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РЕЗЮМЕКлючові слова:

Для кореспонденції:

експресія довгої некодуючої РНК  
BORG (lncRNA BORG), поширений рак 
грудної залози, хіміорезистентність,  
рецидив захворювання.

Актуальність. У хворих на рак грудної залози (РГЗ) спостерігають численні  
молекулярні зміни. Серед функцій, що пов’язані з lncRNA-BORG, є різні канцеро- 
генні процеси, які розвиваються при формуванні хіміорезистентності та при  
рецидивах первинних пухлин. 
Мета роботи – оцінити експресію довгої некодуючої РНК (lncRNA BORG) як діаг- 
ностичного маркера для передбачення перебігу захворювання та прогнозування  
ефекту лікування.
Матеріали та методи. 40 пацієнтів із прогресуючим резистентним раком грудної  
залози були розподілені на дві групи: 1) Basal та Luminal B HER-2 позитивні (n = 20);  
2) Luminal A (n = 20).
Прогноз біоінформатики підтверджували за допомогою полімеразної ланцюгової  
реакції (ПЛР). Безрецидивна виживаність проаналізована на основі методу  
Каплана–Майєра.
Для оцінки вірогідності асоціацій різних клінічних, гістологічних і патологічних  
характеристик із відповідним гормональним статусом після первинної хіміотерапії  
проводили логарифмічний тест. Регресійну модель Кокса використовували  
для багатофакторного аналізу виживання.
Усі статистичні тести проводили за допомогою програмного забезпечення  
R «survival ROC», (версія 3.5.0).
Результати та їх обговорення. Було показано, що високий рівень експресії  
білка lncRNA BORG корелював з позитивним гормональним статусом (OR = 2,79;  
95% довірчий інтервал (95% CI), 1,27 – 4,20). Пацієнти з HER2-позитивними  
пухлинами та наявною високою експресією lncRNA BORG мали у чотири рази  
вищий ризик (при відповідному гормональному статусі) розвитку рецидиву  
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ABSTRACTKey words: 

Background. Multiple molecular alterations are observed in breast cancer. Among  
the functions attributed to lncRNA-BORG are various carcinogenic processes that  
function during the formation chemoresistant and recurrence of primary tumors. In this  
study, we aimed to identify lncRNA BORG expression signature, that can predict  
breast cancer patient recurrence-free survival.
Purpose – evaluate long non-coding RNA expression as diagnostic marker for  
disease prognosis and prediction of treatment effect.
Materials and Methods. A total of 40 advanced resistant breast cancer patients  
were divided into two groups: 1) Basal and Luminal B HER-2 positive (n = 20);  
2) Luminal A (n = 20), were obtained with overall survival compared with relapse-free  
status patients.
The bioinformatics prediction is confirmed by polymerase chain reaction (PCR).  
To investigate the prognostic accuracy of multi-lncRNA BORG-based classifier,  
time-dependent receiver operating characteristic analysis was performed using  
the ‘survival ROC’ R package. Relapse-free survival was analyzed based on  
Kaplan–Meier method, and the log-rank test was performed to assess the statistical 
significance of the differences.
Results. High lncRNA BORG protein expression was shown to have the highest  
correlation with positive hormone status (OR = 2.79; 95% confidence interval (95% CI),  
1.27 – 4.20). Furthermore, HER2 overexpression (OR = 1.65; 95% CI, 1.26 – 2.13)  
was linked to important hormone status. Patients with HER2 positive/lncRNA BORG  
present high expression had a fourfold increased risk of relevant hormone status  
compared to patients with HER2 negative/lncRNA BORG show low expression, and  
an estimated 16.4% cumulative risk of recurrence developing relevant at two years.  
We discovered a predictive function for lncRNA BORG for identification, which has  
the potential to enhance clinical care of women with Advanced Breast Cancer (ABC).  
High HER2-positive/lncRNA BORG expression was linked to ER-negative disease  
recurrences. Our findings highlight the necessity of assessing protein expression  
of HER2 and lncRNA BORG to evaluate the probability of disease recurrence in ABC  
patients following diagnosis and therapy. Patients with low lncRNA BORG expression  
had a recurrence risk that is equivalent to the general population.
Conclusions. We discovered a predictive function for lncRNA BORG for identification,  
which has the potential to enhance clinical care of women with ABC.
Women with HER2-positive/lncRNA BORG high expression lesions had a fourfold  
greater frequency of subsequent hormone status than women with HER2-negative/ 
lncRNA BORG low expression lesions.
High HER2-positive/lncRNA BORG expression was linked to ER-negative disease  
chemoresistance and recurrence. Our findings highlight the necessity of assessing  
protein expression of HER2 and lncRNA BORG to evaluate the probability of disease  
recurrence in ABC patients following diagnosis and therapy.
Patients with low lncRNA BORG expression had chemoresistance and a high  
recurrence risk that is equivalent to the general population.

long non-coding RNA BORG expression,  
advanced breast cancer, chemoresistant,  
disease recurrence.
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протягом двох років, порівняно з пацієнтами з HER2-негативним/lncRNA BORG  
з низькою експресією.
Висновки. Було виявлено прогностичну значущість визначення lncRNA BORG,  
що має потенціал для покращення клінічної допомоги пацієнтам з поширеним  
раком грудної залози;
Висока експресія HER2-позитивної/lncRNA BORG була пов’язана у ER-негативних  
пухлинах з хіміорезистентністю та рецидивом. Наші результати підкреслюють  
необхідність оцінки експресії білка HER2 та lncRNA BORG для оцінки ймовірності  
рецидиву захворювання у пацієнтів з поширеним РГЗ після діагностики та терапії.
Пацієнти з низькою експресією lncRNA BORG мали частоту хіміорезистентності  
та високого ризику рецидиву, еквівалентну такій в загальній популяції.
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Зв’язок роботи з науковими програмами,  
планами і темами

Relationship with academic programs,  
plans and themes

ВСТУП INTRODUCTION

Робота походить з планової науково-дослідної  
роботи Державної установи «Інститут медичної радіо- 
логії та онкології ім. С.П. Григор’єва Національної ака- 
демії медичних наук України» «Розробити програму  
комплексного лікування хворих на вторинно-набря- 
ковий рак грудної залози з урахуванням ролі запального  
і набрякового компонентів агресивності пухлинного  
процесу», номер державної реєстрації: 0118U003210,  
шифр теми: НАМН 04.18, прикладна, термін вико- 
нання: 01.2018–12.2020 рр., керівник – доктор медичних  
наук, професор М.В. Красносельський.

The work originates from planned research work of  
State Organization «Grigoriev Institute for Medical Radio- 
logy and Oncology of the National Academy of Medical  
Sciences of Ukraine» «To develop a comprehensive  
treatment program for patients with secondary edematous  
breast cancer, taking into account the role of inflamma- 
tory and edematous components of the aggressiveness of  
the tumor process». Registration number: 0118U003210,  
code: NAMS 04.18, applied, implementation period:  
01.2018–12.2020, supervisor – Doctor of Medical  
Sciences, Professor M.V. Krasnoselskyi.

Понад 90% смертності від раку грудної залози  
(РГЗ) пов’язано з поверненням захворювання. Молеку- 
лярні компоненти, які підтримують відновлення основ- 
них клітин пухлини грудної залози та їх спроможність  
зумовлювати розвиток пухлинних осередків ще не  
повністю вивчені. Було досягнуто значних наукових  
успіхів у галузі дослідження РГЗ та докладено зусиль  
для підвищення рівня безрецидивного виживання  
хворих на цю патологію [1].

Довгі некодуючі РНК (lncRNA) – це клас гетероло- 
гічних молекул РНК, які виконують різноманітні клітинні  
функції, незважаючи на їх нездатність кодувати біл- 
ки [2]. Серед функцій, які приписують lncRNA-BORG,  
є різні канцерогенні процеси, які функціонують під час  
формування як хіміорезистентності, так і рецидивів  
первинних пухлин [3].

Дослідження геному виявили транскрипт, який  
має назву довгої некодуючої РНК (lncRNA BORG), яка  
прямо або опосередковано пов’язана з ключовими  
компонентами системи регуляції генів, що впливають  
на клітинну проліферацію, хіміорезистентність, здат- 
ність до інфільтративного росту та розвитку рецидивів.  
BMP/OP (bone morphogenetic proteins)/organophos- 
phates) аберрантна експресія, що сприяє розвитку  
рецидиву шляхом реактивації програми росту пухлин- 
них клітин. Експресія BORG значною мірою ініцію- 
ється стресами навколишнього середовища та хіміо- 
терапевтичними стресами, які є реакціями транс- 
крипції, що сприяють виживанню пухлинних клітин.  
Перепрограмування транскриптоміки у відповідь на  
BORG призводить до зниження активації сильних  
сигнальних шляхів і шляхів клітинного транзиту [4].

Тричінегативний рак грудної залози (TNBC) є  
однією з найбільш несприятливих форм поширеного  
РГЗ (ABC, advanced breast cancer). Було досліджено  
кілька можливих процесів, пов’язаних із хіміорезис- 
тентністю TNBC, і було виявлено, що некодуючі РНК  
(ncRNA), зокрема мікроРНК (miRNA), довгі некодуючі  
РНК (lncRNA) і кільцеві РНК (circRNA), відіграють певну  
роль у більшості випадків хіміорезистентності [5].

Враховуючи поганий прогноз і високу хіміорезис- 
тентність і частоту рецидивів у пацієнтів з TNBC,  
потреба в інтенсивній терапії є основною перешкодою  
для ефективного лікування. Було показано, що довгі  
некодуючі РНК (lncRNA BORG) відіграють важливу  
роль у більшості клітинних функцій. Відтоді  
lncRNA-BORG вивчали як предиктор і модифікатор  

Over 90% of breast cancer-related mortality rates  
are due to recurrence of the disease. The molecular  
components that support the recovery of essential  
breast tumor cells and their ability to cause malignant  
lesions in tissues are not yet fully understood. Signi- 
ficant scientific advances have been made in the field  
of breast cancer research and efforts have been made  
to increase the disease-free survival rate of breast  
cancer patients [1].

Long non-coding RNAs (lncRNAs) are a class of  
heterologous RNA molecules that perform a variety  
of cellular functions despite their inability to encode  
proteins [2]. Among the functions attributed to  
lncRNA-BORG are various carcinogenic processes  
that function during the formation chemoresistant and  
recurrence of primary tumors [3].

Genome studies have identified a transcript called  
long non-coding RNA (lncRNA BORG), these are directly  
and indirectly associated with key components of the  
gene regulation system that modify cell proliferation,  
infiltration chemoresistance and recurrence. BMP (Bone  
morphogenetic proteins)/OP (organophosphates) it is  
aberrant expression promotes recurrence by reacti- 
vating the growth program of quiescent tumor cells.  
BORG expression is strongly initiated by environmental  
and chemotherapeutic stresses, which are transcrip- 
tional responses that promote tumor cell survival.  
Transcriptomics reprogramming in response to BORG  
leads to decreased activation of strong signaling and  
cell transit pathways [4]. 

Triple-negative breast cancer (TNBC) is one of the  
deadliest forms of advanced breast cancer (ABC) and  
is a significant disease burden worldwide. Several  
possible processes involved in TNBC chemo-resistance  
have been explored, and it has been found that  
noncoding RNAs (ncRNAs), particularly microRNAs  
(miRNAs), long noncoding RNAs (lncRNAs), and  
circular RNAs (circRNAs), play a role in the majority  
of TNBC chemoresistance and resistance [5]. 

Given the poor prognosis and high chemoresistance  
and recurrence rate of TNBC patients, the need for  
intensive care is a major barrier to effective treatment.  
Long non-coding RNAs (lncRNA BORGs) have been  
shown to play important roles in most cellular functions.  
Since then, lncRNA-BORG has recently been studied  
as a predictor and modifier of treatment. The molecular  
characteristics underlying the development chemoresis- 
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МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ MATERIALS AND METHODS

Загалом 40 пацієнтів із резистентним РГЗ були  
розподілені на дві групи: 1) Basal та Luminal B HER-2  

A total of 40 advanced resistant breast cancer pa- 
tients were divided into two groups: 1) Basal and Luminal  

tance and recurrence of TNBC have not yet been fully  
elucidated. Recently, a new intergenic lncRNA-BORG  
known as BMP/OPResponsive Quality (BORG) has been  
identified as a prominent driver of these tumorigenic  
activities in TNBC. LncRNA BORGs are appropriate  
biomarkers for quasi-personalized therapy selection  
and, as a result, for improving prognosis [6].

Long non-coding RNAs (lncRNA BORGs) are invol- 
ved in breast cancer chemoresistance and recurrence  
through varieties of molecular mechanisms, but accurate  
functional data for these lncRNA BORGs have not yet  
been elucidated [7]. Very important to focus on the role  
of lncRNA BORGs in breast cancer infiltration and  
recurrence, especially when considering these lncRNA  
BORGs for functional characteristics, regulators,  
therapeutic potential and long-term challenges [8].

Increased evidence indicates that aberrant expre- 
ssion of lncRNA BORG regulates cell proliferation [9],  
infiltration, migration, apoptosis, epithelial mesenchy- 
mal transition (EMT) [10], stem cell nature [11], and  
drug resistance in a variety of cancers, especially  
breast cancer [12].

Drug resistance is a key impediment to effective  
ABC therapy. Significant efforts have been made over  
the last decade to investigate medication resistance  
mechanisms in human cancers, as well as methods to  
sensitize cancer cells to particular therapies. Numerous  
protein-coding genes, such as ABCG2, MDR1, MRP,  
and their regulatory lncRNA BORGs, play important roles  
in chemo-resistance and might be exploited as targeted  
treatments against malignant cells [13].

LncRNA BORGs have been shown to function as  
ABC suppressor genes or oncogenes, increasing  
or decreasing ABC resistance to therapies such as  
cisplatin, tamoxifen, docetaxel, and 5-FU [14].  
As a result, there is a great prospect to create  
lncRNA BORG-based cancer therapeutics that may be  
used in clinical practice. Although research on lncRNA  
BORGs and chemotherapeutic resistance is still in its  
early phases [15], lncRNA BORGs may be viable candi- 
dates for creating innovative techniques to resentise  
cancer cells to chemo- or targeted therapy [16].

Breast cancer grading based on gene expression  
has improved understanding of the molecular pathways  
behind breast cancer and paved the way for therapy  
prediction [17]. Luminal A cancers have a favorable  
clinical outcome. Luminal B tumors are more aggressive  
clinically, have a high recurrence rate, and have a dismal  
survival rate [18]. 

We describe the functional pathways associated  
with aberrant lncRNA BORG expression in ABCs,  
as well as its therapeutic potential focused on illness  
recurrence.

Objective – evaluate long non-coding RNA expre- 
ssion as diagnostic marker for disease prognosis and  
prediction of treatment effect.

лікування. Молекулярні характеристики, що лежать  
в основі розвитку хіміорезистентності та рецидиву  
TNBC, ще не повністю з’ясовані. Нещодавно нова  
міжгенна lncRNA-BORG, відома як BMP/OPResponsive  
Quality (BORG), була ідентифікована як значний  
дієвий фактор туморогенезу при TNBC. LncRNA BORG  
є відповідними біомаркерами для квазіперсона- 
лізованого вибору терапії та, як наслідок, для  
покращення прогнозу [6].

Довгі некодуючі РНК (lncRNA BORG) призводять  
до розвитку хіміорезистентності та рецидиву РГЗ  
через різні молекулярні механізми, але точні функціо- 
нальні дані для цих lncRNA BORG ще не з’ясовані [7].  
Дуже важливо зосередитися на ролі lncRNA BORG  
у прогресії РГЗ, розвитку рецидивів, особливо з огляду  
на вплив lncRNA BORG на функціональні характе- 
ристики, на терапевтичні відповіді, та на довго- 
строкові цілі [8].

Все більше доказів свідчить про те, що аномальна  
експресія lncRNA BORG регулює клітинну проліфера- 
цію [9], інфільтрацію, міграцію, апоптоз, епітеліально- 
мезенхімальний перехід (EMT) [10], природу стовбу- 
рових клітин [11] і резистентність до ліків при різних  
видах раку, особливо грудної залози [12].

Стійкість до ліків є ключовою перешкодою для  
ефективної терапії поширеного РГЗ. За останнє десяти- 
ліття було докладено значних зусиль для досліджен- 
ня механізмів резистентності раку, а також методів сен- 
сибілізації ракових клітин до певної терапії. Численні  
гени, що кодують білки, такі як ABCG2, MDR1, MRP  
та їхні регуляторні lncRNA BORG, відіграють важливу  
роль у хіміорезистентності та можуть використовува- 
тися як таргетне протипухлинне лікування [13].

Було показано, що LncRNA BORG функціонують  
як гени-супресори поширеного РГЗ або онкогени, які  
збільшують або зменшують резистентність пухлини  
до таких препаратів, як цисплатин, тамоксифен, доце- 
таксел і 5-FU [14]. Як наслідок, є велика перспектива  
створення терапевтичних протипухлинних засобів  
на основі lncRNA BORG, які можна використовувати  
в клінічній практиці. Хоча дослідження lncRNA BORG  
та хіміотерапевтичної резистентності все ще перебу- 
вають на ранніх стадіях [15], lncRNA BORG можуть  
бути життєздатними кандидатами для створення  
інноваційних методів повторної ресенсифікації  
ракових клітин до хіміо- або таргетної терапії [16].

Класифікація РГЗ на основі експресії генів покра- 
щила розуміння молекулярних шляхів розвитку пухли- 
ни та проклала шлях для прогнозування терапії [17].  
Варіант Luminal А має сприятливий клінічний результат.  
В той же час, Luminal B є більш клінічно агресивним,  
має вищу частоту рецидивів та нижчу виживаність [18].

У дослідженні зазначені функціональні шляхи,  
пов’язані з аберантною експресією lncRNA BORG  
при поширеному РГЗ, а також її терапевтичний  
потенціал у прогнозуванні рецидивів хвороби.

Мета роботи – оцінити експресію довгої некодую- 
чої РНК (lncRNA BORG) як діагностичного маркера  
для передбачення перебігу захворювання та прогно- 
зування ефекту лікування.
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позитивні (n = 20); 2) Luminal A (n = 20). Усі хворі  
отримували комплексне лікування за загальноприй- 
нятими стандартами відповідно до підтипу.

Було виявлено пари взаємодії LncRNA BORG,  
включаючи LOC641518-LEF1, FLJ35024-VLDLR, 
LOC285972-респондер 2 рецептора ретиноєвої кис- 
лоти (RARRES2) і елемент конструкції 10c рецептора  
LOC254896-TNF (TNFRSF10C).

Прогноз біоінформатики підтвердили за допо- 
могою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР).  
РНК LOC641518 пригнічувало експресію РНК LEF1,  
і тим самим знижувало рухливість та інвазію клітин  
раку грудної залози.

Було виконано цільовий транскрипційний масив  
на батьківських клітинах та клітинах, що експресують  
BORG lncRNA, D2.OR (поліплоїдні ER-позитивні/Her2- 
позитивні клітини, зі злоякісних новоутворень грудної  
залози миші), вирощені для кількісної оцінки експресії  
транскриптів, які, як відомо, впливають на шляхи,  
пов’язані зі старінням, і таким чином на затримку  
реплікації. Було виявлено, що окремі медіатори понов- 
лення клітинного циклу, включаючи визнані супресори  
пухлин, надмірно експресуються в клітинах D2.OR,  
які експресують lncRNA BORG. Таким чином, застосо- 
вували 10% FBS; 1% пеніцилін/стрептоміцин з дода- 
ванням 1 г/мл інсуліну, з подальшою селекцією на  
Зеоцині (500 г/мл; Invitrogen). Повнорозмірний тран- 
скрипт BORG і мутантні делеції BORG були отримані та  
використані для трансфекції клітин D2.OR (поліплоїдні  
ER-позитивні/Her2-позитивні клітини, злоякісної пух- 
лини грудної залози миші) з подальшою селекцією  
G418 (500 г/мл) для встановлення стабільної клітин- 
ної лінії. Котрансдукція лентивірусу VSVG клітин  
D2.OR з вектором M2-rTTA та векторами, що проду- 
кують BORG під контролем елемента Tet-Response,  
призвела до контрольованої доксицикліном експресії  
BORG (pLVX-tight-puro). Псевдотиповані вірусні век- 
тори використовували для виснаження BORG у клі- 
тинах D2.A1 (негативні по рецептору естрогену та  
/HER2, Pik3ca та p53 дикого типу, з профілем  
транскрипції «claudin-low» і призначенням підтипу  
Luminal B злоякісної пухлини грудної залози миші).  
Клітини D2.OR трансдукували лентивірусною транс- 
дукцією векторів pGeneClip, що кодують неспецифічні  
послідовності shRNA або специфічні для BORG,  
з подальшою селекцією на пуроміцині (5 мкг/мл).  
sgRNA були розроблені з використанням дизайну  
CHOPCHOP для націлювання на різні екзони TRIM28  
і зменшення зв’язування sgRNA з мішенню. Геномну  
ДНК виділяли з клітин за допомогою Quick gDNA  
Miniprep Kit (Zymo Research), а геномну ділянку, на яку  
націлені певні sgRNAs, ампліфікували та секвенували  
за допомогою ПЛР для визначення геномної мутації,  
викликаної негомологічним з’єднанням кінців.

Щоб дослідити прогностичну точність класифіка- 
тора на основі мульти-lncRNA BORG, було проведено  
аналіз за допомогою пакета R «survival ROC».  
Безрецидивна виживаність проаналізована на основі  
методу Каплана–Майєра, а логарифмічний тест, який  
проводили для оцінки статистичної значущості відмін- 
ностей між групами, використовували для оцінки  
вірогідності асоціацій різних клінічних, гістологічних  
і патологічних характеристик із відповідним гормо- 
нальним статусом після первинної хіміотерапії.  
Регресійну модель Кокса використовували для  
багатофакторного аналізу виживання. Були отримані 

B HER-2 positive (n = 20); 2) Luminal A (n = 20), were  
obtained with overall survival compared with relapse-free  
status patients. All patients received comprehensive  
treatment according to generally accepted standards  
in accordance with the subtype.

LncRNA BORG interaction pairings were disco- 
vered, including LOC641518-LEF1, FLJ35024-VLD-
LR, LOC285972-Retinoic Acid Receptor Responder 2  
(RARRES2), and LOC254896-TNF receptor member  
10c (TNFRSF10C).

The bioinformatics prediction is confirmed by poly- 
merase chain reaction (PCR) using clinical samples  
from our hospital. LOC641518 RNA inhibits LEF1 RNA  
expression and thereby lowers breast cancer cell motility  
and invasion.

We performed a targeted transcriptional array on  
parental and lncRNA BORG-expressing D2.OR (polyploid  
ER positive /Her2 positive cells, malignant neoplasms  
of the mouse mammary gland) cells grown to quantify  
the expression of transcripts known to influence sene- 
scence-associated pathways, and thus recurrence  
latency. Select mediators of cell cycle recurrence,  
including recognized tumor suppressors, were found  
to be over expressed in lncRNA BORG-expressing  
D2.OR cells. Therefore, 10% FBS; 1% Penicillin/Strepto- 
mycin supplemented with 1 g/ml insulin was used,  
followed by Zeocin selection (500 g/ml; Invitrogen).  
The full-length BORG transcript and mutant BORG  
deletions were produced and utilized to transfect D2.OR  
(polyploid ER positive/Her2 positive cells, malignant  
neoplasms of the mouse mammary gland) cells,  
followed by G418 (500 g/ml) selection to establish  
stable cell lines. VSVG lentiviral co-transduction of  
D2.OR cells with M2-rTTA vector and vectors producing  
BORG under control of the Tet-Response Element  
resulted in doxycycline-controlled expression of BORG  
(pLVX-tight-puro). Pseudotyping viral vectors were used  
to deplete BORG in D2.A1 cells (estrogen receptor  
negative and ErbB2/HER2 negative, Pik3ca and p53  
wild type, with a ‘claudin-low’ transcriptional profile and  
luminal B subtype assignment, malignant neoplasms  
of the mouse mammary gland) D2.OR cells were trans- 
duced by lentiviral transduction of pGeneClip vectors  
encoding non-specific shRNA sequences or those  
specific for BORG, followed by puromycin (5 g/ml)  
selection. sgRNAs were designed using the CHOPCHOP  
design to target various exons of TRIM28 and reduce  
sgRNA target binding. Genomic DNA was isolated from  
cells using the Quick gDNA Miniprep Kit (Zymo Research),  
and the genomic area targeted by particular sgRNAs was  
PCR amplified and sequenced to determine the genomic  
mutation caused by non-homologous end joining. ‘

To investigate the prognostic accuracy of multi- 
lncRNA BORG-based classifier, time-dependent receiver  
operating characteristic analysis was performed using  
the «survival ROC» R package. Relapse-free survival  
was analyzed based on Kaplan-Meier method, and  
the log-rank test was performed to assess the statistical  
significance of the differences between groups, were  
used to assess risk associations of various clinical  
and histologic and pathologic characteristics with relevant  
hormone status after primary chemotherapy. Cox reg- 
ression model was used to analyze multivariable  
survival analysis. Hazard ratios (HR) with their respective  
95% confidence intervals were obtained. P value < 0.05  
was considered statistically significant and reported for  

http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ RESULTS AND DISCUSSION

коефіцієнти вірогідності (HR) з відповідними 95%  
довірчими інтервалами. Значення P < 0,05 вважали  
статистично значущим при оцінці загального ефек- 
ту для факторів з більш ніж двома категоріями. Усі  
статистичні тести проводили за допомогою програм- 
ного забезпечення R «survival ROC», (версія 3.5.0).

Очікувана кумулятивна захворюваність на РГЗ  
для нашої досліджуваної популяції була отримана  
на основі вікових показників захворюваності на РГЗ  
та смертності від усіх причин серед жіночого насе- 
лення України за допомогою методу Хакулінена  
(коефіцієнт відносного виживання, що використову- 
ється в популяційних реєстрах раку для калькуляції  
шансів виживаності пацієнтів за умови, що їх рак є  
єдиним фактором їх смерті. Результати нещодавно  
запропонованих методів стандартизації за віком  
можна розуміти як співвідношення між спостережува- 
ними та очікуваними пропорціями виживання) [19].

Кумулятивну частоту відповідного гормонального  
статусу за статусом BORG HER2 та lncRNA оціню- 
вали за допомогою OR гормонального статусу для  
статусу BORG HER2 та lncRNA та кумулятивного  
ризику відповідного гормонального статусу для всіх  
досліджуваних пацієнтів.

overall effect for factors with more than two categories.  
All statistical tests were performed with R software  
(Version 3.5.0).

The expected cumulative incidence of breast cancer  
for our study population was derived from age-specific  
breast cancer incidence and all-cause mortality rates  
in the Ukrainian female population using the Hakulinen  
method (the relative survival ratio is frequently used in  
population-based cancer registries to calculate patients’  
chances of living if their cancer were the only factor in  
their demise. Results from recently proposed new  
age-standardization techniques can be understood  
as ratios between observed and anticipated survival  
proportions) [19].

Cumulative incidence of relevant hormone status by  
HER2 and lncRNA BORG status was estimated using  
the hormone status ORs for HER2 and lncRNA BORG  
status and cumulative risk of relevant hormone status  
for all researched patients.

Рис. 1. Загальна виживаність протягом двох років пацієнтів з HER2 позитивною/lncRNA BORG високою експресією  
порівняно з пацієнтами з HER2 негативною/lncRNA BORG низькою експресією

Fig. 1. Cumulative survival at 2 years patients HER2 positive/lncRNA BORG high expression  
compared to patients with HER2 negative/lncRNA BORG low expression

Показано, що висока експресія білка BORG lncRNA  
має найвищу кореляцію з негативним гормональним  
статусом [OR = 2,79; 95% довірчий інтервал (95% ДІ),  
1,27–4,20]. Крім того, гіперекспресія HER2 (OR = 1,65;  
95% ДІ, 1,26–2,13) була пов’язана з позитивним гор- 
мональним статусом. Пацієнти з наявною високою  
експресією HER2/lncRNA BORG мали вчетверо вищий  
показник негативного гормонального статусу, порів- 
няно з пацієнтами з HER2-негативною/низькою екс- 
пресією lncRNA BORG, і за оцінками 16,4% кумуля- 
тивного ризику розвитку рецидиву через 2 роки (рис. 1).  
Отже, позитивні маркери HER2 та lncRNA BORG  
були пов’язані з розвитком рецидиву захворювання.

High lncRNA BORG protein expression was shown to  
have the highest correlation with negative hormone status  
[OR = 2.79; 95% confidence interval (95% CI), 1.27–4.20].  
Furthermore, HER2 overexpression (OR = 1.65; 95% CI,  
1.26–2.13) was linked to positive hormone status.  
Patients with HER2 positive/lncRNA BORG present  
high expression had a fourfold increased risk of negative  
hormone status compared to patients with HER2 nega- 
tive/lncRNA BORG low expression, and an estimated  
16.4% cumulative risk of recurrence developing rele- 
vant at 2 years (Figure 1). So, the positive markers  
HER2 and lncRNA BORG were associated with  
recurrence to develop.

Отримані багатофакторні дані підтвердили, що  
lncRNA BORG незалежно від гормонального статусу  
також була сильно пов’язана з імовірністю рецидиву.

Multivariable findings of variables independently  
lin-ked with future hormone status – in multivariable  
analysis, lncRNA BORG was also strongly associated  
with the likelihood of recurrence. 
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Рис. 2. Експресія BORG lncRNA, надекспресія HER2 і відповідний гормональний статус
Fig. 2. Conjunction lncRNA BORG expression, HER2 overexpression and relevant hormone status 

a)                                                                                                            b)

Рис. 3. Залежність розвитку хіміорезистентності та рецидиву від: a) експресії lncRNA BORG; b) експресії HER2
Fig. 3. Chemoresistance and Recurrence development dependence on: a) lncRNA BORG expression; b) HER2 expression

Disease was related with increased lncRNA BORG  
expression in conjunction with HER2 overexpression  
(LR χ2 = 5.74; OR = 4.09). 

The combination of HER2 and lncRNA BORG was  
equally related with relevant hormone status, but with  
a lower ratio (LR χ2 = 4.98; OR = 4.63), Figure 2. 

Захворювання було пов’язане з підвищеною  
експресією lncRNA BORG у поєднанні з гіперекспре- 
сією HER2 (LR χ2 = 5,74; OR = 4,09). 

Комбінація HER2 та lncRNA BORG була однаково  
пов’язана з відповідним гормональним статусом,  
але з нижчим співвідношенням (LR χ2 = 4,98;  
OR = 4,63), (рис. 2)

Сімдесят відсотків уражень, пов’язаних із хіміо- 
резистентністю та рецидивом (28 пацієнтів), мали  
високий рівень lncRNA BORG. У зразках з високим  
рівнем експресії lncRNA BORG, 34% випадків були  
HER2-позитивними, а 37% – ні (рис. 3).

Гіперекспресія HER2 зазвичай асоціювалася з ви- 
соким рівнем експресії lncRNA BORG. Низька експресія  
lncRNA BORG, з іншого боку, не була пов’язана з над- 
мірною експресією HER2. Крім того, дослідження  
даних IГХ від 20 пацієнтів і відповідних перших пар  
(гіперекспресії HER2 з високим рівнем lncRNA BORG)   
показало, що 13 пацієнтів із HER2-позитивним/ 
lncRNA BORG демонструють високу експресію набу- 
того гормонального статусу. 35% пацієнтів мали  
ER-негативну хіміорезистентну хворобу та рецидив.

The seventy percent of lesions linked with chemo- 
resistant and recurrence (28 patients) had high levels  
of the lncRNA BORG. In this sample of lncRNA BORG  
high expression lesions, 34% were HER2-positive,  
and 37% were not (Figure 3.) 

Overexpression of HER2 was commonly associated  
with high levels of lncRNA BORG expression. Low  
lncRNA BORG expression, on the other hand, was unre- 
lated to HER2 overexpression. Furthermore, a study of  
IHC data from 20 patients and matched I pairings (hyper- 
expression of HER2 with a high level of lncRNA BORG)  
revealed that 13 patients with HER2-positive/  
lncRNA BORG exhibit high expression acquired  
a hormone status. 35% of patients had an ER-negative  
illness chemoresistant and recurrence Figure 3.

Обговорення
Отримані дані свідчать, що аномальна екс- 

пресія BORG тісно відповідає трансформації та  
розвитку клітин РГЗ, а також хіміорезистентності  
та рецидиву. Показано, що експресія LncRNA  
BORG тісно пов’язана зі ступенем жорсткості  
мікросередовища, а також агресивністю кожного  
окремого похідного.

Discussion 
Our data show that abnormal BORG expression  

closely corresponds with breast cancer cell transfor- 
mation and development, as well as chemoresistant  
and recurrence. LncRNA BORG expression was shown  
to be closely connected to the degree of microenvi- 
ronmental stiffness as well as the aggressiveness of  
each individual derivative.
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Epithelial mesenchymal transition (EMT) characteris- 
tics, as well as transcriptional signatures associated with  
aggressive, basal-like, and Luminal B breast cancer,  
were shown to be enriched in lncRNA BORG-expressing  
D2.OR cells. BORG promotes malignant transformation  
and the development of aggressive characteristics in  
advanced breast cancer, that corresponds Peper- 
straete E [20] the D2.A1 cell line belongs to the  
luminal-like subtype, has been linked to a poor outcome  
in triple-negative breast cancer patients. Based on  
the data, we hypothesized that the oncogenic activities  
of lncRNA BORG are required for breast cancer  
chemoresistance and recurrence, and Gooding A and  
Parker K [21, 22] pro-metastatic lncRNA expression  
BORG (BMP/OP-Responsive Gene) is highly increased  
in triple-negative breast cancer (TNBC) cells exposed to  
environmental and chemotherapeutic stressors typical in  
TNBC cells throughout the metastatic cascade. To directly  
evaluate the capacity of BORG to promote the self- 
renewal and growth of breast cancer stem cells (BCSCs),  
we exposed parental and BORG-expressing D2.OR  
cells to extreme limiting dilution analysis (ELDAs).

LncRNA BORG expression is more prevalent in  
aggressive primary tumor subtypes (Basal and Luminal B),  
than in more indolent BC subtypes (Luminal A). 

Abnormal lncRNA BORG expression in advanced  
breast cancer patients may cause the illness to resistance  
and recur, promoting latent cells to recurrence compe- 
tence in vitro and in vivo. lncRNA BORG expression  
was shown to be considerably greater in ABC patients  
who experienced fast recurrence, < 2 years, in com- 
parison to those who did not relapse throughout the same  
time period, and like results Braicu C et colleagues [23]  
the ROC curve study revealed that lncRNA BORG might  
be used as possible biomarkers for distinguishing  
Basal and Luminal B subtypes from healthy controls. 

Primary tumors expressing lncRNA BORG aggressive  
cells, that are susceptible to forming clinically meaning- 
ful secondary lesions, notably in ABCs where good  
prognostic and predictive biomarkers are currently  
lacking. Inhibiting lncRNA BORG, such efforts might be  
useful in preventing cell chemoresistance and recurrence,  
particularly in cells that are dormant. Experiments are  
under conducted to explore the therapeutic potential  
of lncRNA BORG in preclinical treatment models.  
We obtained good potential prognostic indicators from  
the lncRNA BORG expression test for application in  
individualized patient risk stratification. As a following  
step, these prognostic markers must be confirmed in  
independent datasets in order to distinguish between  
innocuous and potentially harmful conditions.

Показано, що характеристики епітеліального ме- 
зенхімального переходу (EMT), а також транскрипційні  
ознаки, пов’язані з такими агресивними підтипами,  
як базальноподібний та Luminal B, збагачені кліти- 
нами D2.OR, які експресують lncRNA BORG. BORG  
сприяє злоякісній трансформації та розвитку агресив- 
них характеристик при поширеному РГЗ, що  
відповідає Peperstraete E [20] – клітинна лінія D2.A1  
належить до люмінального підтипу, та пов’язана  
з поганим прогнозом у хворих на тричі негативний  
РГЗ. Базуючись на цих даних, ми припустили, що  
онкогенна активність lncRNA BORG необхідна для  
хіміорезистентності та розвитку рецидиву РГЗ,  
а Gooding A та Parker K [21, 22] – прометастатична  
експресія lncRNA BORG (BMP/OP-Responsive Gene)  
сильно збільшується в клітинах тричі негатив- 
ного РГЗ (TNBC), які піддаються впливу навколиш- 
нього середовища та хіміотерапевтичних стресорів,  
типових для клітин TNBC протягом усього мета- 
статичного каскаду. Щоб безпосередньо оцінити  
здатність BORG сприяти самовідновленню та росту  
стовбурових клітин РГЗ (BCSCs), ми піддавали бать- 
ківські клітини та клітини D2.OR, що експресують  
BORG, аналізу екстремального обмежуючого роз- 
ведення (ELDA).

Експресія LncRNA BORG була більш поширеною  
в агресивних підтипах первинної пухлини (базальний  
і люмінальний В), ніж у більш «млявих» підтипах РГЗ  
(люмінальний А).

Аномальна експресія lncRNA BORG у пацієнтів із  
прогресуючим РГЗ може спричинити резистентність  
захворювання та рецидив, сприяючи рецидиву ла- 
тентних клітин in vitro та in vivo. Пказано, що експресія  
lncRNA BORG була значно вищою у пацієнтів з поши- 
реним раком, які мали швидкий рецидив у термін  
до двох років, порівняно з тими, у кого повернення  
хвороби протягом того ж самого періоду не було.  
І як стверджують Braicu C та співавт. [23] дослідження  
кривої ROC показали, що lncRNA BORG може бути  
використана як можливий біомаркер для розріз- 
нення базальних і люмінальних B підтипів від  
здорових контрольних.

При поширенному РГЗ, де наразі відсутні хороші  
прогностичні та прогнозні біомаркери, первинні пух- 
лини експресують агресивні клітини lncRNA BORG,  
які сприйнятливі до формування клінічно значущих  
вторинних уражень. Зусилля, скеровані на пригнічення  
lncRNA BORG, можуть бути корисними для запобігання  
клітинній хіміорезистентності та рецидиву, особливо  
в клітинах, які знаходяться в стані спокою. Проводяться  
експерименти для вивчення терапевтичного потен- 
ціалу lncRNA BORG у моделях доклінічного лікування.  
Ми отримали хороші потенційні прогностичні показ- 
ники з тесту експресії lncRNA BORG для застосування  
в індивідуальній стратифікації ризику пацієнтів.  
На наступному етапі ці прогностичні маркери мають  
бути підтверджені в незалежних наборах даних, щоб  
відрізнити сприятливі та потенційно згубні умови.

ВИСНОВКИ CONCLUSIONS

Було виявлено прогностичну значущість визна- 
чення lncRNA BORG, що має потенціал для покра- 
щення клінічної допомоги жінкам з поширеним раком  
грудної залози.

We discovered a predictive function for lncRNA  
BORG for identification, which has the potential to  
enhance clinical care of women with ABC.

http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
http://D2.OR
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Жінки, в яких пухлини були HER2-позитивними  
та з високою експресією lncRNA BORG, мали  
в чотири рази більшу частоту подальшого гормо- 
нального статусу, ніж жінки з HER2-негативними/ 
lncRNA BORG ураженнями з низькою експресією.

Висока експресія HER2-позитивної/lncRNA BORG  
була пов’язана у ER-негативних пухлинах з хіміо- 
резистентністю та рецидивом. Наші результати під- 
креслюють необхідність оцінки експресії білка HER2  
та lncRNA BORG для оцінки ймовірності рецидиву  
захворювання у пацієнтів з поширеним РГЗ після  
діагностики та терапії.

Пацієнти з низькою експресією lncRNA BORG  
мали частоту хіміорезистентності та високого ризику  
рецидиву, еквівалентну такій в загальній популяції.

Women with HER2-positive/lncRNA BORG high  
expression lesions had a fourfold greater frequency  
of subsequent hormone status than women with  
HER2-negative/lncRNA BORG low expression lesions.

High HER2-positive/lncRNA BORG expression was  
linked to ER-negative disease chemoresistance and  
recurrence. Our findings highlight the necessity of  
assessing protein expression of HER2 and lncRNA  
BORG to evaluate the probability of disease recurrence  
in ABC patients following diagnosis and therapy.

Patients with low lncRNA BORG expression had  
chemoresistance and a high recurrence risk that is  
equivalent to the general population.
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Перспективи подальших досліджень Prospects for further research

Подальші дослідження дозволять персоналізувати схеми  
лікування та покращать результати протипухлинної терапії  
та виживаність хворих. Визначення lncRNA BORG має  
потенціал для покращення клінічної допомоги жінкам  
з поширеним раком грудної залози.

Further research will allow to personalize treatment regimens  
and improve the results of anticancer therapy and the survival  
of patients. Identification of lncRNA BORG has the potential  
to improve clinical care for women with advanced breast cancer.
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