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Diagnostyka chordb nowotworowych skory
na podstawie oznaczenia ekspres)i
metaloproteinaz

Abstract

Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc- dependent endopeptidase. A charac-
teristic feature of MMPs is the ability of degradation of at least one component of
the extracellular matrix (ECM). Degradation of ECM components like collagen pro-
teins, proteoglycans and laminins leads to change in tissue structure, which enables
the migration of tumor cells.

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common malignant tumor of the skin. BCC is
derived from cells of the basal layer of the epidermis. Basal cell carcinoma is char-
acterized by a slight ability to metastases. BCC is most common in Caucasians and
the main cause of this type of tumor is the solar radiation.

The aim of this study was to determine the expression of mRNA for MMP-2 and
MMP-9 in basal cell carcinoma tissue and bordering healthy skin tissue (control
sample). Both, examined and control tissues, were taken from the same patients.
Skin tissues were obtained from 15 patients diagnosed as BCC nodularis skin cancer.
Using the method of RT-PCR showed significant increase in expression of mRNA for
MMP-2 and MMP-9 in tumor tissue compared to non tumor skin tissue.

It can be assumed that the molecular study of MMPs expression in skin tissue may
be a useful and complementary diagnostics test in histopathologic diagnosis of
skin cancer. Diagnostic tests, complemented with molecular markers, may allow
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for precise definition of the border margin of excised tumor, which is an important
prognostic factor.
Key words: metalloproteinases (MMPs), basal cell carcinoma (BCC)

Wstep

Metaloproteinazy (MMPs) macierzy zewnatrzkomorkowej sg grupg metaloza-
leznych enzymdw o dziataniu proteolitycznym. Wraz z trzema innymi rodzinami
biatek: astacynami, adamalizynami i serralizynami, nalezg do nadrodziny endo-
proteinaz posiadajgcych w swojej budowie jon cynku [1, 2]. Metaloproteinazy
syntezowane sg przez wiekszos¢ prawidtowych komérek organizmu min.: fibro-
blasty, mastocyty, komodrki dendrytyczne, komorki mikrogleju, keratynocyty,
miocyty, komorki srédbtonka [3, 4]. Enzymy te wydzielane sg rowniez przez ko-
morki nacieku zapalnego, a takze przez komérki nowotworowe [1, 5]. Komor-
ki srodbtonka maja konstytutywng zdolnos$¢ do wydzielania MMP-2 [6], a pod
wptywem réznych czynnikow stymulujgcych nabierajg zdolnosci do wydziela-
nia: MMP-1,-3,-9,-14 [7]. Do tej pory poznano i sklasyfikowano 23 typy MMPs,
a 22 z nich wystepuje u cztowieka [8]. Substratami dla metaloproteinaz sg biat-
ka macierzy pozakomdrkowej (ECM) takie jak: lamina, réznego typu kolageny,
elastyna, fibronektyna, witronektyna, entacyna, tenascyna, agrecan i prote-
oglikany [7, 8]. MMPs dziatajg w Srodowisku obojetnym lub lekko zasadowym,
w obecnosci jondw wapnia. Jako jedyne enzymy MMPs majg zdolnos¢ trawie-
nia kolagenu typu IV [12]. Degradacja sktadnikéw macierzy pozakomdrkowej
powoduje powstanie wolnej przestrzeni dla komadrek podscieliska. Metalopro-
teinazy trawigc potaczenia miedzykomaorkowe i sktadniki bton podstawowych
mogg zmienia¢ mikroarchitekture tkanek oraz wptywaé na funkcjonowanie
poszczegdlnych komarek [1]. Rdzne czgsteczki sygnatowe i/ lub ich receptory
mogg ulegac aktywacji lub hamowaniu pod wptywem proteolitycznego dziata-
nie metaloproteinaz [7]. Tym sposobem metaloproteinazy posrednio wptywaja
na wiele waznych proceséow komarkowych, takich jak: ruchliwos¢, réznicowa-
nie, proliferacja a nawet apoptoza [1, 4, 13].

W warunkach fizjologicznych MMPs biorg udziat w wielu waznych proce-
sach. Podczas wzrostu i budowy tkanki podporowej narzagdéw wewnetrznych
umozliwiajg migracje proliferujgcym komérkom [6]. MMPs stymulujg wzrost
neuronéw [5], biorg udziat w angiogenezie nowych naczyn krwionosnych [7].
S3 niezbedne do prawidtowego rozwoju szkieletu cztowieka [5, 6]. Metalopro-
teinazy zapewniajg odnowe tkanki fgcznej i uczestniczg w procesie gojenia ran,
wrzodéw zotadka, ztaman oraz powstawania blizny [20, 22, 26]. Warunkuja
cykliczne zmiany endometrium w trakcie cyklu miesigczkowego oraz zmiany
zachodzace w trakcie cigzy, porodu i potogu [4, 12]. Réwniez w procesach za-
palnych MMPs odgrywajg istotng role — zapewniaja komérkom odpowiedzi
przeciwzapalnej dotarcie do miejsca uszkodzenia. Wptywajg na metabolizm jo-



Diagnostyka chordb nowotworowych skéry na podstawie oznaczenia ekspresji metaloproteinaz 43

noéw chlorkowych w komdrkach nabtonka drég oddechowych oraz na czynnosé
ptytek krwi [5]. Metaloproteinazy biorg udziat w przebudowie tkanki skornej,
bedacej efektem naturalnego procesu starzenia skory [14]. Zaobserwowano
zmieniong aktywnos$¢ metaloproteinaz w wielu procesach patologicznych. Me-
taloproteinazy i ich inhibitory uczestniczg w przebiegu zawatu mies$nia serco-
wego i tworzeniu tetniaka aorty [5]. Biorg udziat w procesach chorobowych
charakteryzujgcych sie degradacjg tkanki m.in. w chorobach autoimmunolo-
gicznych, stwardnieniu rozsianym, chorobie Alzheimera, stwardnieniu zaniko-
wym bocznym, marskosci watroby, a takze osteoporozie [2, 6, 12, 15].

Metaloproteinazy odgrywaja znaczacg role w progresji nowotworu. Pobu-
dzajg komérki nowotworowe do wzrostu przez wptyw na uwalnianie trans-
membranowych czynnikéw wzrostu. MMPs mogga rowniez hamowaé rozwdj
nowotworu przez wydzielania TGF-B [5]. Dzieki trawieniu macierzy zewnatrz-
komérkowej i potgczerr miedzykomdrkowych metaloproteinazy umozliwiajg
komérkom nowotworowym migracje oraz inwazje [14]. Niektore MMPs mogg
obnizac¢ skutecznos$¢ przeciwnowotworowych reakcji immunologicznych przez
niszczenie receptoréw dla IL-2 na limfocytach T [4, 5].

Metaloproteinazami uczestniczgcymi w procesie angiogenezy sg gtéwnie:
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 trawigce kolagen typu IV [12]. Proces ten
jest konieczny do przerwania ciggtosci btony naczyr krwionosnych. Przerwa-
nie btony podstawnej naczyn pozwala na migracje komdrek sréodbtonka naczyn
do macierzy pozakomérkowej [7, 12]. Tam w przygotowanej przez metalopro-
teinazy przestrzeni komorki srodbtonka naczyn mogg tworzy¢ nowe naczynia
dla rosngcego guza. Z rozwojem guza nowotworowego, ktéry wymaga nowych
naczyn krwionosnych do swojego wzrostu, zawsze zatem jest zwigzana przynaj-
mniej jedna z wymienionych metaloproteinaz [4, 6].

Przerwanie btony naczyn krwionosnych umozliwia takze komdérkom nowo-
tworowym migracje do krwioobiegu, a przez to tworzenie przerzutéw. Metalo-
proteinazy majg wptyw na uwalnianie i aktywacje sekwestrowanych czynnikéw
angiogennych, takich jak: VEGF, bFGF, TGF-f3. Metaloproteinazy trawigc plazmi-
nogen, kolageny typu IV i VIII przyczyniajg sie do powstawania angiostatyny,
tumustatyny i endostatyny, bedacych silnymi inhibitorami angiogenezy, co
sprawia, ze MMPs wykazujg rowniez dziatanie antyangiogenne [7].

Udziat metaloproteinaz w rozroscie nowotwordw potwierdza wzrost wy-
dzielania i aktywnosci metaloproteinaz niemal we wszystkich typach nowo-
twordéw u ludzi. Stwierdzenie podwyzszonego poziomu MMP koreluje ze stop-
niem zaawansowania, Wyzszg inwazyjnoscia, szybkoscig dawania przerzutéow
odlegtych i krétszym okresem przezycia chorego [6, 8]. Nasilona miejscowa
ekspresja MMPs uwazana jest za nowy, istotny czynnik prognostyczny, ktéry
moze decydowac o wdrozeniu leczenia uzupetniajgcego [1].

Wykazano, ze niektére komdrki nowotworowe majg zdolnos¢ syntezy i se-
krecji metaloproteinaz. Komdrki raka zotgdka, ptuci piersi wydzielajg — MMP-7,
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komorki raka ptaskonabtonkowego — MMP-8, a réznego rodzaju komérki no-
wotworowe pochodzenia nabtonkowego moga produkowaé: MMP-2, MMP-9
i MMP-14 [5, 8, 12].

Na powierzchni komdérek nowotworowych oraz niektérych komérek pra-
widtowych obecne sg czgsteczki syntezowanego przez nie czynnika EMMPRIN
(extracellular matrix metalloproteinase inducer). Czynnik ten pobudza produk-
cje metaloproteinaz przez fibroblasty obecne w poblizu komérek posiadaja-
cych EMMPRINs na swojej btonie [4, 5, 6]. Powoduje to trawienie macierzy
zewnatrzkomarkowej np. wokdt komdrek nowotworowych. Podwyzszone ste-
zenie EMMPRINSs stwierdzono na powierzchni komdérek nowotworu: pecherza
moczowego, ptuc, piersi i przewodu pokarmowego [5].

Nowotworem okresla sie nieprawidtowa tkanke, ktérej komdrki dzielg sie
nadmiernie w niekontrolowany sposéb. Rozrost tkanki nowotworowej nie
ustepuje po usunieciu czynnika, przez ktdry zostat zainicjowany. Nowotwory
rozwijajg sie z komodrek zdrowych, ktére w procesie kancerogenezy ulegajg
transformacji nowotworowej. Kumulujgce sie w genomie prawidtowej komér-
ki mutacje zaburzajg cykl komérkowy. W wyniku mutacji protoonkogendw
i gendw supresorowych zanika kontrola cyklu komérkowego, a komérki zysku-
jg zdolnos¢ do nieograniczonej liczby podziatéw [10]. WHO klasyfikuje nowo-
twory w oparciu o rodzaj tkanki, z jakiej wywodzg sie komoérki nowotworowe
i poziom zrdznicowania komérek nowotworowych. Nowotwory ogdlnie dzieli
sie na fagodne i ztosliwe — oba typy tworzg nieustajgco rosnace, choé z rézng
szybkoscig guzy.

Rak podstawnokomdkowy skéry stanowi % wszystkich diagnozowanych no-
wotworéw. BCCobejmuje 65—-75% ogdlnej liczby wszystkich nowotwordw skory,
a wsrod nieczerniakowych nowotwordw skory jest najczesciej diagnozowanym
typem [14, 15, 16, 17]. Wzrost zapadalnosci na BCC odnotowuje sie w regio-
nach o duzym nastonecznieniu, zwtaszcza na terenach wyzynnych i w okolicach
rownika [18, 19]. Guzy typu BCC pojawiajg sie najczesciej na skdrze osdb star-
szych. Szczyt zachorowalnosci przypada na 7. dekade zycia. U oséb mtodszych
BCC wystepuje sporadycznie, a u dzieci praktycznie jest niespotykany [10, 20].
Jednym z czynnikéw sprzyjajacych rozwojowi guzéw BCC jest jasny kolor skéry
[21]. Istnieje szesc¢ fototypow skory (1-VI1) okreslanych wedtug skali Fitzpatricka.
Skala opiera sie na indywidualnej reakcji skdrnej na promienie stoneczne. Z ba-
dan wynika, ze osoby o niskim fototypie (I-Ill) znacznie czesciej chorujg na BCC
[22, 23]. Zapadalnos¢ na BCC nie jest determinowana pfcig, mimo to czesciej
chorujg mezczyzni. Wynika to raczej z wykonywania przez mezczyzn zawodow
narazonych na ciagta ekspozycje stoneczng niz z predyspozycji genetycznych
[10, 17, 18].

Rak podstawnokomoérkowy jest zaliczany do guzéw typu ptodowego. Ko-
morki guza sg zréznicowane na poziomie tworzacych sie zawigzkdéw przydat-
kéw ektodermy [4, 21]. Komorki te s mate, okragte, o silnie zasadochtonnej
cytoplazmie i swoim wygladem przypominajg keratynocyty warstwy podstaw-
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nej naskérka [22]. Badania immunohistochemiczne potwierdzajg, ze komaorki
BCC wywodzg sie z komdrek macierzystych naskdrka [4], ale takze z komédrek
macierzy wtosa. W cytoplazmie komérek BCC obecne sg cytokeratyny 5 i 14
charakterystyczne dla prawidtowych keratynocytéw warstwy podstawnej i ko-
morek mieszka wtosowego, natomiast brak cytokeratyny 1 i 10 typowych dla
komorek warstwy kolczystej naskdrka [18].

Rak podstawnokomdrkowy jest nowotworem o niewielkiej i tylko miejsco-
wej ztosliwosci [17, 18, 21]. Rozrasta sie kosztem otaczajgcych go tkanek [14,
20], rozbudowujac macierz pozakomoérkowg bogatg w kolageny, fibronektyne,
lamine, tenascine. BCC charakteryzuje sie powolnym wzrostem, ktéry w znacz-
nym stopniu ogranicza apoptoza kompensujgca nieustanie proliferujgce komor-
ki nowotworowe [19]. BCC rzadko wystepuje w postaci agresywnych guzéw,
ktdre gteboko naciekajg i dajg wznowy. Nawet tego typu zamiany sporadycznie
przerzutujg [1]. Ta cecha wyrdznia BCC sposréd nowotwordéw skéry. Oszaco-
wana dla niego sktonnos¢ do dawania przerzutéw wynosi od 0,1-0,003% [16,
17, 22]. Na rzadkos¢ tworzenia przerzutéw przez guzy BCC ma wptyw kilka
czynnikow. Przede wszystkim ciggtos¢ btony podstawnej naskdrka. Guzy BCC
najczesciej nie niszczg btony podstawnej naskérka, ale mimo to pod ich wpty-
wem w blaszce jasnej brak ekspresji antygenu pemfigoidu, a antygeny blaszki
gestej i siateczkowatej wykazujg zmieniong ekspresje. Rozprzestrzenianie sie
komorek nowotworowych ogranicza takze komponenta dermalna produkowa-
na przez fibroblasty, ktéra jednoczesnie odzywia komérki BCC [19].

Etiopatogeneza raka podstawnokomoérkowego jest ztozona i wcigz nie jest
do konca poznana [24]. Najczesciej nowotwér rozwija sie spontanicznie na
zdrowej skorze i jest niebolesny. Istniejg jednak stany przedrakowe zwiekszaja-
ce szanse na rozwdj BCC, a zalicza sie do nich: rogowacenie starcze, rog skoéry,
skore pergaminowatg lub barwnikowg, uszkodzenia rentgenowskie, rogowace-
nia chemiczne (arsenowe, dziegciowe). Znane sg réwniez przypadki pojawienia
sie nowotwordw BCC na uszkodzonej skdrze np. po bliznie poszczepiennej [16,
17, 18, 21].

Wiekszos¢ ognisk BCC zlokalizowana jest na nieowtosionej skdorze gtowy [6].
Okoto 80% zmian BCC wystepuje w gornej czesci twarzy powyzej linii taczacej
katy ust z ptatkami usznymi. Najrzadziej guzy BCC rozwijajg sie na owtosionej
skdrze gtowy i gornej czesci tutowia [17, 18].

Ze wzgledu na cechy morfologiczne guza wyrdznia sie kilka typdéw klinicz-
nych BCC. Do najpowszechniejszych naleza: postaé guzkowa, powierzchniowa
i barwnikowa [11]. Do odmian bardziej agresywnych zwigzanych z naciekaniem
i niszczeniem tkanek zalicza sie typy naciekajgce, twardzinopodobny oraz mi-
kroguzkowy [17, 25].

W 60% diagnozowanych przypadkéw spotykana jest postaé guzkowa (BCC
nodosum) [39]. Ten typ BCC tworzy niewielkie, twarde guzki o potyskujgcej po-
wierzchni, otoczone pertowym watem skory. Guzki nie majg charakteru zapal-
nego, ale na ich powierzchni moze sie tworzyé owrzodzenie pokryte strupka-
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mi. Tego typu guzki tatwo krwawig przy niewielkim uszkodzeniu. Czesto guzek
bywa pokryty zmianami naczyniowymi typu teleangiektazji. Posta¢ ptaska BCC
rozrasta sie obwodowo, tworzac bliznowacenie w srodku zmiany [19, 21, 22].

Drugg co do czestosci wystepowania postacig BCC jest jego odmiana po-
wierzchniowa (BCC superficiale). Posta¢ ta ma przewlekty przebieg i rozprze-
strzenia sie na przekroju lat. Typ ten znacznie rézni sie od pozostatych typdw
BCC. Dlatego diagnostyka BCC superficiale jest trudna, a zmiany bywajg mylone
z tuszczyca lub zapaleniem skéry. Odmiana powierzchniowa BCC charakteryzu-
je sie wieloogniskowym wzrostem i lokalizacjg na powierzchni tutowia, gdzie
tworzy liczne, dobrze odgraniczone, powierzchowne plamy [18, 21].

Oszacowano, ze co roku w Europie, USA i Australii liczba nowych przypad-
kéw BCC wzrasta o 3—6%. Brak danych na temat niezarejestrowanych przy-
padkéw BCC powoduje, ze spora grupa chorych nie jest uwzgledniana w sta-
tystykach. Wzrastajgca zapadalnos¢ na raka podstawnokomorkowego skéry,
przyczynia sie do rozwoju metod badawczych nad molekularnym podtozem
tego nowotworu. Obecnie intensywnie bada sie wptyw metaloproteinaz na pa-
togeneze chordb skdry, w tym takze nowotwordw skdry, zardwno agresywnych
nowotwordw — czerniaka i raka kolczystokomérkowego, jak i form tagodnych,
do ktérych zaliczany jest BCC.

Cel badan

Celem przedstawionych badan byto oznaczenie ekspresji mRNA dla MMP-2
i MMP-9 w bioptatach skéry zmienionej nowotworowo w przebiegu raka pod-
stawnokomadrkowego i w skdrze zdrowej, pochodzgcej z marginesu guza, po-
branych od tych samych pacjentéw.

Materiat

Materiat do badan stanowity bioptaty skéry z guza podstawnokomérkowego
oraz wycinki marginesu zdrowej tkanki otaczajgcej guz pochodzace od tego sa-
mego pacjenta. Na podstawie decyzji Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego uzyskano zgode na przeprowadzenie badan w powyzszym materiale.
Przebadano grupe 15 pacjentéw ze stwierdzonymi zmianami nowotworowymi
skory oznaczonymi histopatologicznie jako BCC nodularis i BCC superficiale.
Sredni wiek w badanej grupie chorych wynosit 73 lata.

Metody

W celu zabezpieczenia RNA przed dziataniem RNaz fragmenty tkanek, z ktérych
izolowano catkowite RNA inkubowano w odczynniku RNAlater RNA Stabiliza-
tion Reagent firmy Qiagen Bioptaty skérne poddano pulweryzacji. Ekstrakcje
catkowitego RNA wykonano przy uzyciu zestawu RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen). lzolacje prowadzono zgodnie z procedurg podang przez producenta.
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Caty proces prowadzono w komorze DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan).
Po izolacji oceniano ilos¢ oraz jako$¢ wyizolowanego catkowitego RNA metoda
spektrofotometryczng. Reakcje RT-PCR prowadzono stosujgc zestaw RevertAid
H Minus First stand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). W niniejszej pracy stoso-
wano starter oligo(dT), ktéry hybrydyzuje z koricami poliadenylowymi mRNA.
Wszystkie etapy przygotowania prébek do reakcji RT wykonywano w komorze
DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan). Reakcja RT wykonywana byta z zasto-
sowaniem termocyklera Mastercycler gradient EP 5331 (Eppendorf). W niniej-
szych badaniach uzyto cDNA powstate w reakcji RT z zastosowaniem startera
oligo (dT). Powstate cDNA stosowano jako matryce do amplifikacji okreslo-
nego fragmentu genu MMP-2. Stosowano startery o nastepujgcej sekwencji:
ni¢ sensowna (kodujaca): 5’-CACTTTCCTGGGCAACAAAT-3’, ni¢ antysensowna
(matrycowa): 5-CTCCTGAATGCCCTTGATGT-3". Wielko$¢ produktu powstaja-
cego w reakcji PCR wynosita 271 bp. Mieszanine reakcyjng przygotowywano
w sterylnych prébéwkach o pojemnosci 200ul, w temperaturze 4°C. Nastepnie
prébdéwki umieszczano w termocyklerze Mastercycler Gradient EP 5331 (Ep-
pendorf). Profil temperaturowy reakcji PCR: 95°C 10 min, 96°C 15 sek, 58°C
1 min, 72°C 2 min, 61°C 30 min. Reakcje PCR dla amplifikacji sekwencji genu
MMP-9 wykonano w analogiczny sposdb jak dla genu MMP-2. Stosowano star-
tery o nastepujacej sekwencji: ni¢ sensowna (kodujgca): 5-TCCCTGGAGACCT-
GAGAACC-3’, ni¢ antysensowna (matrycowa): 5'-GTCGTCGGTGTCGTAGTTGG-3'.

Wielkos$¢ produktu powstajgcego w reakcji PCR wynosita 659bp. Jako gen
referencyjny wybrano gen ludzkiej B-aktyny (ACTB). Reakcje PCR dla amplifika-
cji sekwencji genu ACTB wykonano w analogiczny sposéb jak dla genu MMP-2
i MMP-9. Startery komplementarne do sekwencji docelowej genu ACTB: nié
sensowna (kodujgca): 5'-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’, ni¢ antysensowna
(matrycowa): 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'. Wielkos¢ produktu powstaja-
cego w rekacji PCR wynosita 234bp. Produkty reakcji PCR rozdzielono elektrofo-
retycznie w zelu agarozowym. W tym celu przygotowano 1,5% zel agarozowym,
ktéry wylewano stosujgc zestaw do elektroforezy horyzontalnej firmy Kuchar-
czyk (Polska). Do prébek badanych dodawano statg objetos¢ buforu obcigza-
jacego 6x Orange Loading Dye Solution (Fermentas), mieszano, a nastepnie
naktadano na zel, w objetosci 5ul/studzienke. Na kazdy zel naktadano réwniez
marker wielkosci GeneRuler™ 1kb Plus DNA ladder (Fermentas, Litwa), w ilosci
5ul/studzienke. Elektroforeze prowadzono w buforze TBE. Rozdziat elektrofore-
tyczny wykonywano przez 1,5 godziny, przy napieciu pradu wynoszacym 100 V
i natezeniu 0,07 A. Po elektroforezie zele agarozowe inkubowano w roztworze
bromku etydyny w buforze TBS, a nastepnie wykonywano zdjecie w Swietle
UV z zastosowaniem kamery DS Digital Science Electrophoresis Documentation
and Analysis System firmy Kodak (USA). Analiza densytometryczna prazkédw
wykonana zostata z uzyciem oprogramowania Quantity One 4.3.2.
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Analiza statystyczna
Normalnosc¢ rozktadu sprawdzano testem Shapiro-Wilka, a nastepnie wykorzy-
stano test t-Studenta dla oceny znamiennosci statystyczne;j.

Wyniki

W wyniku rozdziatu produktéw reakcji RT-PCR w zelu agarozowym, dla mRNA
dla MMP-2 pochodzacego z tkanek guza BCC typu powierzchniowego oraz
mMRNA dla MMP-2 pochodzacego z tkanek stanowigcych margines guza u tych
samych pacjentéw, uzyskano elektroforegramy (ryc. 1).

Rycina 1. Przyktadowy elektroforegram rozdziatu produktéw reakcji RT-PCR
dla mRNA dla MMP-2 w guzie powierzchniowym BCC (T) oraz w tkance
marginesu guza (NT)

1T INT 2T 2NT 3T 3NT 47 4NT

Elektroforegramy poddano obrébce densytometrycznej w programie Quan-
tity One 4.6.3. Wartos¢ densytometryczna kazdego prazka odpowiada ekspre-
sji mRNA dla MMP-2. Jako gen reporterowy wykorzystano cDNA dla B-aktyny.
Srednie wartosci gestoéci densytometrycznej, liczone w grupach dla tkanek
guza i tkanek marginesu guza u tych samych pacjentéow przedstawiono na ry-
cinach 2-5.

Rycina 2. Srednie wartosci gestoéci densytometrycznej (n = 8) dla MMP-2,
T-tkanki BCC typu powierzchownego, NT-tkanki pobrane z marginesu
guza BCC
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Rycina 3. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej (n = 8) dla MMP-9,
T-tkanki BCC typu powierzchownego, NT-tkanki pobrane z marginesu
guza BCC
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Rycina 4. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej (n = 7) dla MMP-2,
T-tkanki BCC typu guzkowego naciekajgcego, NT-tkanki stanowigce margines
guza BCC
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Rycina 5. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej (n = 7) dla MMP-9,
T-tkanki BCC typu guzkowego naciekajgcego, NT-tkanki stanowigce
margines guza BCC
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Oméwienie wynikéw

Uzyskane w przeprowadzonych badaniach wyniki dotyczace ekspresji mRNA
dla MMP-2 i MMP-9 w guzach BCC potwierdzaja role metaloproteinaz w inwa-
zji nowotworu. W tkankach guza BCC typu powierzchniowego ekspresja mRNA
dla metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w guzie i marginesie guza jest bardzo
zblizona. Wynik ten potwierdza obecno$é jedynie powierzchownych zmian.
W BCC typu guzkowego naciekajacego wykazano wyzszg ekspresje mRNA dla
metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w poréwnaniu do ekspresji mRNA w tkance
marginesu guza. Rdznica w ekspresji mRNA dla MMP-2 byta prawie dwukrotnie
wieksza od réznicy w ekspresji mRNA dla MMP-9. Nie poznano do tej pory przy-
czyny odmiennej ekspresji roznych rodzajéw MMPs przez komorki BCC. Mozna
przypuszczad, ze na roznice w ekspresji MMP-2 i MMP-9 moze wptywac czynnik
EMMPRIN. Biatko to jest wydzielane przez komdrki nowotworowe oraz nie-
ktére komérki prawidtowe. EMMPRIN indukuje wydzielanie, przez fibroblasty
podscieliska guza, metaloproteinaz typu MMP-1, MMP-2, MMP-3.

MMP-9 ma dwojaki wptyw na rozwdj guza nowotworowego. Aktywna
MMP-9 moze promowac proces tworzenia przerzutéw, ale jednocze$nie ma
mozliwos¢ ograniczenia angiogenezy. MMP-9 wraz z MMP-3, MMP-7 i MMP-12
sg gtéwnymi metaloproteinazami generujacymi bardzo silny inhibitor angioge-
nezy. Czynnik ten jest aminokoficowym fragmentem plazminogenu, ktory ule-
ga oderwaniu pod wptywem proteolitycznego dziatania wymienionych MMPs.
Zwazywszy na rzadkos¢ tworzenia przerzutdéw przez BCC, zaobserwowana pod-
wyzszona ekspresja mRNA dla MMP-9 w typie guzkowym naciekajgcym wska-
zuje na role MMP-9 ograniczajgcg proces angiogenzy. Powolny wzrost zmian
BCC mdgtby wynika¢ zatem z obecnosci angiostatyny, silnie hamujacej prolife-
racje komorek nabtonkowych.
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Wykazano brak znamiennej statystycznie rdznicy w Srednich wartosciach
ekspresji mRNA dla MMP-2 i MMP-9 miedzy tkanka guza BCC typu powierz-
chownego, a tkankg stanowigcg margines guza. Wykazano wyzszg srednig war-
tos¢ ekspresji mRNA dla MMP-2 i MMP-9 w tkance guza BCC typu guzkowe-
go naciekajgcego do Sredniej wartosci ekspresji mRNA dla MMP-2 i MMP-9
w tkance marginesu guza. MMPs jako czynniki prognostyczne mogtyby znalez¢
zastosowanie dla typdw agresywnych BCC, ktére dajg nawroty oraz moga two-
rzy¢ przerzuty. Oznaczenia poziomu metaloproteinaz mogtoby réwniez stuzy¢
do monitorowania leczenia agresywnych odmian BCC.

Wzrastajaca tkanka guza BCC oddziatuje na otaczajgce go tkanki, a oddzia-
tywanie to, potwierdzone uzyskanymi wynikami sprawia, ze oznaczenie pozio-
mu metaloproteinaz w tkankach otaczajgcych guz mogtoby réwniez stuzyé do
ustalania rozmiaru bezpiecznego marginesu podczas usuwania zmiany, ktéra
nacieka gteboko i trudno ocenié jej faktyczny zasieg.

Stale odkrywane sg nowe fakty dotyczace udziatu MMPs w patogenezie rdz-
nych choréb. Sam potencjat proteolityczny metaloproteinaz w progresji nowo-
twordw zostat juz udowodniony. Jednak ich rola w rozwoju nowotwordéw, takze
tych dotyczacych skéry nie ogranicza sie tylko do przygotowania wolnej prze-
strzeni dla nieustannie proliferujgcych komérek guza, przebudowy podscieliska
czy udziatu w tworzeniu naczyni dla guzéw. Aktywne metaloproteinazy maja
bowiem zdolnos¢ do aktywacji lub inhibicji agonistéw i antagonistow recepto-
réw. Tym sposobem komérki nowotworowe wydzielajgc MMPs lub indukujgc
wydzielanie MMPs przez inne komoérki, majg szeroki wptyw na procesy biolo-
giczne zachodzgce w tkankach otaczajgcych guz.

Uzyskane wyniki potwierdzajg fagodny charakter zmian typu powierzchow-
nego BCC oraz agresywny charakter zmian typu guzkowego naciekajgcego BCC.
Badania molekularne ekspresji MMPs tkanki skornej mogg sta¢ sie uzytecz-
nym oznaczeniem diagnostycznym uzupetniajgcym badania histopatologicz-
ne w diagnostyce raka skory. Uzupetnienie badan diagnostycznych o markery
molekularne moze pozwoli¢ na precyzyjne okresdlenie granicy marginesu wy-
cietego guza, co ma duze znaczenie rokownicze. Wyniki powyzszego badania,
korespondujgc z wynikami badan histopatologicznych, stwarzaja nadzieje na
poszerzenie diagnostyki BCC.

Caty czas trwajg badania nad skutecznoscig lekdw hamujacych aktywnosé
MMPs. Przypuszcza sie, ze zastosowanie inhibitoréw metaloproteinaz w lecze-
niu nowotworow ztosliwych spowoduje zmniejszenie masy guza lub zahamuje
jego dalszy rozrost oraz moze zapobiec tworzeniu sie przerzutéw.

Whioski

Wykazano brak znamiennej statystycznie réznicy w srednich wartosciach eks-
presji mRNA dla MMP-2 i MMP-9 miedzy tkankg guza BCC typu powierzchow-
nego a tkanka stanowigcg margines guza. Wykazano wyzszg srednig wartos$é
ekspresji mRNA dla MMP-2 i MMP-9 w tkance guza BCC typu guzkowego na-
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ciekajgcego do Sredniej wartosci ekspresji mRNA dla MMP-2 i MMP-9 w tkance
marginesu guza. Uzyskane wyniki potwierdzajg tagodny charakter zmian typu
powierzchownego BCC oraz agresywny charakter zmian typu guzkowego na-
ciekajacego BCC.
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