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Wprowadzenie

Postępy w badaniach nad rakiem piersi jakie dokonały się w pierwszym dziesięcioleciu obecnego wieku niezbicie dowodzą, że rak piersi jest chorobą niejednorodną, heterogenną, cechującą się odmiennym przebiegiem klinicznym, rokowaniem i odpowiedzią na leczenie systemowe. Ma to określone implikacje terapeutyczne, które muszą być uwzględniane przy podejmowaniu decyzji o sposobie leczenia tak, aby terapia ta była jak najbardziej efektywna dla poszczególnych chorych i pozwalała na poprawę ciągle jeszcze niezadowalających wyników.

Cel pracy
Celem pracy było zbadanie czy istnieje związek pomiędzy ekspresją miRNA 93,190 i 200b w bioptatach gruboigłowych raka piersi, pobranych przed rozpoczęciem leczenia systemowego a odpowiedzią histopatologiczną w materiale pooperacyjnym.

Celami dodatkowymi było zbadanie, czy istnieje związek pomiędzy poziomami miRNA 93, 190, 200b w bioptatach gruboigłowych raka piersi, pobranych przed rozpoczęciem leczenia systemowego a rodzajem wykonanego zabiegu operacyjnego oraz statusem receptorowym.
Materiał i metody

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w Łodzi nr RNN/226/11/KE/13/09/2011. Do badania zakwalifikowano chore z jednostronnym nieoperacyjnym, miejscowo zaawansowanym lub pierwotnie operacyjnym rakiem piersi, poddanych przedoperacyjnej chemioterapii z intencją zmniejszenia stopnia klinicznego zaawansowania, a następnie operowanych w Regionalnym Ośrodku Onkologicznym w Łodzi pomiędzy styczniem 2012 a kwietniem 2013 roku. Grupa badana liczyła 37 chorych, u których przed leczeniem pobrano bioptaty gruboigłowe z guza piersi. Część materiału zamrażano dla późniejszej izolacji RNA i oznaczania stężenia badanych miRNA. Całkowity RNA izolowano przy użyciu zestawu miRNA mirVana (Ambion) zgodnie z instrukcją producenta. W reakcji real-time PCR wykorzystano komercyjne zestawy odczynników TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems). Izolowanie RNA i oznaczenia stężeń badanych mikroRNA wykonano w Centralnym Laboratorium CoreLab Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. Część pobranego materiału poddano standardowej ocenie patomorfologicznej i immunohistochemicznej w Zakładzie Patologii Nowotworów Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. W systemowym leczeniu przedoperacyjnym stosowano schematy chemioterapii oparte na antracyklinie i taksanie (docetakselu). Po zakończeniu leczenia przedoperacyjnego chirurg wykonywał zabieg operacyjny: amputację piersi sposobem Maddena lub zabieg oszczędzający. Odpowiedź histopatologiczną w preparatach pooperacyjnych oceniał doświadczony patomorfolog. Za kluczowe punkty analizy statystycznej przyjęto p-CR i near-pCR. Całkowitą odpowiedź histopatologiczną (pathologic complete response - pCR) definiowano jako pooperacyjny mikroskopowy brak inwazyjnego lub przedinwazyjnego raka w usuniętej piersi i węzłach chłonnych pachowych po przedoperacyjnym leczeniu systemowym. Prawie całkowitą odpowiedź histopatologiczną (near-pCR) określano jako pojedyncze, rozproszone komórki raka w guzie pierwotnym lub w węzłach chłonnych, z ponad 90% zanikiem żywych komórek.
W jednoczynnikowej analizie statystycznej wykorzystano test t-studenta oraz jego nieparametryczny odpowiednik - test Mann-Whitney’a. Założenia dla testów parametrycznych weryfikowano za pomocą testu Shapiro-Wilka oraz testu Levene’a. Przy porównywaniu więcej niż dwóch grup wykorzystano program ANOVA. Do przeprowadzenia analizy statystycznej wykorzystano program STATISTICA 10.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Przyjęto poziom istotności statystycznej p <0,05.
Wyniki

Ocena poziomu mikroRNA 93
1. Poziomy miRNA 93 w bioptatach gruboigłowych różniły się istotnie statystycznie w zależności od ekspresji receptora estrogenowego (ER). Wyższe poziomy tego miRNA wykazano u chorych na raka piersi bez ekspresji receptora ER (p<0,05).

2. Poziomy miRNA 93 w bioptatach gruboigłowych różniły się istotnie statystycznie w zależności od ekspresji receptora progesteronowego (PR). Wyższy poziom tego miRNA stwierdzono u chorych na raka piersi bez ekspresji receptora PR (p<0,05).

3. Poziomy miRNA 93 nie różniły się istotnie statystycznie w bioptatach gruboigłowych u chorych na raka piersi z nadekspresją lub bez nadekspresji receptora HER2.

Ocena poziomu mikroRNA 190
1.   Poziomy miRNA 190 nie różniły się istotnie statystycznie w bioptatach gruboigłowych u chorych na raka piersi z ekspresją lub bez ekspresji receptorów ER oraz PR.

2.     Nie wykazano różnic istotnych statystycznie pomiędzy poziomami miRNA 190 w bioptatach gruboigłowych u chorych na raka piersi z nadekspresją lub bez nadekspresji receptora HER2.

3.  Poziomy miRNA 190 różniły się istotnie statystycznie w bioptatach gruboigłowych u chorych na raka piersi poddanych różnym rodzajom operacji po uprzednim leczeniu systemowym. Wyższy poziom miRNA 190 wykazano u chorych, u których wykonano zabieg oszczędzający pierś (p<0,05).

4.     Stwierdzono wyższe poziomy miRNA 190 w bioptatach gruboigłowych u chorych na raka piersi PR(+), u których po przedoperacyjnym leczeniu systemowym uzyskano dobrą odpowiedź histopatologiczną (pCR/ near-pCR) w porównaniu z chorymi, które nie odpowiedziały na leczenie systemowe. Zależność ta była istotna statystycznie (p<0,05).

5.    Wykazano, że poziomy miRNA 190 w bioptatach gruboigłowych różniły się w sposób bliski istotności statystycznej w zależności od odpowiedzi histopatologicznej po przedoperacyjnym leczeniu systemowym u chorych na raka piersi potrójnie ujemnego. Wyższe poziomy miRNA 190 stwierdzono u chorych z dobrą odpowiedzią (near-pCR) na leczenie systemowe.

Ocena poziomu mikroRNA 200b
1. 
Wykazano, że poziomy miRNA 200b w bioptatach gruboigłowych nie różniły się istotnie statystycznie u chorych na raka piersi w zależności od ekspresji receptorów ER i PR.

2. 
Poziomy miRNA 200b nie różniły się istotnie statystycznie w bioptatach gruboigłowych u chorych na raka piersi z nadekspresją lub bez nadekspresji HER2.

3. 
Poziomy miRNA 200b w bioptatach gruboigłowych wykazywały różnice bliskie istotności statystycznej u chorych poddanych różnym rodzajom operacji chirurgicznej piersi po uprzednim leczeniu systemowym. Wyższe poziomy miRNA 200b stwierdzono u chorych, u których wykonano zabieg oszczędzający pierś.

4. U chorych na raka piersi luminalnego B HER2(-) poziomy miRNA200b w bioptatach gruboigłowych wykazywały różnice bliskie istotności statystycznej w zależności od odpowiedzi histopatologicznej po przedoperacyjnym leczeniu systemowym. Wyższy poziom miRNA 200b stwierdzono w grupie chorych, u których uzyskano dobrą odpowiedź histopatologiczną (pCR/ near-pCR).

5. 
U chorych z potrójnie ujemnym rakiem piersi, które dobrze odpowiedziały na systemowe leczenie przedoperacyjne i osiągnęły prawie całkowitą odpowiedź histopatologiczną (near-pCR) stwierdzono wyższy, choć nieznamienne statystycznie, poziom miRNA200b w bioptatach gruboigłowych w porównaniu z chorymi, które nie odpowiedziały na to leczenie..
Wnioski

Na podstawie wyników przedstawionych badań oraz danych z piśmiennictwa wysnuto następujące wnioski:

1. Istnieje związek pomiędzy poziomami miRNA 93, 190, 200b oznaczonymi w bioptatach gruboigłowych raka piersi, pobranych przed rozpoczęciem leczenia systemowego, a statusem receptorowym i odpowiedzią histopatologiczną na to leczenie ocenianą w materiale pooperacyjnym.

2. Badania regulacyjnych cząstek miRNA nabierają coraz większego znaczenia w kontekście poszukiwania markerów molekularnych związanych z patogenezą i rokowaniem w chorobach nowotworowych.

3. Badania regulacyjnych cząstek miRNA mogą stanowić dodatkową element w panelu prognostyczno-predykcyjnym sprawdzonych już czynników kliniczno-patomorfologicznych dla dokładnej stratyfikacji chorych i wyboru optymalnego leczenia.

4. Ze względu na złożoność szlaków molekularnych i wieloaspektowość tych zagadnień, przeprowadzone badania wymagają dalszych wieloośrodkowych, prospektywnych eksperymentów naukowych, które przyczynią się do lepszego poznania biologii komórek nowotworowych.
