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Streszczenie

Mitochondrialna i jadrowa genomika w nowotworach sutka pséw (Canis lupus familiaris)

Celem pracy bylo okreslenie defektu genomu mitochondrialnego 1 jadrowego
w nowotworach sutka psow z wykorzystaniem technik z zakresu genomiki oraz ustalenie zwigzku
tychze defektow z procesem transformacji nowotworowej. Realizacja zalozonego celu wymagata
identyfikacji mutacji w regionie hiperzmiennym i wybranych genach genomu mitochondrialnego
oraz analizy zmian liczby kopii 1 utraty heterozygotycznosci w genomie jagdrowym w nowotworach
sutka psOw 1 okreSlenie ich zwigzku z procesem transformacji nowotworowej i cechami
fenotypowymi psow. Badaniami objgto tacznie 35 pséw, u ktorych zdiagnozowano nowotwor
sutka, gromadzac jednoczesnie informacje o ich cechach fenotypowych. Przeprowadzono analizy
molekularne genomu mitochondrialnego i jadrowego tkanek kontrolnych i nowotworowych pséw
z wykorzystaniem technik z zakresu genomiki oraz wykonano analizy bioinformatyczne
I statystyczne. Wyniki wskazuja, ze zaburzenia strukturalne w genomie mitochondrialnym
I jadrowym, wystepujace w postaci polimorfizmow, mutacji, heteroplazmii, zmiany liczby kopii
oraz utraty heterozygotycznosci moga by¢ zwigzane z nowotworami sutka psow. Odnotowano,
PO raz pierwszy w pisSmiennictwie, heteroplazmi¢ dtugosci petli D, ktora moze by¢ mutacja typu
hotspot w nowotworach sutka psow. Na podstawie analizy wielkoskalowej genomu okreslono
dominacj¢ amplifikacji nad delecjami oraz ich dwukrotnie wigksza wielko$¢. Ponadto stwierdzono
reorganizacje strukturalne w postaci zmiany liczby Kkopii i utraty heterozygotyczno$ci
w komorkach germinalnych, do ktorych doszto w obrebie genéw ZFPM2, EBAGY, AQP1 i MSTN.
Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy zaburzeniami  strukturalnymi
w mitochondrialnym i jadrowym DNA a wielko$cig i wiekiem psow chorych na nowotwor sutka,
ktére moga by¢ czynnikami prognostycznymi tego typu nowotworu u psow. Stopien zlosliwosci
nowotworu nie mial istotnego zwigzku z zaburzeniami genomu mitochondrialnego, ale miat
istotny zwigzek z czestoScig wystepowania aberracji strukturalnych w genomie jadrowym psow
z nowotworami sutka. Podsumowujac, wyniki wskazujg na istotny zwigzek zaburzen w genomie
mitochondrialnym oraz jadrowym z nowotworami sutka pséw i stanowig solidng podstawe

do zrozumienia mechanizmoéw molekularnych w nich zachodzacych.

Stowa kluczowe: mtDNA, nDNA, mutacje, aberracje strukturalne, nowotwor, pies



Summary

Mitochondrial and nuclear genomics in canine mammary tumours (Canis lupus familiaris)

The aim of the study was to identify the defect of the mitochondrial and nuclear genome in canine
mammary tumours using genomics techniques and determine the relationship of these defects with
the process of neoplastic transformation.. The accomplishment of the aim required identification
of mutations in the hypervariable region and selected genes of the mitochondrial genome as well
as analysis of the copy number variation and loss of heterozygosity in the nuclear genome in canine
mammary tumours and determination of their relationship with the neoplastic transformation
process and dog phenotypic traits. In total, tissue samples from 35 dogs with diagnosed canine
mammary tumours were analysed. The molecular analyses of mitochondrial and nuclear genome
of the control and tumour tissues of dogs were performed using genomics techniques.
Bioinformatic and statistical analyses were also carried out. The results indicate that structural
aberrations in the mitochondrial and nuclear genome, occurring as polymorphisms, mutations,
heteroplasmy, copy number variation, and loss of heterozygosity may be associated with canine
mammary tumours. For the first time in the literature, length heteroplasmy has been noted in the
D-loop, which may be a hotspot mutation of mammary tumours of dogs. On the basis of the large-
scale genome analysis, the dominance of amplification over deletions and their twice as long length
was determined. Furthermore, structural reorganisations such as copy number variations and loss
of heterozygosity in germ cells in genes ZFPM2, EBAGY9, AQP1 and MSTN were found. A
statistically ~ significant  relationship was found between structural aberrations
in mitochondrial and nuclear DNA and the size and age of dogs with mammary tumour, which may
be prognostic factors of this type of cancer in dogs. The degree of mammary tumours were not
significantly correlated with the disorders in the mitochondrial genome, but had a significant
impact on the frequency of structural aberrations in the nuclear genome of dogs with mammary
tumours. In summary, the results indicate a significant relationship of disorders in the
mitochondrial and nuclear genome with mammary tumours and provide a solid basis for

understanding the molecular mechanisms involved in them.

Key words: mtDNA, nDNA, mutations, structural aberrations, tumour, dog



Wstep

Pies (Canis lupus familiaris) to czesty lokator wielu gospodarstw domowych, nie dziwi
wigc fakt rosngcego zainteresowania wtascicieli i hodowcow psow szybka diagnoza i skutecznym
leczeniem ich chorob. Mechanizmy naturalnej ewolucji oraz rygorystyczne programy hodowlane
doprowadzitly do skrajnej roznorodnosci fenotypowej przyczyniajac si¢ jednocze$nie
do zwigkszenia liczby chorob dziedzicznych pséw, ktorych na chwile obecng opisano 719.
W przypadku 420 zaburzen wystgpujacych u pséw udowodniono genetyczne podobienstwo
pomiedzy jednostkami chorobowymi psa i cztowieka w tym nowotworami, chorobami serca czy
zaburzeniami neurologicznymi.t

Nowotwor gruczotu sutkowego psow jest heterogenng choroba o ztozonym podtozu, jednak
wiedza na temat genetycznych czynnikéw ryzyka wplywajacych na ten nowotwor jest nadal
niewystarczajagca. Wiadomo jednak, ze guzy gruczolu sutkowego sa drugim pod wzgledem
czgstosci nowotworem psOw 1 najczesciej wystepujacym nowotworem wsrdd suk, stanowiac 52%
wszystkich diagnozowanych u nich guzéw. Dodatkowo w ponad 80% przypadkoéw nowotwory
sutka sg zmianami ztosliwymi. Podobna sytuacja obserwowana jest w przypadku nowotworow
piersi u kobiet, u ktorych rak piersi jest druga najczestsza przyczyna zgonéw.? Odnotowana
sktonno$¢ rasowa chorob nowotworowych pséw® sugeruje duze znaczenie elementu genetycznego
w transformacji nowotworowej a identyfikacja genetycznych czynnikow ryzyka moze by¢
pomocna w prewencji i leczeniu tego typu schorzen oraz daje mozliwo$¢ testowania nowych
strategii terapeutycznych.

Najnowsze badania na ogot skupiaja si¢ na poznaniu podstawowej biologii nowotworéw
psow, jak rowniez zdolnosci nowotwordéw do tworzenia przerzutéw. Jednak roéwnie wazne wydaje
si¢ by¢ poznanie czynnikOw ryzyka rozwoju chorob nowotworowych oraz czynnikow
prognostycznych, ktére mogg wskazywacé na przewidywany przebieg choroby i jej rokowanie.
Swiatowa Organizacja Zdrowia (The World Health Organization — WHO) przedstawita
histologiczng klasyfikacje nowotworéw sutka psa, jednak brakuje w niej niektorych kluczowych
elementow prognostycznych, ktore rozwazane sa w histologicznej klasyfikacji nowotwor piersi
u kobiet. Uzupeklienie brakujacych informacji na temat biomarkeréw prognostycznych
nowotworow sutka psow 1 przeklasyfikowanie aktualnego stanu wiedzy moze znacznie ulepszy¢
strategie terapeutyczne stosowane w leczeniu psow. Wyniki dotychczasowych analiz

asocjacyjnych wskazujg, ze stopien ztosliwosci nowotworu jest wiarygodnym wskaznikiem



prognostycznym nowotworow sutka psow, a klasyfikacja histologiczna jest pomocna
we wskazaniu wlasciwego leczenia tego typu nowotworu.* Udowodniono réwniez, ze rasa
i/lub wielko$¢ ciata psow moze by¢ czynnikiem predysponujacym do wystgpienia nowotworu.
Rekomendowane jest wiec jednoczesne uwzglednienie wielkosci i wieku psow.®> Wyniki badan
wykazuja rowniez, ze tak jak u kobiet ryzyko wystgpienia nowotworu sutka u psow rosnie wraz
z wiekiem. Nowotwory te w zalezno$ci od rasy rzadko wystepuja przed pigtym rokiem zycia psa
a ryzyko ich wystapienia znacznie wzrasta miedzy 8 a 13 rokiem zycia.*®

Cechg charakterystyczng komoérek nowotworowych jest duza zmienno$¢ ich genomowego
DNA, zmiany dotyczg zar6wno genomu mitochondrialnego, jak i jadrowego i obejmujg nie tylko
mutacje punktowe, czy mate delecje lub insercje, ale takze duze aberracje strukturalne czy ploidie
chromosomow.

Obecnos¢ licznych mutacji  somatycznych w mitochondrialnym DNA  zostata
udokumentowana w ludzkich komérkach nowotworowych.” Mutacje zidentyfikowane zostaty
zarowno w niekodujagcym hiperzmiennym regionie, czyli petli D, szczegdlnie narazonej
na powstawanie mutacji,® jak i w genach kodujacych bialka, w tym w genie kodujacym
2. podjednostke¢ dehydrogenazy NADH (ND2), genie kodujacym 2. i 3. podjednostke oksydazy
cytochromu ¢ (COX2, COX3) oraz genie kodujacym 6. podjednostke syntazy ATP (ATP6).
Ze wzgledu na fakt, ze wspomniane geny odpowiedzialne sg za kodowanie polipeptydéw bedacych
elementami I, IV i V kompleksu systemu fosforylacji oksydacyjnej, szczegdlng uwage nalezy
zwréci¢ na zaburzenia w nich wystepujace. Poniewaz, na co wskazuje dotychczasowy stan wiedzy,
moga one mie¢ $cisty zwigzek z metabolizmem tlenowym komorki, a ten z kolei bez watpienia
ma zwigzek z jej przeksztalceniem w komorke nowotworowa. Jednak doktadna rola i mechanizm
mutacji mtDNA w transformacji nowotworowej pozostaje nieznana. Stan wiedzy z zakresu
onkogenomiki mitochondrialnej cztowieka jest dos¢ bogaty. Niestety nie mozna tego samego
stwierdzi¢ w odniesieniu do medycyny weterynaryjnej a w szczeg6lnosci chorob nowotworowych
wystepujacych u najczestszych pacjentow klinik weterynaryjnych, jakimi sg psy. Nadal bez
odpowiedzi pozostaje pytanie, czy zmiany zaistniale w sekwencji mtDNA sg przyczyna czy
skutkiem transformacji nowotworowej. Brak jest raportéw na temat identyfikacji mutacji
1 polimorfizméw w mtDNA u psow ze zdiagnozowanym nowotworem sutka. Badania podtoza
genetycznego tego schorzenia sg istotne ze wzgledu na mozliwos¢ ich wykorzystania

w diagnostyce weterynaryjnej.
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W badaniu podtoza genetycznego nowotworow sutka pséw, nalezy rowniez zwrdci¢ uwage
na aberracje w nDNA. Przypuszcza si¢, ze pojawiajg si¢ one w trakcie procesu ewolucji komorki
zdrowej w komorke nowotworowsa, promujacej genom guza, ktory zapewnia lepszy wzrost
1 przezywalno$¢ nowotworu wzgledem innych komorek. Analizy wielkoskalowe genomu staty si¢
narz¢dziem wykorzystywanym do identyfikacji aberracji genomowych w ludzkich komoérkach
nowotworowych, w tym takze w przypadku nowotworéw piersi.® Podobne podejscie zaczyna by¢
realizowane réwniez w onkogenomice zwierzat.!%! Zmiana liczby kopii (Copy number variation,
CNV) i utrata heterozygotyczno$ci (Loss of heterozygosity, LOH) to dwa typy niestabilnos$ci
genetycznej zwigzane z nowotworami. CNVs definiowane sa jako segmenty DNA o wielko$ci
> 1kpz, w ktorych obserwuje si¢ relatywne zwickszenie lub zmniejszenie liczby kopii
w porownywanych genomach.? LOH jest czestym zaburzeniem genetycznym obserwowanym
w nowotworach na réznych etapach ich rozwoju, powstajacym wskutek utraty fragmentu materiatu
genetycznego przez zdrowa, heterozygotyczng komorke i przeksztatcenie czgséci lub catosci jej
genomu w homozygotyczng forme nowotworowa.*®> CNVs bedace utratg lub zyskiem liczby kopii,
jak tez LOHs wystegpujace jako niestabilnosc¢ alleliczna, czy neutralna pod wzglgdem liczby kopii
utrata heterozygotycznos$ci, moga skutkowac inaktywacja genow supresorowych nowotworu, albo
aktywacjg onkogenow, co z kolei moze przyczynic¢ si¢ do niekontrolowanego wzrostu i rozsiewu
nowotworu. Zatem identyfikacja CNVs 1 LOHs w probach nowotworowych jest niezbedna
do zrozumienia podtoza genetycznego nowotworow, procesu ich inicjacji, progresji i roznicowania
sie.

Brak bezposredniego wskazania, jakie zaburzenia strukturalne w genomie
mitochondrialnym i jadrowym moga mie¢ zwigzek z nowotworem sutka psow, sktonito mnie

do podjecia tej tematyki badawczej w niniejszej pracy doktorskiej.
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Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie defektu genomu mitochondrialnego i jadrowego w
nowotworach sutka psow z wykorzystaniem technik z zakresu genomiki oraz ustalenie zwigzku

tychze defektéw z procesem transformacji nowotworowe;.

Realizacja zatozonego celu wymagata identyfikacji mutacji w regionie hiperzmiennym
i wybranych genach genomu mitochondrialnego oraz analizy zmian liczby kopii i utraty
heterozygotyczno$ci w genomie jadrowym w nowotworach sutka pséw i okreslenie ich zwigzku

z procesem transformacji nowotworowej i cechami fenotypowymi psow.
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Material i metody

Badaniami objeto tacznie 35 psow rdéznych ras, u ktorych zdiagnozowano nowotwor sutka.
Dla kazdego osobnika zgromadzono informacj¢ na temat specyfikacji rasowej, ptci i wieku psow
oraz typu nowotworu i stopnia jego zlosliwosci. Psy nie zostaly poddane hormonoterapii ani
chemioterapii. W analizach genomu mitochondrialnego uwzgl¢dniono DNA wyizolowane
z pooperacyjnych tkanek nowotworowych (n=31), tkanek zdrowych (n=31) oraz krwi (n=31),
w analizach genomu jadrowego wykorzystano material genetyczny pozyskany z tkanek
nowotworowych (n=24) i tkanek zdrowych (n=24) pséw z grupy objetej badaniami.

Materiat biologiczny pobrano do sterylnych probéwek z antykoagulantem z KoEDTA
i sterylnych pojemnikéw. Przed izolacjg z kazdego chirurgicznie usunigtego guza pobrano skrawki
do analizy histopatologicznej, majacej na celu okreslenie typdéw histologicznych badanych tkanek.
Mikroskopowa analiza guzow zostata przeprowadzona zgodnie z histologiczna klasyfikacja WHO.
Stopien zto$liwosci nowotworéw oceniono za pomocg trzystopniowej skali.#°

Do izolacji DNA wykorzystano komercyjny zestaw — DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Niemcy). Wyizolowany material genetyczny poddano ocenie jakos$ciowej
(elektroforeza w zelu agarozowym) oraz ocenie ilosciowej (spektrofotometr BioPhotometer
Eppendorf, Hamburg , Niemcy). Kolejne etapy analiz prowadzone byty dwutorowo.

Analize wybranych fragmentow genomu mitochondrialnego przeprowadzono technika
tancuchowej reakcji polimerazy DNA (PCR) w termocyklerze Labocycler (Sensoquest
Biomedical). Startery wykorzystane w analizach zostaly zaprojektowane z wykorzystaniem
Primer-BLAST® lub zaczerpnigte z pismiennictwa.'” Profil temperaturowo-czasowy reakcji dla
poszczegbdlnych fragmentdw ustalono eksperymentalnie.

Produkty reakcji PCR zwizualizowano w 2% zelu agarozowym. Amplikony oczyszczono,
a nastgpnie zsekwencjonowano z wykorzystaniem BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystem, USA) w GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystem, USA) zgodnie
ze standardowym protokolem producenta.

Amplikony zostaly poddane analizom, ktérych celem byto okreslenie miejsc wystepowania
mutacji 1 polimorfizméw w obrebie analizowanych fragmentow mtDNA, w kazdej z tkanek
poszczegolnych osobnikow (DNA Baser Sequence Assembler v4 (2013); MEGA v 6.06 (2014);
Chromas v2.1.1 (2012)). Sekwencj¢ nukleotydowe petli D i gendw objetych analizami (ND2,
COX2, ATP6, COX3), wszystkich analizowanych prob poréwnano z sekwencja referencyjna
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(GenBank accession No. U96639).'® W przypadku mutacji sekwencja referencyjna postuzyta tylko
ustaleniu pozycji nukleotydowych, a mutacje wytypowano porownujac sekwencje krwi i tkanki
z guzem z sekwencjg tkanki zdrowej.’® Dla opisania roznic miedzy wszystkimi pobranymi
rodzajami tkanek a sekwencjg referencyjng uzyto okreslenia polimorfizm.

Analizy statystyczne przeprowadzono uwzgledniajac: stopien ztosliwosci (G1, G2, G3),
wielko§¢é ciata (mate, S$rednie, duze)® oraz wiek pséw duzych (7-8 i 12-13 Iat).
Prawdopodobienstwo wystapienia SNP z uwzglednieniem zatozonego podziatu obliczono przy
pomocy testu doktadnego Fishera (p<0,05). Zbiory danych postuzyly rowniez do przeprowadzenia
analiz asocjacyjnych z wykorzystaniem uogdlnionego modelu liniowego (Generalized linear
model; GLM) za pomocg programu SAS 9.4 (p<0,05).

Prawdopodobienstwo wystapienia efektu funkcjonalnego biatka spowodowane substytucja
aminokwasowg oszacowano przy pomocy narzgdzia Panther Classification System. Do oceny
wlasciwosci fizyko-chemicznych biatek wykorzystano serwer Expasy’s ProtParam.'® Metoda
SOPMAZ? (self-optimized prediction method) zostala wykorzystana do przewidzenia struktury
drugorzedowej sekwencji biatkowych, za§ w przewidywaniu helis transmembranowych postuzono
sie Modelem Markova (TMHMM).2!

Analizy genomu jadrowego przeprowadzono technikg wysokowydajnych mikromacierzy
powalajacych na genotypownie SNP (Single nucleotide polymorphism; polimorfizmy
pojedynczych nukleotydéw). Probki DNA poddano genotypowaniu z uzyciem mikromacierzy
zawierajacej sondy dla 170.000 SNP o znanych pozycjach w sekwencji referencyjnej CanFam2.0,
w tym 1.547 niepolimorficznych sond dedykowanych tylko do analizy CNV. SNP byly
rozmieszczone w genomie ze $rednig gestoscig ok. 70 SNP na 1 milion par zasad (Mpz).
Otrzymane w wyniku skanowania macierzy dane zostatly ocenione pod katem parametrow
jakosciowych takich jak: rate and log R ratio standard deviation. Aberracje zostaly wykryte przy
uzyciu oprogramowania dedykowanego dla danych nowotworowych - OncoSNP?2. Umozliwia ono
wykrycie zmiennos$ci liczby kopii 1 utraty heteroygotycznosci w probkach guzow na podstawie
danych z mikromacierzy SNP i identyfikuje aberracje charakterystyczne wytacznie dla probek
nowotworowych, traktujac dane dla tkanki zdrowej jako tlo. Dalsze analizy, takie jak sprawdzenie
region6w naktadajacych sig, taczenie segmentow 1 statystyke przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania Plink (v1.07).%

Miejsca potencjalnie najbardziej narazone na powstawanie aberracji liczby Kkopii

wytypowano zaktadajac, ze pokrywaja one od 1 do 10% dlugos$ci chromosomu, a ich liczba byta
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wieksza niz 10. Czgstosci aberracji dla poszczegdlnych grup (stopien ztosliwosci, wielkos$¢ ciala,
wiek psow) obliczono jako S$rednia czgsto$¢ aberracji w poszczegodlnych regionach genomu.
Analizy asocjacyjne przeprowadzono w systemie case-control dla zmiennych: stopien zto§liwosci,
wielkos¢ ciala 1 wiek psow sklasyfikowanych jako duze. Identyfikacja i1 analiza funkcjonalna
genow zlokalizowanych w obrebie zidentyfikowanych CNVs i LOHs zostata przeprowadzona
za pomoca narzedzia internetowego UCSC Genome Browser.?* Zidentyfikowane geny
przenalizowano pod katem funkcji kodowanych przez nie biatek i proceséw biologicznych
wykorzystujac do tego system klasyfikacji PANTHER.?>%

Badanie zostato zatwierdzone przez Il Lokalng Komisj¢ Etyczng w zakresie do$wiadczen

na zwierzetach w Lublinie (Uchwata nr 6/2013).
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Omowienie wynikow

Wyniki wieloletnich analiz genoméw mitochondrialnego i jadrowego, wskazuja
na zwigzek zaburzen w nich wystepujacych z procesem transformacji nowotworowej. Jednakze
réznorodno$¢ obserwowanych zmian i niejednokrotnie sprzeczne wyniki badan sprawiajg,
ze opinic na temat klinicznego znaczenia defektow w obu genomach w nowotworach
S3 zadziwiajaco rozbiezne i wymagaja uzupelnienia i usystematyzowania. Tematyka podjeta
W niniejszej pracy jest nowatorska probg zbadania zaburzen w genomie mitochondrialnym

I jadrowym psow chorych na nowotwor sutka.

Analizy genomu mitochondrialnego

Dotychczasowy stan wiedzy w temacie zaburzen w genomie mitochondrialnym wskazuje,
ze moga one zmienia¢ funkcje lancucha transportu elektronéw i1 promowaé powstawanie
reaktywnych form tlenu (Reactive oxygen species, ROS), ktore z kolei w jeszcze wigkszym stopniu
uszkadzajg struktur¢ mtDNA. Dodatkowo produkcja ROS moze powodowac uszkodzenia genomu
jadrowego i prowadzi¢ do inicjacji i promocji nowotworu.?’?® Brak jest natomiast doniesien
dotyczacych zaburzen w genomie mitochondrialnym pséw chorych na nowotwor sutka. Jedynie
nieliczne raporty donoszag o polimorfizmach w hiperzmiennym fragmencie mtDNA,
w nowotworach zto$liwych glowy, szyi i konczyn.?

Pionierskie wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej,
wskazuja na obecnos¢ licznych polimorfizmoéw 1 kilku mutacji w petli D 1 czterech fragmentach
genow tj. ND2, COX2, ATP6, COX3. W sekwencji hiperzmiennego regionu mtDNA
zidentyfikowano 26 miejsc polimorficznych, wsérod ktorych 24 zmiany miaty charakter
jednonukleotydowych substytucji (tranzycji lub transwersji). Ponadto wystapita pojedyncza
insercja guaniny i delecja cytozyny. Najwyzsza frekwencj¢ polimorfizméow (94%) odnotowano
w pozycji m.15814. We wszystkich czterech fragmentach genéw odnotowano tgcznie 28 zmian
polimorficznych, w tym 27 substytucji i jedng delecje (m.8313delA), ktorej frekwencja wyniosta
100%.

W dostgpnej literaturze brak jest doniesien na temat polimorfizméw w sekwencji
mitochondrialnej petli D, oraz genach ND2, COX2, ATP6, COX3 w nowotworach sutka psow.
Prawdopodobnie, wynika to z faktu, ze zmiany o charakterze polimorfizmow zazwyczaj wigzane

sg z procesem ewolucji, jednak — biorgc pod uwage duze tempo zmian sekwencji genomu
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mitochondrialnego oraz ich mnogos$¢ — rozréznienie, ktore z nich maja charakter neutralny, a ktore
patogenny jest trudne.

We wszystkich analizowanych fragmentach mtDNA zidentyfikowano tacznie 16 zmian
o charakterze mutacji, bedacych jednonukleotydowymi substytucjami (Tab. 1). W petli D
zidentyfikowano 5 mutacji we krwi jednego osobnika, ktore spowodowaty zmiane W jego
przynalezno$ci do haplotypu z Al8 na Al7. Pozostale mutacje zidentyfikowane zostaty
w fragmentach genow COX2, ATP6, COX3 i obserwowane byly zarowno w guzie jaki i krwi
(Tab. 1). W dziewieciu przypadkach spowodowaly synonimiczng zmian¢ aminokwasow,
w pozostatych dwoch tj. m.7383T/C (COX2), m.9193C/T (COX3) doszto do niesynonimicznej
zmiany aminokwasow asparaginy na seryn¢ (N117S) i alaniny na treoning (A184T).

Mutacje w sekwencji mtDNA sa przedmiotem badan w kontekscie ludzkich nowotworow,
jednak w odniesieniu do nowotworéw sutka psow dotychczas nie odnotowano podobnych
raportéw. Z wynikow badan prowadzonych na ludzkich nowotworach piersi wynika, ze mutacje
zarowno w petli D, jak i w genach kodujacych biatko, najczgsciej w genach ND2, ND5, ATP6,
ATP8, CYTB czy COX3, maja zwiazek z transformacja nowotworowa.>>*! Autorzy, uwzgledniajac
zar6wno obecnos¢ jak i liczb¢ mutacji w mtDNA, stwierdzili, ze pacjenci z dwoma lub wigksza
liczba mutacji w mtDNA majg znacznie gorszy wskaznik przezycia niz ci bez mutacji lub z jedna
mutacja.>! W przypadku badan wiasnych, dalsza obserwacja rozwoju choroby mogtaby poméc
stwierdzi¢, czy mutacje w genomie mitochondrialnym pséw z nowotworem sutka miaty wplyw
na parametry kliniczne 1 wskaznik przezycia.

Ocena mozliwego szkodliwego wpltywu niesynonimicznych zmian aminokwasow,
wykazala brak ich znaczacego wpltywu na warto$¢ takich parametrow jak: punkt izoelektryczny,
indeks alifatyczny, GRAVY (hydrofobowos¢ biatka), stabilno$¢ biatka. Niewielkie zmiany
w wartosci tych parametréw wskazuja, ze zmiany aminokwasowe wywotane mutacjami nie maja
niekorzystnego wptywu na biatko oraz fancuch transportu elektronow. Analizy pozwolily rowniez
stwierdzi¢, ze niesynonimiczne zmiany aminokwasow (N117S, A184T) nie wywarly wptywu, ani
na struktur¢ drugorzedowa kodowanych przez nie biatek, ani na ilo$¢ sekwencji
transmembranowych.

Do niedawna uwazano, ze zmiany synonimiczne czyli tzn. silent SNPs, ze wzglgdu na fakt,
1z nie powoduja zmiany aminokwasowej — nie wptywaja na strukture 1 funkcjonalnos¢ biatek,
sg wigc dla organizmu neutralne. Jednak aktualny stan wiedzy pozwala twierdzi¢, ze synonimiczne

zamiany nukleotydu moga prowadzi¢ do syntezy produktu biatkowego o tej samej sekwencji
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aminokwasow, lecz roznych wlasciwosciach strukturalnych i funkcjonalnych.?® Obecno$éé takich
zmian moze oddziatywa¢ na skladanie mRNA, na stabilno$¢ 1 strukture transkryptoéw,
a takze na procesy zwigzane z transkrypcja i obrobka potranslacyjng.?® Zatem silent SNPs nie
powinny by¢ pomijane w okreslaniu prawdopodobienstwa rozwoju roznych chorob i by¢ brane
pod uwage w spersonalizowanych programach leczenia. Prawdopodobne jest wigc, ze zaburzenia
zarowno o charakterze polimorfizmoéw, jak i mutacji w petli D i genach ND2, COX2, ATP6, COX3

nie byty neutralne dla rozwoju nowotworu sutka psow objetych badaniem.

Tabela 1. Mutacje w genomie mitochondrialnym pséw z nowotworem sutka

Numer  Typ nowotworu Sekwencja  Sekwencja Sekwencja Zmiana
osobnika tkanki tkanki z krwi aminokwasu/
zdrowej guzem haplotypu
Petla D

m.15475A m.15475A m.15475G
Rak cewkowo- m.15627T m.15627T m.15627C
63 m.15639A m.15639A m.1563TA Al8—Al7

brodawkowaty 957506 m.15750G  m.15750A
m.16025A m.16025A m.16025G
COX2
m.7383T m.7383T m.7383C p.N117S
63 Rak cewkowo- m.7426C/T
brodawkowaty m.7426T m.7426T . p.G131G
(heteroplazmia)
ATP6
m.8101T m.8101C m.8101C p.Q46Q
Rak cewkowo- m.8221G m.8221T m.8221T p.G86G
38 brodawkowaty m.8225G m.8225A m.8225A p.L88L
m.8242C m.8242T m.8242T p.T93T
m.8323C m.8323T m.8323T p.K120K
63 Rak cewkowo- m.8242C m.8242C m.8242T p.T93T
brodawkowaty m.8281A m.8281A m.8281G p.11061
123 Kostniakomiesak ~ m.8323T m.8323C m.8323C p.K120K
COX3
63 Rak cewkowo- 91930 91037 m.9193T 0.A184T

brodawkowaty

Poza licznymi polimorfizmami i kilkunastoma mutacjami obserwowanymi w mtDNA
osobnikdw objetych badaniami, zidentyfikowano rowniez heteroplazmie. Heteroplazmia
obserwowana wylgcznie w genomie mitochondrialnym moze mie¢ dwojaka posta¢. Moze polegac
na punktowej substytucji pojedynczego nukleotydu, wowczas ma posta¢ heteroplazmii SNP.
Zjawisko takie zaobserwowano w pozycji m.7426 genu COX2, gdzie we krwi jednego z osobnikow
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jednoczesnie obecna byta cytozyna i tymina (Rys. 1A). Drugi typ heteroplazmii to heteroplazmia
dhugosci, ktorg obserwowano w petli D w pozycji m.15931_delT (Rys. 1B). Doszto tu do delecji
tyminy i dalszej rownolegtej replikacji dwoch wariantow sekwencji petli D, czyli wariantu
dominujgcego i wariantu z heteroplazmig. Zjawisko to obserwowane po raz pierwszy u psOw
wystgpito w 100% analizowanych sekwencji pe¢tli D. O ile heteroplazmia SNP uwazana jest
za zjawisko rzadkie, o tyle heteroplazmia dtugosci jest dos¢ czesto odnotowywana w genomie
mitochondrialnym, a jej przyczyn uparuje si¢ W poslizgu polimerazy DNA podczas replikacji,
w wyniku czego dochodzi do wspoétistnienia w mitochondrium, komorce lub tkance dwoch lub
wiecej wariatow dlugosci mtDNA. Zjawisko to jest czgsto obserwowane w regionie kontrolnym
MtDNA, czego potwierdzeniem sg wyniki otrzymane w niniejszej pracy doktorskiej. U psoéw
heteroplazmia dlugosci zidentyfikowana zostala na odcinku kodujacym polyT w pozycji
od m.16661 do m.16674.%2 Mimo braku zwiazku heteroplazmii z typem tkanki, ten rodzaj
polimorfizmu obserwowany ze 100% frekwencja, potencjalniec moze by¢ markerem nowotworu
sutka psow. By¢ moze warto poswieci¢ wiecej uwagi hiperzmiennemu regionowi mtDNA

w kontekscie nowotworow sutka psow.

A m.7426C/T B CCCCCCCTAAAAATTAAAAG
CCCCCCCAAAAATTAAAAGA

m.15931

|

Rysunek 1. Heteroplazmia SNP w pozycji m.7426 genu COX2 (A), heteroplazmia dlugosci
w pozycji m.15931 delT petli D (B).

Analizy genomu jadrowego

Zmiana liczby kopii i utrata heterozygotycznosci, stanowigc jedno ze zrodet réznorodnosci
genetycznej, stalty si¢ przedmiotem intensywnych badan wspoétczesnej onkogenomiki.
W przypadku nowotworow utrata heterozygotycznos$ci jest czestszym zjawiskiem niz aberracje
liczby kopii, poniewaz powoduje nieodwracalng utrate jednego z rodzicielskich alleli. Natomiast

zyski liczby kopii (amplifikacje) czesto sa nietrwate, poniewaz poddawane sa procesowi selekcji
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negatywnej. Analizy mikromacierzy wykorzystane sg w badaniach z zakresu onkogenomiki
do okreslenia lokalizacji CNVs i LOHs w calym genomie.®® Nowatorskie podejscie
zaproponowane W niniejszej pracy doktorskiej przybliza do poznania aberracji strukturalnych
specyficznych dla nowotworow sutka psow.

Analizy wielkoskalowe genoméw psoOw objetych badaniami pozwolily na identyfikacje
1765 unikalnych CNVs, 2799 germinalnych LOHs i 586 somatycznych LOHs. W analizowanych
tkankach guza czesto$¢ wystepowania indywidualnych CNVs miedcita si¢ w zakresie od 4%
do 33%, dla germinalnych LOHs (G-LOHSs) wahata si¢ od 4,2% do 20,8%, za$ dla somatycznych
LOHSs (S-LOHS) byta w zakresie od 4,2% do 33,3%. Wyniki analiz pozwalajg stwierdzi¢, ze we
wszystkich analizowanych wariantach do$wiadczenia zmiany o charakterze amplifikacji byly
dtuzsze i czestsze niz delecje. Przewagg zdarzen o charakterze amplifikacji nad delecjami, zaréwno
co do ilosci, jak i dtugosci obserwowano w ludzkich nowotworach, w tym w nowotworach sutka
i piersi.® Istnieja raporty donoszace o wysokiej frekwencji amplifikacji pewnych regionow
chromosomoéw u pacjentek chorych na nowotwér piersi.®® Czesto regiony te okreslane sa jako
»gorace miejsca” (Hotspots) transformacji nowotworowej. Pochodzenie i utrwalenie si¢ takich
regiondw w genomie jest wcigz niejasne. Przypuszczalnie jednak do pierwszych rearanzacji
genomu, prowadzacych do amplifikacji, dochodzi juz na poczatku procesu nowotworzenia, stad
tez liczne i rozlegte zmiany amplifikacyjne moga kumulowaé si¢ w stosunkowo dlugim czasie,
prowadzac do ich utrwalenia si¢ w genomie komorek nowotworowych, a w konsekwencji uznania
ich za miejsca odgrywajace istotng rolg¢ w transformacji nowotworowe;.

Obserwowana w badaniach wilasnych znaczna przewaga w ilosci amplifikacji nad
delecjami, oraz ich dwukrotnie wigksza dtugos¢ moze swiadczy¢ o wigkszym wptywie tego typu
zmian na genom, badZz mniejszej wykrywalnosci zmian o charakterze delecji. Wysoce
prawdopodobne jest rowniez, ze przewaga zdarzen o charakterze amplifikacji nad delecjami jest
efektem transformacji komorki zdrowej w komorke nowotworowa. Udowodniono, ze amplifikacja
genow jest typowym zaburzeniem genetycznym w przypadku nowotwordw, a wiele onkogendow
zostalo zidentyfikowanych w regionach genomu, w ktorych doszto do amplifikacji.

Sekwencje genomu jadrowego, ktore zastuguja na szczegodlng uwagg, to tak zwane miejsca
tamliwe chromosomow (Chromosomal fragile sites), czy miejsca na chromosomach, ktore
wykazuja tendencje do tworzenia przewezen i ,.zlaman” gdy komorka narazona jest na stres
replikacyjny. W ludzkim genomie zidentyfikowano ponad 100 takich miejsc. Miejsca

te charakteryzuje duza heterogennos¢, a ich dtugo$¢ w ludzkim genomie waha si¢ od 0,3 do 9 Mpz.
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Regiony takie zidentyfikowane zostaty w réznych typach nowotworéw i kandyduja na regiony,
ktore przez swoja podatnos$¢ na przelamania mogg inicjowac amplifikacje fragmentow DNA.

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy wskazano regiony w nDNA psow chorych
na nowotwor sutka, potencjalnie najbardziej wrazliwe na peknigcia nici DNA lub biedy replikac;ji,
tacznie wytypowano 16 takich regionow (o wysokiej czestosci CNVS), 36 czestych regionow
G-LOHs i 3 regiony o podwyzszonej czgstosci wystepowania S-LOHs. Ponadto, dla kazdego
analizowanego wariantu wyznaczono unikalne regiony naktadajace si¢ tzn. (Overlaps). Wsrod
wszystkich zidentyfikowanych CNVs odnotowano 41 regionéw naktadajacych si¢ (CNVRS),
wsérod germinalnych LOHs zidentyfikowano 68 takich regionéw (G-LOHRS), dla wariantu
somatycznej utraty heterozygotycznosci wyznaczono 37 regionow overlaps (S-LOHRs).
Najwicksza srednig dlugo$¢ miaty regiony S-LOHRs i wynosita ona 58,22 Mpz, CNVRs mialy
$rednig wielko$¢ 51,75 Mpz, najkrotsze byty regiony G-LOHRS, a ich $rednia dtugo$¢ wynosita
30,83 Mpz. Analiza dystrybucji CNVRs, G-LOHRs i S-LOHRs przeprowadzona dla pojedynczych
chromosomoéw wykazata, ze najwicksze pokrycie sekwencji przez aberracje odnotowano
na chromosomie 1. i dotyczyto wszystkich analizowanych typow aberracji.

Brak raportow dotyczacych analiz wielkoskalowych genoméw pséw chorych na nowotwor
sutka, oraz odmienne podejscie metodyczne w nielicznych analizach mikromacierzy
prowadzonych na innych gatunkach sprawia, ze porOwnanie wynikow wilasnych do tych
otrzymanych przez inne grupy badawcze jest trudne. Utrudnienie stanowi tez fakt,
ze zidentyfikowane CNVRs w zdecydowanej wigkszos$ci stanowig bardzo dlugie regiony
kumulujace w sobie, wigkszo$¢ lub wszystkie CNVs obserwowane na danym chromosomie.
Wielkos¢ regionow zmiennych zaobserwowanych przez inne grupy badawcze byta znacznie
krétsza, a ich i1los¢ wigksza, mimo mniejszej wyjsciowe] liczby CNVS. Obecnos¢ 88 regiondw
CNVRs, zajmujacych w sumie 22,45 Mpz sekwencji genomu psa obserwowal Gurgul i wsp.°
Rowniez w tym przypadku pokrycie chromosomu przez regiony CNVRs bylo niewielkie
w poréwnaniu do CNVRs zidentyfikowanych w niniejszej pracy. Duzg zaleta analiz
przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej byto wykorzystanie wysokowydajnego
narzedzia obliczeniowego, dedykowanego probom nowotworowym, czyli oprogramowania
OncoSNP, ktore pozwolito na identyfikacje aberracji strukturalnych specyficznych wiacznie dla
tkanek nowotworowych, sprawiajgc tym samym, ze wyniki otrzymane w pracy doktorskiej

sg pionierskie w skali §wiatowe;.
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Analiza gendw wystepujacych w obrgbie CNVRs, G-LOHRs i S-LOHRs wykazata,
ze najwiecej genow zidentyfikowano w przypadku somatycznych LOHRs (n=28.225).
W pozostatych dwoch wariantach zawarto$¢ gendéw byta poréwnywalna i wynosita 27.685 dla
CNVR, 27.504 dla G-LOHRs. Szczegolng uwage zwrdcono na geny wystepujace w obrebie
rejondw potencjalnie bardziej narazonych na aberracje we wszystkich analizowanych wariantach.
Dla wariantu CNV wytypowano tacznie 17 genéw kodujacych biatka i microRNA, dla aberracji
G-LOH 37 gendw, a dla S-LOH byty to 4 geny. Jak wynika z dostepnych danych literaturowych,
sposrdd  wszystkich  genéw, nieprawidtowosci  strukturalne w  czterech z  nich,
tj. w ZFPM2, EBAGY, AQP1 i MSTN majg wptyw na zaburzenia biologicznych funkcji komorki
powszechnie zwigzanych z transformacja nowotworowa. Produkty biatkowe wszystkich wyzej
wymienionych gendw wigzane sg z zaburzeniami w kontrolowanej $mierci komoérki u pséw,
homeostazy czy odpowiedzi na stres. W badaniach asocjacyjnych catego genomu psow rasy
springer spaniel angielski zidentyfikowano kilka genow potencjalnie powigzanych z nowotworami
sutka, byt to m.in. gen CDK5RAP2 , ktéry zaangazowany jest w regulacje cyklu komoérkowego.?
Analiza asocjacji

Ze wzgledu na czeste wystepowanie nowotwordw gruczotu sutkowego u pséw, czynniki
ryzyka zwigzane ze zwickszonym wystepowaniem tego typu nowotworu budza spore
zainteresowanie naukowcow juz od ponad 40 lat. Wigksza czgstos¢ wystepowania nowotworu
gruczotu sutkowego stwierdzono po 5 roku zycia, a maksymalnie miedzy 9 a 11 rokiem zycia psa.
Nowotwory sutka s3 rzadko wykrywane u pséw w wieku ponizej 2 lat. Wykazano réowniez,
ze wigksze ryzyko wystgpienia tego typu nowotworu obserwuje si¢ u pséw duzych niz matych,
a za najmniej narazone rasy uznano boksera, psa nierasowego i chihuahua, czyli rasy zaliczane
do matych lub $rednich.3” Analizy asocjacyjne prowadzone sg tez w kontekscie stopnia ztosliwosci
nowotworu. Histologiczna klasyfikacja nowotworéw sutka u psow mowi o trzech stopniach
zto§liwosci: 1, II, III. Wykazano roznice w przezywalno$ci psow z réznym stopniem zlosliwosci
nowotworu. U psow z nowotworem gruczotu sutkowego o III stopniu ztosliwosci przezywalnos¢
byta gorsza niz w przypadku I i II stopnia zlosliwo$ci. Wyzszy stopien zlosliwosci wigzat sie tez
z gorszym rokowaniem i wieksza zdolnoécig do przerzutow.*®3® Obserwacje te potwierdzaja
najnowsze analizy prowadzone technikami biologii molekularnej oraz testy statystyczne.

W niniejszej pracy wykorzystujac zgromadzone dane przeprowadzono analizg asocjacji dla

wybranych fragmentdw genomu mitochondrialnego oraz zmian liczby kopii 1 utraty
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heterozygotycznosci w genomie jadrowym w uktadzie case-control: stopien ztosliwosci, rozmiar
ciata 1 wiek psoéw zaliczanych do duzych.

Analiza statystyczna przeprowadzona w niniejszej pracy wykazata, ze przy poziomie
istotno$ci <5% stopien ztosliwos$ci nowotworu nie ma wptywu na wystepowanie polimorfizméw
w sekwencji petli D oraz genach ND2, COX2, ATP6, COX3. Analiza zwigzku aberracji
strukturalnych ze stopniem zto§liwo$ci nowotworu wykazata, Zze miejsca genomu o istotnie
wyzszej czgstosci wystgpowania CNVs (P<0,05) znajdowaly si¢ na chromosomie 12, 15, 16 1 33.
Biorgc pod uwage analiz¢ zwigzku czestosci germinalnych LOHs ze stopniem zlosliwosci
nowotworu, wykazano, ze statystycznie istotne rdznice w czestosci wystepowania G-LOHs
(P<0,05) zidentyfikowano dla zmian rozlokowanych az na 32 chromosomach. Podobnych
obserwacji dokonano w przypadku S-LOHs. We wszystkich analizowanych wariantach wykazano,
ze najwigksze roznice w czestosci aberracji wystepuja u psow z nowotworem o drugim (G2) lub
trzecim (G3) stopniu ztosliwosci. Prawidtowo$é obserwowana w przypadku zwigzku aberracji
strukturalnych ze stopniem zto§liwosci nowotworu potwierdzita dotychczasowe obserwacje
histopatologiczne.®® Jest wiec prawdopodobne, Zze pewne aberracje strukturalne pojawiaja sie
dopiero w nowotworach o wyzszym stopniu ztosliwosci, badz sa przyczyng wzrostu ztosliwosci
nowotworu sutka u psow.

Dalsza analiza wykazata, ze statystycznie istotny zwigzek wystgpowat miedzy rozmiarem
pséw a polimorfizmami w pozycjach m.15475, m.15620, m.15627 1 m.15750 petli D oraz m.7382
genu COX2. Wykorzystujac procedure GLM stwierdzono, ze polimorfizmy i mutacje w pozycjach
m. 15435, m.15627 i m.15814 petli D i m.8242C/T genu ATP6, statystycznie czgsciej wystgpowaty
w grupie psoOw duzych niz matych i $rednich. Z kolei w pozycjach nukleotydow m.15475, m.15639
i m.15025, czestotliwos¢ SNP byta istotnie wyzsza u pséw duzych niz $rednich. Podobnych
obserwacji dokonano w przypadku analizy statystycznej przeprowadzonej dla aberracji
strukturalnych w genomie jadrowym. Wykazano statycznie istotne roznice w czestosci 34 CNVSs,
353 G-LOHs i nielicznych S-LOHs u pséw o roznej wielkosci ciata. Frekwencja wystepowania
aberracji typu CNVs i G-LOHs byta wyzsza u pséw sklasyfikowanych jako duze, niz u psow
sredniej wielko$ci. W przypadku S-LOHs istotne statystycznie rdznice czgsciej obserwowane byly
w grupie psoOw duzych lub $redniej wielkos$ci ciata niz u psOw matych.

Badania psow ze zdiagnozowanym nowotworem sutka, prowadzone na przestrzeni
dziesieciu lat (2002-2012), wskazuja, ze przy analizach asocjacyjnych zwigzku wieku pséw

z wystapieniem nowotworu, warto wzigé pod uwage rowniez wielko$é psow. Jak wskazuja wyniki
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wspomnianych analiz, w grupie psow zaliczanych do duzych, najwigcej nowotworow sutka
wystapito u osobnikéw najstarszych, w wieku 9-12 lat°> Badania wlasne wskazuja,
ze prawdopodobienstwo wystapienia polimorfizmu W pozycji m.8242C/T (ATP6) bylo istotnie
wyzsze u psow w wieku 12-13 lat niz w wieku 7-8 lat. Analiza uwzgledniajgca podziat na dwie
grupy wiekowe pozwolita na identyfikacje 40 miejsc w genomie jadrowym wykazujacych
statystycznie istotne roznice (P<0,05) we frekwencji wystgpowania CNVs w dwoch grupach
wiekowych psow duzych. Czgstos¢ wystgpowania tych aberracji byla wyzsza u psow w grupie
wiekowej 7-8 lat. Rowniez w przypadku germinalnych LOHs wyzsza frekwencja istotnych zmian
wystepowata W tej samej grupie wiekowej. W przypadku wariantu S-LOH frekwencja tego typu
aberracji w dwdch grupach wiekowych nie wykazata obecnosci istotnych roznic w frekwencji S-
LOHs pomiedzy poszczegdlnymi grupami. Obserwowana zalezno$¢ jest zrozumiata ze wzgledu
na fakt, iz §rednia dlugo$¢ zycia psow ras duzych jest stosunkowo krotka i czesto nie przekracza
10 lat. W zwigzku z tym wiek 7-8 lat dla psow duzych jest wiekiem, ktéry mozna okresli¢ jako
podeszly, a obserwacje poczynione w niniejszej pracy sg zblizone do obserwacji poczynionych

przez innych autoréw.
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Podsumowanie i wnioski

1. Zaburzenia strukturalne w genomie mitochondrialnym i jadrowym, wystepujace w postaci
polimorfizméw, mutacji, heteroplazmii, zmiany liczby kopii (CNV) oraz utraty

heterozygotycznosci (LOH), moga by¢ zwigzane z nowotworami sutka psow.

2. Odnotowana po raz pierwszy heteroplazmia dtugosci petli D (15931 delT), wystepujaca ze
100% frekwencja, moze wskazywac na fakt, ze jest to mutacja typu hotspot nowotworow sutka

psow.

3. Analizy wielkoskalowe genomu wykazaly dominacj¢ amplifikacji nad delecjami,
W szczegbdlnosci w obrgbie miejsc tamliwych chromosoméw, oraz ich dwukrotnie wigksza
dhugosc¢, co wskazuje, ze amplifikacje sa typowymi zaburzeniami genetycznymi w przypadku

nowotworow sutka psow.

4. Reorganizacje strukturalne w postaci zmiany liczby kopii oraz utraty heterozygotycznoS$ci
w komorkach germinalnych, do ktorych doszto w obrebie czterech genéw (ZFPM2, EBAGY,
AQP1 i MSTN), moga mie¢ wplyw na zaburzenia biologicznych funkcji komorek w procesie

transformacji nowotworowej.

5. Wykazana statystycznie istotna zalezno$¢ pomigdzy zaburzeniami strukturalnymi
W mitochondrialnym 1 jadrowym DNA a wielko$cig 1 wiekiem psOw chorych na nowotwor

sutka pozwala twierdzi¢, ze mogg to by¢ czynniki prognostyczne tego typu nowotworu u psow.

6. Stopien ztosliwosci nowotworu nie miat istotnego zwigzku z zaburzeniami genomu
mitochondrialnego, ale miat istotny wplyw na czgsto$¢ wystgpowania aberracji strukturalnych
w genomie jadrowym pséw z nowotworami sutka, przy czym liczba aberracji prawdopodobnie

wynika z histologicznej progresji nowotworu.
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