Tworzenie stabilnego skrzepu

. Aktywacja plazminogenu
Hemostaza trzeciorzedowa .
Rozpuszczenie skrzepu



W kontekscie powyzszego, hemostaza jest procesem tréjfazowym, ktéry obejmuje
hemostaze pierwotng (tworzenie czopu ptytkowego), wtdrng (tworzenie stabilizowanego
skrzepu fibrynowego poprzez kaskade krzepniecia) oraz trzeciorzedowa (rozpuszczanie
skrzepu przez fibrynolize) [9]. Procesy te sg ze sobg wzajemnie powigzane poprzez
mechanizmy zapewniajgce zbilansowang hemostaze [10].

W obrebie wyzej wymienionych faz istnieje szes¢ gtéwnych, sekwencyjnych etapéw
hemostazy. Nalezg do nich: (1) skurcz naczynia krwionosnego, (2) utworzenie czopu
ptytkowego, (3) aktywacja uktadu krzepniecia, (4) utworzenie stabilnego skrzepu, (5)
aktywacja plazminogenu oraz (6) fibrynoliza. Kazdy z wyzej wymienionych proceséw ma
tendencje do aktywacji w okreslonej kolejnosci przy jednoczesnym zachowaniu Scistej

interakcji miedzy poszczegdlnymi etapami [8, 9].

1. Faza naczyniowa 2. Faza ptytkowa
(Wazokonstrykcja) (Adhezja, aktywacja i agregacja ptytek)

Wspolny szlak

Szlak wewnatrzpochodny Protrombina Szlak zewnatrzpochodny

Trombina
Czynniki krzepniecia: Czynniki krzepniecia:
VI, 1X, X, XI, X1l VII, czynnik tkankowy

Fibryna

3. Faza krzepniecia (tworzenie skrzepu)

4. Fibrynoliza

Retrakcja skrzepu Rozpuszczenie skrzepu

Rycina 1. Fizjologia procesu hemostazy (w modyfikacji wiasnej) [9].
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1.3. Hemostaza pierwotna

Hemostaza pierwotna to pierwszy etap aktywacji uktadu hemostazy. Sktada sie z fazy
naczyniowej oraz fazy ptytkowej, ujawniajgc w ten sposdb prokoagulacyjne dziatanie naczyn
krwionos$nych i ptytek krwi. Zasadniczym celem hemostazy pierwotnej jest utworzenie stabego
i nietrwatego pierwotnego czopu ptytkowego, prowadzgc w ten sposdéb do wstepnego

zatrzymania krwawienia [10-12].

1.3.1. Hemostaza naczyniowa

Srédbtonek naczyniowy wyscietajagcy $wiatto naczyn  krwionoénych stanowi
dynamiczng granice miedzy przeptywajacg krwig a $ciang naczynia krwionosnego.
W warunkach fizjologicznych swobodny przeptyw krwi utrzymywany jest dzieki
skomplikowanej réwnowadze pomiedzy czynnikami zwigzanymi ze $rédbtonkowa wyscidtka
naczynia, czynnikami koagulacyjnymi, antykoagulacyjnymi oraz ptytkami krwi.
W nienaruszonym uktadzie naczyniowym komoérki srédbtonka naczyniowego (ECs, ang.
endothelial cells) wydzielajg szereg substancji aktywnych, ktérych dziatanie ma celu
utrzymanie procesu krzepniecia w stanie spoczynku. Kluczowymi mediatorami wydzielanymi
przez komoérki s$réddbtonka naczyniowego sg adenozyna, prostacyklina (PGl;, ang.
prostacyclin 2) oraz tlenek azotu (NO, ang. nitric oxide), ktére charakteryzujg sie silnym
dziataniem przeciwptytkowym poprzez blokowanie i hamowanie zdolnosci ptytek krwi do
adhezjiiagregacji. Dodatkowo, powierzchnia $Srddbtonka naczyniowego pokryta jest warstwa
proteoglikandw, sktadajacg sie gtdwnie z heparyny, siarczanu heparanu i siarczanu
dermatanu, ktére nadajg wewnetrznej Scianie naczynia ujemny fadunek powierzchniowy.
Dzieki temu nastepuje elektrostatyczne odpychanie innych, réwniez obdarzonych tadunkiem
ujemnym, molekut krgzgcych we krwi (np. ptytek krwi, czynnikdw krzepniecia), co utrudniaich
kontakt ze $ciang naczynia. Srédbtonek naczyniowy wykazuje réwniez na swojej powierzchni
ekspresje czgsteczek o charakterze antykoagulacyjnym. Najwazniejsze z perspektywy fizjologii
hemostazy naczyniowejto trombomodulina, uczestniczgca w hamowaniu uktadu krzepniecia
i regulacji fibrynolizy oraz adenozyno-5'-difosfataza (ADP-aza, ang. adenosine-5"-
diphosphatase) dziatajgca inaktywujgco na ptytki krwi. Aktywnos¢ biologiczna srédbtonka
naczyniowego odgrywa zatem olbrzymig role w zapewnieniu réwnowagi pomiedzy
mechanizmami pro- i antyzakprzepowymi [10, 13-16].
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W sytuacji przerwania integralnosci tozyska naczyniowego zainicjowany zostaje proces
krzepniecia krwi, majgcy na celu zapobieganie utracie krwi [10]. Odruchowg reakcjg na uraz
jest obkurczenie i zwezenie uszkodzonego naczynia krwionosnego (wazokonstrykcja).
Wazokonstrykcja stanowi pierwszy etap hemostazy w odpowiedzi na zaburzenie ciggtosci
naczynia krwionosnego. Jest to proces przejsciowy, ktére minimalizuje przeptyw krwi do
dotknietego obszaru i jest zalezny od autonomicznego odruchu neurogennego i mediatoréw
wazoaktywnych [9, 15]. Autonomiczny odruch neurogenny jest natychmiastowym bodzcem
inicjowanym przez nocyceptory w $cianie naczyn krwionosnych, pobudzajgcym skurcz miesni
gtadkich wokét uszkodzonego naczynia przez wspoétczulny uktad nerwowy [17]. Poza tym,
w momencie uszkodzenia naczynia krwionosnego do krwi uwalniane sg naturalne przekazniki
komodrkowe o charakterze sciggajacym. Do kluczowych mediatoréw wazoaktywnych zalicza
sie tromboksan A, (TXA,, ang. thromboxane A;) oraz epinefryne, ktdre silnie stymulujg skurcz
lokalnych miesni gtadkich i matych tetniczek [18]. Tromboksan A, jest wytwarzany lokalnie
w miejscu urazu w wyniku uwolnienia kwasu arachidonowego z bton ptytek krwi [9]. Z kolei
W procesie zwezenia naczyn posredniczy gtdwnie endotelina 1, ktdra jest silnym zwigzkiem
zwezajacym naczynia syntetyzowanym przez uszkodzone komérki srédbtonka naczyniowego.
Dodatkowo, uszkodzony srédbtonek naczyniowy odstania kolagen podsrédbtonkowy, czynnik
von Willebranda (VWF, ang. von Willebrand factor) oraz uwalnia adenozyno-5'-trifosforan
(ATP, ang. adenosine-5"-triphosphate) i mediatory stanu zapalnego. Potgczenie ekspozycji na
VWEF, kolagen podsrédbtonkowy, ATP oraz mediatory stanu zapalnego stanowi bezposrednie

przejscie do drugiej fazy pierwotnej hemostazy, czyli hemostazy ptytkowej [19].

Srédbtonek naczyniowy Btona podstawna Komdrki miesniowe gtadkie

Miejsce uszkodzenia

Uwalnianie endoteliny 1 Odruchowe Kolagen
nasila zwezenie naczyrn  zwezenie naczyn

Rycina 2. Udziat $ciany naczyniowej w procesie hemostazy (w modyfikacji wtasnej) [20].
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1.3.2. Hemostaza ptytkowa

Kolejng komponentg hemostazy uruchamiang po przerwaniu ciggtosci sciany naczynia
krwionos$nego sg ptytki krwi. Ptytki krwi, inaczej zwane trombocytami, w uktadzie hemostazy
pierwotnej odrywajg podwdjng role. Po pierwsze, uczestniczg w formowaniu pierwotnego
czopu hemostatycznego, zanim zostang zainicjonowane szlaki kaskady krzepniecia. Po drugie,
poprzez zdolno$¢ do sekrecji substancji biologicznie czynnych znajdujacych sie
w ziarnistos$ciach oraz obecno$é na swojej powierzchniintegralnych glikoprotein obdarzonych
funkcjg receptorowg, trombocyty posredniczg w regulacji procesu hemostazy [10, 21].

Udziat ptytek krwi w tworzeniu czopu pierwotnego mozna podzieli¢ na trzy, czesciowo

zachodzace na siebie etapy: adhezje, aktywacje oraz agregacje ptytek krwi [22].

Adhezja ptytek krwi

Adhezja ptytek krwi jest ztozonym procesem, polegajgcym na przyleganiu ptytek krwi
do miejsca uszkodzonego srédbtonka naczyniowego. Mechanizm ten jest wspierany poprzez
Sciste interakcje pomiedzy receptorami powierzchniowymi oraz biatkami adhezyjnymi. Ten
ztozony uktad czgsteczek adhezyjnych i liganddw umozliwia ptytkom wigzanie sie z wieloma
roznymi elementami komdérkowymi i strukturalnymi [8, 22, 23].

Uszkodzenie naczynia powoduje odstoniecie elementéw podsrédbtonkowej macierzy
zewnatrzkomérkowej, do ktérej szybko przylegaja ptytki krwi w celu ograniczenia krwawienia
oraz zainicjonowania procesu gojenia tkanek. Macierz zewngtrzkomdrkowa bogata jest
w makroczgsteczki o wiasciwosciach adhezyjnych, takich jak kolagen, czynnik von
Willebranda, laminina, fibronektyna i trombospondyna, ktére stuzg jako ligandy dla
powierzchniowych receptordow ptytek krwi. W szczegdlnosci, sposrdd wyzej wymienionych
substratow podsrédbtonkowych, najsilniejszym mediatorem adhezji plytek krwi jest
trombogenny kolagen wtdknisty typu | i lll ze wzgledu na silny potencjat do aktywacji ptytek
krwi oraz wysokie powinowactwo do vVWF. W warunkach przeptywu krwi o wysokim module
scinania, typowym dla drobnych naczyn krwionosnych, odstoniety kolagen w pierwszej
kolejnosci reaguje i wigze sie z podsrobtonkowym vWF. Po przytgczeniu, czynnik von
Willebranda dokonuje zmiany konformacyjnej umozliwiajgcej wigzanie ptytek krwi.
Specyficzne wigzanie ptytek krwi z czynnikiem von Willebranda odbywa sie za posrednictwem

kompleksu receptorowego GPIb-IX-V na powierzchni ptytek krwi poprzez swoistg interakcje
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miedzy GPlba i domeng Al vWF. W drobnych naczyniach wtosowatych czynnik von
Willebranda stanowi wiec niezbedne spoiwo miedzy ptytkami i biatkami macierzy
pozakomdrkowej. Natomiast przy niskim module scinania, charakterystycznym dla przeptywu
krwi w duzych naczyniach krwionosnych, ptytki wigzg sie bezposrednio do biatek tkanki
tacznej. Istotne znaczenie maja receptory: GPla-lla oraz GPVI wigzgcy kolagen, GPIc-1la wigzacy
fibronektyne i laminine oraz integryna oyfs; wigzgca witronektyne. W ten sposéb w procesie
adhezji ptytek krwi, bezposrednio lub za posrednictwem kofaktoréw, formowana jest

monowarstwa ptytek krwi na powierzchni uszkodzonego naczynia krwionosnego [21, 24-26].

Aktywacja ptytek krwi

Aktywacja trombocytéw nastepuje w chwiliich adhezji do pods$rédbtonkowej macierzy
zewnatrzkomorkowe] poprzez oddziatywanie kolagenu ze specyficznymi receptorami
ptytkowymi GPVI oraz GPla/lla. Zwigzane ptytki krwi ulegajg bardzo specyficznym zmianom za
posrednictwem licznych substancji o charakterze agonistéw, takich jak ADP, tromboksan A,,
kolagen oraz trombina. Najsilniejszym fizjologicznym agonistg ptytkowym jest trombina.
Podczas aktywacji dochodzi do zmiany ksztattu ptytek krwi z dyskoidalnego na kulisty wraz
z wytworzeniem licznych wypustek, tzw. pseudopodidw, zwiekszajgcych powierzchnie ptytek
orazumozliwiajgcych tgczenie sie zinnymi ptytkami. Jest to niezwykle szybki proces polegajacy
na reorganizacji architektury cytoszkieletu. Zmiany te warunkujg dalszg sekwencje zdarzen
indukujgcych degranulacje réznych zwigzkdéw z ziarnistosci ptytek. Aktywacja ptytek krwi
uruchamia wewnatrzptytkowe szlaki sygnatowe inicjujgce uwolnienie substancji biologicznie
aktywnych z ziarnistosci a oraz ziarnistosci gestych & ptytek, miedzy innymi ADP, tromboksan,
fibrynogen oraz serotonine. Po uwolnieniu mediatory te wigzg sie ze specyficznymi
receptorami na powierzchni ptytek krwi i dziatajg jako dodatkowe aktywatory ptytek krwi.
W ten sposéb poprzez mechanizmy autokrynneiparakrynne wzmacniajg i amplifikujg proces
aktywacji ptytek krwi oraz rekrutujg kolejne, nowe ptytki krwi do procesu hemostatycznego

[21, 22, 27-31].
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Agregacja ptytek krwi

Aktywacji ptytek krwi towarzyszy ich agregacja, czyli taczenie sie ptytek w wieksze
konglomeraty. Wzajemne fgczenie sie ptytek jest mozliwe dzieki obecnosci naich powierzchni
receptora dla fibrynogenu GPllb-llla. Aktywowany receptor GPllb-llla wigze fibrynogen, za
posrednictwem ktérego dochodzi do utworzenia molekularnych mostkéw pomiedzy
agregujgcymi ptytkami krwi. Usieciowane poprzez fibrynogen ptytkikrwi tworzg ptytkowy czop

pierwotny [29, 32].

Srédbtonek naczyniowy

GPlIb/llla GPlIb/llla

Kolagen vWF DP
TXAZ Fibrynogen

GPla-lla GPlb-IX-V GPIIb/Illa

GPIIb/llla

—_—

Adhezja Aktywacja Agregacja
Zmiana ksztattu

Rycina 3. Proces hemostazy ptytkowej (w modyfikacji wtasnej) [33].

1.4. Hemostaza wtorna

Pierwotny czop ptytkowy powstaty w wyniku hemostazy pierwotnej jest nietrwaty,
dlatego do utworzenia stabilnego skrzepu niezbedne jest uruchomienie szlakow hemostazy
wtdérnej [34]. Hemostaza wtdérna jest procesem proenzymatycznym, w wyniku ktérego
nastepuje konwersja rozpuszczalnego fibrynogenu w nierozpuszczalngi trwatg siec fibryny,
ktéora wzmacnia agregacje ptytek krwi. W proces hemostazy wtdérnej zaangazowane s3

osoczowe czynniki krzepniecia [35].
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1.4.1. Czynniki krzepniecia

Czynniki krzepniecia to scisle ztozony uktad biatek odrywajgcy kluczowa role
w tworzeniu stabilnego skrzepu hemostatycznego. Wiekszo$¢ czynnikdw krzepniecia to
prekursory enzymoéw proteolitycznych, zwanych zymogenami, ktére kraza w formie
nieaktywnej. Prawie wszystkie czynniki krzepniecia syntetyzowane s3 w hepatocytach
watroby. Wyjatek stanowi czynnik VIII, ktéry jest wytwarzany gtdwnie przez sinusoidalne
komodrki $Srédbtonka watroby, a takie tkanke limfatyczng. Witasciwosci biochemiczne

czynnikéw krzepniecia warunkuja ich klasyfikacje na trzy gtéwne grupy:

e czynniki zalezne od aktywacji trombing: |, V, VIII oraz Xlll - wchodzg
w interakcje ztrombing; nie wystepujg w surowicy, poniewaz sg zuzywane

w procesie krzepniecia;

e czynniki zespotu protrombiny: II, VII, IX oraz X - sg syntetyzowane przy udziale

witaminy K;

e czynniki kontaktu: XI, XIl, prekalikreina oraz wielkoczgsteczkowy kininogen -
biorg udziat w poczatkowej aktywacji szlaku wewnetrzpochodnego, a do

aktywacji wymagajg kontaktu z ujemnie natadowang powierzchnig.

Fundamentalnym mechanizmem aktywacji wszystkich czynnikdw krzepniecia jest ich
specyficzna ograniczona proteoliza. W przypadku czynnikéw Il, VII, IX i X, witamina K stanowi
niezbedny kofaktor w procesie ich biosyntezy oraz aktywacji. W wyniku posttranslacyjnej
karboksylacji zaleznej od witaminy K, obecne w czgsteczkach biatek prekursorowych reszty
glutaminianowe zostajg przeksztatcone w reszty gamma-karboksyglutaminianowe. Na skutek
tej reakcji czynniki krzepniecia zalezne od witaminy K nabywajg zdolnosci d o wigzania jonéw
wapnia, co w konsekwencji umozliwia im wigzanie sie z wysokim powinowactwem z ujemnie

natadowanymi obszarami btony fosfolipidowej [36-41].
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1.4.2. Kaskadowy model krzepniecia

Oryginalny kaskadowy model krzepniecia po raz pierwszy zostat opisany przez Davie’a,
Ratnoffa i Macfarlane’a w latach 60. XX wieku. Zaprezentowany przez nich mechanizm
aktywacji uktadu krzepniecia oparty jest na dwdch wzajemnie powigzanych i zazebiajgcych sie
szlakach: szlaku zewnatrzpochodnym oraz wewngatrzpochodnym. Zgodnie z modelem
kaskadowym, po uruchomieniu procesu koagulacji przez ktérykolwiek z tych niezaleznych
szlakow, poszczegdlne czynniki krzepniecia sg kolejno aktywowane w kaskadzie amplifikadgji,
zwanej ,wodospadem”. W mysl tej koncepcji, krgzgce nieaktywne proenzymy lub zymogeny
czynnikow krzepniecia zostajg specyficznie aktywowane drogg ograniczonej proteolizy
poprzez aktywowany wczesniej czynnik krzepniecia. Aktywacja ta przebiegata nastepnie
stopniowo w dét kaskady, ostatecznie prowadzac do wytworzenia trombiny i utworzenia
usieciowanej fibryny [36, 42].

Szlak zewnatrzpochodny zostaje zapoczgtkowany w wyniku kontaktu osocza
zkomodrkami podsrédbtonkowymi. Po uszkodzeniu naczynia komdrki okotonaczyniowe
eksponujg i uwalniajg czynnik tkankowy (TF, ang. tissue factor), ktory wigze sie z nieaktywnym
czynnikiem VII i przeksztatca go w aktywng forme czynnika Vila. Kompleks TF-Vlla (znany
rowniez jako kompleks inicjujgcy) z kolei przeksztatca czynnik X w aktywowany czynnik X (Xa).
Nastepnie czynnik Xa wigze sie z aktywowanym czynnikiem V (Va) obecnym
w powierzchniowych fosfolipidach komérki, uruchamiajgc wspdlny dla obu szlakéw etap
kaskady krzepniecia [36, 43].

Szlak wewnagtrzpochodny jest inicjowany niezaleznie od szlaku zewngatrzpochodnego
poprzez aktywacje kontaktowg, a konkretnie przez kontakt osocza z dowolng powierzchnig
inng niz srédbtonek naczyniowy (np. z btong podstawng srédbtonka naczyniowego lub
z wtdknami kolagenowymi tkankitgcznej) w obszarze, w ktédrym nastgpito uszkodzenie naczyn.
Powierzchnie te stanowig rusztowanie do tworzenia kompleksu aktywacji kontaktowej, ktory
wymaga udziatu wielkoczgsteczkowego kininogenu (HMWK, ang. high-molecular weight
kininogen), prekalikreiny oraz czynnika XIl. W swojej nieaktywnej formie czynnik Xl posiada
niezbedng aktywnosc¢ katalityczng do przeksztatcenia prekalikreiny w kalikreine. Kalikreina
z kolei przeksztatca czynnik XIl w aktywowany czynnik Xl (Xlla). Nastepnie czynnik Xlla w przy
udziale wapnia aktywuje czynnik Xl i przeksztatca go do aktywnej formy Xla, ktéry nastepnie

aktywuje czynnik IX do IXa. W obecnoéci jonédw Ca** oraz fosfolipidédw aktywowany czynnik IX
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oraz jego kofaktor Vllla tworzg kompleks tenazy, ktorego gtdwng funkcjg jest aktywacja
czynnika X oraz inicjacja wspdlnego szlaku kaskady krzepniecia [43, 44].

Szlak wewnatrzpochodny oraz zewnatrzpochodny zbiegajg sie w procesie aktywacg;ji
czynnika X. Zainicjowany wspdlny szlak przebiega poprzez interakcje pomiedzy czynnikiem Xa
i kofaktorem Va, ktére wspdlnie z protrombing w obecnosci jondw wapnia oraz fosfolipidow
ptytkowych i tkankowych tworzg kompleks protrombinazy stymulujgcy konwersje
protrombiny do trombiny. W wyniku tej reakcji nastepuje przeksztatcenie krgzgcego
fiborynogenu w nierozpuszczalng fibryne oraz aktywacja czynnika Xl (Xllla), ktory
kowalencyjnie sieciuje polimery fibryny wbudowane w czop ptytkowy. W ten sposdb zostaje
uformowana sieé fibrynowa, ktéra stabilizuje pierwotny skrzep ptytkowy i tworzy ostateczny

wtdrny czop hemostatyczny [36, 44].

Rycina 4. Tradycyjny model kaskady krzepniecia (w modyfikacji wtasnej). PL — fosfolipidy
[39].
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Klasyczna teoria krzepniecia krwi jest szczegdlnie przydatna do zrozumienia testéow
krzepniecia in vitro, jednakze nie uwzglednia znaczacej roli powierzchni komdrkowych
w procesie krzepniecia in vivo. Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze szlak wewnatrzpochodny
moze zosta¢ aktywowany poprzez kontakt ze szktem, kaolinem lub generalnie z ujemnie
natadowang powierzchnig, co obecnie ma praktyczne zastosowanie w diagnostyce

laboratoryjnej oraz w interpretacji badan koagulologicznych [36, 44].

1.4.3. Nowa koncepcja teorii krzepniecia

Kaskadowy model krzepniecia pozostawat aktualny przez dtugi czas. Chociaz klasyczna
koncepcja krzepniecia jest prawidtowym modelem i stanowi znaczacy postep w rozumieniu
procesu koagulacji, to najnowsze obserwacje kliniczne i eksperymentalne pokazujg, ze
hipoteza ,kaskady” nie odzwierciedla w petni hemostazy w warunkach invivo. Krytyczne btedy
we wczesniejszych modelach krzepniecia doprowadzity do podjecia dalszych badan
i opracowania przez Monroe’a i Hoffman w 2001 roku komodrkowo-zaleznego modelu
hemostazy. Nowy model sugeruje interakcje czynnikéw krzepniecia z okreslonymi
powierzchniami koméreki skupia sie na odziatywaniach komérkowo-osoczowych dotychczas
niewyjasnianych przez tradycyjng kaskade krzepniecia. Zgodnie z tym zatozeniem, nie tylko
krazace biatka inicjujg aktywacje krzepniecia, ale takze rdzne komoérki, ktdre sg zrédtem
fosfatydyloseryny dziatajgcej jako katalizator reakcji proteolizy czynnikdow krzepniecia.
Obecnie model ten jest powszechnie akceptowany i uwazany za najlepiej opisujacy
mechanizm hemostazy wtérnej. Aktualne rozumienie procesu hemostatycznego uwzglednia
wzajemne powigzania procesow fizycznych, komérkowych oraz biochemicznych oraz
podwaza istnienie dwdch niezaleznych szlakéw (wewnatrz- i zewnatrzpochodnego) tak jak
wczesniej sadzono [44-46].

Komérkowy model krzepniecia krwi wyréznia cztery odrebne, naktadajgce sie fazy
procesu hemostatycznego: faze inicjacji, wzmocnienia propagacji oraz terminacji [45].

Zgodnie z komérkowym modelem krzepniecia, podstawowym inicjatorem krzepniecia
jest czynnik tkankowy. Faza inicjacji nastepuje po uszkodzeniu naczyr i rozpoczyna sie w chwili
uwolnienia do krgzenia czynnika tkankowego przez komérki posiadajace zdolnosé do ekspres;ji
TF, w tym komorki miesni gtadkich, komérki przydanki oraz fibroblasty. Odstoniety TF wigze

sie z krgzacym czynnikiem Vlla, tworzgc kompleks TF-Vlla, ktéry przeksztatca czynniki IX i X
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w ich aktywne formy IXa oraz Xa. Czynnik Xa nastepnie wigze sie ze swoim kofaktorem,
czynnikiem Va, ktéry zostat uwolniony z ziarnistosci alfa ptytek krwi podczas ptytkowej
aktywacji w wyniku adhezji do uszkodzonego tozyska naczyniowego. Powstaty kompleks
Xa-Va wigze sie z protrombing, generujgc niewielkg ilos¢ trombiny, niewystarczajgcg do
wytworzenia fibryny. Powstanie trombiny podczas fazy inicjacji jest Scisle kontrolowane przez
czynniki hamujgce. Na tym etapie kompleks TF-Vlla-Xa jest szybko hamowany przez inhibitor
szlaku czynnika tkankowego (TFPI, ang. tissue factor pathway inhibitor). Dodatkowo, czynnik
Xa oraz trombina zostajg neutralizowane przez inhibitor proteazy serynowej - antytrombine
(AT, ang. antithrombin). W fazie inicjacji powstajg jedynie $ladowe ilosci trombiny, a dalsze
wytwarzanie trombiny zalezy od powodzenia fazy propagacji [44, 47-49].

W drugiej fazie procesu krzepniecia, amplifikacji, zostaje ujawniony trombino-
centryczny charakter modelu komdrkowego, ktéry uwzglednia kluczowsa role trombiny we
wzmacnianiu aktywacji odpowiedzi hemostatycznej. Niewielka ilos¢ wytworzonej trombiny
w fazie inicjacji wspomaga aktywacje ptytek krwi zapoczatkowang na etapie hemostazy
pierwotnej poprzez wigzanie sie z receptorami aktywowanymi przez proteazy (PAR, ang.
protease-activated receptors) obecnymi na powierzchni komérek ptytek krwi. W wyniku
aktywacji tych receptoréw dochodzi do zmiany morfologicznej ptytek krwi oraz uwolnienia
substancji prokoagulacyjnych z ich ziarnistosci. Powstata trombina jest odpowiedzialna
rowniez za katalizacje proteolityczng czynnikow Xl oraz V do ich aktywnych form Xla oraz Va
na powierzchni ptytek krwi. Kolejng istotng funkcjg trombiny jest jej udziat w aktywaciji
czynnika VIII. Za posrednictwem niewielkiej ilosci trombiny dochodzi do rozszczepienia
krgzacego w osoczu kompleksu VIII-vWF poprzez odfgczenie czynnika von Willebranda
i uwolnienie aktywnego czynnika Vllla. Po dysocjacji, uaktywniony czynnik vVWF umozliwia
adhezje oraz agregacje ptytek do warstwy podsrédbtonkowej [45, 48-50].

W fazie propagacji nastepuje migracja duzejliczby ptytek krwi do miejsca uszkodzenia
oraz nagromadzenie na powierzchni ptytek krwi kluczowych czynnikdw uczestniczacych
w generacji znacznie wiekszych ilosci trombiny. Aktywowany podczas fazy inicjacji czynnik IX
wigze sie z czynnikiem Vllla, tworzgc kompleks tenazy. Z kolei zainicjowany kompleks tenazy
prowadzi do powstania duzej ilosci czynnika Xa. Aktywny czynnik Xa szybko tgczy sie
z czynnikiem Va, ktdry zostat zwigzany z powierzchnig ptytek krwi podczas fazy amplifikacji, co
w nastepstwie powoduje utworzenie kompleksu protrombinazy przeksztatcajgcego duze ilosci

protrombiny w trombine. Wygenerowany przez te mechanizmy tak zwany ,wybuch
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trombinowy”, polegajacy na wytworzeniu ogromnych ilosci trombiny, prowadzi do rozlegtej
stymulacji hemostazy. Powstate duze ilosci trombiny sg wystarczajgce do przeksztatcenia
fibrynogenu w fibryne oraz aktywacji czynnika Xlll do Xllla, ktéry polimeryzuje wtdkna fibryny
i stabilizuje skrzep fibrynowy. W przeciwienstwie do poprzednich modeli, najnowsze odkrycia
sugerujg, ze czynnik krzepniecia Xll nie jest potrzebny do tworzenia fibrynyinie ma istotnego
znaczenia dla prawidtowej hemostazy. Udowodniono, ze trombina powstata podczas fazy
inicjacji jest w stanie aktywowac czynnik XI bez wspétdziatania czynnika Xll, niemniej jednak
czynnik Xl jest niezbedny w dalszym w procesie fibrynolizy [45, 46, 49].

Faze terminacji definiuje sie jako ograniczenie zuzywania protrombiny oraz trwajacy
inaktywacje trombiny i innych enzymdw krzepniecia. W przebiegu fazy terminacji proces
krzepniecia zostaje ograniczony do miejsca uszkodzenia, zapobiegajgc w ten sposéb tworzenie
sie zakrzepodw. W procesie kontrolowania aktywacji krzepniecia zaangazowane sg cztery

naturalne antykoagulanty; TFPI, biatko C, biatko S oraz antytrombina [46, 50].

Rycina 5. Komdrkowy model aktywacji krzepniecia (w modyfikacji wtasnej) [42].
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1.5. Fibrynoliza

Fibrynoliza jest wysoce regulowanym procesem enzymatycznym, ktéry zapobiega
niepotrzebnemugromadzeniu sie fibryny wewngtrznaczyniowej oraz umozliwia rozpuszczenie
witdknika [51, 52].

W warunkach fizjologicznych fibrynoliza jest aktywowana w odpowiedzi na aktywacje
uktadu krzepniecia. Tworzenie fibryny zasadniczo inicjuje fibrynolize poprzez interakcje
poszczegdlnych komponentéw fibrynolitycznych. Elementami uktadu fibrynolizy sa:
plazminogen, aktywatory plazminogenu, inhibitory aktywatoréw plazminogenu oraz
inhibitory plazminy. Gtdwnym mediatorem procesufibrynolizy jest plazmina, ktéra odpowiada
za rozktad fibryny do rozpuszczalnych produktéw degradacji fibryny (FDPs, ang. fibrin
degradation products). W srodowisku wewnatrznaczyniowym plazmina wystepuje w postaci
plazminogenu, nieaktywnego zymogenu pierwotnie syntetyzowanego w watrobie. Istotnym
etapem aktywacji uktadu uktad fibrynolitycznego jest konwersja plazminogenu do aktywnej
postaci plazminy poprzez proteolityczne rozszczepienie pojedynczego wigzania peptydowego.
W aktywacji plazminogenu do plazminy posredniczg dwa gtéwne aktywatory typu proteaz
serynowych: tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA, ang. tissue plasminogen activator) oraz
aktywator plazminogenu typu urokinazy (u-PA, ang. urokinase-type plasminogen activator).
W pewnym przyblizeniu mozna przyja¢, ze aktywacja plazminogenu przez t-PA jest
odpowiedzialna za trombolize w tozysku naczyniowym. W przeciwienstwie do tego,
wytwarzanie plazminy wyzwalane przez u-PA zachodzi gtéwnie w tkankach i jest zwigzane
gtéwnie z przebudowg tkanek [39, 51-55].

Kluczowymi miejscami aktywacji fibrynolizy s3 powierzchnie fibryny, ktére modulujg
wigzanie plazminy. W ujeciu molekularnym, tromboliza jest warunkowana przez obecnosé
C- koricowych reszt lizyny, ktére tworzg sie na powierzchni fibryny podczas jej formowania.
Reszty lizyny sg rozpoznawane przez miejsca wigzania lizyny (LBSs, ang. lysine-binding sites)
zlokalizowane w obrebie domen plazminogenu oraz jego aktywatora t-PA. Taka struktura
aminokwasowa fibryny nie tylko umozliwia wigzanie skfadnikéw fibrynolizy, ale takze
znaczgco zwieksza aktywno$é proteolityczng t-PA, pod wptywem ktérego nieaktywny
plazminogen zostaje przeksztatcony w plazmine. Utworzenie tréjsktadnikowego kompleksu
sktadajgcego sie z aktywatora t-PA, plazminogenu oraz substratu (fibryny) powoduje

ukierunkowang, specyficzng degradacje fibryny [39, 51, 56].
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Aktywowana plazmina odpowiada za asymetryczng, postepujacg degradacje
fibrynogenu oraz fibryny, tworzac odrebne fragmenty biatkowe. Koncowymi produktami
degradacji fibrynogenu przez plazmine jest fragment E odpowiadajacy centralnej domenie
E oraz dwa fragmenty D odpowiadajgce domenom D. W przypadku degradacji fibryny
stabilizowanej czynnikiem Xlll powstaje fragment E, ale zamiast fragmentow D uwalniane s3g
dimery D-D, okreslane jako D-dimery. W proteolitycznej degradacji fibryny mogg réwniez
pojawiac sie rézne produkty posrednie (polipeptydy lub oligomery), znane jako produkty
degradacji sieciujgcej fibryny (XL-FDPs, ang. cross linking fibrin degradation products). Za
eliminacje z krgzenia fragmentow powstatych w wyniku trawienia fibrynogenu oraz fibryny

odpowiedzialna jest watroba [39, 57].

Rycina 6. Fizjologia procesu fibrynolizy (w modyfikacji wtasnej) [58, 59].
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1.6. Regulacja procesu hemostazy

Ukfad krzepniecia oraz fibrynolizy sg ze sobg wzajemnie powigzanei Scisle regulowane
poprzez mechanizmy zapewniajgce zrownowazong hemostaze. Warto podkresli¢, ze
krzepniecie krwi i fibrynoliza petnig funkcje uzupetniajacych, ale jednoczesnie konkurujacych
mechanizmdédw w procesie zachowania prawidtowego krazenia. Za prawidtowa regulacje
procesu hemostazy odpowiadajg dwa gtéwne ukfady: uktad antykoagulacyjny ograniczajacy
tworzenie fibryny oraz uktad antyfibrynolityczny zapobiegajacy systemowej proteolizie.
W warunkach fizjologicznych za utrzymanie rownowagi uktadu hemostatycznego

odpowiedzialne sg przede wszystkim inhibitory krzepniecia i fibrynolizy [39, 51, 60, 61].

Rycina 7. Elementy zapewniajgce réwnowage procesu hemostazy (w modyfikacji wtasnej)

[39].
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1.6.1. Regulacja procesu krzepniecia

Proces krzepniecia posiada swoiste elementy o charakterze antykoagulantéw, ktére
zostajg uruchamiane na kazdym etapie procesu krzepniecia, zapobiegajgc tym samym
wystepowaniu nadmiernej tendencji do tworzenie zakrzepdw. Istotny element zbilansowanej
hemostazy odgrywajg naturalnie wystepujace inhibitory krzepniecia, do ktérych naleza:
antytrombina, inhibitor szlaku czynnika tkankowego, uktad biatek C i biatek S oraz inhibitor
proteazy zaleznej od biatka Z/biatko Z [35, 36, 53, 62].

Gtéwnym i najwazniejszym inhibitorem krzepniecia jest antytrombina, bedaca
inhibitorem proteazy serynowej. Antytrombina utrudnia wytwarzanie fibryny poprzez
wigzanie i inaktywacje trombiny, czynnika 1Xa, Xa, Xla oraz Xlla. Aktywnos$¢ enzymatyczna
antytrombiny wobec wszystkich swoich substratéw wzrasta co najmniej 1000-krotnie
w obecnosci heparyny [36, 53, 61].

Inhibitor szlaku czynnika tkankowego (TFPI) jest kluczowym regulatorem fazy inicjacji
wytwarzania trombiny. TFPI jest syntetyzowany w komoérkach $rédbtonka naczyniowego
i uwalniany ze znajdujacych sie na powierzchni srddbtonka naczyniowego ptytek krwi
aktywowanych trombing. Wraz zinicjacjg procesu krzepniecia przez TF-Vlla nastepuje
natychmiastowa inaktywacja tego kompleksu przez TFPI. Sam TFPI ma niewielki wptyw na
czynnik Vlla. W pierwszej kolejnosci TFPI wigze sie z czynnikiem Xa, tworzac kompleks
TFPI-Xa, w ktérym FXa jest odwracalnie hamowany. Kompleks TFPI-Xa nastepnie wigze sie
z docelowym kompleksem TF-Vlla, tworzgc czwartorzedowy kompleks, w ktérym hamowany
sg zarowno czynnik Vlla, jak i Xa [53, 61].

Faza amplifikacji/propagacji krzepniecia krwi jest hamowana przez szlak biatka C, ktéry
sktada sie gtéwnie z czterech kluczowych elementdw: biatka C, trombomoduliny, receptora
srodbtonkowego biatka C oraz biatka S. Trombomodulina jest receptorem transbtonowym
wystepujacym na powierzchni komédrek srédbtonka naczyniowego, ktéra poprzez wigzanie
trombiny powoduje aktywacje biatka C do formy aktywowanego biatka C (APC, ang. activated
protein C). Aktywowane biatko C wraz z biatkiem S jako kofaktorem inaktywuje czynniki Va
oraz Vllla, regulujgc w ten sposdb faze amplifikacji i propagacji krzepniecia. Biatko C jest
proteaza serynowg o silnych witasciwosciach przeciwzakrzepowych, profibrynolitycznych
i przeciwzapalnych. Z kolei biatko S dodatkowo uczestniczy w bezposrednim, odwracalnym

hamowaniu kompleksu protrombinazy. Istotnym elementem szlaku biatka C jest réwniez
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receptor srodbtonkowy biatka C, ktéry jest receptorem przezbtonowym, wspomagajgcym
i dodatkowo stymulujgcym aktywacje biatka C [36, 53, 63].

Inhibitor proteazy zwigzany z biatkiem Z (ZPl, ang. protein Z-dependent protease
inhibitor) jest niedawno poznanym sktadnikiem uktadu antykoagulacyjnego. Syntetyzowany
jest watrobie. Rolg tego inhibitora jest hamowanie czynnika Xa w reakcji wymagajgcej biatka

Z oraz wapnia [36].

1.6.2. Regulacja procesu fibrynolizy

Podobnie jak proces krzepniecia, aktywnos¢ uktadu fibrynolitycznego jest Scisle
regulowana przez szereg kofaktoréw, inhibitoréw oraz receptoréow. Inhibitory fibrynolizy
stanowig kluczowy element zapobiegajgcy nadmiernej i nieuregulowanej aktywnosci
plazminy. Fibrynoliza kontrolowana jest poprzez nastepujace elementy: (1) inhibitory
aktywatora plazminogenu, ktére zapobiegajg aktywacji i konwersji plazminogenu do plazminy;
(2) bezposrednie inhibitory plazminy oraz (3) modulatory fibryny, metaloproteinazy.
W warunkach fizjologicznych proces fibrynolizy jest kontrolowany przez cztery gtdwne
inhibitory: inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1, ang. plasma activator inhibitor
type 1), az- antyplazmine, ax-makroglobuline orazinhibitor fibrynolizy aktywowany trombing
(TAFI, ang. thrombin activatable fibrinolysis inhibitor) [51, 61].

Inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 jest silnym inhibitorem fibrynolizy. Poznano
trzy typy PAI, ale za gtéwny inhibitor fizjologiczny uwaza sie PAl typu 1. PAl-1 jest glikoproteing
nalezgcy do rodziny serpin i jest syntetyzowany przez rézne komorki, w tym megakariocyty,
komérki sréodbtonka naczyniowego, hepatocyty i adipocyty. Inhibitor ten w wyniku
nieodwracalnego wigzania i inaktywacji aktywatorow plazminogenu t-PA oraz u-PA zapobiega
aktywacji plazminogenu, co w konsekwencji hamuje gtéwna reakcje uktadu fibrynolitycznego-
konwersje plazminogenu do plazminy [61, 64].

az-antyplazmina jest gtéwnym fizjologicznym inhibitorem plazminy wystepujgcym
w osoczu. Jest to krgzaca glikoproteina nalezgca do grupy serpin, syntetyzowana gtéwnie
w watrobie. Funkcjg antyfibrynolityczng aj-antyplazminy jest bezposrednie wigzanie
i hamowanie plazminy poprzez tworzenie kompleksu plazmina-antyplazmina (PAP, ang.

plasmin-antiplasmin  complex) w stosunku stechiometrycznym 1:1. Dodatkowo,
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0,- antyplazmina moze by¢rekrutowanai kowalencyjnie inkorporowana w struktury wiéknika
podczas sieciowania fibryny, czynigc skrzep bardziejodpornym na fibrynolize [51, 61, 65-67].

ax-makroglobulina uwazana jest za wtdrny i rezerwowy inhibitor plazminy, dziatajac
jako ,druga linia obrony” w przypadkach intensywnej aktywacji i generacji plazminy. Oprécz
swojej zdolnosci do bezposredniego hamowania plazminy, a;-makroglobulina uczestniczy
rowniez w inaktywacji t-PA, u-PA, APC oraz kalikreiny [39, 61, 68].

Innym waznym regulatorem fibrynolizy jest inhibitor fibrynolizy aktywowany
trombing. TAFI jest karboksypeptydazg syntetyzowang w watrobie i aktywowang przez
trombine w obecnosci trombomoduliny. Aktywowana proteaza TAFI odszczepia C-koncowe
reszty lizyny z powierzchni fibryny, zmniejszajgc w ten sposéb liczbe dostepnych miejsc
wigzania plazminogen. W ten sposéb TAFI skutecznie blokuje wigzanie plazminogenu
z fibryng, hamuje aktywacje plazminogenu przez t-PA i w konsekwencji ogranicza degradacje

fibryny [51, 67].
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2.Rak piersi

2.1 Definicja

Rak piersi jest heterogennym nowotworem ztosliwym charakteryzujgcym sie
niekontrolowanym i niepohamowanym rozrostem nieprawidtowych komaérek nabtonkowych
gruczotu piersiowego. Rak piersi jest niezwykle istotnym problemem zdrowotno-spotecznym
i stanowi ogromne wyzwanie dla zdrowia publicznego w skali globalnej. Jest to najczesciej
wystepujgcy nowotwor oraz gtéwna przyczyna zgonu u kobiet na Swiecie. Wyrdzniajaca cecha
tego nowotworu jest odmienny przebiegkliniczny oraz r6zna odpowiedz na leczenie, pomimo
wspodlnych cech histopatologicznych w momencie rozpoznania. Badania podtoza
molekularnego sugerujg, ze rak piersi to zbidor chordb o zmiennym podfozu molekularnym,
ktore moduluje odpowied? terapeutyczng, przezycie wolne od choroby oraz przezycie

catkowite [69-73].

2.2. Epidemiologia raka piersi w Polsce i na $wiecie

W SsSwietle aktualnych danych epidemiologicznych rak piersi jest najczesciej
diagnozowanym nowotworem i wiodgcg przyczyngzgondw z powodu choroby nowotworowej
u kobiet na catym $wiecie. Wedtug danych opublikowanych przez Swiatowg Organizacje
Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) w ramach GLOBOCAN liczba nowych
pacjentek zrozpoznanym rakiem piersi w 2020 roku wynosita 2261 419 przypadkéw. W ujeciu
globalnym odsetek zachorowan na raka piersi w poréwnaniu z innymi czesto wystepujgcymi
nowotworami wynosi 24,5%, co sugeruje, ze co czwarty ztosliwy nowotwér u kobiet jest
diagnozowany jako rak piersi. Surowy i standaryzowany wedtug wieku wspdtczynnik
zachorowalnosci na raka piersi wynosity odpowiednio 58,5 i 47,8/100 000 osbb. Sposréd
wszystkich krajow najwiekszg liczbe przypadkéw raka piersi odnotowano w Chinach,
stanowigcych okoto 18,4% wszystkich przypadkdow raka piersi na Swiecie, a nastepnie w USA,
gdzie odnotowano 11,8% wszystkich zdiagnozowanych incydentdw raka piersi.
Standaryzowane wedtug wieku wspdtczynniki zachorowalnosci w poszczegdlnych krajach
réznity sie ponad trzykrotnie, od 113,2/100 000 oséb w Belgii do 35,8/100 000 oséb w Iranie.
W pordwnaniuze $Srednim wspoétfczynnikiem zachorowalnosci dla populacji ogdlnoswiatowej,

w krajach wysoko rozwinietych, takich jak Belgia, Dania, Australia, USA, Wielka Brytania

28



i Wiochy wspdtczynniki zachorowalnosci byty znacznie wyzsze, z kolei kraje rozwijajgce sie,
takich jak Iran, Chiny, Meksyk, Kamerun, i Kostaryka charakteryzowaty sie znacznie nizszymi
wskaznikami zachorowalnosci. Wedtug stanu na koniec 2020 roku, w okresie ostatnich 5 lat
taczna ilos¢ kobiet zmagajaca sie rakiem piersi wynosita 7,8 milionéw [74, 75].

Od kilku lat smiertelnos¢ z powodu raka piersi stanowi najwiekszy odsetek zgondow
nowotworowych wsréd kobiet na catym Swiecie. Zarejestrowana liczba zgonow
spowodowanych nowotworem piersi w 2020 roku wyniosta 684 996, co stanowi 15,5%
wszystkich zgondw nowotworowych u kobiet. Surowe i standaryzowane wedtug wieku
wspotczynniki umieralnosci z powodu raka piersi wynosity odpowiednio 17,7 i 13,6/100 000
0s6b standardowej populacji $wiata. Podobnie jak w przypadku zachorowalnosci, najwiecej
zgondw z powodu raka piersi zarejestrowano w Chinach oraz USA, gdzie odnotowano
odpowiednio 17,1% oraz 6,2% wszystkich zgonéw z powodu raka piersi. W przeciwienstwie do
wskaznikow zachorowalnosci, wyzsze wskazniki umieralnosci wystepowaty w wiekszosci
krajow nierozwinietych lub rozwijajacych sie [74, 75].

Podobnie jak w przypadku populacji ogdlnoswiatowej, rak piersi jest najczesciej
wystepujacym nowotworem ztosliwym rozpoznawanym u kobiet w Polsce. Wedtug
najnowszych danych pochodzgcych z Krajowego Rejestru Nowotwordéw, w 2020 roku
odnotowano 17 511 nowo zdiagnozowanych przypadkdw raka piersi. W poréwnaniu zinnymi
powszechnymi nowotworami, rak piersi jest diagnozowany u 23,8% kobiet z rozpoznang
chorobg nowotworowag. Zgodnie z surowym wspoéfczynnikiem zachorowalnosci, aktualnie na
kazde 100 000 osdb polskiej populacji przypada 88,4 zachorowan na raka piersi. W Polsce rak
piersi stanowi drugg, zaraz po raku ptuc, najczestszg nowotworowg przyczyne smierci wéréd
kobiet. W 2020 roku z powodu raka piersi zmarto facznie 6 956 kobiet, a wskazniki
Smiertelnosci z powodu tego nowotworu wynosit Srednio 35,1/100 000 os6b populacji polskiej
[76].

W ciggu ostatnich kliku dekad obserwuje sie rosngcy trend liczby zachorowanh oraz
zgonow z powodu raka piersi. Dalekosiezne prognozy wskazujg, ze w 2070 roku globalna liczba

nowo rozpoznanych przypadkéw raka osiggnie 4,4 miliona w skali roku [75].
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2.3. Patogeneza raka piersi

Etiologia raka piersi nie jest w petni poznana. Na rozwdj raka piersi moze wptywac wiele
wzajemnie powigzanych czynnikow, takich jak predyspozycje genetyczne, uwarunkowania
srodowiskowe, a takze status hormonalny [77].

W ujeciu histologicznym, nowotwor piersi wywodzi sie z nieprawidtowych komaérek
zrazikow lub przewodow piersi. W wieloetapowym procesie nowotworzenia prawidtowe
komoérki gruczotu piersiowego przechodzg transformacje kolejno poprzez etapy hiperplazji,
atypowego rozrostu, przedinwazyjnego raka in situ i ostatecznie przyjmujg postaéinwazyjna.
Na poziomie molekularnym, rak piersi jest konsekwencjg szeregu zdarzerh molekularnych oraz
obecnosci wielokrotnie powtarzajgcych sie mutacji komdérkowych powstatych w wyniku
dziatania czynnikdw genetycznych, sSrodowiskowych oraz modyfikacji epigenetycznych
wptywajacych na ekspresje gendw. Dziatanie czynnikdéw rakotwdrczych prowadzi do
niestabilnosci genomu, o czym Swiadczg mutacje genéw somatycznych, zmiany liczby kopii
i rearanzacje strukturalne chromosomoéw. Niestabilno$¢ genomu jest spowodowana
defektamiw naprawie uszkodzen DNA, transkrypcji, replikacji DNA oraz mitotycznej segregadji
chromosomoéw. Nowotworowa transkrypcja gendw prowadzi do zaburzed szlakéw
biochemicznych regulujgcych podstawowe funkcje komdrkowe, co manifestuje sie wzrostem
guza nowotworowego i powstawaniem przerzutéw do narzadow odlegtych. [71, 72, 78].

Proces karcenogenezy odpowiedzialny za rozwdj raka piersi mozna podzieli¢ na trzy
kolejno postepujgce po sobie etapy:

Inicjacja

W wyniku ekspozycji komodrek gruczotu piersiowego na czynniki kancerogenne lub
w wyniku powstania samoistnych modyfikacji genetycznych dochodzi do pojawienia sie
powtarzalnych, permanentnych mutacji genowych w sekwencji DNA. Prosta pojedyncza
mutacja nie wystarczy do powstania nowotworu, dlatego zgodnie z hipotezg ,wielokrotnych
uderzen” nowotwor jest wynikiem nagromadzonych w komdrce licznych mutacji DNA.
W prawidtowych warunkach komérki posiadajg zdolnos¢ naprawy uszkodzonego DNA lub
mozliwo$¢ uruchomienia szlaku apoptozy. Natomiast jezeli uszkodzenie to nie zostanie
naprawione w fizjologicznych procesach komdérkowych lub komérka nie wejdzie na szlak
apoptozy, powstata zmiana w materiale genetycznym zostaje utrwalona. Mutacje

odpowiedzialne za proces nowotworzenia zachodzg przede wszystkim w kluczowych genach
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kodujacych biatka regulujgce proliferacje komdrek i apoptoze. Zmiany te sg zwykle trwate
i nieodwracalne. W pierwszej kolejnosci w wyniku zaburzen w materiale genetycznym
dochodzi do inaktywacji genéw supresorowych nowotworu (np. p53, BRCA1, BRCA2, TP53,
PTEN, CDKNZ2A, cyklina D i kaspaza 8) lub aktywacji protoonkogenéw w onkogenach (HER2,
c-myc). Mutacje te kumulujg sie w zainicjowanych komodrkach z kazdym nowym cyklem
replikacji DNA i skutkujg rozregulowaniem biochemicznych szlakéw sygnatowych zwigzanych
z proliferacja, przezyciemiréznicowaniem komérek. Klonalna akumulacja komérek prowadzi

histologicznie do rozrostu przewodowego, poczagtkowo bez atypii.

Promocja

W tej fazie nastepuje selektywna klonalna ekspansja populacji zainicjowanych
komodrek. Komérki te sg zdolne do autokrynnej stymulacji proliferacji komérkowej w wyniku
wydzielania czynnikdw wzrostu takich jak EGF, IGF, VEGF, PDGF, transformujgcy czynnik
wzrostu a (TGF-a, ang. transforming growth factor alpha) oraz czynnikindukowany hipoksjg 1
(HIF-1 ang. hypoxia-inducible factor 1) i lub rekrutacji komadrek zapalnych i zrebowych w celu
produkcji tych czynnikdbw. W wyniku intensywnej klonalnej proliferacji zainicjowanych
komoérek, powstate w fazie inicjacji uszkodzenia w materiale genetycznym zostaja przekazane
komoérkom potomnym co prowadzi do utrwalenia mutacji. Dodatkowo, komorki rozwija
mechanizmy pozwalajgce unikng¢ uktadu odpornosciowego poprzez neutralizacje limfocytow
i makrofagdw. Progresja stanowi faze pomiedzy zmiang przednowotworowg a rozwojem raka
inwazyjnego. Histologicznie stwierdza sie atypie jgdrowa niskg aktywnos¢ mitotyczng, a takze

nacieki limfocytarne oraz markery proliferacji naczyn.

Progresja

Proces transformacji nowotworowej na tym etapie osigga punkt kulminacyjny.
Progresja nowotworu obejmuje ekspresje fenotypu ztosliwego i tendencje komorek ztosliwych
do nabywania z czasem co raz bardziej agresywnych cech. Charakterystyczng cechg fenotypu
ztosliwego jest sktonnos¢ do niestabilnosci genomu i niekontrolowanego wzrostu. Zmutowane
komérki nowotworowe nabywajg cech niesmiertelnosci oraz zdolnosci do niekontrolowanej
proliferacji, naciekania i przerzutowania. Wigze sie to z szybkim wzrostem s$rednicy guza,
w ktorym komérki moga ulegac dalszym mutacjom o potencjale inwazyjnymi przerzutowym.
Charakter przerzutowy jest zwigzany przede wszystkim ze zdolnoscia komorek

nowotworowych do wydzielania proteaz, ktére umozliwiajg inwazje poza bezposrednig
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lokalizacje guza pierwotnego. Fenotypowo sg to nowotwory opisywane jako in situ oraz

nowotwory inwazyjne [79-84].

Rycina 8. Anatomia piersi oraz patofizjologia raka piersi na poziomie histologicznym
i molekularnym (w modyfikacji wtasnej) [78, 85].
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2.4. Czynniki ryzyka raka piersi

Patogeneza raka piersijest ztozona wieloczynnikowa. Obecnie wiadomo, ze na rozwdj

raka piersi wptywa wiele réznych czynnikéw. Czynniki ryzyka raka piersi ze wzgledu na

mozliwo$¢ zmiany uwarunkowan osobniczych mozna podzieli¢ na czynniki modyfikowalne

i niemodyfikowalne. Czynniki modyfikowalne stanowig cechy, w przypadku ktérych mozliwe

staje sie bezposrednie lub posrednie dziatanie minimalizujgce ryzyko rozwoju choroby. Z kolei

czynniki niemodyfikowalne to cechy, wobec ktérych nie mozna podja¢ zadnych interwencji

w celu zmniejszenia prawdopodobienstwa wystgpienia raka piersi w przysztosci [86, 87].

Tabela 2. Modyfikowalne i niemodyfikowalne czynniki ryzyka raka piersi [88].

Czynniki modyfikowalne Czynniki niemodyfikowalne

Hormonalna terapia wieku
menopauzalnego

Doustna antykoncepcja

Nadwaga/otytosé

Palenie tytoniu

Nadmierne spozywanie alkoholu

Brak aktywnosci fizycznej

Brak karmienia piersig

llo$¢ porodow

Narazenie na chemikalia

Pte¢ zenska

Wiek > 50 lat

Historia rodzinna

Mutacje genetyczne

Rasa/pochodzenie etniczne

Czas i okres miesigczkowania

Gestos$é tkanki gruczotowej

Wczesniejsza historia raka piersi

Nienowotworowe choroby piersi
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2.5. Klasyfikacja raka piersi

Rak piersi jest wybitnie heterogenng grupa chordéb o zrézinicowanym wygladzie
morfologicznym, fenotypie molekularnym, zachowaniu biologicznym, a takie odmiennej
odpowiedzi na leczenie. W celu uporzgdkowania i usystematyzowania niejednorodnych
postaci raka piersi opracowano szereg algorytmow i systemow klasyfikacji raka piersi. Petna
klasyfikacja obejmuje ocene typu histologicznego, stopnia ztosliwosci histologicznej, stopnia
zaawansowaniaklinicznego, statusu receptoréow hormonalnych oraz markera proliferacji Ki67.
Diagnostyka i rozpoznanie patomorfologiczne raka piersi powinno opierac sie na fragmencie
tkanki pobranej za pomoca biopsji gruboigtowej i zosta¢ ustalone zgodnie z klasyfikacjg
Swiatowej Organizacji Zdrowia. Doktadne rozréznienie poszczegdlnych podtypéw jest
niezwykle istotne ze wzgledu na odmienne rokowanie oraz determinacje wyboru

odpowiedniego, spersonalizowanego leczenia [71, 89-93].

Rycina 9. Rozpoznanie i klasyfikacja raka piersi [91-93].
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2.5.1. Klasyfikacja histologiczna

Klasyfikacja histologiczna uwzglednia mikroskopowg analize cech morfologicznych
komodrek nowotworowych takich jak wielkos$é, ksztatt oraz architektura, stosujgc kryteria
okreslone przez wytyczne WHO. Identyfikacja histologicznego typu raka piersi opiera sie na
rutynowym barwieniu hematoksyling-eozyng i doktadnej analizie mikroskopowej bioptatu
tkanki piersiowej uzyskanej podczas zabiegu biopsji gruboigtowej. Analiza patomorfologiczna
dostarcza informacji na temat tekstury, rozmiaru, ksztattu, organizacji, interakcji i uktadu
przestrzennego jgder. Dodatkowo analizowana jest zmiennos$¢ wewnatrz, gestos¢ i ogdélna
struktura i architektura tkanki. W szczegdlnosci istotne sg informacje dotyczace cech jader,
ktdre sg niezbedne do rozrézinienia komérek nienowotworowych od komérek rakowych.
Natomiast informacje dotyczgce struktury tkanki sg istotne dla rozréznienia komérek raka in
situ od inwazyjnych. Analiza histologiczna pozwala rdwniez ustali¢ czy wykryty guz jest guzem
pochodzgcym z przewodow czy zrazikdw oraz ocenié czy zmiana nowotworowa ogranicza sie
do nabtonkowej czesci piersi czy nacieka otaczajacy go zreb. Wedtug najnowszej edycji
klasyfikacji WHO, raki piersi zostat podzielony na 19 rdinych gtdwnych podtypdw
histologicznych. Klasyfikacja uwzglednia tagodne i ztosliwe nowotwory piersi pochodzenia
nabtonkowego, mezenchymalnego, widknisto-nabtonkowego, nowotwory neuroendokrynne,
nowotwory brodawki piersi i guzy otoczki sutkowej, a takze chtoniaki piersi i zmiany
przerzutowe w gruczole sutkowym. Najczestszg postacig nowotworu piersi jest inwazyjny rak
bez specjalnego typu (NST, ang. invasive carcinoma of no special type), dawniej nazywany
inwazyjnym rakiem przewodowym, wystepujacy z czestoscig 70-80% wszystkich przypadkow
raka piersi. Podtyp ten charakteryzuje sie duzym zréznicowaniem pod wzgledem morfologii
komodrek nowotworowych oraz obecnoscig struktur kanalikowych lub gruczotowych, jednakze
rozpoznawany jest jako nowotwdr, ktérego nie mozna zaklasyfikowaé do zadnego ze
specjalnych typow histologicznych. Drugim pod wzgledem czestosci wystepowania jest
inwazyjny rak zrazikowy (ILC, ang. invasive lobular carcinoma), obejmujgcy okoto 10%
wszystkich zachorowan. Ta posta¢ nowotworu jest zaliczana do specjalnych typéw raka piersi
i charakteryzuje sie matg rdznorodnoscig komdrek nowotworowych, bardzo czestg ekspresjg
receptoréw steroidowych i niezwykle rzadkg nadekspresjg receptora ludzkiego naskérkowego

czynnika wzrostu 2 (HER2, ang. human epiedermal receptor 2). Do pozostatych najczestszych
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specjalnych podtypdéw raka piersi nalezg: rak metaplastyczny, rak $sluzowy, rak sitowaty oraz

rak cewkowy [88, 92, 94-98].

Tabela 3. Uproszczona klasyfikacja histologiczna raka piersi wedtug wytycznych WHO z 2019 r.
[92].

Zmiany tagodne/prekursorowe Zmiany inwazyjne/ nowotwory naciekajace

Rak przewodowy in situ Inwazyjny rak bez specjalnego typu
Rak zrazikowy in situ Inwazyjny rak zrazikowy
Zwykta hiperplazja przewodowa Rak cewkowy
Zmiany walcowatokomédrkowe Rak sitowaty
Atypowa hiperplazja przewodowa Rak sluzowy
Zmiany brodawkowe Rak metaplastyczny
Gruczolistosc¢ i gruczolaki Rak onkocytarny
Inne Inne

2.5.2. Ocena stopnia ztosliwosci histologicznej

Ocena stopnia ztosliwosci histologicznej (G, ang. grade) zostata wprowadzona ze
wzgledu na znaczne zréznicowanie cech biologicznych nowotworéw piersi w obrebie tego
samego typu histologicznego przy braku charakterystycznych cech morfologicznych.
Rekomendowang klasyfikacja stosowang do prawidtowej oceny stopnia ztosliwosci
histologicznej jest zalecana przez WHO klasyfikacja Blooma-Richardsona-Scarffa w modyfikadji
Elstona-Ellisa. System klasyfikacji stopnia ztosliwosci histologicznej pozwala okresli¢ stopien
homologii analizowanych komérek nowotworowych z komdérkami prawidtowymi. Oparty jest
na mikroskopowej ocenie trzech elementéw morfologicznych: (1) stopnia zréznicowania
wyrazonego przez ilos¢ utworzonych kanalikéw lub gruczotéw; (2) pleomorfizmu jgdrowego
wyrazonego poprzez poréwnanie jader komdrek nowotworowych z sgsiadujgcymi
prawidtowymi komdrkami nabtonka piersi; oraz (3) aktywnosci mitotycznej wyrazonej przez
liczbe figur mitotycznych w przeliczeniu na 10 pdl widzenia. Kazda cecha jest oceniana
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w systemie tréjstopniowym, a ostateczny stopien G1, G2 lub G3 jest ustalany poprzez dodanie
indywidualnych ocen. Stopien ztosliwosci histologicznej guza odzwierciedla potencjalng

agresywnosc raka piersi i jest silnym czynnikiem prognostycznym [89, 97-99].

Tabela 4. Ocena stopnia ztosliwosci histologicznej raka piersi [92, 98, 100].

Cecha Punktacja

Stopien formowania cewek i gruczotéw

>75% 1
10-75%
<10%

Pleomorfizm jadrowy (stopien atypii jadrowej)

Mate, regularne, jednorodne 1
Umiarkowanie powiekszone i niejednorodne
Wyraznie pleomorficzne

Liczba figur podziatowych komoérek raka (aktywnos¢ mitotyczna)

Zalezy od wielkosci pola widzenia mikroskopu 1-3

Stopien ztosliwosci histologicznej

2.5.3. Klasyfikacja stopnia zaawansowania klinicznego

Najszerzej stosowanym systemem oceny stopnia zaawansowania raka piersi jest
system TNM opublikowany przez American Joint Committee on Cancer (AJCC). System
klasyfikacji TNM w swojej ocenie uwzglednia nastepujace cechy anatomiczne: wielko$é guza
(T); stan regionalnych weztéw chtonnych (N) oraz obecnos¢ przerzutéw do odlegtych weztéw
chtonnychi/lub narzgdéw (M) do odlegtych weztdw chtonnych i/lub narzagdéw. Wielkos¢ guza
ocenia sie mikroskopowo, mierzgc najwiekszg $rednice guza, z kolei obecnosé przerzutéw
wykrywa sie za pomocg badan obrazowych, a nastepnie weryfikuje przy uzyciu biopsiji.
Prawidtowa ocena wszystkich elementéw klasyfikacji TNM pozwala okresli¢ odpowiedni
stopie zaawansowania nowotworu piersi, ktéry obecnie stanowi najwazniejszy czynnik
prognostyczny. Precyzyjne ustalenie odpowiedniego stopnia zaawansowania raka piersi jest
kluczowe podczas podejmowania decyzji dotyczgcych kontroli choroby miejscowej, a takze dla
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okreslenia wartosci leczenia systemowego. Generalnie wyrdznia sie pie¢ stopni
zaawansowaniaklinicznego raka piersi od stopniaOdo stopnia IV, przy czym stopien 0 opisuje
nowotwory nieinwazyjne, ktére ograniczajg sie do pierwotnej lokalizacji, a stopien IV opisuje
nowotwory inwazyjne o charakterze przerzutowym [94, 97, 98].

Ponadto, w najnowszym, ésmym wydaniu klasyfikacji AJCC, oprdcz zachowania
tradycyjnej klasyfikacji anatomicznej, uwzglednionoréwniez dodatkowe zmienne biologiczne
i molekularne. Wprowadzono prognostyczny system oceny stopnia zaawansowania, ktéry
uwzglednia stopief zaawansowania nowotworu oraz status receptora estrogenowego (ER,
ang. estrogen receptor), progesteronowego (PR, ang. progesterone receptor) oraz status

onkogenu HER2 w celu lepszego odzwierciedlenia i przewidywania rokowania raka piersi

[101].

Tabela 5. Klasyfikacja oceny stopnia zaawansowania [92].

Stopien Subkategoria TNM Opis

0 Tis
NO Rak in situ
MO

| A T1
NO Guz £ 2 cm i wezly chtonne niezajete
MO

B TO lub T1 Guz nieobecny lub guz €2 cmz 1-3

N1mi mikroprzerzutami do regionalnych weztéw
MO chfonnych

I A TO lub T1 ) .
N1 Guz nieobecny lub guz <2 cmz 1-3 przerzutami
MO do regionalnych weztéw chfonnych
T2 . N . .
NO Guz >2 cr.n i <5 cm z niezajetymi weztami
MO chtonnymi

B T2 . .
N1 Guz >2cmi<5cmz 1-3 przerzutami do
regionalnych weztéw chtonnych

MO
T3
NO Guz >5 cm z niezajetymi weztami chfonnymi
MO
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1} A TO-T3
Guz kazdej wielkosci z 4-9 przerzutami do

E/IZO regionalnych weztéw chtonnych
T3 i .
N1 Guz >5cm z 1-3 przerzutami do regionalnych
weztéw chtonnych
MO
B T4 Guz kazdej wielkosci, naciekajgcy sciane klatki
NO-N2 piersiowej i skore, z < 9 przerzutami do
MO regionalnych weztéw chtonnych
C Kazde T Obecny guz z 2 10 przerzutami do regionalnych
N3 weztéw chtonnych lub do wezta
MO nadobojczykowego lub >3 do weztéw pachowych
i piersiowych wewnetrznych
v Kazde T
Kazde N Obecne przerzuty do odlegtych narzadéw
M1

2.5.4. Klasyfikacja molekularna

W dobie wspdtczesnej medycyny, rutynowo oznaczane elementy badania
patomorfologicznego wydajg sie niewystarczajgce do prognozowania przebiegu klinicznego
raka piersi, co utrudnia podjecie wtasciwych decyzji terapeutycznych. Zréznicowany przebieg
kliniczny nowotworéw o podobnych cechach morfologicznych wynika z ich odmiennego
profilu genowego. Grupy gendw odpowiedzialne za segregacje podtypéw molekularnych raka
piersito geny zwigzane z ekspresjg receptorow estrogenowych, progesteronowych, HER2 oraz
regulatora proliferacji komorek Ki67. Badanie ekspresji tych genéw pozwolito na identyfikacje
pieciu podtypdw molekularnych raka piersi, takich jak: luminalny A, luminalny B HER2 dodatni,
luminalny B HER2 ujemny, nieluminalny HER2 dodatni oraz potrdjnie ujemny Podtypy te,
rdznigce sie wzorcami ekspresji gendw, odzwierciedlajg indywidualny fenotyp, rokowanie oraz
planowanie i determinacje odpowiedniego leczenia systemowego [96, 98].

Klasyfikacja molekularna zostata pierwotnie zdefiniowana na podstawie profilowania
ekspresji genéw przy uzyciu techniki mikromacierzy cDNA, natomiast w rutynowej
diagnostyce okreslenie odpowiednich podtypdéw biologicznych oparte jest o wykorzystanie
prostszych technikimmunohistochemicznych (IHC, ang. immunohistochemistry) analizujgcych
status receptora estrogenowego, progesteronowego, HER2 oraz obecnos¢ markera

proliferacji Ki67 [94, 96].
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Typ luminalny A jest najczesciej wystepujgcym podtypem molekularny, stanowigcym
okoto potowe nowo zdiagnozowanych przypadkéw raka piersi. Charakteryzuje sie wysoka
ekspresjg gendw zwigzanych z aktywnoscig receptorow estrogenowych i jednoczesnie niskg
ekspresjg genéw zwigzanych z proliferacjg oraz genéw zwigzanych z ekspresjg receptora HER2.
Wedtug ostatniej aktualizacji St. Gallen z 2013 roku profil immunohistochemiczny tego
podtypu okreslono jako: ER(+) (21%), wysoka ekspresja PR (220%), HER2(-) (£10%) oraz niski
poziom Ki67 (<20%). Ponadto nowotwory w tym podtypie majg cechy nabtonkowych komdrek
Swiatta przewoddw (luminalnych), takie jak wysoka ekspresja cytokeratyny. Luminalne
nowotwory piersi typu A obejmujg szeroka game wariantdw o niskim stopniu ztosliwosci
histologicznej, takie jak rak NST, cewkowy, sitowaty, sluzowy oraz klasyczny ILC. Na ogdt
nowotwory luminalne A wigzg wigze sie z bardzo korzystnym rokowaniem, tagodniejszym
przebiegiem klinicznym i wykazujg mniejszg czestos¢ zajecia weztéw chtonnych. Co wiecej, ze
wzgledu na obecnos¢ receptoréw hormonalnych (ER oraz PR), pacjentki z tym nowotworem
odnoszg korzysci z terapii hormonalnych, zaréwno z uzyciem selektywnych modulatoréw
receptoréw estrogenowych, jak i inhibitorow aromatazy [96, 98].

Typ luminalny B odpowiada za okoto 20-30% przypadkdéw inwazyjnego raka piersi.
Podtyp ten mozna podzieli¢ immunofenotypowo na rak luminalny B HER2 ujemny: ER(+)
(21%), PR(-) lub <20%, HER2(-) (<10%) i wysoki poziom Ki67 (220%); lub rak luminalny B HER2
dodatni: ER(+) (21%), HER2(+) (>10%) oraz dowolny poziom PR i Ki67. Ta jednostka
molekularna zazwyczaj charakteryzuje sie umiarkowanym stopniem ztosliwosci histologicznej,
obejmujgcym wiekszos¢ nowotworow NST. Ponadto, rak luminalny B wigze sie z mniej
korzystnym rokowaniem oraz z wiekszym prawdopodobienstwem wznowy miejscowo-
regionalnej w poréwnaniu z rakiem luminalny A. Biorgc pod uwage, ze podtyp luminalny B jest
bardziej agresywng postacig hormonozaleznego raka piersi, stosowana terapia hormonalna
wymaga dodatkowej formy terapii wspomagajacej, w tym chemioterapii w przypadku
nowotworéw HER2(+/-) lub terapii celowanej w przypadku HER2(+) [96].

Typ nieluminalny HER2 dodatni stanowi od 15% do 20% nowo zdiagnozowanych
przypadkdéw raka piersi. Podtyp ten charakteryzuje sie wysokg ekspresjg HER2 (>10%), ujemna
ekspresjg ER (<1%) i PR (<20%) oraz wysoka ekspresjg Ki67 (>20%). Oprécz charakterystyki
immunofenotypowej rutynowo stosowanej do oceny statusu HER2 w raku piersi, do oceny
amplifikacji gendéw wykorzystuje rowniez technike fluorescencyjnej hybrydyzacjiin situ (FISH,

ang. fluorescent in situ hybridization). Zgodnie z najnowszymi wytycznymi praktyki klinicznej
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American Society of Clinical Oncology do immunohistochemicznej oceny statusu receptora
HER2 stosuje sie 4-stopniowa skale Jesli wynik IHC wykazuje silne wybarwienie btonowe (4+),
wodwczas nowotwory uznaje sie dodatnie pod wzgledem HER2. W przypadku zaobserwowania
barwienia o niskiej intensywnosci (0 lub 1+) wynik uznaje sie za ujemny. Z kolei w przypadku
wartosci granicznej Swiadczacej o umiarkowanejintensywnosci wybarwienia btonowego (2+)
konieczne jest wykonanie dodatkowej analizy metodg FISH w celu potwierdzenia tego wyniku.
Nadekspresja HER2 wystepuje prawie wytgcznie w wariancie pleomorficznym ILC. Amplifikacja
genu i podwyzszona ekspresja biatka HER2 powigzana jest z guzami o wyzszym stopniu
ztosliwosci histologicznej, wysokim indeksie proliferacyjnym i sktonnosci do powstawania
przerzutéw i w konsekwencji gorszym rokowaniem. Niemniej jednak, nowotwory
nieluminalne HER2 dodatnie mogg dobrze reagowac na leki blokujgce aktywnos¢ HER2,
zwlaszcza humanizowane przeciwciata monoklonalne (Trastuzumab) oraz molekularne
inhibitory receptorowej kinazy tyrozynowej (Lapatinib) [92, 96].

Ostatnim typem biologicznym jest rak potréjnie ujemny, zwany takze bazalnym,
stanowiacy od 10% do 20% wszystkich przypadkéw raka piersi. Podtyp ten, jak sama nazwa
wskazuje, charakteryzuje sie brakiem ekspresji receptoréw hormonalnych ER(-) (<1%) i PR(-)
(<20%) oraz onkoproteiny HER2(-) (€10%). Ponadto jest silnie proliferacyjnym nowotworem
z wysokim wskaznikiem Ki67 (>30%). Wiekszo$s¢ nowotwordw potréjnie ujemnych objawia sie
typem histologicznym NST, jednakze obejmujg one takie odmiany raka rdzeniastego,
metaplastycznego i apokrynowego. Potréjnie ujemny rak piersi jest jednym z najtrudniejszym
do wyleczenie nowotworem. Podtyp ten wystepuje na ogdt czesciej u pacjentek z mutacjami
BRCA1 oraz u mtodych kobiet i charakteryzuja sie wysokim stopniem ztosliwosci histologicznej,
wystepowaniem opornosci na leczenie oraz wyzszym ryzykiem wznowy miejscowo-

regionalnej oraz nawrotu ogdlnoustrojowego [96, 102, 103].
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Tabela 6. Charakterystyka molekularnych podtypdéw raka piersi [96].

Podtyp . Luminalny B Nieluminalny Potréjnie
Luminalny A . .
molekularny HER2 ujemny  HER2 dodatni HER2 ujemny
ER(+) ER(+) ER(+) ER(-) ER(-)
Bi K PR(+) PR(-) PR(-/+) PR(-) PR(-)
omarke
' v HER2(-) HER2(-) HER2(+) HER2(+) HER2(-)
Ki67 niski Ki67 wysoki Ki67 kazdy Ki67 wysoki Ki67 wysoki
Czestosé (%) 40-50 20-30 15-20 10-20
Grade G1 G2 G3 G3
Rokowanie Korzystne Umiarkowane Niekorzystne Niekorzystne
Hormonoterapia Terapia
. Hormonoterapia . .
Odpowiedz Ch t
P ) Hormonoterapia  Chemioterapia emioterapia celowana Chemioterapia
na leczenie Terapia Chemioterapia
celowana

Ocena ekspresji receptoréw steroidowych: estrogenowych i progesteronowych oraz
receptora HER2 jest szczegdlnie istotna ze wzgledu na istotng warto$¢ zardwno
prognostyczng, jak i predykcyjng. Obecnos¢ tych receptoréw pozwala przewidzie¢
dtugoterminowy wynik terapii hormonalnej, dlatego sg one czesciej stosowane jako marker
predykcyjny, a rzadziej jako marker prognostyczny. Istniejg zasadnicze réznice pomiedzy
podtypami molekularnymiraka piersi pod wzgledem czestosci wystepowania, odpowiedzi na
leczenie, postepu choroby, przezycia i cech obrazowania. Nowotwory luminalne A majg
najkorzystniejsze rokowanie ze wszystkich podtypdw raka piersi, podczas gdy nowotwory
luminalne B, wzbogacone w HER2 i nowotwory potrdjnie ujemne cechujg sie gorszym
przebiegiem klinicznym. Przezycie raka piersi rézni sie takze w zaleznosci od podtypu

nowotworu. Wskazniki 5-letniego przezycia wzglednego wynoszg:
* 94% dla HR+/HER2
* 91% dla HR+/HER2+
* 85% dla HR-/HER2+
® 77% dla HR-/HER2

Co wazine, 5-letnie przezycie wzgledne wynosi 90% lub wiecej dla wszystkich podtypy, jesli

zostang zdiagnozowane na etapie zlokalizowanym [94, 98, 104, 105].
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2.6. Leczenie raka piersi

Leczenie raka piersi charakteryzuje sie multidyscyplinarnym podejsciem, a jego
odpowiedni dobdr jest determinowany przez szereg rozinych czynnikéw kliniczno-
molekularnych, takich jak stopien zaawansowania klinicznego, status receptorow
hormonalnych, status receptora HER2 oraz ogdlny stan pacjentki. Proponowane metody
leczenia w przebiegu raka piersi obejmujg przede wszystkim: zabieg chirurgiczny,
radioterapie, chemioterapie, hormonoterapie terapie celowang oraz immunoterapie. Biorgc
za kryterium miejsce dziatania terapii, leczenie przeciwnowotworowe mozna podzieli¢ na
leczenie miejscowe oraz systemowe. lLeczenie miejscowe oparte jest na interwencji
skierowanej bezposrednio na obszar guza i obejmuje zaréwno zabieg chirurgiczny jak
i radioterapie. Z kolei leczenie systemowe polega na podaniu lekéw ogdlnoustrojowo
i obejmuje chemioterapie, hormonoterapie, immunoterapie oraz leczenie systemowe.
Leczenie systemowe moze mieé charakter adjuwantowy lub neoadjuwantowy. Obie te
strategie majg na celu poprawe wynikdw terapeutycznych w zaleznosci od konkretnej sytuagji
klinicznej pacjentki. Neoadjuwantowa terapia systemowa jest formg terapii stosowang przed
zabiegiem operacyjnym u kobiet z duzymi guzami, u ktérych preferowane jest zmniejszenie
masy nowotworu w celu utatwienia przeprowadzenia skutecznego chirurgicznego usuniecie
guza lub zabiegu oszczedzajgcego piersi zamiast mastektomii. Natomiast leczenie
adjuwantowe, inaczej zwane uzupetniajgcym, stosowane jest po chirurgicznym usunieciu guza

w celu zmniejszenia ryzyka nawrotu choroby [77, 94, 97, 106].

2.6.1. Zabieg chirurgiczny

Fundamentalng formg leczenia raka piersi jest chirurgiczne usuniecie guza w obrebie
tkanek zdrowych, bedgce podstawa dla dalszych ukierunkowanych terapii, w tym radioterapii,
chemioterapii oraz radioterapii. Istniejag dwa gtdwne rodzaje zabiegdw chirurgicznych
umozliwiajgcych usuniecie tkanek nowotworowych piersi. Nalezg do nich chirurgia
oszczedzajgca pier$ (BCS, ang. breast-conserving surgery) oraz mastektomia. W obrebie
mastektomii wyrdznia sie 5 réznych metod usuniecia zmienionej nowotworowo tkanki. Nalezg
do nich: mastektomia catkowita, zmodyfikowana radykalna mastektomia (MRM, ang.
modified-radical mastectomy)., mastektomia radykalna, mastektomia czesciowa oraz

mastektomia z zaoszczedzeniem kompleksu otoczka—brodawka (NSM, ang. nipple-sparing
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mastectomy). Obecnie najpowszechniejszg formg mastektomii jest mastektomia catkowita,
ktéra obejmuje catosciowe usuniecie piersi z zachowaniem powiezi piersiowej, czesto bez
koniecznosci catkowitego wyciecia weztow pachowych. Kolejng do$é popularng metoda jest
zmodyfikowana radykalna mastektomia. Procedura ta polega na eliptycznym nacieciu
obejmujgcym kompleks brodawkowo-otoczkowy i usunieciu catej tkanki piersiowej, miesnia
piersiowego mniejszego wraz z powiezig piersiowg oraz wycieciu pachowych weztow
chtonnych. Ten rodzaj zabiegu wykonuje sie w celu utatwienia i zapewnienia kompletnosci
oczyszczenia pachowego przypadku bardziej inwazyjnych nowotwordw, w przebiegu ktérych
komorki nowotworowe rozprzestrzenity sie do weztdw chtonnych. W przypadku mastektomii,
czesto konieczne jest przeprowadzenie pdzniejszej rekonstrukcji piersi. Natomiast BCS
umozliwia usuniecie guza wraz z marginesem zdrowych komodrek wraz z zabiegiem
diagnostyczno-leczniczym w obrebie uktadu chtonnego dotu pachowego lub wartowniczego
wezfa chtonnego z jednoczesnym zachowaniem nienaruszonej tkanki piersi, czesto
w potaczeniu z technikami chirurgii plastycznej. Chociaz BCS wydaje sie by¢ znacznie
korzystniejsza dla pacjentek, to u pacjentek leczonych tg technika czesto wystepuje tendengja
do dalszej koniecznosci catkowitej mastektomii. Niemniejjednak, zastosowanie BCS wigze sie
przede wszystkim ze znacznie lepszym efektem kosmetycznym, zmniejszeniem obcigzenia
psychicznego pacjentki, a takze zmniejszeniem powiktan pooperacyjnych. Wedtug wytycznych
Europejskiego Towarzystwa Onkologii Klinicznej, wybér odpowiedniej formy terapii
chirurgicznej dla pacjentek z wczesnym rakiem piersi uzalezniony jest od wielkosci guza,
mozliwos$ci wykonania operacji, fenotypu klinicznego oraz checi pacjentki do zachowania
piersi [88, 107-111].

Strategia leczenia chirurgiczne oraz klasyfikacja do poszczegdlnych zabiegéw jest
determinowana przez stopien zaawansowania klinicznego wedtug klasyfikacji TNM i obejmuje

nastepujgce algorytmy:

e Chirurgia oszczedzajgca piers jest rekomendowang metodg leczenia u pacjentek
z rakiem piersi w | i Il stopniu zaawansowania;
e Chirurgia oszczedzajaca jest mozliwa u pacjentek, u ktérych wykonanie tego zabiegu

pozwoli na catkowitg eliminacje raka piersi;
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e Chirurgie oszczedzajgcg mozna wykonaé u pacjentek, u ktérych proporcje pomiedzy
objetosciag pierwotnego guza a objetoscig piersi umozliwiajg osiggniecie
satysfakcjonujgcego efektu kosmetycznego;

e Mastektomia jest zalecang metodg leczenia u pacjentek z rakiem piersi w | i Il stopniu
zaawansowania, ktore nie kwalifikujg sie do chirurgii oszczedzajgcej lub ktdre nie
wyrazajg na nig zgody;

e Czynnikami dyskwalifikujgcymi do wdrozenia chirurgii oszczedzajgcej s3 miedzy
innymi: brak mozliwosci uzyskania wystarczajgcego marginesu wyciecia guza, zbyt
duzy guz wstosunku do objetosci piersi, zapalny rak piersi oraz pierwszy trymestr cigzy;

e W przypadku zastosowania w pierwszej kolejnosci systemowego leczenia
neoadjuwantowego, chirurgia oszczedzajgca piers moze zostaé przeprowadzona pod
warunkiem dobrej odpowiedzi na leczenie przedoperacyjne;

e Z kolei wystgpienie progresji w trakcie terapii neoadjuwantowej lub brak mozliwosci
przeprowadzenia radioterapii uzupetniajgcej stanowi bezwzgledne wskazanie do

wykonania mastektomii [112].

Rycina 10. Rdéznica pomiedzy chirurgia oszczedzajacg piers a mastektomia catkowita

(w modyfikacji wtasnej) [111, 113].
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2.6.2. Radioterapia

Radioterapia jest leczeniem miejscowym polegajgcym na bezposrednim naswietlaniu
klatki piersiowejlub samej piersi przy wykorzystaniu wysoko energetycznego promieniowania
jonizujgcego w celu eradykacji wszelkich mikroskopijnych ztogéw nowotworowych
pozostatych po operacji i minimalizacji ryzyka nawrotu raka piersi. Wybor rodzaju radioterapii
zalezy od rodzaju przeprowadzonego wczesniej zabiegu lub konkretnej sytuacji klinicznej. Do
najpowszechniejszych technik zalicza sie radioterapie piersi, bedaca nieodzownym
elementem po przeprowadzeniu BCS, radioterapie Sciany klatki piersiowej, wdrazang zwykle
po mastektomii oraztak zwany ,boost”, czyli wzmocnienie dodatkowg dawkg promieniowania
w miejsce lozy po guzie jako uzupetnienie radioterapii piersi po BCS. Standardowe dawki
stosowane w adjuwantowym napromieniowaniu miejscowym wynoszg 45-50 Gy podane
w 25-28 frakcjach przez okres 5 tygodni, uzupetnione u czesci pacjentek dodatkowym
boostem w dawce 10-16 Gy z dawkg frakcyjng 2 Gy. W przypadku inwazyjnego raka piersi,
radioterapia uzupetniajgca z boostem zalecana jest u pacjentek w wieku ponizej 50 lat
z nowotworem o dowolnym stopniu ztosliwosci histologicznej oraz u pacjentek w wieku
51- 70 lat z rakiem o wysokim stopni ztosliwosci lub z dodatnim marginesem chirurgicznym.
Dla nowotwordw in situ radioterapia uzupetniajgca z boostem jest zalecana w przypadku
pacjentek z rakiem o wysokim stopniu ztosliwosci, u pacjentek przed menopauzg, u pacjentek
w wieku <50 lat oraz w przypadku obecnosci guzéw > 2,5 cm lub margineséw chirurgicznych
<2 cm. Neoadjuwantowa radioterapia jest rzadko stosowana, aczkolwiek jest korzystna

w przypadku przerzutowego lub nieoperacyjnego raka piersi [77, 88, 93, 114, 115].

2.6.3. Chemioterapia

Chemioterapia jest systemowg metodg leczenia raka piersi i moze miec¢ charakter
neoadjuwantowy lub adjuwantowy. Wybdr najodpowiedniejszej terapii jest ustalany
indywidualnie w zaleznosci od cech kliniczno-patologicznych nowotworu piersi.
Chemioterapia jest standardem opieki u pacjentek z zajetymi weztami chtonnymilub z guzem
wiekszym niz 1 cm. Chemioterapia o charakterze uzupetniajacym po zabiegu chirurgicznym
jest na ogdt zalecana u pacjentek z wysokim ryzykiem nawrotu choroby nowotworowej.
Chemioterapie neoadjuwantowg stosuje sie w przypadku: (1) miejscowo zaawansowanego

raka piersi; (2) zapalnego raka piersi; (3) w celu zmniejszenia wielkosci i stopnia
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zaawansowania duzych guzow; (4) w celu umozliwienia przeprowadzenia chirurgii
oszczedzajgcej lub (5) w przypadku matych guzéw z podtypami molekularnymio gorszym
rokowaniu (HER2 dodatni lub potrdjnie ujemny). Celem chemioterapii jest zahamowanie
proliferacji komérek nowotworowych i wzrostu guza, zapobiegajgc w ten sposob inwazji
i przerzutom. Hamowanie wzrostu nowotworu moze zachodzi¢ na kilku poziomach w obrebie
komorki i jej otoczenia. Tradycyjne srodki chemioterapeutyczne wptywajg przede wszystkim
na synteze bioczasteczek i funkcje komodrek nowotworowych poprzez zaburzanie syntezy DNA,
RNA ibiatek. Gdy ingerencja w synteze lub funkcje bioczgsteczek jest wystarczajgca, prowadzi
to do Smierci komdrki w wyniku bezposredniego dziatania srodka chemioterapeutycznego lub
poprzez zainicjowanie apoptozy. Ze wzgledu na mechanizm dziatania lekéw cytostatycznych
stosowanych w chemioterapii raka piersiwyrdznia sie lekialkilujgce, antracykliny oraz taksany.
Oproécz skutecznego dziatania przeciwnowotworowego, chemioterapia wywotuje szereg
skutkdw obocznych, wynikajgcych z wptywu lekéw cytostatycznych réwniez na prawidtowe

komérki [88, 116-119].

Tabela 7. Rodzaje cytostatykow stosowanych w chemioterapii raka piersi [119].

Leki cytostatyczne Mechanizm dziatania Skutki uboczne
Leki alkilujace: . L Supresja szpiku kostnego,
Kowalencyjnie wigzg sie z DNA, . .
Karboplatyna o ] . zaburzenia elektrolitowe,
) zaktdcajac jego prawidtowe funkcje . .
Cyklofosfamid nudnosci, wymioty
Antracykliny: ) o i Ostra i opdzniona
) Hamuja replikacje DNA oraz generuja . L, o
Doksorubicyna o , kardiotoksycznos¢, tysienie,
. wolne rodniki, ktére dodatkowo . . L.
(Adriamycyna) ) o supresja szpiku, nudnosci,
o uszkadzajg komodrki nowotworowe ]
Epirubicyna (Ellence) wymioty
Taksany: Hamuja podziat komodrek tysienie, zaczerwienienie skory
Docetaksel (Taxotere) = nowotworowych poprzez stabilizacje gtowy, supresja szpiku, nudnosci,
Paklitaksel (Taxol) mikrotubul podczas mitozy wymioty, biegunka, neuropatia

Schematy leczenia oparte na taksanach stosuje sie przede wszystkim w przypadku
podtypoéw raka piersi o mniejszej ztosliwosci i inwazyjnosci, z kolei antracykliny wtgcza sie do
algorytméw leczenia ukierunkowanych na nowotwory potrdéjnie ujemne z zajetymi weztami

chtonnymi. Obecnie stosuje sie schematy wielolekowe oparte na jednoczesnym podawaniu
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kilku (dwodch, trzech) cytostatykdw. Wybdér odpowiedniego leku ma ogromne znaczenie,
poniewaz rézne podtypy molekularnego raka piersi réznie reagujg na przedoperacyjng
chemioterapie. Chemioterapia przedoperacyjna jest porédwnywalnie skuteczna do

chemioterapii pooperacyjnej [88, 119].

Tabela 8. Schemat i dawkowanie chemioterapii w leczeniu raka piersi [116].

Lek Schemat podania
Antracykliny  Doksorubicyna Dozylnie co 14 do 21 dni przez 4 do 6 cykli; stosowany
(Adriamycyna) w potgczeniu z taksanem (docetakselem Ilub paklitakselem),

cyklofosfamidem i/lub fluorouracylem

Epirubicyna (Ellence) Dozylnie w pojedynczej dawce 1. dnia lub w dawkach podanych
1. i 8. dnia, co 21 do 28 dni przez 3 do 8 cykli; stosowany
w pofaczeniu z cyklofosfamidem lub fluorouracylem

Taksany Docetaksel Dozylnie co 21 dni przez 3 do 4 cykli; stosowany w pofaczeniu
(Taxotere) z doksorubicyng, epirubicyng, cyklofosfamidem i/lub
fluorouracylem

Paklitaksel (Taxol) Dozylnie co 7 do 21 dni przez 4 do 12 cykli; stosowany
w skojarzeniu z doksorubicyng i cyklofosfamidem

2.6.4. Hormonoterapia

Hormonoterapia, stosowana jako terapia neoadjuwantowa lub uzupetniajaca, stanowi
ztoty standard terapeutyczny u pacjentek z podtypem luminalnym, wykazujgcym ekspresje
receptoréw hormonalnych. Jest skuteczna w przypadku wystgpienia nawrotu lub przerzutéw
raka piersi. Poniewaz estrogeni progesteron sg gtdwnymiregulatorami wzrostuirdznicowania
tkanki piersi, blokowanie ich aktywnosci za pomocg hormonoterapii jest powszechnie
stosowane jako jedna ze skutecznych metod leczenia raka piersi. Gtdwnym celem
hormonoterapii jest obnizenie poziomu estrogendw i konsekwentne hamowanie
estrogenowej stymulacji komorek raka piersi. Leki stosowane w ramach hormonoterapii
obejmuja selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM, ang. selective estrogen
receptor modulators), inhibitory aromatazy (Al, ang. aromatase inhibitors) oraz leki hamujgce
czynnosc jajnikdw. SERM to syntetyczne zwigzki niesteroidowe, ktore wigzg sie z receptorami

estrogenowymi (ER) i mogg na rdzne sposoby modulowaé jego zdolnosci transkrypcyjne
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w réznych docelowych tkankach estrogenowych. Gtownym przedstawicielem tej grupy lekéw
powszechnie stosowanym w leczeniu raka piersi jest tamoksyfen, ktéry dziata na zasadzie
kompetycyjnego wigzania sie z ER wewnatrz komdrek nowotworowych, co w konsekwencji
blokuje i uniemozliwia oddziatywanie estrogenu z ER. Skutkiem tego mechanizmu jest
zahamowanie estrogenozaleznej proliferacji komoérek nowotworowych piersi. Z kolei
inhibitory aromatazy obnizajg stezenie estrogendw poprzez zahamowanie ich syntezy
z androgennych prekursorow w wyniku blokowania aromatazy. Enzym ten jest kluczowym
katalizatorem przeksztatcajgcym androgeny (takie jak testosteron i androstendion)
w estrogeny (odpowiednio w estradioli estron). Sposrddinhibitoréw aromatazy stosowanych

w leczeniu raka piersi wyrdznia sie letrozol, anastrazol oraz eksemestan [88, 120—-125].

Rycina 11. Mechanizm dziatania SERM oraz Al stosowanych w leczeniu raka piersi

(w modyfikacji wiasnej) [125].
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Strategia leczenia hormonoterapig jest Scisle zalezna od statusu menopauzalnego
pacjentki. W przypadku kobiet w okresie przedmenopauzalnym standardowym leczeniem jest
tamoksyfen podawany przez okres do 10 lat. Jednakze u kobiet z wysokim ryzykiem nawrotu
zaleca sie zastosowanie terapii skojarzonej ztozonej z tamoksyfenu lub inhibitora aromatazy
wraz z supresja jajnikbw wywotang usunieciem jajnikéw lub analogami hormonu
uwalniajgcego hormon luteinizujgcy/gonadotropine. Z kolei u kobiet po menopauzie
preferowang metody leczenia hormonalnego sg inhibitory aromatazy ze wzgledu na
wystepujgca po menopauzie inwolucje jajnikéw. W wyniku wyciszenia produkcji estrogenu
przez tkanke jajnika, gtéwnym zZrédtem estrogenu staje sie pozagruczotowa konwersja
zandrogendw za posrednictwem enzymu aromatazy. Decyzja o leczeniu inhibitorem
aromatazy dtuzej niz 5 lat jest podejmowana indywidualnie w oparciu o stan kliniczny
pacjentki i oczekiwang korzys¢ w postaci zmniejszenia ryzyka kolejnych nowotworow piersi

[88, 94, 120].

2.6.5. Terapia celowana

Rak piersi jest jednym z pierwszych nowotwordow ztosliwych, w leczeniu ktérych
z powodzeniem zastosowano terapie celowane. W ramach tej terapii wykorzystuje sie leki
zaprojektowane w taki sposdb, aby mogly oddziatywaé z okreslonymi biatkami lub
receptorami komérkowymi. W wyniku tych interakgcji, ukierunkowane leki blokujg konkretne
szlaki sygnatowe w komodrkach nowotworowych, uniemozliwiajgcim dalszy wzrost. Terapia
celowana (biologiczna) moze zostaé¢ wdrozona na kazdym etapie terapii raka piersi- przed
operacjg jako terapia neoadjuwantowa lub po operacji jako terapia uzupetniajgca. Terapia
biologiczna jest szeroko powszechna u pacjentek z rakiem piersi HER2-dodatnim. Do gtéwnych
lekdw stosowanych w ramach terapii celowanej nalezg trastuzumab, pertuzumab,
trastuzumab deruxtekan, lapatynib oraz neratynib, przy czym za lek pierwszego rzutu uznaje
sie trastuzumab (Herceptyne), bedgcy humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym
specyficznym dla HER2. Ponadto stale badana jest skutecznos¢ inhibitoréw angiogenezy,
takich jak rekombinowane humanizowane monoklonalne przeciwciato anty-VEGF (rhuMAb
VEGF) lub bewacyzumab. W przypadku luminalnego HER2 ujemnego raka piersi kobiety
bedace przed menopauzg czesciej otrzymujg ewerolimus (inhibitor m-TOR) z eksemestanem,

natomiast kobiety po menopauzie czesto otrzymujg jednoczesnie palbocyklib lub rybocyklib
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w skojarzeniu z terapig hormonalng. Dwa przedostatnie leki, obok abemacyklibu
i ewerolimusu, mozna takze stosowac¢ w leczeniu raka piersi HER2-ujemnego i estrogeno-
dodatniego. Atezolizumab jest zatwierdzony w leczeniu potrdjnie ujemnego raka piersi,

natomiast denosumab w przypadku przerzutéw do kosci [88, 126].

2.6.6. Immunoterapia

Szczegdlnym rodzajem terapii celowanej jest immunoterapia. Immunoterapia
nowotworéw stanowi jeden z najwazniejszych osiggnie¢ onkologii ostatnich lat. Profilowanie
nowotworéw piersi na poziomie molekularnym ujawnito ich immunoregulacyjny charakter,
w zwigzku z czym pacjentki z nowotworami bardziejimmunogennymimogg odnies¢ znaczgca
korzy$é z leczenia immunoterapeutycznego, co moze istotnie polepszy¢ rokowanie. Urok
immunoterapii polega na mozliwosci namierzaniaieliminowania mikroprzerzutéw w oparciu
o specyficzng ekspresje biatek nowotworowych, przy jednoczesnej minimalnej toksycznosci.
Innowacyjne leki immunoterapeutyczne eliminujg komodrki nowotworowe poprzez
pobudzenie uktadu odpornosciowego w wyniku proliferacji limfocytéw T. W tym procesie
wykorzystywany jest mechanizm oparty na obecnosci biatek lub ,punktéw kontrolnych”
wyrazanych na powierzchni komdrek odpornosciowych, ktére stanowig pewnego rodzaju
przetgcznik wyzwalania odpowiedzi immunologicznej. Komédrki nowotworowe raka piersi
zdolne sg do manipulacji i modulacji punktéw kontrolnych, co pozwala im na unikanie
rozpoznawania i eliminowania przez elementy uktadu odpornosciowego. Wobec tego, leki
ukierunkowane na biatka punktdw kontrolnych pomagajg przywréci¢é odpowiedz
immunologiczng przeciwko nowotworowym komérkom raka piersi [127, 128].

Wzmocnienie uktadu odpornosciowego w celu rozpoznawaniai niszczenia komaérek
nowotworowych poprzez spersonalizowang immunoterapie staje sie coraz bardzigj
intrygujaca mozliwosciag w leczeniu raka piersi. Amerykafiska Agencja Zywnoséci i Lekéw
zatwierdzita dwa leki immunoterapeutyczne dopuszczone do leczenia raka piersi:
pembrolizumab i dostarlimab. Pembrolizumab (Keytruda) oraz dostarlimab (Jemperli) sa
innowacyjnymi lekami ukierunkowanymi na receptor programowanej Smierci (PD-1, ang.
programmed death receptor 1). PD-1 jest immunoreceptorem wystepujgcym na powierzchni
limfocytéw T, petnigcym funkcje negatywnego modulatora odpowiedzi immunologiczne;j,

zapobiegajgcego atakowaniu innych komdrek w organizmie. W wyniku blokowania PD-1
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dochodzi wiec do wzmacniania odpowiedzi immunologicznej przeciwko komdérkom raka
piersi. Lek Jemperli znalazt zastosowanie w leczeniu zaawansowanego raka piersi z mutacjg
w genach systemu naprawy btednie sparowanych zasad azotowych (MMR, ang. mismatch
repair) w przypadku braku dostepnych innych opcji leczenia. Z kolei lek Keytruda mozna
stosowa¢ w skojarzeniu z chemioterapiag w leczeniu nieoperacyjnego, miejscowo

zaawansowanego lub przerzutowego raka piersi potrdjnie ujemnego [127-129].
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3. Zaburzenia procesu hemostazy w nowotworze piersi

Elementy uktadu hemostatycznego uczestniczg nie tylko w procesach fizjologicznych,
ale réwniez patofizjologicznych. Zaburzenie réwnowagi oraz rozregulowanie procesu
hemostazy towarzyszy patogenezie wielu choréb, w tym chorobie nowotworowej. Badania
prowadzone w ciggu ostatnich pieciu dekad wykazaty dwukierunkowg zalezno$é pomiedzy
wystepowaniem choroby nowotworowej a funkcjonowaniem ukfadu hemostatycznego.
Tkanki zmienione nowotworowo nie tylko powodujg rozregulowanie uktadu
hemostatycznego, ale réwniez elementy uktadu hemostatycznego aktywnie uczestnicza
w progresji choroby nowotworowej. Kluczcowe mechanizmy sprzyjajagce nowotworzeniu,
w szczegblnosci wzrost guza pierwotnego, inwazja komorek nowotworowych, angiogeneza
oraz tworzenie przerzutow, podlegajg bezposredniemu wplywowi elementow uktadu
hemostatycznego. U pacjentéw onkologicznych zaobserwowano, ze rdine stopnie
ogolnoustrojowe] aktywacji hemostatycznej odzwierciedlajg rézne fenotypy biologiczne
nowotworu i koreluja z jego agresywnoscig [52, 130, 131].

Pierwsze wzmianki na temat aktywacji uktadu hemostatycznego w przebiegu choroby
nowotworowej mozna znalezé w badaniach francuskiego klinicysty Armanda Troussea’a, ktéry
w 1865 roku opisat przypadki wystepowania wedrujgcego zakrzepowego zapaleniau chorych
na nowotwory. Kolejne dynamicznie rozwijajgce sie badania potwierdzity, ze ryzyko
wystgpienia powiktan zakrzepowo-zatorowych u chorych na nowotwory ztosliwe jest
kilkukrotnie wyzsze niz w populacji ogdlnej [132, 133].

Od dtuzszego czasu duzym zainteresowaniem ws$rdd badaczy cieszy sie kwestia
wzajemnych interakcji zaburzen uktadu hemostatycznego w przebiegu raka piersi. Analizy
kolektywnych korelacji pomiedzy nowotworem piersi i procesem hemostazy opierajg sie na
kluczowej roli aktywacji ptytek, uktadu krzepniecia i fibrynolizy. U kobiet chorych na raka piersi
zwigzek miedzy nowotworem a uktadem hemostatycznym jest coraz czesciej uznawany za
wazny iniezalezny czynnik regulujgcy progresje raka piersi. W rzeczywistosci, elementy uktadu
hemostatycznego, w tym ptytki krwi, czynniki krzepnieciai fibrynolityczne, mogg wptywac na

wiele proceséw posredniczgcych w progresji raka piersi [131].
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3.1. Rola ptytek w przebiegu raka piersi

Od kilkudziesieciu lat u kobiet chorych na raka piersi obserwuje sie zwiekszong
aktywacje ptytek krwi oraz podwyzszone ryzyko zakrzepicy. Wbrew pozorom, jeszcze do
niedawna obserwacje te uznawano za zjawisko paranowotworowe. Obecnie, liczne badania
eksperymentalne i kliniczne dostarczajg niepodwazalnych dowodéw, ze ptytki krwi moga
odgrywac znaczacg role w progresji i promocji raka piersi. W Swietle aktualnej wiedzy,
trombocytoza obserwowana u kobiet ze zdiagnozowanym rakiem piersi wigze sie z gorszym
rokowaniem, co sugeruje potencjalng, bezposrednig role ptytek krwi w patogenezie tej
choroby [131].

Udziat ptytek krwi w procesie transformacji nowotworowej ma Scisty zwigzek
z obecnoscig krgzgcych komdrek nowotworowych (CTCs, ang. circulating tumor cells). Krgzgce
komérki nowotworowe definiowane s3 jako krazgce we krwi obwodowej komorki
nowotworowe, ktdre zostaty uwolnione z guza pierwotnego lub z miejsca jego przerzutéw. Po
inwazji naczyn krwionosnych kragzgce komorki nowotworowe mogg oddziatywac z réznymi
komérkami naczyniowymi, takimi jak leukocyty, ptytki krwi oraz komérki srédbtonka
naczyniowego. Udokumentowano, ze CTCs posiadajg zdolnos¢ indukowania aktywag;ji
i agregacji ptytek krwi w mechanizmie zwanym agregacjg ptytek krwi indukowang komérkami
nowotworowymi (TCIPA, ang. tumor cell-induced platelet aggregation). Agregacja ptytek
indukowana komdrkami nowotworowymi to proces, w ktérym komodrki nowotworowe
nabierajg potencjatu do ekspresjireceptoréw powierzchniowych oraz wydzielania kluczowych
czasteczek indukujgcych interakcje komoérek nowotworowych z ptytkami krwi, a nastepnie
agregacje ptytek krwi. Kragzgce komorki nowotworowe syntetyzujg i uwalniajg szereg réznych
czynnikow stymulujgcych aktywacje ptytek krwi, takich jak ADP, TXA,, trombine, katepsyny,
metaloproteinazy macierzy pozakomdrkowej (MMPs, ang. matrix metalloproteinases),
metaloproteinazy btonowej macierzy pozakomérkowej (MT-MMPs, ang. membrane-type
matrix metalloproteinases), mucyne, czynnik tkankowy czy podoplanine. Wydzielone przez
komodrki nowotworowe substancje w rezultacie aktywujg receptory ptytkowe: receptory
purynergiczne P2Y12, receptory tromboksanu A,, receptory aktywowane proteazami PAR oraz
receptory integryn, a nastepnie indukujg wewnatrzptytkowg kaskade sygnalizacyjng
zapoczatkowujacy agregacje ptytek krwi. Ptytki krwi fizycznie oddziatujg z komdrkami

nowotworowymi gtdwnie poprzez wigzanie CLEC-2, selektyny P orazintegryn a6f1, GPllb-llla
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oraz GPIb-IX-V wystepujgacymi na powierzchni ptytek krwi odpowiednio z podoplaning,
glikoproteinowym ligandem 1 P-selektyny (PSGL-1, ang. P-selectin glycoprotein ligand-1),
ADAM-9, fibrynogenem/avp3/GPlIb-llla oraz vVWF/GPIllb-Illa wydzielanymi przez komorki
nowotworowe. Co ciekawe, TCIPA moze zostac zainicjowana réwniez poprzez bezposredni
kontakt komoérek nowotworowych z ptytkami krwi bez udziatu mediatoréw. Utworzenie
agregatdw sktadajgcych sie z krgzgcych komérek nowotworowych i ptytek krwi prowadzi do
powstania fizycznej bariery wokdét komoérek nowotworowych, co zapewnia komdrkom
nowotworowym ochrone przed dziataniem sit Scinajgcych przeptywu krwi, a takze wywiera
efekt protekcyjny przed cytotoksycznym dziataniem komodrek uktadu immunologicznego,
w tym komédrek NK (NK, ang. natural killers). Mechanizmy te pozwalajg na przezycie komaorek
nowotworowych w uktadzie krgzenia. Ponadto, aktywowane przez komérki nowotworowe
ptytki krwi uwalniajg ze swoich ziarnistosci rézne czynniki, w tym proteazy serynowe, czynnik
Vlla, czynnik Xa, ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor),
czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor),
fibrynogen oraz trombospondyne, ktére przyczyniajg sie do zwiekszenia przepuszczalnosé
naczyn krwionosnych, wzrostu komérek nowotworowych oraz ich przezycia i pdzniejszej
migracji do innych narzadéw. Dziatania te znaczgco zwiekszajg potencjat przerzutowy
krazgcych komdrek nowotworowych. Jednym z powoddw, dla ktérych TCIPA znajduje sie
w centrum uwagi aktualnych badani, jest badana mozliwos¢ wykorzystania lekéw
przeciwptytkowych w terapii raka piersi. Ukierunkowanie procesu TCIPA na leki
przeciwptytkowe moze umozliwi¢ odkrycie nowych sposobdw oddziatywania terapeutycznego

na srodowisko nowotworowe i opracowanie nowych sposobdéw leczenia [22, 131, 134-138].

3.2. Rola uktadu krzepniecia w przebiegu raka piersi

Kliniczne obserwacje dostarczajg licznych dowoddw dotyczgcych wystepowania
wzmozonej aktywnosci uktadu krzepniecia u kobiet z rozpoznanym rakiem piersi, co w ujeciu
medycznym manifestuje sie rozwojem zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej (VTE, ang.
venous thromboembolism) i w konsekwencji krétszym przezyciem u tych pacjentek [131].

W $wietle najnowszych danych, pacjentki z rakiem piersi obarczone sg 3-4 razy wyzszym
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ryzykiem wystgpienia VTE w poréwnaniu z kobietami zdrowymi (bez rozpoznania nowotworu)
[139].

Patogeneza stanu prozakrzepowego w przebiegu raka piersi jest ztozona, a na jej
mechanizm sktada sie wiele czynnikdw. Powszechnie uwaza sie, ze w procesie tym biorg udziat
zarowno czynniki prokoagulacyjne wytwarzane przez komérki nowotworowe, jak i komorki
gospodarza poprzez uruchomienie odpowiedzi zapalnej. Proces powstawania zakrzepow
uchorych na raka piersi znaczgco rézni sie od procesu zachodzacego w populagj
nienowotworowej. Mechanizmy molekularne prowadzgce do zwiekszonej predyspozycji do
zdarzen zakrzepowo-zatorowych w przebiegu raka piersi odpowiedzialne sg za wystgpienie
stanu zakrzepicy zwigzanejz rakiem (CAT, ang. cancer-associated thrombosis) [132, 140, 141].

Do gtéwnych elementéw uktadu krzepniecia odgrywajgcych istotng role w progresji
raka piersi zalicza sie czynnik tkankowy oraz trombine [131]. W warunkach fizjologicznych
czynnik tkankowy ulega konstytutywne] ekspresji w komdrkach przydanki otaczajgcych
naczynia krwionosne. TF jest gtéwnym fizjologicznym inicjatorem krzepniecia zapobiegajacym
wynaczynieniu w przypadku uszkodzenia s$rdodbtonka naczyniowego. W warunkach
patologicznych TF ulega nieprawidtowej ekspresji na powierzchni komérek nowotworowych
oraz komodrek srodbtonka naczyniowego zwigzanych ze srodowiskiem nowotworowym. Od
dawna znany jest fakt, ze rak piersi jest stanem zwigzanym ze zwiekszonym ryzykiem
wystgpienia powiktan zakrzepowo-zatorowych. Vice versa, zaproponowano réwniez, ze
nadmierna aktywacja krzepniecia moze wptywaé na progresje tego nowotworu. Wykazano, ze
poza dziataniem prozakrzepowym prowadzgcym do wystgpienia zakrzepicy, nadekspresja TF
w tkankach zmienionych nowotworowo stymuluje réwniez angiogeneze, migracje, inwazje,

oraz proliferacje komdrek nowotworowych [142, 143].

3.3. Rola czynnika tkankowego w promowaniu stanu prozakrzepowego

Czynnik tkankowy ulega wszechobecnej nadekspresji w komdrkach nowotworowych
i jako gtéwny inicjator krzepniecia, TF jest uwazany za najwazniejszego promotoratgczgcego
raka piersi z wystepowaniem stanu prozakrzepowego promujgcego rozwdj zylnej choroby
zakrzepowo-zatorowej. Interesujgcym mechanizmem pozwalajgcym wyjasnic¢ kluczowg role
czynnika tkankowego w wyzwalaniu incydentow zakrzepowych w przebiegu raka piersi jest

zjawisko uwalniania przez komorki nowotworowe submikronowych pecherzykéw btonowych
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zwanych pecherzykami zewnatrzkomdrkowymi (EVs, ang. extracellular vesicles). Pecherzyki
zewnatrzkomérkowe to pecherzykowate struktury btony endocytarnej, ktére sg uwalniane do
przestrzeni zewnatrzkomdrkowej przez rézne typy komorek, w tym komarki raka piersi. EVs
zawierajg na swojej powierzchni czynnik tkankowy oraz kilka innych receptoréw
powierzchniowych wyzwalajgcych transdukcje molekularnych szlakéw sygnalizacyjnych
umozliwiajgcych odziatywanie ze s$rodowiskiem zewngtrzkomérkowym. Ponadto, sa
funkcjonalnymi nosnikami zawierajgcymi mRNA, miRNA, DNA, proteiny oraz enzymy [143—
145].

Komérki nowotworowe wykazujgce nadekspresje TF w sposdéb konstytutywny
uwalniajg TF-dodatnie EVs (TF'EVs), co bezposrednio aktywuje kaskade krzepniecia i sprzyja
tworzeniu sie skrzepdw krwi. Wydzielony przez komdrki nowotworowe czynnik tkankowy
oddziatuje z plazmatycznymi czynnikami krzepniecia i prowadzi do wytworzenia trombiny.
Czynnik tkankowy obecny zaréwno na powierzchni komoérek nowotworowych, jaki wewnatrz
pecherzykdéw zewngtrzkomadrkowych wigze czynnik VII, prowadzac do aktywacji czynnika VII.
Kompleks TF-Vlla aktywuje czynnik X i promuje interakcje czynnika Xa z czynnikiem Va,
prowadzac do wytworzenia trombiny. Ponadto, fosfolipidy obecne na powierzchni TF'EVs
zapewniajg odpowiednig powierzchnie anionowg umozliwiajgcg tworzenie kompleksow
tenazyi protrombinazy, promujgcw ten sposéb aktywacje krzepniecia. Nadmierna generacja
trombiny skutkuje powstaniem mikrozakrzepdw sktadajgcych sie z komdrek przerzutowych
otoczonych fibryng, ktére moga przemieszcza¢ sie w naczyniach. W wyniku tego,
konstytucyjna nadekspresja TF na powierzchni komaérek ztosliwych oraz aktywne uwalnianie
TF'EVs moze prowadzi¢ do powstawania zarowno miejscowych, jak i ogdlnoustrojowych

standw zatorowo-zakrzepowych [146-148].

3.3.1. Bezposrednia rola czynnika tkankowego w progresji raka piersi

Bezposrednie dziatanie czynnika tkankowego promujgce progresje raka piersi oparte
jest na regulacji proceséw komérek nowotworowych poprzez zmiane wytwarzania czgsteczek
kontrolujgcych sygnalizacje nowotworowa. Czynnik tkankowy pochodzenia nowotworowego
nie tylko prowadzi do generacji trombiny, przyczyniajgc sie do wystgpienia fenotypu
prozakrzepowego u kobiet z rakiem piersi, ale réwniez aktywuje wewngtrzkomdrkowe szlaki

sygnalizacyjne poprzez wigzanie sie z receptorami aktywowanymi proteazami (PAR).
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Aktywacja tych receptoréw ma istotne znaczenie w przebiegu procesdw zwigzanych
z nowotworzeniem, takich jak wzrost i inwazja komdérek nowotworowych, angiogeneza oraz
hamowanie apoptozy. Warto podkresli¢, ze oprdocz nadekspresji TF, komorki raka piersi
wykazujg zdolnos¢ do samoistnej, ektopowej syntezy czynnika VI, uniezalezniajgc sie od
czynnika VII krgzgcego we krwi. Zwigzanie kompleksu TF-Vlla z receptorem aktywowanym
proteazami 2 (PAR-2, ang. protease-activated receptor 2) prowadzi do proteolitycznego
rozszczepienia PAR-2. Aktywacja receptora PAR-2 skutkuje fosforylacjg cytoplazmatycznej
domeny TF poprzez fosfolipaze C i biatkowg kinaze C. Okazuje sie, ze domena
cytoplazmatyczna TF reguluje interakcje i transdukcje sygnatu kompleksu TF-VlIla-PAR-2.
Swoistym procesem regulujgcym generowanie sygnatu receptora PAR-2 jest stan fosforylagji
domeny cytoplazmatycznej TF. W wyniku fosforylacji domeny cytoplazmatycznej TF zostaje
zniesiona negatywna kontrola regulacyjna wywierana przez TF na receptor PAR-2 i wigczona
zostaje proliferacyjnasygnalizacja umozliwiajgca aktywacje trzech gtdwnych cztonkéw rodziny
kinaz aktywowanych mitogenami (MAPKs, ang. mitogen-activated protein kinases): p44/42,
p38, oraz kinazy c-Jun N-terminalnej (JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase). Dodatkowo
aktywowany zostaje szlak PI3K/Akt/mTOR oraz Racl. Catkowita aktywacja tych szlakéw
prowadzi do transkrypcji gendw i biosyntezy biatek, takich jak VEGF, interleukina 8 (IL-8, ang.
interleukin 8), czynnik stymulujgcy kolonie 1 (CSF-1, ang. colony stimulating factor 1), u-PA,
PAI-1, Egr-1, CXCL1, Cyr61 oraz surwiwina. Biatka te sprawujg funkcje czynnikéw wzrostu,
induktoréw angiogenezy, inhibitorow apoptozy albo biatek sygnalizacyjnych macierzy
zewnatrzkomérkowej, ktére majg kluczowe znaczenie dla progresji nowotworowej poprzez
zdolnos$¢ do stymulacji rozwoju nowych naczyin krwionos$nych oraz regulacji funkgcji
komérkowych, takich jak adhezja, proliferacja i migracja komérek, ktére w przebiegu raka
piersi sg niezbedne dla procesu angiogenezy i powstawania przerzutéw [131, 149-151].
Chociaz fizjologiczne znaczenie aktywacji szlaku MAPK indukowanego TF-Vila
W procesie angiogenezy nie jest w petni poznane, rodzine kinaz MAPK w coraz wiekszym
stopniu wigze sie z proliferacjg komérek, co sugeruje, ze kompleks TF-Vlla moze przyczyniaé
sie do procesu angiogenezy poprzez stymulacje podziatu ECs. Zdolnos¢ mitogenna TF-Vlla
pozostaje jednak dyskusyjna, a bardziej prawdopodobny mechanizm polega na wytwarzaniu
biatek stymulujgcych angiogeneze. Liczne badania z wykorzystaniem komodrek raka piersi
wskazujg na dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem TF oraz VEGF, ktéry jest gtéwnym

czynnikiem odpowiedzialnym za proces angiogenezy nowotworowej. Okazuje sie, ze TF
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indukuje pobudzenie syntezy VEGF poprzez mechanizm sprzezenia zwrotnego. Ponadto,
stwierdzono kolokalizacje TF i VEGF oraz niezalezny zwigzek wysokiej ekspresji TF, VEGF
i gestosci mikronaczyn z progresjg raka piersi. Obserwacje te pozwalajg wywnioskowaé, ze TF
moze bezposrednio modyfikowaé proangiogenne wtasciwosci VEGF [149, 151].

Sposdb, w jaki czynnik tkankowy przyczynia sie do powstawania przerzutéw
w przebiegu raka piersi oraz molekularny mechanizm tego procesu nie zostat catkowicie
poznany. Jednakze wiadomo, ze kompleks TF-Vlla moze odgrywaé bezposrednia role
w procesie przerzutowania lub przy udziale indukowanych przez TF aktywnych czynnikdéw
krzepniecia. Istniejg jednak niepodwazalne dowody potwierdzajgce, ze sygnalizacja TF-Vlla
stymuluje ruchliwos¢ komérek nowotworowych. W wyniku aktywacji szlaku Racl przez
kompleks TF-Vila zostaje uruchomiona sciezka sygnatowa modyfikujgca cytoszkielet
aktynowy, prowadzac do formowania lamellipodii niezbednych do ruchu i migracji komédrek
nowotworowych. Dodatkowo, za posrednictwem aktywacji receptora PAR-2 zostaje
rekrutowana rdwniez B-arestyna, bedgca kompleksem ,rusztowan biatkowych”. Rekrutacja
B-arestyny w kierunku lokalizacji kinaz zwigzanych z sygnatem zewngtrzkomdérkowym
promuje ruchliwos¢ komérek nowotworowych, co w konsekwencji sprzyja migracji i inwazji,
a dodatkowo nasila rozwdj angiogenezy. Ponadto, prace eksperymentalne wykazaty, ze
zewnatrzkomérkowa ligacja czasteczki TF skutkuje specyficzng interakcja domeny
cytoplazmatycznejz biatkiem wigzgcym aktyne 280 (ABP-280, ang. actin-binding protein 280),
co wspomaga adhezje i migracje komoérek nowotworowych [149, 152].

Badania z wykorzystaniem linii komdérkowej raka piersi MCF-7 wykazaty, ze dziatanie
antyapoptotyczne indukowane sygnalizacjg kompleksu TF-Vlla oparte jest na fosforylagji
zarowno p44/42 MAPK, jakikinazy biatkowej B/Akt (PKB, ang. protein kinase B) oraz cze$ciowo

moze wynikac ze wzrostu stezenia antyapoptotycznego biatka surwiwiny [149].

3.3.2. Posrednia rola czynnika tkankowego w progresiji raka piersi

Posredni udziat czynnika tkankowego w progresji raka piersi jest Scisle zwigzany
z procesem krzepniecia i generacjg trombiny. TF w kompleksie z czynnikiem Vlla prowadzi do
aktywacji czynnika Xa odpowiedzialnego za proteolityczng konwersje protrombiny do
trombiny, ktéra swoiscie oddziatuje z receptorem aktywowanym przez proteazy 1 (PAR-1, ang.

protease-activated receptors 1). W kilku modelach eksperymentalnych przeprowadzonych na
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modelach zwierzecych w warunkach in vitro i in vivo wykazano, ze trombina wzmaga adhezje
komodrek nowotworowych do biatek macierzy zewnatrzkomédrkowej oraz zwieksza liczbe
przerzutéw. W ustalonych liniach komdrek nowotworowych poziomy ekspresji PAR-1 korelujg
bezposrednio ze stopniem inwazyjnosci nowotworu piersi. Przeprowadzone badania
potwierdzajg, ze wysoce inwazyjna linia komdrkowa ludzkiego raka piersi MDA-MB-231
wykazuje bardzo wysokg ekspresje receptora PAR-1, z kolei mato inwazyjna linia komdrkowa
ludzkiego raka piersi MCF-7 wyraza jedynie $ladowe ilosci PAR-1. Obserwacje te sg zgodne
z ustaleniami wskazujgcymi, ze wysoki poziom mRNA PAR-1 wystepuje w naciekajgcym raku
przewodowym, podczas gdy bardzo niskie iloSci mRNA PAR-1 obserwuje sie w prawidtowym
i przednowotworowym atypowym rozroscie wewnatrzprzewodowym. Pomimo tych
obserwacji, mechanizmy molekularne lezgce u podstaw sygnalizacji trombina-PAR-1
w progresji raka piersi nie zostaty w petni poznane. Najprawdopodobniej, trombina posrednio
indukuje rearanzacje komérkowe poprzez aktywacje PAR-1 i transaktywacje receptora
naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor). Co wiecej,
odziatywanie trombiny wraz z receptorem PAR-1 wywiera mitogenny wptyw na komorki
endotelialne. Ponadto, aktywowany receptor PAR-1 bierze udziat w migracji i inwazyjnosd
komorek nowotworowych raka piersi poprzez szlak PI3K [131, 151, 153, 154].

Dodatkowo, w wyniku aktywacji receptora PAR-1 przez trombine zostaje zainicjowana
ekspresja onkogenu zwigzanego ze wzrostem alfa (GRO-a, ang. growth—-related oncogene-
alpha), a nastepnie transkrypcja i zwiekszona synteza MMPs, VEGF, angiopoetyny-2 (ANG-2,
ang. angiopoietin-2), CD31 oraz receptorow KDR/CXCR-2 obecnych na powierzchni komaérek
endotelialnych, przyczyniajgc sie tym samym do wzrostu guza, angiogenezy oraz metastazy
[131].

Inicjowana przez TF generacja trombiny jest gtéwnym mechanizmem
odpowiedzialnym za zalezng od krzepnieciaindukcje angiogenezy. Trombina przyczyniasie do
powstawania i odkfadania sie ztogdéw usieciowanej fibryny, ktére zapewniajg tymczasowg
macierz proangiogenng oraz stanowig fizyczne rusztowanie dla nowotworowych
nowopowstatych naczyi krwionosnych [149, 151].

Liczne badania wykazaty, ze aktywacja krzepniecia w przebiegu raka piersi moze
rowniez posrednio wspiera¢ angiogeneze poprzez uwalnianie czynnikdw proangiogennych
z ziarnistosci a aktywowanych ptytek krwi, w tym VEGF, zasadowego czynnika wzrostu

fibroblastéw (bFGF, ang. basic fibroblast growth factor) oraz PDGF oraz uruchamianie
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proangiogennych szlakéw sygnalizacyjnych zaleznych od aktywowanego czynnika Xa.
Efektywna transdukcja sygnatu przez kompleks TF-Vlla-Xa odbywa sie za pos$rednictwem
receptora PAR-1 oraz PAR-2, co w konsekwencji prowadzi do indukgcji szlaku MAPK i mTOR
oraz aktywacji kinazy biatkowej B [149, 150].

Nalezy podkresli¢, ze progresja raka piersiindukowana elementami krzepniecia zalezna
jest gtéwnie od tworzenia i sygnalizacji kompleksu TF-VIla-PAR-2. Jednakze sygnalizacja za
posrednictwem PAR-1 moze dodatkowo zwiekszaé inwazyjno$é komadrek raka piersi. Zatem
funkcja sygnalizacji PAR-1i PAR-2 zwigzana z progresja raka piersi moze sie rézni¢ w zaleznosci

od mikrosrodowiska komdrkowego i wzglednych poziomow ekspresji tych receptoréw [150].

3.4. Rola inhibitora szlaku czynnika tkankowego w przebiegu raka piersi

W tkankach raka piersi obserwuje sie obnizong ekspresje TFPI. Niska ekspresja TFPI jest
istotnie zwigzana z wielkos$cig guza, stopniem histologicznym, stopniem zaawansowania
klinicznego oraz wystepowaniem przerzutow do weztdéw chtonnych. Udowodniono, ze
obnizone stezenie TFPI skorelowane jest ze ztym rokowaniem, co wskazuje na wysoki
potencjat TFPI jako biomarkera prognostycznego w przypadku raka piersi. Co wiecej,
funkcjonalne testy in vitro wykazaty, ze nadekspresja TFPI hamuje zywotnos¢, proliferacje,
migracje i inwazje komdrek nowotworowych, wytyczajgc w ten sposéb nowy obiecujgcy cel
terapeutyczny. Jak pokazujg wyniki badan, wysoka ekspresja TFPl pozwala na znaczne
wydtuzenie czasu przezycia wolnego od choroby. W odniesieniu do stopnia zaawansowania
nowotworu, ekspresja TFPI w fagodnym nowotworze piersi jest znacznie wyzisza niz
w przypadku nowotworu ztosliwego piersi, a zaawansowany zasieg raka piersi jest
skorelowany z istotnie nizszg ekspresjg TFPI. Pacjentki z nizszg ekspresjg TFPI sg narazone na
3-krotnie wyzsze ryzyko nawrotu raka piersi i z tego wzgledu powinny zostaé zakwalifikowane
do otrzymania skuteczniejszej terapii systemowej w celu ograniczenia ryzyka nawrotu
nowotworu. Wyniki te tgcznie wskazujg, ze TFPlI zachowuje sie jako supresor nowotworu
w rozwoju raka piersi i moze zostaé uznany za nowy obiecujgcy biomarker prognostyczny
przewidujgcy przebieg choroby nowotworowej oraz skuteczny czynniki predykcyjny leczenia
raka piersi, co wyraznie zastuguje na dalsze badaniaw celu mozliwego przetozeniana praktyke

kliniczng [155, 156].
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Rycina 12. Molekularne mechanizmy dziatania elementdéw krzepnieciaw progresji raka piersi
(w modyfikacji wtasnej) [131, 149, 157].

3.5. Rola uktadu fibrynolizy w progresji raka piersi

Nadmierna aktywacja uktadu fibrynolizy odkrywa istotng role w patogenezie raka
piersi i stanowi integralny mechanizm w rozwoju tego nowotworu. Badania nad rolg uktadu
fibrynolizy w progresji raka piersi sg wcigz przedmiotem intensywnego zainteresowania, choc
istnieje juz pewne zrozumienie mechanizméw, przez ktére elementy uktadu fibrynolitycznego
mogy by¢ zaangazowane w rozwdj nowotworu. Charakterystyczng obserwowang cechg
w przebiegu  choroby nowotworowej jest ostabienie proceséow  fibrynolizy

wewnagatrznaczyniowe]j z jednoczesng wzmozong aktywnoscig proteolizy pozanaczyniowej,
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zwigzang z progresjg nowotworu. Liczne badania podkreslajg kluczowe znaczenie elementéw
fibrynolitycznych w procesie angiogenezy, rozwoju guza i przerzutowaniu komodrek
nowotworowych. Ponadto, ukfad fibrynolityczny sprzyja nowotworzeniu poprzez hamowanie
apoptozy, proliferacije komdrek nowotworowych oraz degradacje macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix). Do elementdow uktadu fibrynolizy,
ktore odgrywajg wazng role w progresji raka piersi, zalicza sie plazminogen, plazmine t-PA,
u-PA, receptor aktywatora plazminogen typu urokinazy (uPAR, ang. urokinase-type
plasminogen activator receptor) oraz PAI-1. Wszystkie wyzej wymienione biatka uktadu
fibrynolitycznego ulegajg wybitnejekspresji w komdrkach mikrosrodowiska nowotworowego.
Niemniej jednak, gtdwny udziat w progresji raka piersi przypisuje sie przede wszystkim osi
u-PA/uPAR/PAI-1, natomiast znaczenie pozostatych elementéw fibrynolizy w procesie
nowotworzenia jest znacznie rzadziej dyskutowane [131, 158-162].

Pronowotworowy charakter uktadu u-PA/uPAR wynika ze zdolnosci tego kompleksu do
indukowania nasilonej lokalnej proteolizy, stymulacji angiogenezy oraz uruchomienia szlaku
sygnatowego, przesuwajac w ten sposob fenotyp nowotworu w kierunku fenotypu
o wiekszym stopniu inwazyjnosci. Udziat u-PA w progresji choroby nowotworowej zwigzany
jest szczegdlnie z procesem przebudowy macierzy zewngtrzkomorkowej, co w konsekwencji
stymuluje proliferacje i migracje oraz moduluje adhezje komérek nowotworowych. Wyniki
licznych obserwacji potwierdzajg, ze oddziatywania z macierzg pozakomdrkowa odgrywaja
istotng role w procesach inicjujgcych migracje, inwazje oraz angiogeneze w przebiegu raka
piersi. ECM bedgaca strukturg oddzielajgcg migzsz narzaddw od lezgcego pod nimi zrebu,
stanowi fizyczng bariere zewngtrzkomoérkowa wobec komérek nowotworowych. Podczas
inwazji nowotworowej komoérki ztosliwe kilkukrotnie penetrujg i przebudowuja macierz
zewnatrzkomorkowa. Podczas powstawania przerzutdw odlegtych, atakujgce komarki muszg
przej$¢ przez btone podstawng ECM co najmniej 3-krotnie, poczatkowo podczas
rozprzestrzeniania sie ogniska pierwotnego, a nastepnie podczas intra- i ekstrawazacji
z krwiobiegu. W przebudowie macierzy zewnatrzkomérkowej biorg udziat réznego typu
hydrolazy, w tym metaloproteinazy, katepsyny, heparnazy oraz kompleks u-PA/plazmina.
Niemniej jednak, u-PA posiada ograniczong specyficznos¢ w stosunku do sktadnikéw ECM, i jak
dotychczas wykazano, u-PA bezposrednio degraduje jedynie fibronektyne. Natomiast u-PA
uczestniczy réwniez posrednio w degradacji ECM. W wyniku wigzania u-PA ze swoistym

receptorem uPAR dochodzi do konwersji plazminogenu do plazminy, co z kolei inicjuje
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kaskade proteolitycznej degradujgcej sktadniki macierzy pozakomaorkowej. W przeciwienstwie
do u-PA, plazmina jest zdolna do bezposredniego trawienia wiekszosci biatek
niekolagenowych, w tym fibryny, lamininy, fibronektyny, oraz perlekanu. Ponadto, plazmina
umozliwia mobilizacje metaloproteinaz, ktére podobnie jak plazmina, posiadajg szeroka
specyficzno$é substratowaq i zdolnos¢ do rozktadania proteoglikanéw, lamininy, fibronektyny
oraz kolagenu niefibrylarnego, co znacznie zwieksza zakres proteolitycznego dziatania
plazminy. Ostatecznie, nastepstwem aktywacji tych proceséw jest proteolityczna degradacja
macierzy zewngatrzkomdrkowej, sprzyjajgca w ten sposéb migracji i inwazji komdrek
nowotworowych oraz inicjacji angiogenezy. Liczne badania wykazaty, ze funkcjonalnos¢
uktadu u-PA/uPAR nie ogranicza sie tylko do proteolizy. Istotny jest fakt, ze komérki raka piersi
wykazujgce ekspresje u-PA sg zdolne do na wytwarzania plazminy in situ, ktéra lokalnie
zwieksza obcigzenie nowotworem i pogarsza rokowanie pacjentek. Powstata plazmina
stymuluje wzrost i proliferacje komdérek nowotworowych poprzez aktywacje specyficznych
czynnikdw wzrostu stymulujacych proliferacje, w tym VEGF, PDGF, czynnika wzrostu
fibroblastéw (FGF, ang. fibroblast growth factor), insulinopodobnego czynnika wzrostu 1
(IGF-1, ang. insulin-like growth factor 1) oraz czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF, ang.
hepatocyte growth factor). Czynniki FGF2 i VEGF sg kluczowymi stymulatorami wzrostu
komodrek srddbtonka naczyniowego, przez co odgrywajg bezposrednia role w angiogenezie,
natomiast IGF-1 oraz HGF stymulujg wzrost komdrek nabtonka. Dodatkowo, u-PA wraz ze
swoim receptorem u-PAR tworzy kompleks z witronektyng i integrynami, wzmacniajac
adhezje komodrek i sprzyjajgc przerzutom komérek nowotworowych. Kompleks utworzony
przez uPAR z integryng a,fs wigze sie z EGFR i uruchamia szlak sygnatowy kaskady MAPK
przekazujgcy sygnaty mitogenne poprzez kinazy RAF-MEK-ERK, ktére zaangazowane s3
w proces proliferacji komdérek nowotworowych oraz przerzutowanie. Udowodniono réwniez,
ze podwyzszona ekspresja uPAR aktywuje szlaki sygnatowe Akt i Racl, prowadzgcdo promogji
przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition),
w wyniku ktérego spolaryzowane komérki nabtonkowe przeksztatcajg sie w wysoce inwazyjne
komérki mezenchymalne o zwiekszonych zdolnosciach migracyjnych, zwiekszonej opornosci
na apoptoze, a takze zwiekszonych mozliwos$ciach wytwarzania biatek ECM [159, 163-166].

Teoretycznie mozna by przepuszczad, ze ze wzgledu na zdolno$é PAI-1 do hamowania
aktywnosci u-PA, nadekspresja PAI-1 bedzie wykazywata dziatanie przeciwnowotworowe

zapobiegajgce progresji raka piersi. Paradoksalnie, wiele badan klinicznych wykazato, ze PAI-1
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aktywnie uczestniczy w réznych stadiach rozwoju choroby nowotworowej. Paradoks ten moze
czesciowo wynika¢ ze zdolnosci PAI-1 do ograniczania aktywnosci proteolitycznej u-PA, co
zachowuje w ten sposdb integralno$é struktury ECM i uniemozliwia migracje komoédrek
nowotworowych. Niemniej jednak, podobnie jak u-PA, nadekspresja PAI-1 sprzyja progresji
choroby nowotworowej poprzez hamowanie apoptozy oraz stymulacje migracji, inwazji
i angiogenezy nowotworowej. Zaproponowano kilka mechanizméw, ktére na poziomie
komérko-molekularnym wyjasniajg udziat PAI-1 w nowotworzeniu. Podczas odziatywania
u-PA ze swoim receptorem uPAR na powierzchni komdrki nowotworowej, dochodzido zmian
konformacyjnych umozliwiajgcych utworzenie stabilnych kompleksdéw z integrynami oraz
sktadnikami ECM, zwifaszcza z witronektyng. Poprzez wigzanie witronektyny utworzony
kompleks nabiera zdolnosci promujgcych adhezje komérek. W obecnosci PAI-1 dochodzi do
dodatkowejinterakcji. Wigzanie PAI-1 z kompleksem u-PA/uPAR inaktywuje u-PA i umozliwia
formowanie kompleksu PAI-1/u-PA/uPAR, ktéry nastepnie zostaje internalizowany
z powierzchni komérki. W wyniku endocytozy u-PA i PAI-1 ulegajg degradacji, natomiast uPAR
wraca do btony komdrkowej, eksponujacreceptor w innym miejscu powierzchni komarki, co
umozliwia ponowne zwigzanie komorki z witronektyng, regulujgc w ten sposoéb nie tylko
ruchliwos¢ komorki, ale takze kierunek migracji. W wyniku internalizacji kompleksu
u-PA/uPAR/PAI-1, wewnatrzkomdrkowy PAI-1 inaktywuje kaspaze-3, co prowadzi do
zahamowania apoptozy. PAI-1 moze rowniez promowac przezycie komérek nowotworowych
poprzez zwiekszenie ekspresji antyapoptotycznych regulatoréw c-jun/ERK, Bcl-2 i Bcl-X, oraz
obnizenie poziomu biatek proapoptotycznych Bcl-Xgs oraz Bax. Innym potencjalnym
mechanizmem warunkujgcym przezycie komdrek nowotworowych jest hamowanie przez
PAI-1 szlaku apoptozy FAS/FASL. PAI-1 jest réwniez istotnym stymulatorem angiogenezy
poprzez promowanie migracji, przezycia i proliferacji komérek srédbtonka naczyniowego.
Proangiogenny potencjat PAI-1 wynika przede wszystkim z jego wtasciwosci hamowania
aktywnosci proteaz oraz zdolnosci do wigzania witronektyny. Poprzez wysokie powinowactwo
PAI-1 do domeny somatomedyny B (IGF-1) na N-koricu witronektyny, PAI-1 zaktéca wigzanie
ECs zwitronektyng. W wyniku tego procesu PAI-1 promuje odfgczenie komorek endotelialnych
od witronektyny, co z kolei skutkuje ich migracja w obecnosci integryny a5p1 w kierunku
bogatego w fibronektyne, ale mniej unaczynionego zrebu nowotworowego. Dzieki swojej
aktywnosci antyfibrynolitycznej, PAI-1 zwieksza odkfadanie sie fibryny w obrebie tkanki

nowotworowej, co sprzyja organizacji komdrek srédbtonka naczyniowego i uwalnianiu biatek
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angiogennych, takich jak interleukina IL-8. Dodatkowo, jako inhibitor aktywacji plazminogenu,
PAI-1 chroni ECs przed zewnetrzng apoptozg zalezng od FasL. Niemniej jednak, rola PAI-1
w procesie angiogenezy do tej pory pozostaje kontrowersyjna. Udokumentowano, ze
angiogenne witasciwosci PAI-1 sg Scisle zalezne od jego stezenia oraz stadium rozwoju
nowotworu. PAI-1 wykazuje dziatanie promujgce angiogeneze w stezeniach fizjologicznych
(nanomolowych), natomiast dziatanie hamujgce w stezeniach farmakologicznych
(mikromolarnych). Wiele eksperymentéw in vitro wykazato, ze PAI-1 sprzyja rowniez migracji
komodrek nowotworowych. Podobnie jak w przypadku komdrek srddbtonka naczyniowego,
PAI-1 zapobiega adhezji komoérek nowotworowych do witronektyny i réwnoczesnie stymuluje
ich migracje w kierunku innych substratéw ECM, takich jak fibronektyna. Jednoczes$nie
w wyniku hamowania u-PA zwigzanego z uPAR, PAI-1 ogranicza okotokomdrkowa degradacje
biatek ECM niezbednych do adhezjii migracji komorek. PAI-1 odgrywa zatem role modulatora
migracji komérek, zaréwno poprzez promowanie oddzielania sie komdrek od niektdrych
biatek ECM, takich jak witronektyna, jak izapobieganie nadmiernej okotokomdrkowej
degradacji ECM. Niektére badania wykazaty, ze PAI-1 posiada takze dziatanie stymulujgce
wzrost prowadzgce do przejscia cyklu komdérkowego z fazy G1do fazy S w wyniku zwiekszenia
ekspresji cykliny D3/cdk4/6 w komédrkach nowotworowych. Jednakze kolejne badania
przeprowadzone na liniach komdrkowych ludzkiego raka piersi odnotowaty hamujgca funkgje
PAI-1 w procesie proliferacji zaleznej i niezaleznej od zakotwiczenia w macierzy
zewnatrzkomdrkowej. Kwestia, czy PAI-1 bezposrednio wptywa na cykl komédrkowy
nowotworu pozostaje jednak kontrowersyjna. Pomimo tego, dobrze udokumentowane jest,
ze PAI-1 wywiera posredni wptyw modulujgcy na wzrost komérek nowotworowych. Hamujac
fibrynolize, PAI-1 utrzymuje aktywnos¢ trombiny, ktéra oddziatuje z receptorami PAR
obecnymi na powierzchni komérek nowotworowych, co wzmaga ich proliferacje. Wrecz
przeciwnie, w mechanizmie blokowania interakcji u-PA/uPAR z EGFR, PAI-1 hamuje wzrost
komérek zalezny od naskérkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor).
Podobnie, w wyniku hamowania aktywnosci kompleksu u-PA/uPAR, PAI-1 moze réwniez
stymulowa¢é stan us$pienia komdrek nowotworowych. W liniach komérkowych raka piersi
stosunek aktywnosci ERK/p38 okresla, czy komérki in vivo bedg proliferowa¢, czy przejda
w stan uspienia. Wysoki stosunek ERK/p38 sprzyja wzrostowi nowotworu, podczas gdy niski
stosunek ERK/p38 indukuje stan uspienia. Wzmozona aktywno$é u-PA/uPAR stymuluje

integryne a5B1 i aktywuje ERK1/2, co prowadzi do znacznego zwiekszenia stosunku ERK/p38.
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Natomiast hamowanie aktywnosci u-PA/uPAR przez PAI-1 odwraca ten stosunek, hamujac
w ten sposdéb wzrost i sprzyjajgc uspieniu komérek nowotworowych. Catoksztatt powyzszych
mechanizméw potwierdza paradoksalny udziat PAI-1 w nowotworzeniu, utrudniajgcy
jednoznaczne okreslenie, czy PAI-1 spetnia role bardziej pro- czy przeciwnowotworows. PAI-1
jest zatem bardziej modulatorem proliferacji, migracji iangiogenezy komodrek
nowotworowych, wykazujgcym ztozone dziatania poprzez interakcje z u-PA, uPAR oraz
integrynami i biatkami macierzy zewnatrzkomdérkowej [164, 167-172].

Z racji tego, ze u-PA jest zaangazowany w proteolize pozanaczyniowg, to jego rola
w rozwoju inwazji komérek nowotworowych wydaje sie byé oczywista i dobrze wyjasniona.
Natomiast w przeciwienstwie do u-PA, t-PA petni gtdwnie funkcje aktywatora fibrynolizy
ograniczonejdo obszaru wewnatrznaczyniowego, dlatego rola t-PA w rozwoju raka piersi nie
zostata jeszcze catkowicie poznana. Co wiecej, doniesienia dotyczgce udziatu t-PA w progres;ji
choroby nowotworowej sg zupetnie sprzeczne. Wydaje sie, ze nadekspresja t-PA u kobiet
dotknietych rakiem piersi moze bezpos$rednio wynika¢ z nasilonego wytwarzania i wydzielania
t-PA przez komérki nowotworowe lub ze wzmozonego uwalniania tego aktywatora przez
komoérki endotelialne nowopowstatych naczyn nowotworowych. Oprécz swojej fizjologicznej
roli trombolitycznej, t-PA jest uwazany za waziny czynnik stymulujgcy procesy zwigzane
ztransformacja nowotworowa, takie jak proliferacja, migracja i inwazja komodrek
nowotworowych. W ujeciu molekularnym, t-PA moze indukowaé proliferacje w wielu réznych
typach komadrek, w tym komérkach raka piersi. Przypuszcza sie, ze mitogenne dziatanie t-PA
jest niezalezne od jego aktywnosci katalityczneji jest scisle zwigzane z aktywacjg kinaz Src
i ERK1/2. Ponadto wykazano, ze identycznie jak u-PA, t-PA réwniez przyczynia sie do
degradacji btony podstawneji macierzy zewngtrzkomérkowej poprzez inicjacje transformadiji
plazminogenu doplazminy. Proces ten prowadzido przebudowy struktury tkanek, co wyzwala
uruchomienie proangiogennego  fenotyp umozliwiajgcego inwazje migracje
i rozprzestrzenianie sie komdérek nowotworowych, wptywajgc na wzrost zaréwno komaérek
nowotworowych, jak i naczyniowych. W ostatnich latach pojawity sie doniesienia, ze poza
swojg rolg proteolityczng, t-PA réwniez bezposrednio aktywuje wewngtrzkomaérkowe szlaki
sygnatowe w sposdéb niekatalityczny. Obserwacje te doprowadzity do klasyfikacji tej proteazy
jako cytokiny. t-PA wystepuje na powierzchni komorek srédbtonka naczyniowego, co
wskazuje, ze moze bra¢ udziat w neoangiogenezie. Dodatkowo, t-PA wykazuje zdolnos¢ do

bezposredniej indukcji ekspresji czynnika wzrostu srédbfonka naczyniowego poprzez
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transaktywacje p38 przez uktad ERK. Co wiecej, t-PA jest w istotny sposéb zwigzany z migracja
komérek nowotworowych ze wzgledu na aktywacje receptoréow btonowych, takich jak,
aneksyna-2, EGFR oraz biatko 1 zwigzane zreceptorem lipoproteiny niskiejgestosci (LRP1, ang.
low density lipoprotein receptor-related protein 1). Cytokinowa funkcja t-PA dodatkowo
uruchamia szlaki sygnatowe, takie jak NFkB, MEK-ERK i p-38 MAPK, przyczyniajac sie do
aktywacji szeregu proceséw zwigzanych z nowotworzeniem. Badania z wykorzystaniem linii
komérkowych MCF-7 i T47 luminalnego raka piersi przeprowadzone przez Qiu i wsp.
udokumentowaty, ze t-PA bierze udziat w zaleznym od CD44 wzroscie lamellipodiow
niezbednych do migracji i inwazji komdrek nowotworowych. Wrecz przeciwnie do powyzszych
postulatow, niektdére badania nad nowotworem piersi sugerujg, ze komarki raka gruczotu
piersiowego o wysokim stezeniu t-PA determinujg zwykle korzystne rokowanie w poréwnaniu
z komédrkami z niskim lub niewykrywalnym stezeniem t-PA, co sugeruje ztozong role uktadu
aktywacji plazminogenu w przebiegu raka piersi. Dodatkowo, na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw wykorzystujgcych modele komérkowe raka piersi,
zaproponowano, ze t-PA jest biatkiem indukowanym przez estrogeny, co zostato
potwierdzone w badaniach klinicznych wykazujgcych istotng dodatnig korelacje pomiedzy
stezeniem t-PA a ekspresjg receptoréw estrogenowych i progesteronowych w komaérkach raka

piersi [173-180].

Zgodnie z najnowszg wiedzg, u-PA i PAI-1 to pierwsze biomarkery hemostatyczne,
ktorych uzytecznos¢ prognostycznai predykcyjna zostata powszechnie zweryfikowana oraz
klinicznie zwalidowana. Pomiar ekspresji u-PA i PAI-1 jest obecnie powszechnie zalecany
w celu okreslenia rokowania i podejmowania decyzji dotyczacych leczenia. Zgodnie
z przyczynowa rolg u-PA i PAI-1 zwiekszona ekspresja u-PA i PAI-1 w tkance nowotworowej
piersi stanowi silny i niezalezny czynnik prognostyczny ztego rokowania. Pacjentki
z pierwotnym rakiem piersi, a w szczegdlnosci pacjentki z niezajetymi weztami chtonnymi
i wysoky ekspresjg antygendw u-PA i PAI-1 w tkance nowotworowej majg mniejsze
prawdopodobienstwo przezycia wolnego od choroby i przezycia catkowitego niz pacjentki
z niskg ekspresjg tych biomarkeréw. Z kolei wyniki badan nad rolg t-PA w przebiegu raka piersi
potwierdzity S$cistg zalezno$s¢ pomiedzy obnizong ekspresja t-PA w komdrkach
nowotworowych a wystepowaniem guzéw o duzych rozmiarach, stabym rdznicowaniu

histologicznym, aneuploidig oraz z duzg frakcjg komdrek w fazie S. Ponadto, niska ekspresja
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t-PA jest istotnie i niezaleznie powigzana z krétszym czasem przezycia wolnego od choroby
i przezycia catkowitego u pacjentek z niezajetymi weztami chtonnymi, co klinicznie manifestuje

sie wyzszym prawdopodobienstwem nawrotu choroby i przedwczesnej smierci [180-184].

Rycina 13. Kluczowe mechanizmy elementéw fibrynolizy w progresji raka piersi (w modyfikagji

wtasnej) [185].

3.6. Powiktania leczenia przeciwnowotworowego

Pomimo skutecznosci wspdtczesnych terapii przeciwnowotworowych, istniejg
znaczgce potencjalne skutki uboczne zwigzane z leczeniem onkologicznym. Liczne badania
dostarczajg niepodwazalnych dowoddéw na to, ze nieprawidiowy przebieg hemostazy
w chorobie nowotworowej moze mie¢ nie tylko charakter pierwotny wynikajgcy z samej
biologii guza, ale dodatkowo moze sie nasila¢ pod wptywem réznych form leczenia. Szczegdlng
obawe budzi fakt, ze wielokrotne terapie przeciwnowotworowe wigzg sie ze zwiekszonym

ryzykiem zakrzepicy. Wykazano, ze kilka cytotoksycznych srodkéw chemioterapeutycznych,

69



a takze hormonoterapia, radioterapia i terapia celowana istotnie przyczyniajg sie do
wystgpienia niepozgdanych skutkédw ubocznych w zakresie procesu hemostazy.

Leczenie raka, w tym chemioterapia, terapia hormonalna, terapia celowana
i radioterapia, zostaty zidentyfikowane jako wazny niezalezny czynnik ryzyka VTE u pacjentek
chorych na raka. Leki przeciwnowotworowe mogg wywotywaé dziatanie trombogenne
poprzez wiele réznych mechanizméw: (1) uwalnianie prokoagulantéw i cytokin prozapalnych
z uszkodzonych komdérek nowotworowych; (2) bezposrednig toksycznosc leku na srédbtonek
naczyn; (3) bezposrednig indukcje ekspresji TF w monocytach lub komdrkach
nowotworowych; (4) zmniejszenie stezen fizjologicznych antykoagulantow; oraz (5) aktywacje
i agregacje ptytek krwi. Bezposrednie uszkodzenie komdrek srodbtonka naczyniowego przez
srodki przeciwnowotworowe, prowadzgce do nadekspresji TF i utraty wtasciwosci
przeciwzakrzepowych, wydaje sie by¢ najwazniejszg przyczyng zakrzepicy zwigzanej
z leczeniem przeciwnowotworowym. Chociaz obecne leczenie przeciwnowotworowe jest
skuteczng i niezawodng metoda leczenia raka piersi, u pacjentek otrzymujgcych terapie
uzupetniajacg wystepuje zwiekszone ryzyko zakrzepicy, niezaleznie od biologii nowotworu

[158, 186-189].
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Il. Cel pracy

Rak piersi jest najczesciej wystepujgcym nowotworem ztosliwym u kobiet na catym
Swiecie. Powszechne leczenie raka piersi obejmuje okreslone schematy terapeutyczne
stosowane w zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu oraz charakterystyki
histologicznej i molekularnej tkanki nowotworowej. Ustalone markery prognostyczne w raku
piersi obejmujg stan weztéw chtonnych, wielko$¢ guza, stopien ztosliwosci histologicznej,
stopnien zaawansowania klinicznego, a takze status receptoréw hormonalnych oraz status
HER2. Jednakze ocena rokowania raka piersi przy pomocy tradycyjnych wskaznikow w dalszym
ciggu pozostaje niesatysfakcjonujgca, a w przypadku niektérych podtypdw raka piersi nadal
brakuje specyficznych terapeutycznych celéw molekularnych. Zatem istotne jest
zidentyfikowanie dodatkowych biomarkerow prognostycznych umozliwiajgcych skuteczne
przewidzenie przysztego przebiegu choroby nowotworowej oraz dobdr spersonalizowanego
leczenia.

Badania prowadzone w ciggu ostatnich pieciu dekad wykazaty istotng zaleznosé
pomiedzy wystepowaniem choroby nowotworowej a funkcjonowaniem ukfadu
hemostatycznego. U kobiet chorych na raka piersi zwigzek miedzy nowotworem a uktadem
hemostatycznym jest coraz czeSciej uznawany za wazny i niezalezny czynnik regulujgcy
progresje raka piersi. W rzeczywistosci, elementy uktadu hemostatycznego, w tym ptytki krwi
oraz czynniki uktadu krzepniecia i fibrynolizy, mogg wptywaé na wiele procesow
posredniczgcych w progresji raka piersi.

Celem pracy byta préba okreslenia wartosci prognostycznej przy zastosowaniu analizy
krzywej ROC, estymacji Kaplana-Meiera, regresji Coxa oraz regresji logistycznej i liniowej
wybranych czynnikéw hemostatycznych, w tym elementéw uktadu krzepniecia: TF i TFPI oraz
fibrynolizy: t-PA, u-PA i PAI-1 u pacjentek z inwazyjnym rakiem piersi oraz ocena wptywu
zastosowanego leczenia uzupetniajgcego na ich stezenie i aktywno$é. Dodatkowo
przeprowadzono analize poréwnawczg wybranych czynnikdw hemostatycznych w odniesieniu
do parametrow demograficzno-antropometrycznych oraz kliniczno-patologicznych w obrebie

badanej grupy zaréwno przed leczeniem, jak i po leczeniu.
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I11. Cykl publikacji

Podstawg do wnioskowania o uzyskanie stopnia doktora nauk medycznych jest

osiggniecie naukowe w postaci cyklu artykutéw naukowych opublikowanych pod tytutem:

»0cena wartosci prognostycznej wybranych czynnikéw hemostatycznych oraz zmiana ich
stezenia w odpowiedzi na zastosowane leczenie uzupetniajgce u pacjentek z inwazyjnym

rakiem piersi”

Osiggniecie naukowe skfada sie z dwdch prac oryginalnych opublikowanych
w recenzowanych czasopismach znajdujgcych sie na liscie Journal Citation Reports (JCR).
Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania, impact factor (IF) wynosi 7,1, punktacja MNiSW -

210 pkt.

1. Wrzeszcz K, Stomka A, Zarychta E, Rhone P, Ruszkowska-Ciastek B. Tissue plasminogen
activator as a possible indicator of breast cancer relapse: A preliminary, prospective

study. J Clin Med. 2022; 11(9): 2398. [IF: 3,9; MNiSW: 140 pkt. (praca orygialna)]

Moj wktad w powstanie pracy polegat na: czeSciowym opracowaniu koncepcji artykutu,
przegladzie piSmiennictwa, przeprowadzeniu analizy statystycznej, interpretacji uzyskanych
wynikéw, czeSciowym opracowaniu pierwszej wersji tekstu artykutu oraz redagowaniu wers;ji

manuskryptu uwzgledniajgcej uwagi recenzentow.
Méj procentowy udziat w realizacji pracy szacuje na 75%.

2. Wrzeszcz K, Rhone P, Kwiatkowska K, Ruszkowska-Ciastek B. Hypercoagulability state
combined with post-treatment hypofibrinolysis in invasive breast cancer: a seven-year
follow-up evaluating disease-free and overall survival. Life. 2023; 13(5): 1106. [IF: 3,2;
MNIiSW: 70 pkt. (praca orygialna)]

Méj wkiad w powstanie pracy polegat na czeSciowym opracowaniu koncepcji artykutu,
przegladzie piSmiennictwa, przeprowadzeniu analizy statystycznej, interpretacji uzyskanych
wynikéw, opracowaniu pierwszej wersji tekstu artykutu oraz redagowaniu wersji manuskryptu

uwzgledniajgcej uwagi recenzentow.

Mdj procentowy udziat w realizacji pracy szacuje na 75%.
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Ogdlna charakterystyka grupy badanej w pracy numer 1i2

W publikacji numer 1 i 2 badaniem o charakterze obserwacyjnym i prospektywnym
objeto pacjentki z rozpoznanym pierwotnym, jednostronnym, inwazyjnym rakiem piersi bez
przerzutéw odlegtych. Pacjentki byty diagnozowane i rekrutowane z Oddziatu Klinicznego
Nowotworu Piersi i Chirurgii Rekonstrukcyjnej w Centrum Onkologii im. prof. Franciszka
tukaszczyka w Bydgoszczy w okresie od listopada 2015 roku do czerwca 2017 roku. Pacjentki
z populacji objetej badaniem obserwowano od momentu rozpoznania raka piersi do chwili
nawrotu choroby nowotworowejlub zgonu. Okres obserwacji liczony byt od daty rozpoznania
inwazyjnego raka piersi do dnia ostatniego kontaktu. Czas od wigczenia do badania do daty
nawrotu choroby okre$lonojako czas przezycia wolnego od choroby, a czas do ostatniej wizyty
lub Smierci pacjentki okreslono jako catkowity czas przezycia.

Zasadniczym kryterium wtgczenia do badania byt (1) pierwotny, (2) jednostronny, (3)
inwazyjny rak piersi w stopniu I, maksymalnie Il. Kryteriami wykluczenia byty: (1)
przedoperacyjne stwierdzenie przerzutéw odlegtych lub innego guza pierwotnego, (2)
chemioterapia lub radioterapia neoadjuwantowa, (3) niepetne dane kliniczne z obserwacji, (4)
stopien zaawansowania klinicznego IlIA lub wyzszy, (5) stopien ztosliwosci histologicznej G3,
(6) rak in situ, (7) guz wiekszy niz 5 cm.

U kazdej zakwalifikowanej do badania pacjentki oceniono lokalizacje, wielkos¢ guza,
stan regionalnych weztéw chtonnych oraz wszystkie niezbedne parametry z klasyfikaciji
histologicznej, Elston-Ellis, TNM oraz molekularnej.

Wszystkie pacjentki z rakiem piersi uwzglednione w badaniu zostaty poddane
chirurgicznemu usunieciu guza. W celach operacyjnych wykorzystano mastektomie, operacje
oszczedzajgca pier$ lub zmodyfikowang radykalng mastektomie. Zadna z pacjentek nie byfa
leczona terapig neoadjuwantowa. Po przeprowadzeniu pierwotnej operacji zastosowano
pooperacyjne leczenie uzupetniajgce, sktadajgce sie z radioterapii, brachyterapii, terapii
hormonalnej, chemioterapii lub immunoterapii w zaleznosci od profilu nowotworu.

Badanie przeprowadzono zgodnie z wytycznymi lokalnej Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera

w Bydgoszczy (KB/547/2015).
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Wprowadzenie do badania opublikowanego w pracy nr 1:

Wrzeszcz K, Stomka A, Zarychta E, Rhone P, Ruszkowska-Ciastek B. Tissue plasminogen
activator as a possible indicator of breast cancer relapse: A preliminary, prospective study.

J Clin Med. 2022; 11(9): 2398. [IF: 3,9; MNiSW: 140 pkt.]

Inwazyjny rak piersi jest istotnym problemem zdrowotnym zwigzanym z wysoka
globalng zachorowalnoscig i smiertelnoscig wsrdd kobiet. W ostatnich latach poczyniono
postepy wopracowaniu nowych lekéw ukierunkowanych na molekularne podtypy raka piersi,
jednakze prognostyczna perspektywa w przypadku bardziej zaawansowanych nowotworéw
nadal pozostaje niekorzystna, a prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia w tych
przypadkach nie przekracza 28%.

Powszechnie wiadomo, ze mechanizm odpowiedzialny za wzrost i rozprzestrzenianie
sie raka piersi jest bardzo ztozony i wieloetapowy. Dane dostepne w literaturze podkreslajg,
ze zaburzenia uktadu hemostazy mogg odgrywac zasadniczg role w naturalnym przebiegu tej
choroby. Wielu badaczy skupia swojg uwage na ocenie procesu krzepniecia krwi u pacjentek
z rozpoznanym rakiem piersi. Obserwacje te sg spdjnei wykazujg, ze pacjentki z rakiem piersi
sg obarczone wysokim ryzykiem rozwoju stanu nadkrzepliwosci, co istotnie zwieksza
prawdopodobienstwo powiktan zakrzepowo-zatorowych, dodatkowo wzmocnionych
stosowang terapig przeciwnowotworowa. Ryzyko incydentdw prozakrzepowych zwigzanych
znowotworem jest silnie powigzane z hipofibrynoliza wyrazajagcg sie zmniejszonym
wydzielaniem aktywatorédw plazminogenu i wzmocnieniem dziatania jego inhibitorow.

Parametry laboratoryjne rutynowo stosowane do oceny krzepliwo$¢ krwi mogg
potencjalnie stanowi¢ silne czynniki diagnostyczne i prognostyczne w przebiegu raka piersi.
Witasciwosci takie przypisuje sie m.in. czynnikowi tkankowemu, czynnikowi von Willebranda
oraz czynnikom krzepniecia Vi VIII.

Pomimo postepu wiedzy na temat zaburzen krzepniecia krwi, doktadna rola procesu
fibrynolitycznego w patofizjologii, diagnostyce i rokowaniu raka piersi pozostaje niejasna.
Pojedyncze badania kliniczne oceniajg gtéwnie osoczowe stezenie inhibitora aktywatora
plazminogenu-1, gtdwnego inhibitora fibrynolizy. Wykazano, ze PAI-1 moze by¢ wysoce
przydatny klinicznie w diagnostyce i prognozowaniu raka piersi. Rola innych elementéw

biorgcych udziat w procesie uptynniania skrzepu krwi jest stabo poznana. Chociaz badano

74



wartos¢ prognostyczng t-PA, u-PA lub PAI-1 w réznych nowotworach, to ich szczegdlna
wartos¢ dla oceny rokowania we wczesnym stadium inwazyjnego raka piersi nie zostata
w petni wyjasniona. Istnieje znaczgca luka w badaniach nad rolg ukfadu fibrynolitycznego
w raku piersi, biorgc pod uwage kilka parametrow laboratoryjnych, takich jak t-PA, u-PA,
PAI-1, a zwtaszcza kompleks PAI-1/t-PA oraz PAI-1/u-PA.

W publikacji numer 1 badaniem o charakterze obserwacyjnym objeto 41 kobiet
w wieku 45-69 lat (mediana 56 lat) z rozpoznanym pierwotnym, jednostronnym, inwazyjnym
rakiem piersi bez przerzutédw odlegtych. W okresie obserwacji, ktérego mediana wynosita 66
miesiecy (IQR 59-68 miesiecy), odnotowano dziewie¢ zdarzen, w tym cztery przypadki
wznowy choroby nowotworowej wyrazonej jako obecnos¢ przerzutéw odlegtych oraz pieé
zgondw spowodowanych ogélnoustrojowa chorobg przerzutowy. Wspdtczynnik czestosci
nawrotow wynosit 22%.

Najczestszym podtypem molekularnym raka piersi wsréd pacjentek objetych
badaniem byt podtyp luminalny A, potwierdzony u 26 pacjentek (63%), a najczestszym
stopniem histologicznym wedtug klasyfikacji Elstona-Ellisa byt stopien G2, zdiagnozowany u 31
przypadkéw (76%). Srednica guzéw wahata sie od 0,5 do 3,5 cm, przy medianie wielko$d
1,6 cm, przy czym u wiekszosci pacjentek (59%) Srednica guza wynosita < 2 cm. Wedtug
klasyfikacji TNM, 16 pacjentek (39%) znajdowato w stadium I, a 61% w stadium I
zaawansowania klinicznego nowotworu.

W ramach badania oceniono aktywnos¢ oraz stezenie podstawowych elementéw
uktadu fibrynolitycznego: t-PA, u-PA, PAI-1, PAI-1/t-PA oraz PAI-1/u-PA. Do analizy wszystkich
parametréw uktadu fibrynolitycznego wykorzystano dostepne na rynku zestawy do testow
immunoenzymatycznych (ELISA).

Celem pracy byfa analiza aktywnosci oraz stezenia podstawowych elementéw ukfadu
fibrynolitycznego oraz proba okreslenia wartosci prognostycznej tych czynnikow
w przewidywaniu ryzyka nawrotu choroby nowotworowej u pacjentek z inwazyjnym rakiem
piersi. Dodatkowo sporzgdzono analize poréwnawczg wybranych czynnikdéw fibrynolitycznych
w odniesieniu do parametréw kliniczno-patologicznych, takich jak obecnos¢ przerzutéow do
weztdw chfonnych, rozmiar guza, stopnien ztosliwosci histologicznej, stopier zaawansowania
klinicznego czy status receptoréw ER i PR.

Uzyskane dane zostaty ocenione za pomocg zaawansowanych narzedzi statystycznych.

Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem krzywej ROC, wykreséw
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Kaplana-Meiera, regresji Coxa, regresji logistycznej oraz wielokrotnych modeli regresji
liniowej.

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej, w pierwszej publikacji przy
wykorzystaniu krzywej ROC za najsilniejszy predyktor nawrotu choroby wsréd badanych
elementéw fibrynolitycznych uznano t-PA (AUC = 0,799; p < 0,0006), ktérego stezenie na
poziomie 1,37 ng/ml ze swoistoscig 65,6% i czutoscig 88,9% uznano za najlepszg wartos¢
odciecia pozwalajgcg na odrdznienie pacjentek z nawrotem choroby od pacjentek bez
nawrotu choroby nowotworowej. Pola pod krzywg ROC dla aktywnosci PAI-1, antygenu PAI-1,
aktywnosci u-PA, antygenu u-PA, kompleksu PAI-1/u-PA i kompleksu PAI-1/t-PA byty mniejsze
niz AUC dla antygenu t-PA. Niemniej jednak dla wszystkich ocenianych parametréw wartosé
AUC byfa wyzsza od granicy przydatnosci prognostycznej testu AUCR¢> 0,5, jednakze wartoéé
p dla tych parametréw wynosita p> 0,05, w zwigzku z tym dla tych parametréw nie osiggnieto
silnej mocy prognostycznej umozliwiajgcej przewidywanie nawrotu raka piersi.

Wykorzystujgc analize krzywych Kaplana-Meiera oraz test long-rank zaobserwowano
réznice w funkcjach przezycia w przypadku aktywnos$é PAI-1 oraz stezenia antygenu t-PA.
Pacjentki z aktywnoscig PAI-1 ponizej 3,04 U/ml charakteryzowaty sie znaczgco dtuzszym
czasem przezycia wolnym od choroby w pordwnaniu z pacjentkami z aktywnoscig PAI-1
powyzej 3,04 U/ml (p = 0,0412). Z kolei w kontekscie biomarkera t-PA, prawdopodobieristwo
przezycia bez nawrotu choroby nowotworowej byto zdecydowanie nizsze u pacjentek ze
stezeniem t-PA ponizej 1,37 ng/ml lub 1,41 ng/ml (w zaleznosci od zastosowanego punktu
odciecia - mediany lub indeksu Youdena). Pacjentki ze stezeniem t-PA > 1,37 ng/ml lub
> 1,41 ng/ml charakteryzowaty sie istotnie dtuiszym czasem wolnym od choroby
nowotworowej (odpowiednio p = 0,0029; p = 0,0086).

Wyniki te zostaty oparte o dalsze testy statystyczne. Przy zastosowaniu
jednoczynnikowego modelu regresji Coxa wykazano, ze antygen t-PA jest istotnie powigzany
z dtuzszym czasem wolnym od choroby (HR = 0,10, 95% Cl = 0,01-0,83, p = 0,0323). Zgodnie
z tymi wynikami, pacjentki ze stezeniem t-PA wyzszym niz 1,41 ng/ml sg 0 90% mniej narazone
na wystgpienie wznowy nowotworu piersi w poréwnaniu z pacjentkami z nizszym stezeniem
t-PA. W oparciu o regresje logistyczng, stwierdzono, ze jedynie warto$é antygenu t-PA ma
istotny zwigzek z dtugoscig czasu przezycia wolnego od choroby. Odnotowano, ze wzrost
stezenia antygenu t-PA o 1 ng/ml zmniejsza ryzyko nawrotu raka piersio 0,06 (OR) (95% CI =

0,01 do 0,68; p = 0,0209). Wyniki te zostaty ostatecznie potwierdzone modelem regresji
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liniowej. W modelu wieloczynnikowej analizy regresji liniowej skorygowanym o wiek, BMI,
liczbe poroddéw, stan menopauzalny oraz palenie tytoniu, ryzyko wznowy raka piersi byto
powigzane ze stezeniem t-PA w sposéb odwrotnie proporcjonalny (standaryzowany
wspotczynnik Beta = -0,3815; p = 0,0227).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze wyisze stezenie t-PA w osoczu kobiet z rakiem
piersi jest istotnie powigzane z korzystnym rokowaniem w aspekcie czasu wolnego od
choroby nowotworowej. Wykazano, ze tkankowy aktywator plazminogenu jest
biomarkerem o wysokim potencjale prognostycznym pozwalajagcym na przewidzenie
przebiegu raka piersi, w tym oszacowanie ryzyka wystgpienia przerzutow. Dodatkowo
odnotowano, ze nizsza aktywnos$¢ PAI-1 jest powigzana z lepszymi wynikami klinicznymi.
Przypuszcza sie, ze w przypadkach, w ktérych wystepuje wyisze stezenie t-PA lub nizsza
aktywnosc¢ PAI-1, istnieje mozliwos¢ nasilenia procesu fibrynolizy, co wigze sie z lepszym

rokowaniem.

77



78



79



80



81



82



83



84



85



86



87



88



89



90



91



92



93



94



95



Wprowadzenie do badania opublikowanego w pracy nr 2:

Wrzeszcz K, Rhone P, Kwiatkowska K, Ruszkowska-Ciastek B. Hypercoagulability state
combined with post-treatment hypofibrinolysis in invasive breast cancer: a seven-year follow-
up evaluating disease-free and overall survival. Life. 2023; 13(5): 1106. [IF: 3,2; MNiSW: 70
pkt.]

Leczenie raka piersi ma charakter wielodyscyplinarny, a gtdwne czynniki determinujgce
decyzje o terapii zalezg od stopnia zaawansowania i biologii nowotworu. Spersonalizowany
planleczeniaraka piersi obecnie nadal opiera sie na tradycyjnych czynnikach prognostycznych
i predykcyjnych, w tym klinicznych, histologicznych i niektdrych dobrze zdefiniowanych
czynnikach biologicznych, takich jak receptory ER, PR oraz HER2. Pomimo skutecznosci
wspotczesnych terapii przeciwnowotworowych, istniejg znaczgce potencjal ne skutki uboczne
wynikajgce z ich zastosowania. Szczegdlng obawe budzi fakt, ze wielokrotne terapie
przeciwnowotworowe wigzg sie ze zwiekszonym ryzykiem zakrzepicy.

Hemostaza jest podstawowym procesem w utrzymaniu krazenia, obejmujgcym
ztozong, wysoce zréwnowazong interakcje pomiedzy naczyniami krwionosnymi, ptytkami
krwi, osoczowymi czynnikami krzepniecia i biatkami fibrynolitycznymi. Brak réwnowagi
pomiedzy procesem krzepniecia a procesem fibrynolizyinicjujei sprzyja zakrzepicy, ktora jest
jedna z gtéwnych przyczyn zgonéw z powodu nowotwordw. Jednym z kluczowych czynnikéw
przyczyniajacych sie do rozwoju zaburzen hemostazy w nowotworach jest zwigzana
z komdrkami nowotworowymi promocja skrzepu, polegajgca na wytwarzaniu przez komorki
nowotworowe czynnikdw prokoagulacyjnych. Sposréd nich, czynnik tkankowy, ulegajgcy
nadekspresji na powierzchnikomarek ztosliwych, moze odgrywac kluczowa role w krzepnieciu
wywotanym procesem nowotworzenia, powodujgc aktywacje kaskady krzepniecia. Wysoka
ekspresja TF w tkance nowotworowej pacjentéw chorych na raka zostata powigzana
z progresjg nowotworu, gorszymi wynikami klinicznymi i zakrzepicg. Inne gtéwne szlaki
zakrzepicy zwigzanej z nowotworem obejmuja ekspresje w komdrkach nowotworowych
biatek fibrynolizy - aktywatora plazminogenu typu urokinazy (u-PA), tkankowego aktywatora
plazminogenu (t-PA) oraz inhibitora aktywacji plazminogenu 1 (PAI-1).

Dodatkowe mechanizmy aktywacji krzepniecia krwi w przebiegu choroby

nowotworowej uruchamiane sg przez leki przeciwnowotworowe. Leki przeciwnowotworowe
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mogg wywotywaé dziatanie trombogenne poprzez wiele rdéinych mechanizmow.
Bezposrednie uszkodzenie komdrek srddbtonka przez srodki przeciwnowotworowe,
prowadzgce do nadekspresji TF i utraty wtasciwosci przeciwzakrzepowych, wydaje sie by¢
najwazniejszg przyczyngzakrzepicy zwigzanej z terapig nowotwordow. Chociaz obecne leczenie
przeciwnowotworowe jest skuteczng i niezawodng metoda leczenia wielu rodzajow
nowotworéw, u pacjentéw otrzymujgcych terapie uzupetniajgcg wystepuje zwiekszone ryzyko
zakrzepicy, niezaleznie od nowotworu. Co zaskakujgce, ta interakcja w przypadku wczesnego
inwazyjnego raka piersi nie zostata w pefni oceniona.

W publikacji numer 2 siedmioletnim, prospektywnym badaniem objeto 60 pacjentek
z pierwotnym, inwazyjnym rakiem piersi z mediang wieku 56 lat (IQR 51-59 lat). W okresie
obserwacji z mediang wynoszgcg 71 miesiecy, progresje choroby stwierdzono u 11 pacjentek,
w tym dwa nawroty o charakterze miejscowym lub przerzutowym (czesto$s¢ nawrotéw
18,33%) oraz dziewie¢ zgondéw wynikajgcych z ogdlnoustrojowej choroby przerzutowej
(wskaznik $miertelnosci 15%).

W momencie rozpoznania 14 (23%) nie przeszto menopauzy przed rozpoczeciem
badan, a 46 (77%) pacjentek znajdowato sie w okresie pomenopauzalnym. Oceniona $rednica
guzéw wahata sie od 0,4 do 3,5 cm, z mediang wielkosci 1,55 cm (IQR 1,2-2,3 cm). Na
podstawie klasyfikacji molekularnej najczestszym podtypem w tym badaniu byt typ
luminalny A (57% pacjentek), podczas gdy u 26 (43%) pacjentek wystepowaty guzy inne niz
w podtypie luminalnym A, w tym luminalne B, nieluminalne HER2+i potrdjnie ujemne. U 85%
pacjentek wystepowat inwazyjny rak przewodowy, a u 15% inwazyjny rak zrazikowy.

W ramach badan oceniono aktywnosci stezenie czynnika tkankowego (TF), inhibitora
szlaku czynnika tkankowego (TFPI), tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) oraz
inhibitora aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1). Do oceny parametréw hemostatycznych osocza
wykorzystano komercyjne testy immunoenzymatyczne (ELISA). Probki krwi od pacjentek
pobrano dwukrotnie - 24 godziny przed planowang operacjg oraz 8 miesiecy po operacji
usuniecia guza. W tym okresie pacjentki zostaty poddane uzupetniajgcej terapii
przeciwnowotworowe;j.

Celem pracy byta ocena wptywu leczenia uzupetniajgcego na stezenie i aktywnosé
czynnikow uktadu hemostazy, wtym TF, TFPI, t-PA oraz PAI-1 u pacjentek zinwazyjnym rakiem

piersi. Dodatkowo przeprowadzono ocene doktadnosci diagnostycznej i potwierdzono
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przydatno$é badanych parametréw hemostatycznych w przewidywaniu ryzyka nawrotu
choroby nowotworowej.

Zebrane dane kliniczno-terapeutyczne poddano analizie statystycznej. Zastosowano
nieparametryczne testy, w tym test Wilcoxona, test U Manna-Whitneya oraz test ANOVA,
Dodatkowo przeprowadzone zostaty zaawansowane analizy z uzyciem krzywej ROC,
estymatora przezycia Kaplana-Meiera oraz regresji Coxa.

W drugiej publikacji obszernie przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze
skojarzona terapia uzupetniajgca znaczgco zwiekszyta osoczowe stezenie TF i PAI-1, a takze
aktywnos$¢ TF i TFPI, ale istotnie obnizyta stezenie t-PA. Ponadto odnotowano, ze stosowanie
radioterapii, chemioterapii lub hormonoterapiijako jedynej formy leczenia uzupetniajgcego
(monoterapii) nie prowadzi do statystycznie istotnych rdznic pomiedzy wyjsciowym
i pooperacyjnym poziomem biomarkeréw hemostatycznych. Jedynym wyjatkiem jest stezenie
PAI-1, w przypadku ktdérego zaobserwowano znaczny wzrost stezenia w odpowiedzi na
monoterapie. Jednakze wdrozenie terapii skojarzonej, bedacej potaczeniem réznych form
leczenia uzupetniajgcego, znaczgco wptywa na zmiany stezen i aktywnosci niemal wszystkich
badanych biomarkeréw w ogdlnej kohorcie pacjentek zinwazyjnym rakiem piersi. Dodatkowo,
przy pomocy krzywej ROC zidentyfikowano, ze przedoperacyjna aktywnos$é TF z wartoscig
odciecia 13,32 U/ml (AUC=0,701, p =0,0143) oraz przedoperacyjne stezenie PAI-1 z wartoscig
odciecia 36,46 ng/ml (AUC = 0,659, p = 0,0472) stanowig najsilniejsze predyktory nawrotu
choroby nowotworowej i mogg skutecznie przewidywaé ryzyko wznowy jeszcze przed
zastosowaniem terapii uzupetniajgcej. W aspekcie poréwnania poszczegélnych biomarkeréow
po leczeniu, najlepszym czynnikiem prognostycznym wznowy raka po leczeniu adjuwantowym
okazat sie t-PA, ktdrego stezenie na poziomie 3,13 ng/ml ze swoistoscig 59,2% i czutoscia
90,9% moze w sposOb wiarygodny przewidzie¢ efekty leczenia chorych na raka piersi.

Krzywe Kaplana-Meiera wykazaty, ze wysokie stezenie TF i PAI-1 przed leczeniem oraz
wysoka aktywnos$¢ TF przed leczeniem odpowiada istotnie krotszemu czasowi przezycia
wolnego od choroby. Podobnie, przedoperacyjny wysoki poziom TF oraz PAI-1 skorelowany
jest ze znaczgco krétszym czasem przezycia catkowitego. Z kolei badanie krzywych Kaplana-
Meiera dla poziomdéw biomarkeréw hemostatycznych po leczeniu wykazato, ze pacjentki
z wyzszym stezeniem antygenu t-PA po leczeniu charakteryzowaty sie gorszym rokowaniem

w zakresie przezycia wolnego od choroby oraz przezycia catkowitego.
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Uzyskane wyniki zostaty poparte regresjg Coxa, ktdra wykazata, ze aktywnos$¢ TF przed
leczeniem > 13,32 U/ml oraz stezenie PAI-1 przed leczeniem > 36,46 ng/ml sg dodatnio
skorelowane ze zwiekszonym ryzykiem nawrotéw raka piersi (odpowiednio HR = 14,33, 95%
Cl = 1,81-113,28, p = 0,0116; HR = 8,39, 95% Cl = 1,07-65,58, p = 0,0427). Jednoczesnie
jednoczynnikowa analizabiomarkerédw hemostatycznych po leczeniu sugeruje, ze u pacjentek
ze stezeniem t-PA powyzej 3,13 ng/ml po leczeniu ryzyko nawrotu choroby jest 11,29-krotnie
wieksze (HR = 11,29, 95% Cl = 1,43-89,25, p = 0,0216).

Z badania wynika, ze terapia uzupetniajaca istotnie zwieksza osoczowe stezenie TF
i PAI-1 oraz aktywnos¢ TF i TFPI, jednoczesnie znaczgco obniza stezenie t-PA. Biorac pod
uwage role biomarkerow hemostatycznych oraz nasilony wplyw leczenia
przeciwnowotworowego na stan nadkrzepliwosci i hipofibrynolizy, mozna sugerowaé, ze
u chorych na raka piersi leczonych terapig uzupetniajacy istnieje wyzsze ryzyko wystgpienia
zylnych i tetniczych powiktan zakrzepowo-zatorowych. Dodatkowo zidentyfikowano, ze
zarowno aktywno$¢é TF przed leczeniem, jak i stezenie PAI-1, a takie steienie t-PA po
leczeniu sg powigzane z przysztymi wynikami zwigzanymi z przezyciem pacjentek. Wyzsza
przedoperacyjna aktywnos¢ TF i stezenie PAI-1 oraz wyisze stezenie t-PA po leczeniu
istotnie zwiekszajg prawdopodobienstwo nawrotu raka piersi i Smierci spowodowanej

chorobg przerzutowa.
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Life 2023, 13, 1106 8of26
Table 2. TFPI activity, TFPT and TF antigen concentrations according to the type of surgery and adjuvant therapy in IBrC subjects.
Type of Pre-Treatment Post-Treatment Pre-Treatment Post-Treatment Pre-Treatment Post-Treatment
Treyal:mem TFPI Activity TFPI Activity p-Value * TFPI Antigen TFPI Antigen p-Value ** TF Antigen TF Antigen p-Value ***
[U/mL] [U/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Surgery type
128 1.68 61.88 32.87 466.34 822.71
Mastectomy 1.26/1.36 1.56/1.96 0.2249 58.80/64.56 31.94/46.69 0.0796 392.64/577.40 452.43/841.96 0.2249
129 1.64 43.74 42,57 552.70 834.90
BCS 1.12/1.48 1.10/2.06 0.0083 37.12/50.40 38.13/52.48 0.9956 400.86/718.70 660.92/999.12 <0.0001
1.40 196 40.68 46.53 592.28 789.20
MRM 1.30/1.58 1.72/252 0.0284 37.64/55.00 43.23/98.36 0.3743 521.76/896.86 689.43/904.71 0.0506
Radiotherapy
128 170 4344 4277 562.47 831.91
Yes 112/148 1.10/2.06 0.0030 37.64/50.80 38.39/51.59 0.8384 400.94/724.55 660.92/999.12 <0.0001
140 172 53.92 44.84 521.76 822.71
No 1.26/1.58 1.48/2.82 0.0619 39.08/61.88 31.94/98.36 0.5937 442.73/581.87 655.33/904.71 0.0044
Brachytherapy
131 154 42,68 42,69 537.87 803.05
Yes 1.12/153 1.00/1.92 0.0776 35.82/48.94 38.47/53.11 0.3995 386.85/723.82 666.14/979.33 0.0002
131 177 47.62 43.08 557.20 827.41
No 1.15/149 1.39/2.20 0.0015 39.88/61.12 34.54/50.30 0.4001 439.56/689.41 658.13/1010.72 <0.0001
Chemotherapy
1.28 1.82 42.36 43.23 565.46 837.69
Anthracykline 1.10/1.46 1.40/220 0.0004 34.36/61.88 37.87/53.46 0.6139 400.86/726.12 691.40/973.34 0.0001
141 245 40.04 78.01 517.51 727.67
Dons i 1.25/1.51 1.57/2.67 0.1441 36.24/48.00 53.33/104.68 0.1441 413.55/792.09 567.50/1049.22 0.0679
anthracycline
130 1.50 46.44 4191 520.76 789.20
No 1.16/1.56 0.76/1.80 0.2993 40.68/53.92 33.76/46.51 0.2137 402.49/686.50 642.06/1002.68 0.0001
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Table 2. Cont.
Type of Pre-Treatment Post-Treatment Pre-Treatment Post-Treatment Pre-Treatment Post-Treatment
T n:m ¢ TFPI Activity TFPI Activity p-Value * TFPI Antigen TFPI Antigen p-Value ** TF Antigen TF Antigen p-Value ***
reatmen [U/mL] [U/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Endocrine
therapy
130 148 4546 4222 572.93 77418
Tamoxifen 1.14/1.50 0.90/1.82 0.2059 36.04/55.00 33.01/47.86 0.1915 387.68/718.70 642.06/884.08 0.0002
126 176 4416 46.99 563.96 890.45
il 118/132 152/2.70 0.0088 10.68/6036 4277/10584 01520  46634/72894  69140/97334 0.0046
148 1.96 55.76 46.51 562.47 1022.32
Ta";::r‘::“::s‘f'“b""' 094.1.68 1.74/2.62 02367 44.68/63.04 35.44/52.48 03980 520.76/774.32 985.32/1267.00 0.0180
1.38 1.84 40.50 4029 439.56 725.55
No 0.78/1.56 1.10/2.20 0.0745 32.68/43.44 37.87/52.76 0.3329 376.02/474.14 543.86/837.69 0.0284
Immunotherapy
142 217 4222 55.21 481.71 696.06
Yes 1.42/1.60 0.76/2.96 0.2489 34.36/58.80 42.61/5947 0.0277 386.02/718.70 479.66/1002.42 0.0747
129 1.69 4458 42,65 552.70 827.31
No 1.12/1.48 1.18/2.06 0.0007 38.00/55.76 35.44/49.00 0.3502 431.59/724.55 671.43/985.32 <0.0001

TFPI: Tissue factor pathway inhibitor; TF: Tissue factor; BCS: breast-conserving surgery; MRM: modified radical mastectomy. Data are expressed as median (Me) and the interquartile
range (IQR) [lower quartile (Q1)/upper quartile (Q3)]; p-value * for diff between p and p TFPI activity; p-value ** for differences between pre-treatment
and post-treatment TFPI antigen; p-value *** for di between p and pe TF antigen; significant differences are denoted by bold p-values.
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Table 3. TF activity, t-PA and PAI-1 antigen concentration according to the type of surgery and adjuvant therapy in IBrC subjects.
Type of Pre-Treatment TF Post-Treatment TF Pre-Treatment Post-Treatment Pre-Treatment Post-Treatment
Tre);p!men t Activity Activity p-Value * t-PA Antigen t-PA Antigen p-Value **  PAI-1 Antigen PAI-1 Antigen p-Value ***
[U/mL] [U/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Surgery type
13.70 4137 5.10 2.30 38.52 78.46
Mastectomy 10.61/23.59 12.12/42.63 0.2249 455/5.87 2.02/3.01 0.0796 36.46/58.30 45.47/81.25 0.0796
12.46 23.72 5.70 3.03 37.38 78.68
BCS 11.17/23.59 11.22/33.11 0.0008 4.28/6.87 2.05/4.96 0.0001 27.73/44.97 47.70/85.97 <0.0001
29.88 3297 6.86 3.28 40.80 73.27
MRM 11.65/41.82 13.32/45.39 0.3743 4.14/7.78 1.98/3.95 0.0858 35.50/45.48 60.72/84.65 0.1097
Radiotherapy
12.46 20.30 5.69 293 37.90 79.31
Yes 11.03/23.59 11.20/33.11 0.0006 430/7.12 202/4.55 <0.0001 27.87/45.48 47.70/85.97 <0.0001
2359 34.09 5.87 328 37.19 7327
No 11.65/39.18 123.32/43.56 0.2860 3.92/7.16 1.36/6.99 0.0754 35.50/44.60 47.83/79.44 0.0912
Brachytherapy
12.39 27.84 5.83 3.67 36.16 79.85
Yes 11.28/26.40 14.41/33.28 0.0067 450/743 225/5.06 0.0083 27.52/41.82 48.40/87.42 <0.0001
13.65 18.28 541 297 39.50 75.87
No 10.50/27.03 11.24/39.95 0.0215 4.04/7.00 1.63/3.82 0.0001 3141/49.71 47.02/81.41 0.0004
Chemotherapy
13.88 27.69 5.87 2.69 37.20 78.15
Anthracykline 11.77/29.88 12.12/33.45 0.0517 434/6.87 1.79/4.21 0.0006 27.73/45.48 46.21/84.33 <0.0001
27.14 2274 5.19 284 39.35 7393
Do " 7.89/46.00 13.05/41.14 0.7150 3.20/6.06 1.57/7.91 0.7150 34.10/126.33 58.95/82.05 0.7150
anthracycline
11.80 27.13 5.69 3.14 37.55 79.31
No 10.39/23.31 11.28/37.68 0.0021 399/7.72 2.30/5.02 0.0008 28.10/44.97 47.70/86.75 0.0001
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Table 3. Cont.
Type of Pre-Treatment TF Post-Treatment TF Pre-Treatment Post-Treatment Pre-Treatment Post-Treatment
T n:m ¢ Activity Activity p-Value * t-PA Antigen t-PA Antigen p-Value ** PAI-1 Antigen PAI-1 Antigen p-Value ***
reatmen [U/mL] [U/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Endocrine
therapy
11.71 2372 559 3.10 35.98 55.30
Tamoxifen 10.61/23.59 12.12/38.10 0.0010 442/6.70 2.02/4.55 0.0007 28.10/44.60 44.20/81.25 0.0002
2331 17.10 6.44 3.14 37.55 84.18
Infubitor 1231/29.59 11.28/33.45 0.4631 183/7.72 257/642 0.0024 35.12/4530 79.20/90.08 0.0277
aromatase
13.70 27.99 430 6.84 49.60 8597
Ta";;’:r‘:;‘:;'s‘f'“b""' 10.03/23.59 17.91/41.89 0.0180 3.86/6.06 1.18/11.20 06121 27.30/56.19 81.15/88.22 0.0180
13.89 26.43 551 212 39.97 73.64
No 12.31/24.17 10.04/30.19 0.7989 44.23/7.38 1.16/3.34 0.0125 30.27/44.46 68.42/82.66 0.0069
Immunotherapy
12.61 17.01 5.66 2.35 41.12 80.35
Yes 11.77/15.20 15.65/20.30 0.0006 5.10/6.70 1.79/6.84 04631 37.90/49.60 49.48/8143 0.0277
13.24 27.84 5.70 3.14 37.20 78.03
No 11.03/26.92 11.28/37.68 0.3454 423/7.16 2.05/4.94 <0.0001 28.10/45.30 47.33/85.97 <0.0001
“TF: Tissue factor; t-PA: Tissue plasminogen activator; PAL-1: P activator inhibitor-1; Data are as median (Me) and the interquartile range (IQR) [lower quartile
(Q1)/upper quartile (Q3)); p-value * for di between p and p TF activity; p-value ** for di between p and p tPA
antigen; p-value *** for di between pi and post PAI-1 antigen; significa are denoted by bold p-values.
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Table 4. TFPT activity, TFPT and TF antigen ! ons ding to the type of adj therapy in IBrC patients.
B TEPL TEPL Pre-Treatment TFPI  Post-Treatment TFPI Pre-Treatment TF Post-Treatment TF
T Activity Activity p-Value * ntigen i p-Value ** Antigen ntigen p-Value ***
PY [U/mL] [U/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Adjuvant therapy 131 171 4432 4285 552.70 §27.31
(all types) 114/149 1. 15/2 ) 0,004 374 52/57_5 36.97/5262 081%5, 401.72/721.63 660.89/992.22 <0.0001
5 148 3371 655.33
NNy 1.30/1.60 03 76/232 Lowog: 3. 40/(\0 36 3287/98.36 10000 m3 73/752 3 498.44/841.96 0.5
Combination therapy 130 o 4652 03820 <0.0001
with chemotherapy 1.10/142 1.40/2.10 . 35 au/s&w 3893/56.46 = 400. Mm.ﬁ 12 691.40/973.34 )
Combination therapy
v 128 172 44.48 4323 577.40 866.51
it s ﬂ:;;"“ 1147148 130/208 0081 38.00/55.76 3839/5248 Ui 143159/72612 679.30/1022.32 0001
TFPI: Tissue factor pathway inhibitor; TF: Tissue factor; BCS: breast-conserving surgery; MRM: modified radical mastectomy. Data are expressed as median (Me) and the interquartile
range (IQR) [lower quartile (Q1)/upper quartile (Qs)], p-value * for ‘tween p1 an Pl activity; p-value ** for differences between pre-treatment
and post-treatment TFPI antigen; p-value *** for di between p! and post TF antigen; significant differences are denoted by bold p-values.
Table 5. TF activity, t-PA and PAI-1 antigen concentrations according to the type of adjuvant therapy in IBrC patients.
Tos o Aavait Pre-Treatment 1-PA Post-Treatment t-PA Pre-Treatment PAI-1 Post-Treatment PAI-1
P et Activity Activity p-Value * i i p-Value ** ntigen i p-Value ***
epy [U/mL] (UmL] Ing/mL] Ing/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Adjuvant therapy 1296 27.13 s 570 3.07 e 37.73 7831 S
(all types) 11.10/26.40 11.67/35.89 i 426/7.14 200/4.95 29.19/45.39 47.97/85.19 i
1231 25.17 7.16 301 3852 68.42
Py 04990 0.1282 0.0425
10.61/39.18 11.28/43.56 3.04/9.68 218/7.41 35.50/44.60 47.33/81.39
Combination 1379 27.41 579 291 37.55 7831
therapy with = 0.0270 0.0013 - 0.0001
hissiofherses 1177/2988 1212/3345 442/686 198/4.21 3027/45.48 47.63/84.33
Combination 1246 27.13 569 314 3650 79.20
therapy with 0.0002 0.0001 <0.0001
endocrine therapy 11.03/2692 12.12/37.68 428/6.70 202/5.02 27.87/4548 47.70/85.97
‘TE: Tissue factor; t-PA: Tissue plasminogen activator; PAI-1: F activator inhibitor-1; Data are exp as median (Me) and the interquartile range (IQR) [lower quaxule
(Q1)/upper quartile (Q3)]; p-value * for dif between p and post TF ? activity; p-value ** for between p ang
antigen; p-value *** for di between ps and posf PAI-1 antigen; si are denoted by bold p-values.
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IV. Podsumowanie

Stale rosngca liczba zachorowan na raka piersi wskazuje, ze istnieje absolutna potrzeba
lepszego zrozumienia komodrkowych i molekularnych podstaw tego nowotworu w celu
ulepszenia i zwiekszenia skutecznosci w zakresie profilaktyki i terapii. Optymalne leczenie
chorych na raka piersi wymaga podejscia multidyscyplinarnego, obejmujgcego wykorzystanie
okreslonych czynnikdéw prognostycznych przewidujacych przebieg choroby i rokowanie.
Dostepne obecnie markery obejmujg zaréwno tradycyjne czynniki kliniczne, jak i czynniki
biochemiczno-molekularne. Wdrozenie tych czynnikdw do codziennej praktyki onkologicznej
moze znaczgco usprawnié selekcje pacjentek z grupy wysokiego ryzyka rozwiniecia bardziej
ztosliwego typu raka piersi, ocene rokowania oraz prowadzenie i monitorowanie terapii.

Badania prowadzone w ciggu ostatnich pieciu dekad wykazaty istotng zaleznos¢
pomiedzy wystepowaniem choroby nowotworowej a funkcjonowaniem ukfadu
hemostatycznego. U kobiet chorych na raka piersi zwigzek miedzy nowotworem a uktadem
hemostatycznym jest coraz cze$ciej uznawany za wazny i niezalezny czynnik regulujacy
progresje raka piersi. W rzeczywistosci, elementy uktadu hemostatycznego, w tym ptytki krwi
oraz czynniki ukfadu krzepniecia i fibrynolizy mogg wptywaé na wiele proceséw
posredniczgcych w progresji raka piersi.

Oprécz tradycyjnych czynnikdw kliniczno-patologicznych rutynowo stosowanych
w ocenie rokowania raka piersi, do dobrze zweryfikowanych prognostycznych markeréow
biologicznych nalezg réwniez elementy uktadu hemostatycznego, ktére sg bezposrednio
zwigzane z procesem nowotworzenia. Zaréwno czynniki uktadu krzepniecia, jak i uktadu
fibrynolizy zaangazowane sg w przebieg angiogenezy, wzrost guza oraz powstawanie
przerzutéw, co ma istotny wptyw na dalsze przezycie pacjentek z rakiem piersi. Zwazywszy na
kluczowy udziat elementdw hemostazy w patogenezie raka piersi, czynniki krzepniecia
i fibrynolizy, w tym TF, TFPI, t-PA, u-PA oraz PAI-1 mogg petnié role obiecujgcych kandydatéw
stosowanych jako potencjalne biomarkery prognostyczne raka piersi.

Obecne leczenie przeciwnowotworowe jest skuteczng i niezawodng metodg leczenia
wielu rodzajéw nowotwordw. Niemniej jednak, u pacjentek otrzymujgcych terapie
uzupetniajagcg obserwuje sie zwiekszone ryzyko zakrzepicy, niezaleznie od nowotworu.

Stosowanie cytotoksycznych srodkéw chemioterapeutycznych, a takze terapii hormonalnej,
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radioterapiii terapii celowanej wykazato wystepowanie skutkéw ubocznych prowadzacych do
zaburzen procesu hemostazy i rozwoju incydentdw prozakrzepowych.

Biorgc pod uwage ryzyko wystepowania powiktan zakrzepowych zwigzanych ze
stosowaniem terapii przeciwnowotworowej, istotne jest okreslenie doktadnego wptywu
leczenia uzupetniajgcego na stezenie i aktywnos$¢ poszczegdlnych parametréow
zaangazowanych w proces krzepniecia i fibrynolizy. Ponadto, kluczowe jest okreslenie
wartosci prognostycznej tych biomarkerow w celu przewidzenia naturalnego przebiegu
choroby nowotworowej oraz odpowiedzi na zastosowane leczenia u pacjentek z rakiem piersi.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze terapia uzupetniajgca istotnie
zwieksza osoczowe stezenie TFi PAI-1 oraz aktywno$éTF i TFPI, jednoczesnie znaczgco obniza
stezenie t-PA. Biorgc pod uwage role biomarkerow hemostatycznych oraz nasilony wptyw
leczenia przeciwnowotworowego na stan nadkrzepliwosci i hipofibrynolizy, moina
sugerowac, ze u chorych na raka piersileczonych terapig uzupetniajaca istnieje wyzsze ryzyko
wystgpienia zylnych i tetniczych powiktan zakrzepowo-zatorowych.

Dodatkowo podjeto préobe oceny wartosci prognostycznej wybranych czynnikéw
hemostatycznych. Wykazano, ze zaréwno aktywnos$¢ TF przed leczeniem, jak i stezenie PAI-1,
a takze stezenie t-PA przed i po leczeniu sg powigzane z przysztymi wynikami zwigzanych
z przezyciem pacjentek. Wyzsze przedoperacyjne stezenie t-PA > 1,41 ng/ml w osoczu kobiet
z rakiem piersi jest istotnie powigzane z korzystnym rokowaniem w aspekcie czasu wolnego
od choroby nowotworowej. Jednoczesnie, pacjentki z wyzszym stezeniem antygenu
t-PA > 3,13 ng/ml po leczeniu charakteryzowaty sie gorszym rokowaniem w zakresie przezycia
wolnego od choroby oraz przezycia catkowitego. W kontekscie pozostatych czynnikdw, wyzsza
przedoperacyjna aktywnos$¢ TF oraz stezenie PAI-1 zwiekszajg prawdopodobiefistwo nawrotu
raka piersi i Smierci spowodowanej chorobg przerzutowa. Uzyskane wyniki mogg stanowic
doskonatg podstawe do dalszych, dynamicznie rozwijajacych sie badan ukierunkowanych na
analize roli czynnikdéw hemostatycznych w progres;ji raka. Byé moze podjecie kolejnych préb
zrozumienia skomplikowanych patomechanizméw angazujgcych czynniki hemostatyczne
w procesie nowotworzenia umozliwiskuteczng implikacje uzyskanych wynikéw do codziennej

praktyki onkologiczne;j.
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V. Whioski

Publikacja nr 1

Tissue plasminogen activator as a possible indicator of breast cancer relapse: A preliminary,

prospective study.

1. Tkankowy aktywator plazminogenu jest biomarkerem o wysokim potencjale
prognostycznym. Niniejsze badania udowodnity, ze niskie wyjsciowe stezenie t-PA
w osoczu jest silnym czynnikiem przewidujgcym ryzyko nawrotu choroby
nowotworowej oraz negatywnym markerem prognostycznym u pacjentek
z nowotworem piersi. Z kolei wysokie przedoperacyjne stezenie t-PA w jest istotnie
powigzane z korzystnym rokowaniem w aspekcie czasu wolnego od choroby

nowotworowe;.

2. Niska aktywnos¢ PAI-1 skorelowana jest z lepszymi wynikami klinicznymi. Pacjentki
z niskg aktywnoscig PAI-1 charakteryzowaty sie znaczgco dtuzszym czasem przezycia

wolnym od choroby w poréwnaniu z pacjentkami z wyzszg aktywnoscig PAI-1.

3. Biorac pod uwage biologie i heterogeniczno$¢ raka piersi, mozna spekulowaég, ze
w przypadkach, w ktérych wystepuje wyzsze stezenie t-PA lub nizsza aktywnos¢ PAI-1,

istnieje mozliwos¢ nasileniaprocesu fibrynolizy, co wigze sie z lepszym rokowaniem.

Publikacja nr 2

Hypercoagulability state combined with post-treatment hypofibrinolysis in invasive breast

cancer: a seven-year follow-up evaluating disease-free and overall survival.

1. Zastosowanie skojarzonego leczenia uzupetniajgcego u pacjentek z pierwotnym,
jednostronnym nowotworem piersi zwiekszyto osoczowe stezenie TF i PAI-1 oraz
aktywnos$¢ TF i TFPI, a jednoczesnie obnizyto stezenie t-PA. W przypadku stosowania
radioterapii, chemioterapii lub hormonoterapii jako jedynej formy leczenia
uzupetniajgcego (monoterapii) nie obserwuje sie statystycznie istotnych rdznic

pomiedzy wyjSciowym i pooperacyjnym poziomem biomarkerdw hemostatycznych.

2. Biorac pod uwage role biomarkeréw hemostatycznych oraz nasilony wptyw leczenia

przeciwnowotworowego na stan nadkrzepliwoscii hipofibrynolizy, mozna sugerowag,
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ze u chorych na raka piersi leczonych terapig uzupetniajgcy istnieje wyzsze ryzyko

wystgpienia zylnych i tetniczych powiktan zakrzepowo-zatorowych.

Przedoperacyjna aktywno$¢ TF oraz stezenie PAI-1, a takze stezenie t-PA po leczeniu
sg istotnie skorelowane z przysztymi wynikami z klinicznymi zwigzanymi z przezyciem
pacjentek. Wyzsza przedoperacyjna aktywnos$¢ TFistezenie PAI-1 oraz wyzsze stezenie
t-PA po leczeniu istotnie zwiekszajg prawdopodobienstwo nawrotu raka piersi i smierci

spowodowanej ogdlnoustrojowqg chorobg przerzutows.
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VI. Streszczenia

Streszczenie w jezyku polskim

CEL: Celem pracy byta préba okreslenia wartosci prognostycznej wybranych czynnikéw
hemostatycznych, wtym elementéw uktadu krzepniecia: czynnika tkankowego (TF) i inhibitora
szlaku czynnika tkankowego (TFPI) oraz fibrynolizy: tkankowego aktywatora plazminogenu
(t-PA), aktywatora plazminogenu typu urokinazy (u-PA) oraz inhibitora aktywatora
plazminogenu 1 (PAI-1) u pacjentek z inwazyjnym rakiem piersi oraz ocena wptywu
zastosowanego leczenia uzupetniajgcego na ich stezenie i aktywnos¢. Dodatkowo
przeprowadzono analize poréwnawczg wybranych czynnikdw hemostatycznych w odniesieniu
do parametréw demograficzno-antropometrycznych oraz kliniczno-patologicznych w obrebie
badanej grupy zarowno przed leczeniem, jak i po leczeniu.

MATERIAL | METODY: W publikacji numer 1 badaniem o charakterze obserwacyjnym
i prospektywnym objeto 41 kobiet w wieku 45-69 lat z rozpoznanym pierwotnym,
jednostronnym, inwazyjnym rakiem piersi bez przerzutédw odlegtych. Pacjentki z populadji
objetej badaniem obserwowano od momentu rozpoznania raka piersi do chwili nawrotu
choroby nowotworowej lub zgonu. W ramach badania oceniono aktywnos$¢ oraz stezenie
podstawowych elementéw uktadu fibrynolitycznego: t-PA, u-PA, PAI-1, PAI-1/t-PA oraz
PAI-1/u-PA z wykorzystaniem techniki immunoenzymatycznej. W publikacji numer 2
badaniem objeto 60 pacjentek z pierwotnym, inwazyjnym rakiem piersi z mediang wieku 56
lat. W ramach badaniaoceniono aktywnosc¢istezenie TF, TFPI, t-PA oraz PAI-1. Prébki krwi od
pacjentek pobrano dwukrotnie- 24 godziny przed planowang operacjg oraz 8 miesiecy po
operacji usuniecia guza. W tym okresie pacjentki zostaty poddane uzupetniajgcej terapii
przeciwnowotworowe;j.

WYNIKI: Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej, w pierwszej publikacii
przy wykorzystaniu krzywej ROC za najsilniejszy predyktor nawrotu choroby wsréd badanych
elementow fibrynolitycznych uznano t-PA, ktérego stezenie na poziomie 1,37 ng/ml ze
swoistoscig 65,6% i czutoscig 88,9% uznano za najlepsza warto$¢ odciecia pozwalajgca na
odrdéznienie pacjentek z nawrotem choroby od pacjentek bez nawrotu choroby
nowotworowej. Wykorzystujgc analize krzywych Kaplana-Meiera oraz test long-rank
zaobserwowano, ze pacjentki z aktywnoscig PAI-1 ponizej 3,04 U/ml charakteryzowaty sie

znaczgco dtuiszym czasem przezycia wolnym od choroby w pordwnaniu z pacjentkami
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z aktywnoscig PAI-1 powyzej 3,04 U/ml. Z kolei w kontekscie biomarkera t-PA,
prawdopodobienstwo przezycia bez nawrotu choroby nowotworowej byto zdecydowanie
nizsze u pacjentek ze stezeniem t-PA ponizej 1,37 ng/ml lub 1,41 ng/ml (w zaleznosci od
zastosowanego punktu odciecia - medianylub indeksu Youdena). Zgodnie z wynikami analizy
regresji Coxa, pacjentki ze stezeniem t-PA wyzszym niz 1,41 ng/ml s3 o 90% mniej narazone
na wystgpienie wznowy nowotworu piersi w porownaniu z pacjentkami z nizszym stezeniem
t-PA. W drugiej publikacji obszernie przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze
skojarzona terapia uzupefniajgca znaczgco zwiekszyta osoczowe stezenie TF
i PAI-1, a takze aktywnos¢ TF i TFPI, ale istotnie obnizyta stezenie t-PA. Dodatkowo, przy
pomocy krzywej ROC zidentyfikowano, ze przedoperacyjnaaktywnos$é TF z wartoscig odciecia
13,32 U/ml oraz przedoperacyjne stezenie PAI-1 z wartoscig odciecia 36,46 ng/ml stanowig
najsilniejsze predyktory nawrotu choroby nowotworowej. W aspekcie pordéwnania
poszczegdlnych biomarkerow po leczeniu, najlepszym czynnikiem prognostycznym wznowy
raka po leczeniu adjuwantowym okazat sie t-PA, ktérego stezenie na poziomie 3,13 ng/ml ze
swoistoscig 59,2% i czutoscig 90,9% moze w sposdb wiarygodny przewidzieé efekty leczenia
chorych naraka piersi. Krzywe Kaplana-Meiera wykazaty, ze wysokie stezenie TF i PAI-1 przed
leczeniem oraz wysoka aktywno$¢ TF przed leczeniem odpowiada istotnie krétszemu czasowi
przezycia wolnego od choroby oraz przezycia catkowitego. Z kolei pacjentki z wyzszym
stezeniem antygenu t-PA po leczeniu charakteryzowaty sie gorszym rokowaniem w zakresie
przezycia wolnego od choroby oraz przezycia catkowitego.

WNIOSKI: W ramach przeprowadzonych badan uzyskano wyniki potwierdzajace
istotny zwigzek pomiedzy czynnikami hemostatycznymi a progresjg raka piersi. Niniejsze
badania udowodnity, ze niskie wyjsciowe stezenie t-PA w osoczu jest silnym czynnikiem
prognostycznym przewidujgcym ryzyko nawrotu choroby nowotworowej. Dodatkowo,
wykazano, ze wyzsza przedoperacyjna aktywnosé TF i stezenie PAI-1 oraz wyzsze stezenie
t-PA po leczeniu istotnie zwiekszajg prawdopodobiefAstwo nawrotu raka piersi i $mierci
spowodowanej ogdlnoustrojowag chorobg przerzutowg. Jako punkt kulminacyjny,
zaobserwowano, ze zastosowanie skojarzonego leczenia uzupetniajgcego u pacjentek
z pierwotnym, jednostronnym nowotworem piersi zwiekszyto osoczowe stezenie TF i PAI-1
oraz aktywnos¢ TF i TFPI, a jednoczesnie obnizyto stezenie t-PA. Biorgc pod uwage role
biomarkeréw hemostatycznych oraz nasilony wptyw leczenia przeciwnowotworowego na stan

nadkrzepliwosci i hipofibrynolizy, mozna sugerowaé, ze u chorych na raka piersi leczonych
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terapig uzupetniajgca istnieje wyzsze ryzyko wystgpienia zylnych i tetniczych powikian

zakrzepowo-zatorowych.

Streszczenie w jezyku angielskim

OBJECTIVE: The aim of the study was to evaluate the prognostic value of selected
hemostaticfactors, including TF and TFPI and fibrinolysis: t-PA, u-PA and PAI-1 and the effect
of adjuvant therapy on these coagulation and fibrinolysis components in invasive breast
cancer. Additionally, a comparative analysis of selected hemostaticfactors was performed in
relation to demographic, anthropometric and clinicopathological parameters.

MATERIAL AND METHODS: In publication number 1, the observational and
prospective study included 41 women aged 45-69 years diagnosed with primary, unilateral,
invasive breast cancer without distant metastases. Patients in the study population were
followed from breast cancer diagnosis to the date of breast cancer relapse or death. The study
assessed the activity and concentration of the basic elements of the fibrinolyticsystem: t-PA,
u-PA, PAI-1, PAI-1/t-PA and PAI-1/u-PA using the enzyme immunoassay technique.
In publication number 2, the study included 60 patients with primary, invasive breast cancer
with a median age of 56 years. The study assessed the activity and concentration of tissue
factor (TF), tissue factor pathway inhibitor (TFPI), tissue plasminogen activator (t-PA) and
plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1). Blood samples from the patients were collected
twice - 24 hours before the planned surgery and 8 months after the tumor removal surgery.
During this period, the patients underwent complementary anticancer therapy.

RESULTS: Based on the statistical analysis performed, in the first publication usingthe
ROC curve, t-PA was considered to be the strongest predictor of disease recurrence among
the tested fibrinolyticelements, with a concentration of 1.37 ng/ml with a specificity of 65.6%
and a sensitivity of 88.9%. as the best cut-off value to distinguish patients with disease
recurrence from patients without cancer recurrence. Using the analysis of Kaplan-Meier
curves and the long-rank test, it was observed that patients with PAI-1 activity below 3.04
U/ml had a significantly longer disease-free survival compared to patients with PAI-1 activity
above 3.04 U/ml. In turn, in the context of the t-PA biomarker, the probability of survival
without cancer recurrence was significantly lower in patients with t-PA concentration below
1.37 ng/ml or 1.41 ng/ml (depending on the cut-off point used - median or Youden index).

Accordingto these Cox regression results, patients with a t-PA concentration higher than 1.41
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ng/ml are 90% less likely to experience breast cancer recurrence compared to patients with
a lower t-PA concentration. In the second publication, an extensive statistical analysis showed
that combined adjuvant therapy significantly increased plasma TF and PAI-1 concentrations,
as well as TF and TFPI activity, but significantly decreased t-PA concentrations. Additionally,
using the ROC curve, it was identified that pre-operative TF activity with a cut-off value of
13.32 U/ml and pre-operative PAI-1 concentration with a cut-off value of 36.46 ng/ml were
the strongest predictors of cancer recurrence. Interms of comparison of individual
post-treatment biomarkers, t-PA turned out to be the best prognostic factor for cancer
recurrence after adjuvant treatment. The t-PA level of 3.13 ng/ml with a specificity of 59.2%
and a sensitivity of 90.9% could reliably predict the effects treatment of breast cancer
patients. Kaplan-Meier curves showed that high pre-treatment TF and PAI-1 concentrations
and high pre-treatment TF activity corresponded to significantly shorter disease-free and
overall survival. In turn, patients with higher t-PA antigen concentration after treatment had
a worse prognosis in terms of disease-free survival and overall survival.

CONCLUSIONS: The conducted research obtained results confirming a significant
relationship between hemostatic factors and breast cancer progression. These studies have
proven thatlow plasma t-PA concentration is a strong prognostic factor predicting the risk of
cancer recurrence. Additionally, higher pre-operative TF activity and PAI-1 levels and higher
post-treatment t-PA levels have been shown to significantly increase the probability of breast
cancer recurrence and death from systemic metastaticdisease. As a highlight, it was observed
that the use of combined adjuvant therapy in patients with primary unilateral breast cancer
increased the plasma concentrations of TF and PAI-1 and the activity of TF and TFPI, and at
the same time decreased the concentration of t-PA. Takingintoaccount the role of hemostatic
biomarkers and the increased impact of anticancer treatment on hypercoagulability and
hypofibrinolysis, it can be suggested that breast cancer patients treated with adjuvant therapy

are at a higher risk of developing venous and arterial thromboembolic complication.
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