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Wykaz skrotow*

ADAM (a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein) — biatko
zawierajace domene dezintegryny i metaloproteinazy

ADAM-TS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) -
biatko ADAM z motywami typu trombospondyny

AP-1 (activator protein 1) - biatko aktywatorowe typu 1

AP-2 (activator protein 2) - bialko aktywatorowe typu 2

ASP (acylation stimulating protein) — bialko stymulujace acylacje

BCC (basal cell carcinoma) - rak podstawnokomoérkowy skory

BM (basement membrane) - btona podstawna

BT (brachytherapy) - brachyterapia

C1q (complement component 1q) - bialko ukladu dopelniacza

cAMP (cyclic adenosine monophosphate) — cykliczny adenozynomonofosforan

CDK (cyclin dependent kinase) - kinaza zalezna od cyklin

cDNA (complementary deoxyribonucleic acid) - komplementarny kwas deoksyry-
bonukleinowy

CETP (cholesteryl ester transfer protein) - biatko transportujace estry cholesterolu

C-JUN (AP1 family transcription factor) — czynnik transkrypcyjny z rodziny AP1

COX-1 (cyclooxygenase-1) — cyklooksygenaza 1

COX-2 (cyclooxygenase-2) - cyklooksygenaza 2

COX-3 (cyclooxygenase-3) - cyklooksygenaza 3

DNA (deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

EBRT (External Beam Radiotherapy) — teleradioterapia

ECM (extracellular matrix) — macierz pozakomdrkowa

EGF (epidermal growth factor) — czynnik wzrostu naskorka

EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer) — czynnik stymulujacy
synteze metaloproteinaz przez fibroblasty

FAS ligand (TNF family transmembrane protein) — biatko przezblonowe nalezace
do rodziny TNF

FGF (fibroblast growth factor) — czynnik wzrostu fibroblastow

* Wszystkie uzyte w pracy symbole genéw i bialek wykazano zgodnie z zasadami przed-
stawionymi w Guidelines for Human Gene Nomenclature (1).
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FGEFR (fibroblast growth factor receptor) — receptor czynnika wzrostu fibrobla-
stow;

GLI (glioma-associated oncogene) — czynniki transkrypcyjne biorace udzial w szla-
ku Hedgehog

GTP (guanosine triphosphate) - guanozynotrifosforan

HB-EGF (heparyn - binding epidermal growth factor) — epidermalny czynnik
wzrostu wigzacy heparyne

HIF-1 (hypoxia induced factor 1) - czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksja

HIV (human immunodeficiency virus) — ludzki wirus niedoboru odpornosci

HLH (Helix-Loop-Helix) - motyw helisa-petla-helisa

HPYV (human papiloma virus) — wirus brodawczaka ludzkiego

IFN-y (interferon-gamma) - interferon gamma

IGE-BP (insulin-like growth factor-binding protein) - bialko wigzace insulinopo-
dobny czynnik wzrostu

IgG (immunoglobulin G) - immunoglobulina G

IL-1 (inetrleukin 1) — interleukina 1

kD (kilodalton) - kilodalton, jednostka masy

LPL (lipoprotein lipase) — lipaza lipoproteinowa

MCC (Merkel cell carcinoma) - rak pochodzacy z komoérek Merkla

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) — czynnik chemotaktyczny monocy-
téw

MMPs (matrix metalloproteinases) — metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej

MMS (micrographic Mohs surgery) — chirurgia Mohsa

mRNA (messenger RNA) — matrycowy mRNA

MSH (melanotropin) — melanotropina

MT-MMPs (membrane type-matrix metalloproteinases) — metaloproteinazy macie-
rzy pozakomoérkowej typu blonowego

NBCCS (nevoid basal cell carcinoma syndrome) — zesp6t raka podstawnokomorko-
wego newoidu

NC1 (non- collagenous 1 region) — fragment niekolagenowy

NMSC (non melanoma skin cancers) — nieczerniakowe raki skory

PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) — inhibitor aktywatora plazminogenu 1

PATCHED (Drosophila patched gen) — gen regulatorowy szlaku Hedgehog

PTCH (human homologue of Drosophila patched gene) — ludzki homolog genu pat-
ched u Drosophilii

PCR (Polymerase Chain Reaction) — tanicuchowa reakcja polimerazy

PDGEF-BB (platelet-derived growth factor) — ptytkowy czynnik wzrostowy

PGF (placental growth factor) — Yozyskowy czynnik wzrostu

proMMPs (metalloproteinases pro enzymes) — proenzymy metaloproteinaz

PGE2 (prostaglandin E2) — prostaglandyna E2
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RT (reverse transcriptase) — odwrotna transkryptaza

RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) — odwrotna transkrypcja
z reakcja fancuchowej polimerazy

SALT (skin associated lymphoid tissues) — tkanka limfatyczna zwigzana ze skorg

SCC (squamous cell carcinoma) — rak kolczystokomorkowy

SH (sulphydrile group) — grupa sulthydrylowa

SIS (skin immune system) — skérny uklad immunologiczny

SMO (smoothened transmembrane proteins) — biatko transbtonowe SMO

TF (tissue factor) — czynnik tkankowy

TFPI2 (tissue- factor- pathway- inhibitor 2) — inhibitor zewnatrzpochodnej drogi
krzepniecia krwi

TGEF (transforming growth factor B) — transformujacy czynnik wzrostu 3

TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) — tkankowe inhibitory metaloprote-
inaz

TKI (tyrosine kinase inhibitor) — drobnoczasteczkowy inhibitor kinazy tyrozyno-
wej

TNEF (tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworu

UV (ultraviolet) — $wiatto utrafioletowe

VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srédbtonka naczynio-
wego

VEGEFR-1 (vascular endothelial growth factor receptor — 1) — receptor dla czynnika
wzrostu $rédbtonka naczyniowego

VHL (von Hippel-Lindau protein) — biatko von Hippel-Lindau

VLA (very late antigens) — bardzo pdzne antygeny

11BHSD1 (11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase) — dehydrogenaza 11(3-hydro-
ksysteroidowa typu 1

17BHSD (17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase) — dehydrogenaza 17(3-hydro-
ksysteroidowa






1. Wstep

1.1. Budowa skéry

Skoéra stanowi najwiekszy organ ludzkiego ciala, o powierzchni od 1,5 do 2m? kté-
rego grubo$¢ waha si¢ w granicach od 0,5 do 5mm. Skora zabezpiecza organizm
przed czynnikami zewnetrznymi, uczestniczy w termoregulacji i w usuwaniu tok-
sycznych produktéw przemian metabolicznych. Skdra wplywa takze na stan gospo-
darki wodno-elektrolitowej oraz odbiera odczucia temperaturowe, wrazenia dotyku
ibolu. W skorze zachodzi synteza i metabolizm gléwnych hormonéw steroidowych,
takich jak estrogeny, androgeny, a takze witamina D, [2,3].

Skora sktada sie z trzech zasadniczych warstw — naskorka (epidermis), skory wla-
sciwej (dermis) oraz podskdrnej tkanki ttuszczowej (tela subcutanea s. subcutis) [4].
W skorze znajdujg si¢ naczynia krwionos$ne, naczynia limfatyczne oraz zakonczenia
nerwowe, a powierzchnie pokrywa plaszcz lipidowy [3].

1.1.1. Naskorek

Naskorek jest struktura skladajaca sie z pigciu poziomdéw morfologicznych. Od
wnetrza liczac wyrdznia si¢ warstwe podstawna (stratum basale), warstwe kolczy-
sta (stratum spinosum), warstwe ziarnista (stratum granulosum) oraz warstwe jasng
(stratum lucidum). Najblizej powierzchni znajduje sie warstwa zrogowaciata (stra-
tum corneum) [2,4,5]. Do przydatkéw skory zalicza sie: gruczoly tojowe, gruczoty
potowe apokrynowe, gruczoly potowe ekrynowe, wlosy oraz paznokcie.

Naskorek ma rézng grubo$é, w zaleznosci od obszaréw ciala, ktore okrywa. Gru-
bos¢ ta waha si¢ od 0,04 mm na powiekach i zewnetrznych narzadach piciowych do
okolo 1,5 mm na dloniach i podeszwach. Naskodrek tworzony jest przez wielowar-
stwowy nablonek plaski rogowaciejacy. Podstawowymi komdrkami wchodzacymi
w sklad tej warstwy sg keratynocyty, wsrdd ktorych rozmieszczone sg gwiezdziste
melanocyty, pochlaniajace promieniowanie UV, a tym samym chronigce przed nie-
korzystnym wplywem tego promieniowania glebsze warstwy tkanek. W naskoérku
znajduja sie takze prezentujace antygen komorki Langerhansa i komdrki Merkla,
bedace swoistymi receptorami czucia dotyku [6].
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Naskorek petni funkcje ochronng przed wnikaniem patogendw. Ta wlasciwos¢
wynika ze specyfiki ukrwienia i metabolizmu komorek naskérka. Gérne warstwy
naskorka nie majg dostarczanego z krwig tlenu, zatem syntetyzujag ATP na drodze
beztlenowej, poprzez fermentacje mlekowa. Kwas mlekowy dysocjujac, powoduje
powstanie kwasnego pH w zewnetrznych warstwach naskorka, co chroni naskdrek
przed kolonizacja bakterii [6].

Na zabarwienie skory, w sposob najbardziej widoczny, wplywa aktywno$¢ me-
lanocytdw, wytwarzajacych melaning [7]. Drobiny pigmentu, skupiajgce si¢ przede
wszystkim w warstwie podstawnej naskorka, przybieraja kolor od jasnozéttego do
ciemnobrazowego. Intensywnos$¢ barwy skory nie wynika jednak z chemicznych
réznic w strukturze barwnika, lecz jedynie ze stopnia zageszczenia drobin melaniny.
I tak np. u ludzi rasy czarnej melanocyty znajduja si¢ w warstwie podstawnej na-
skorka, a takze w skorze wlasciwej wewnatrz melanoforéw, co powoduje szczegélnie
intensywne zabarwienie skory [4,5,8].

Melanina pelni funkcje ochronne przed nadmiernym promieniowaniem UV,
chroni glebiej lezace tkanki, poprzez absorbowanie promieniowania nalezacego do
widma $wiatta widzialnego, UV oraz podczerwonego [7]. Melanina syntezowana
jest z tyrozyny, w reakgcji katalizowanej przez tyrozynaze, pod wptywem wydziela-
nej przez posredni plat przysadki melanotropiny (MSH) [9]. Synteza tego zwigzku
zachodzi w aparacie Golgiego melanocytow, skad w pecherzykach zwanych mela-
nosomami w postaci ziarenek transportowana jest z wypustek melanocytéw do ke-
ratynocytow, w procesie cytokrynii. Barwnik ten jest tez w pewnej ilosci wychwyty-
wany przez melanofory skory, natomiast pozostala czes¢ usuwana jest na zewnatrz
wraz ze zluszczajacymi sie komorkami naskorka [4,8].

W zaleznosci od stopnia zabarwienia skory wyrdznia sie odpowiednie fototypy
skory, ktorych zestawienie przedstawiono w tabeli 1.

Tym samym, na podstawie stopnia zabarwienia skory wyrézni¢ mozna trzy
podstawowe rasy ludzkie, ktérych rodzaje zostaly przedstawione w tabeli 2.

Fenotyp rasy celtyckiej charakteryzuje sie bardzo jasng skora, ze wzgledu na
malg ilo§¢ melanosoméw, ktére szybko ulegaja degradacji. U ludzi tych podczas
migracji keratynocytéw do powierzchni skory nastepuje stopniowa utrata melani-
ny. Osoby rasy celtyckiej posiadaja najczesciej jasne lub rude wlosy i bardzo tatwo
ulegaja poparzeniom stonecznym [7].

Przedstawiciele rasy kaukaskiej majg skore jasng, lekko matowa. U tych oséb
melanosomy sg liczne i w duzym stopniu wypelnione melaning. Im dluzej osoby
te przebywajg na stoncu, tym wigksza jest mozliwos¢ migracji melanosoméw na
powierzchnie skory, co powoduje powstanie opalenizny [12].
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Tabela 1. Fototypy skory wedlug Fitzpatricka ocenione na podstawie reakcji
na pierwsza w roku ekspozycje na stonce, przez 45-60 minut w potudnie,

w okresie lata, w szerokosci geograficznej 20-45° [10]

Typ WYSTAPIENIE OPARZENIA WYSTAPIENIE Robzay
SKORY SLONECZNEGO SCIEMNIENIA SKORY POPULACJI
I zawsze nigdy celtycka
I zawsze czasem kaukaska
III czasami Zawsze kaukaska
v nigdy Zawsze kaukaska
\Y% nigdy zawsze rdzenni Amerykanie
VI nigdy zawsze Afroamerykanie

Tabela 2. Rasy ludzkie - klasyfikacja wg fototypu skory, podana przez Adamski

i Kaszuba [11]

Rasa Fororyp WYGLAD SKORY

bardzo jasna skora, rude lub blond wiosy

celtycka I

matla ilo§¢ melanosomodw, ktore w wiekszosci rozpadaja sie
w powierzchownych warstwach naskorka

dluzsza ekspozycja na storice prowadzi do poparzenia

jasna skora

Kaukaska LIV duza ilo$¢ melanosomoéw

pod wplywem slorica powstaje opalenizna zwigzana
z migracja melanosoméw na powierzchnie skory

ciemna skora

negroidalna| V-VI

bardzo liczne melanosomy

dwukrotnie wigksze niz u rasy celtyckiej, nie ulegaja rozpadowi
rozposcierajac sie na powierzchni skory

Skora rasy negroidalnej charakteryzuje si¢ czarnym kolorem i znaczgco rézni sie
od pozostalych typow, zaréwno pod wzgledem zabarwienia, jak i wrazliwo$ci. Skora
tych os6b wykazuje sklonno$¢ do wyprysku, bedacego nastepstwem suchosci skory,
a takze do nadmiernego rogowacenia oraz nierdwnego zabarwienia, ktére nasila si¢
wraz z wiekiem, prowadzac do powstawania odbarwionych plam oraz sklonnoscia
do keloidéw pojawiajacych si¢ na skorze nawet po niewielkich urazach [11,13].
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1.1.2. Btona podstawna

Naskorek faczy sie ze skora wlasciwg poprzez blong podstawna (membrana basalis)
[11]. Struktura ta sklada si¢ z bialek, w tym proteoglikanéw, produkowanych przez
keratynocyty, a takze komorki skory wlasciwej. Gérna czes¢ BM (blony podstaw-
nej, basement membrane) nosi nazwe blaszki jasnej (lamina lucida). Blaszka jasna
przylega do komorek warstwy podstawnej naskorka i osigga grubos¢ okoto 25 nm.
Dolna czg$¢ blony podstawnej to blaszka ciemna (lamina densa), o grubosci okoto
50 nm. W blaszce jasnej znajduje si¢ laminina — wielkoczasteczkowa glikoproteina
zbudowana z trzech tanncuchéw A (440kD) i dwoch tancuchéw B (400kD), taczacych
sie za pomocg wigzan dwusiarczkowych w charakterystyczng strukture krzyza [12].
W czasteczce lamininy wystepuja obszary umozliwiajace przylaczenie kolagenu
typu IV i proteoglikanéw (np. zawierajacych siarczan heparanu) [14]. W strukturze
lamininy znajduja si¢ takze miejsca wigzace si¢ z receptorami komorek, przez co
bialko to umozliwia integrowanie si¢ komorek ze sobg. W zwigzku z taka budowa,
laminina ma bezposredni wplyw na przyleganie keratynocytéw do blony podstaw-
nej i widkien kolagenowych, co ma szczegdlne znaczenie dla spoistosci skory, ale
réwniez jest istotne przy naciekaniu nowotworéw [15]. Laminina posiada réwniez
aktywnos¢ czynnika wzrostu, podobng do aktywnosci czynnika wzrostu naskoérka
(EGF), a takze dziala aktywujgco na podzialy i réznicowanie si¢ komoérek. W skiad
blaszki jasnej, oprocz lamininy i ukladu sieciowego tworzonego przez agregaty ko-
lagenu typu IV, wchodzi réwniez perlekan, ktéry taczy sktadowe warstwy jasnej,
a takze bialko o mniejszych rozmiarach, entaktyna, ktéra tworzy mostki pomiedzy
wspomniang lamining oraz kolagenem [16].

W blaszce ciemnej obecne s3: kolagen typu IV, antygen kolagenowy KF-1 oraz
proteoglikany, ktore tworzg gesta sie¢ [12]. Kazdy z tych elementéw strukturalnych
bierze udzial w przyfaczeniu naskoérka do skory wiasciwej, zatem jest to ukiad bar-
dzo znaczacy, zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i w procesie naciekania
nowotwordw [2,5,8,17].

Bardzo wazng role w prawidlowym polaczeniu naskdrka ze skorg wasciwa od-
grywaja integryny, w szczegolnosci z grupy bardzo péznych antygenéw (VLA) [18].
Integryny stanowig nadrodzine bialek powierzchniowych biorgcych udziat w przy-
leganiu komoérek do komoérek oraz komérek do skladnikéw substancji miedzy-
komoérkowej. Bialka te sg receptorami dla skladnikéw macierzy pozakomdrkowej
(ECM), takich jak kolagen (VLA 2), lamininy (VLA 6), fibronektyna (VLA 5) oraz
epiligryna (VLA 3) [5,19].

Blona podstawna, dzigki swojej polarnosci stuzy jako plaszczyzna wymiany wie-
lu substancji pomiedzy krwig a naskérkiem [20]. Warstwa ta umozliwia migracje
komorek nablonkowych i decyduje o rodzaju tworzonych przez te komarki skupisk,
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zaréwno w okresie morfogenezy, jak i w czasie calego zycia. Wiadomo, Ze zanik bto-
ny podstawnej towarzyszy procesowi powstawania nowotworow [5,17,20].

Ponizej blony podstawnej, pozakomérkowo, w tkance facznej znajduje sie wtok-
nista struktura zawierajgca — oprocz kotwiczacych fibryli - takze wtdkna kolagenu
typu III [2,8,5].

1.1.3. Skora wtasciwa

W skdrze wlasciwej wyrdznia si¢ dwie warstwy, a mianowicie brodawkowatg (stra-
tum papillae) oraz siateczkowa (stratum reticulare). Skore wlasciwa buduje tkanka
taczna zbita, ktora jest uboga w komorki, sktada sie glownie z wtdkien kolagenowych
i sprezystych, o nieregularnym, tréjwymiarowym ukladzie, najliczniej wystepuja-
cych w glebszej warstwie skory wlasciwej [2,4,16]. Fibroblasty i ich spoczynkowe
formy fibrocyty sa podstawowym skfadnikiem tkanki facznej zbitej. W niektdrych
przypadkach fibrocyty moga przeksztalcac si¢ w fibroblasty, przechodzac do miej-
sca uszkodzenia tkanki, gdzie wspdtuczestnicza w procesach naprawczych, wytwa-
rzajac blizny [2,4,8,21]. Fibroblasty biorg udzial w syntezie widkien kolagenowych,
siateczkowych 1 sprezystych oraz proteoglikanow macierzy pozakomdrkowej. Fi-
broblasty syntetyzuja takze bialka niekolagenowe, takie jak fibronektyna, tenascy-
na, aktyna oraz undulina [16]. Komorki te wydzielaja réwniez enzym - kolagenaze
$rédmigzszowy (metaloproteinaze 1, MMP-1), ktdra aktywowana jest w przestrzeni
miedzykomorkowej przez stromielizyne. Enzym ten katalizuje proteolize kolage-
néw typu I, II, IIL, IV i X [2]. Fibroblasty dzieki zdolno$ci wytwarzania elementéw
macierzy pozakomorkowej oraz enzymow katalizujacych proteolize ECM, ksztaltu-
ja strukture macierzy pozakomoérkowej. W macierzy pozakomorkowej znajduje sie
woda, elektrolity, biatka osocza krwi, glikozoaminoglikany, ale przede wszystkim
obecny jest rozpuszczalny kolagen [2,8,19].

1.1.3.1. Kolageny

Wiokna kolagenowe tworzg szczegdlnie istotny element strukturalny podscieliska
facznotkankowego skory wilasciwej. Kolagen jest glikoproteina, ktorego czasteczki
majg postac sztywnego preta o dlugosci 280 nm i grubosci 1,5 nm. Czasteczki kola-
genu budowane sg przez trzy lewoskretne tancuchy polipeptydowe typu a, o masie
czasteczkowej 100 kD, tworzgce strukture potrdjnej helisy. Lancuchy kolagenu zwi-
niete s3 wokdt siebie prawoskretnie, przy czym oba koncowe odcinki - telopepty-
dy nie tworza spirali. Telopeptydy zawierajg wiekszos¢ reszt cukrowych w postaci
krotkich fancuchow. Reszty te sg gtéwnym miejscem tworzenia wigzan stabilizujg-
cych uklad czasteczek kolagenu w fibryle. Czasteczki te nie sg polaczone koncami
[2,9,22].
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Kolagen, tworzacy fibryle widkien klejorodnych, posiada bardzo charaktery-
styczny sktad aminokwasowy, a mianowicie co trzecim aminokwasem w fanicuchu
polipeptydowym jest Gly, okoto 25% reszt stanowi Pro i Hyp, w duzych ilosciach
wystepujg takze Lys i jej hydroksylowa pochodna Hyl. Taka struktura powoduje, ze
sekwencja aminokwasow w czasteczce kolagenu charakteryzuje si¢ wyjatkowa re-
gularnoscig. Ponadto zwraca sie uwage na brak cysteiny i wigzan dwusiarczkowych
w wiekszosci dojrzalych czasteczek kolagenu oraz na niewielki odsetek cukrow
w budowie, mimo tego, ze sg to glikoproteiny [22].

Zdolnos¢ do syntezy kolagenu wykazuje wiele komorek réznych tkanek, jednak
gléwnym miejscem syntezy tego biatka sg komorki tkanki facznej, takie jak chon-
droblasty i osteoblasty, a takze wystepujace w skorze wlasciwej fibroblasty. W skorze
wlasciwej znajduje si¢ okolo 40% ustrojowego kolagenu [2,19,23].

W tkankach ludzkich zostalo zidentyfikowane 19 odmiennych genetycznie ty-
péw kolagenu, zbudowanych z okolto 30 réznych tancuchéw polipeptydowych. Typy
te rdznia sie pomiedzy sobg skfadem i sekwencjg aminokwasowa, masg czasteczko-
w3, a takze stopniem hydroksylacji reszt prolilowych i lizylowych oraz glikozylacji
hydroksylizyny [19]. Typy kolagenu wraz z genami kodujacymi poszczegdlne kola-
geny oraz miejscem wystepowania tych bialek, przedstawione zostaly w tabeli 3.

W skorze wystepuje najwiecej kolagenu typu I i III. Kolagen typu I stanowi
80% masy calego kolagenu skory. Gesta sie¢ widkien kolagenowych, znajdujacych
sie w warstwie siateczkowej skory wlasciwej, budowana jest wlasnie przez kolagen
typu I, ktéry nalezy do bialek kolagenowych tworzacych wtdkna. Dojrzaly kolagen
typu I tworzony jest przez okoto 1000 reszt aminokwasowych. Szczegélna jego ce-
chg jest wystepowanie reszt glicylowych w co trzecim miejscu fancuchow a. Jest to
spowodowane tym, ze Gly jest na tyle matym aminokwasem, ze miesci si¢ w ogra-
niczonej przestrzeni $rodkowej czesci rdzenia potrojnej helisy. Powtarzajaca sie
sekwencja (Gly-X-Y)_jest niezbedna do utworzenia typowej struktury kolagenu.
W pozycji X i Y moze znajdowac si¢ dowolny aminokwas. W strukturze kolagenu
typu I okoto 100 reszt w pozycji X to Pro i 100 reszt w pozycji Y to Hyp. Aminokwa-
sy te nadajg duzg sztywno$¢ czasteczce kolagenu. Wiokna kolagenu typu I uktadajg
sie w kierunku dziatania przylozonej sity. Otoczone sg szeregiem proteoglikandw,
a czynnikiem spajajacym je, a zarazem laczacym w grubsze fibryle jest kolagen
typu VI [2].

Kolagen typu III stanowi 15% masy kolagenu skory. Biatko to wystepuje w po-
staci wldkien siateczkowych budujacych sie¢ w czesci brodawkowatej skory, aktyw-
nie utrzymujac polgczenia miedzy naskérkiem a skorg wlasciwg. Kolagen typu III
zlokalizowany jest najczesciej koncentrycznie wokdt naczyn krwionosnych oraz
komorek ttuszczowych tkanki podskérnej, chociaz widkna te obecne sg réwniez
w warstwie siateczkowej skory wlasciwej. Wystepuja tam wraz z gestg siecig widkien
kolagenowych typu I [6].
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Tabela 3. Typy kolagenu wraz z genami odpowiedzialnymi za kodowanie
poszczegdlnych biatek i miejscem ich wystepowania w tkankach organizmu
cztowieka [19]

Typ MIEJSCE WYSTEPOWANIA GENY
I Wiekszos¢ tkanek, w tym kos¢ COLIAIL COL1A2
1I Chrzastka, ciato szkliste oka COL2A1
I Rozciagliwe tkanki, tak.ie jak obécne w skorze, ptucach, COL3A]
uktadzie naczyniowym
v Blony podstawne COL4A1-COL4A6
A% Skladnik towarzyszacy kolagenowi typu I COL5A1-COL5A3
VI Wigkszos¢ tkanek tacznych COL6A1-COL6A3
VII Wilékna kotwiczgce COL7A1
VIII Srédblonek, inne tkanki COL8AI-COL8A2
IX Tkanki zawierajace kolagen typu II COL9A1-COLY9A3
X Chrzastka hipertroficzna COLI0A1
XI Tkanki zawierajace kolagen typu II COL11A1, COL11A2, COL2A1
XII Tkanki zawierajgce kolagen typu I COLI2A1
XIII Wiele tkanek COLI13A1
XIv Tkanki zawierajgce kolagen typu I COL14A1
XV Wiele tkanek COLI5A1
XVI Wiele tkanek COLI6A1
XVII Hemidesmosomy skory COLI7A1
XVIII Wiele tkanek (np. watroba, nerka) COLI8AI
XIX Komorki mi(;sal?a z mie$ni poprzecznie COLI9AI
prazkowanych

Kolageny typu IV, V, VI, VII réwniez wystepuja w skorze. Kolagen typu IV
tworzy struktury sieciowe w blonie podstawnej naskorka, a takze wokot widkien
nerwowych i mig$niowych zawartych w skorze [17]. Elastycznos¢ formy tworzonej
przez ten typ kolagenu zapewnia jego nietypowa budowa. Posta¢ superhelisy tego
bialka jest przerwana okoto 24 niehelikalnymi odcinkami. N-konce pochodzace od
4 czasteczek kolagenu IV moga bocznie asocjowa¢, co skutkuje powstaniem tetra-
merycznego elementu [5].
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Kolagen typu V wystepuje tylko w niewielkich ilosciach, najczesciej towarzyszac
kolagenowi typu I, powleka powierzchnie komorek skory wiasciwej. Kolagen typu
VI charakteryzuje si¢ wystepowaniem licznych wigzan dwusiarczkowych. Ten typ
kolagenu wystepuje dookota wigzek wtokien kolagenowych typu I; znajduje si¢ tez
wokot widkien nerwowych, naczyn krwiono$nych i komoérek tluszczowych. Kola-
gen typu VII taczy si¢ z kolagenem typu IV blony podstawnej poprzez koncowa
niekolagenowa domene tego bialka, a takze jest sktadnikiem filamentéw kotwicza-
cych, ktore wystepuja w polaczeniach naskorkowo-skoérnych [4,5,19,22]. Poza wy-
mienionymi powyzej typami kolagenu, w réznych tkankach wystepujg inne jeszcze
typy kolagenu, ktdre przedstawione zostaty w tabeli 3.

W skorze wlasciwej obok wldkien kolagenowych wystepuja rowniez widkna
sprezyste. Mechaniczna odporno$¢ skdry zapewniona jest przez przeplatajace si¢ ze
soba struktury obu tych rodzajow biatek. Rozciggliwo$¢ skory, ktora jest przejawem
jej elastycznosci, ulega znaczagcemu zmniejszeniu w okresie starzenia si¢ organizmu.
Wynika to z procesow destrukgji elastyny i kolagenu, ktorych miejsce zajmujg ziar-
na i brylki stanowiace produkty rozpadu tych biatek [8,22].

Skoéra ludzka przybiera charakterystyczng barwe, ktora stanowi istotng ceche
odrdzniajaca rasy ludzkie. Na barwe skory wplywaja trzy podstawowe czynniki, do
ktorych zalicza si¢ naturalne zabarwienie widkien kolagenowych warstwy siatecz-
kowej skory wlasciwej, przedstawiong juz wczesniej ilo§¢ melaniny wytwarzanej
przez melanocyty oraz aktualny stopien ukrwienia skory. Patologicznym czynni-
kiem warunkujgcym zabarwienie skory jest obecnos¢ chorobowych lub przypadko-
wych barwnikéw, ktére dostaly sie do skory [4,8].

1.1.3.2. Glikozoaminoglikany

W skdrze wystepuja takze glikozoaminoglikany, do ktdrych zalicza si¢ kwas hia-
luronowy, siarczan chondroityny, siarczan dermatanu, siarczan keratanu I i II oraz
heparyne wraz z siarczanem heparanu. Kwas hialuronowy zapewnia skorze ela-
styczno$¢ oraz jedrnos¢ dzigki zdolnos$ci wigzania czasteczek wody, przez co wply-
wa na gospodarke wodno-elektrolitowa ustroju [24,25]. Ilos¢ kwasu hialuronowego
determinowana jest zardwno przez wiek, jak i zmienno$¢ osobnicza. Zwigzek ten
cechuje takze zdolno$¢ wiazania kolagenu, fibronektyny, lamininy czy receptoréw
CD44 zlokalizowanych na powierzchni komoérek [26]. Uwaza sie ponadto, ze kwas
hialuronowy wspomaga rozprzestrzenianie si¢ komoérek nowotworowych przez
przestrzen pozakomoérkowa. Wykazano, ze komdrki nowotworowe mogg stymulo-
wac fibroblasty do produkgji glikozoaminoglikanéw [19]. Réwniez niewielkie ilosci
siarczanu heparanu zwigzanego z bfong komadrkowa niekt6rych komérek nowotwo-
rowych moga wplywa¢ na utrate ich zdolnosci do adhezji, tym samym ulatwiajac
ich migracje [19,27].
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1.1.4. Tkanka podskdrna

Tkanka podskodrna (tela subcutanea s. subcutis) zbudowana jest z tkanki lacznej
wiotkiej, w ktdrej wystepuje zmienna ilos¢ tkanki tlhuszczowej. Tkanka podskdrna
rézni sie od skory wlasciwej przewaga wystepowania komoérek nad widknami biat-
kowymi, a takze ilo$cig istoty podstawowej. Z elementéw komorkowych w tkance
podskodrnej obecne sg, oprocz licznych skupien komorek ttuszczowych, fibroblasty
i histiocyty. Wystepuja tu rowniez widkna kolagenowe i sprezyste, a takze naczynia
krwiono$ne i wldkna nerwowe. Tkanka podskérna formalnie nie jest wymieniana
jako skfadnik skory wlasciwej, lecz obie te warstwy wykazuja $ciste pofaczenie ana-
tomiczne i czynnosciowe [4,8].

Tkanka tluszczowa sprawuje kontrole nad bilansem energetycznym czlowieka,
ale takze odgrywa istotna role w metabolizmie hormonéw plciowych [28]. Wspot-
cze$nie tkanke tluszczowg uwaza si¢ za aktywny organ endokrynny syntetyzujacy
liczne, biologicznie czynne peptydy, zwane adipokinami, ktére dziataja w obrebie
tkanki tluszczowej (dziatanie autokrynne i parakrynne) oraz na odlegle narzady
i tkanki (klasyczne dzialanie endokrynne) [29,30]. Do biologicznie aktywnych bia-
tek produkowanych przez adipocyty naleza: cytokiny, leptyna, czynnik martwicy
nowotworéw a (TNF-a), interleukina 6 (IL-6), angiotensynogen — bialko uktadu
renina—angiotensyna, a takze inne bialka (pozostale adipokiny): rezystyna, apelina,
wisfatyna, a takze lipaza lipoproteinowa (LPL), bialko transportujace estry chole-
sterolu (CETP), apolipoproteina E, inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1),
czynnik tkankowy (TF), aromataza zalezna od cytochromu P450, dehydrogena-
za 17B-hydroksysteroidowa (17pHSD), dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa
typu 1 (11BHSD1); adipsyna, adiponektyna, bialko stymulujace acylacje (ASP);
czynnik chemotaktyczny monocytéw (MCP-1). Wiele spo$réd wymienionych po-
wyzej bialek, ktdre sa produkowane przez komorki thuszczowe, wykazuje cechy hor-
monow [31,32].

1.1.5. Przydatki skory

Do przydatkéw skory naleza i paznokcie, wlosy, jednostki mieszkowo-tojowe, gru-
czoly lojowe, gruczoly potowe apokrynowe i gruczoty potowe ekrynowe.
Paznokcie powstajag w wyniku wrastania komoérek naskérka w obreb skory wia-
$ciwej. W budowie paznokcia mozna wyrdzni¢ macierz, ptytke paznokcia, hypo-
nychium, fozysko, wal proksymalny oraz waly boczne, a takze cuticula oraz lunula.
Paznokcie s3 rogowymi, przezroczystymi plytkami pokrywajacymi grzbietowa po-
wierzchnie zakonczen paliczkéw. Dojrzewanie i rogowacenie komorek zachodzi tu
podobnie jak w naskérku. Przyrost paznokci na dtugo$¢ jest nieograniczony i wy-
nosi ok. 2 mm miesiecznie, przy czym jest kilkakrotnie wolniejszy dla paznokci stop.
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Morfologia paznokci wykazuje nie tylko roznice indywidualne, ale i moze wskazy-
wac na toczacy sie proces chorobowy, ogdlnoustrojowy (anoreksja) lub miejscowy,
dotyczacy samego paznokcia (grzybice, infekcja bakteryjna) [6,11].

Wilosy sg to elastyczne wldkna rogowe powstajace ze sznuréw komorek na-
skorka wrastajacych w glab skory, az do warstwy podskornej. Wlos zbudowany
jest z komorek zrogowacialych zawierajacych keratyne. Widkienka keratynowe,
majace grubos¢ 6 nm ulozone s3 jedno przy drugim w substancji wypelniajacej
komorki [8].

Jedng z najwazniejszych struktur obecnych w skorze sg jednostki mieszkowo-
-lojowe, ktdre znajdujg si¢ na catej powierzchni ciala. Rozmieszczenie tych jedno-
stek charakteryzuje si¢ pewna nieregularnoscig, a one same przyjmuja rdzne postaci
(wlosy meszkowe, posrednie, terminalne). Nablonkowe komadrki macierzyste obec-
ne w naskorku i mieszku wlosowym sg zaréwno podstawowym Zrédtem odnowy
naskorka, jak i cyklu wlosowego. Komorki macierzyste jednostek mieszkowo-to-
jowych mogg ulega¢ transformacji nowotworowej. Nowotwory podstawnokomor-
kowe (BCC) pochodzg czegsto z elementéw mieszka wlosowego. W czesci nablon-
kowej mieszka wlosowego znajduja si¢ takze komorki macierzyste wywodzace sie
z grzebienia nerwowego, z ktérych mozna w warunkach in vitro uzyska¢ neurony
i melanocyty [3].

Gruczoly tojowe nalezg do gruczoléw holokrynowych, w ktorych wytwarzanie
toju polaczone jest ze zniszczeniem komorek. Nastepnie dochodzi do odtworzenia
komorek wydzielniczych w warstwie podstawnej naskdrka. Gruczoly wydzielajace
16j, najliczniej wystepuja na skdrze twarzy, plecow czy owlosionej skorze gtowy, nie
stwierdza si¢ ich natomiast na dloniach i podeszwach. Pod wplywem skurczu mie-
$ni przywlosowych, spowodowanego zimnem lub bodZcem psychicznym, dochodzi
do wydzielania toju. Wydzielina ta jest mieszaning lipidows, ztozong m.in. ze skwa-
lenu, cholesterolu, tréjglicerydéw i estrow woskowych. Funkcjg toju jest ochrona
przed utratg wody oraz hamowanie wzrostu i rozwoju drobnoustrojow. Aktywnos¢
gruczotow lojowych podlega wplywom hormonalnym - estrogeny hamujg czyn-
nos$¢ wydzielniczg gruczoldéw, natomiast androgeny wykazuja wplyw stymulujacy
[11,12].

Wystepowanie gruczoléw potowych apokrynowych zwigzane jest z mieszkami
wlosowymi. Cze$¢ wydzielnicza znajduje si¢ w skorze wlasciwej lub tkance podskor-
nej. Gruczoly apokrynowe ulegaja aktywacji w okresie pokwitania, podobnie jak
gruczoly lojowe. Struktury te unerwiane sg przez wiokna adrenergiczne, co moze
wyjasnia¢ mechanizm oraz kontrole wydzielania apokrynowego, gdyz obserwuje
sie wzmozong aktywnos¢ tych gruczotéw pod wplywem czynnikéw hormonalnych
lub emocjonalnych. Nie wykazano udzialu gruczotéw potowych apokrynowych
w termoregulaciji [6].
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Gruczoly potowe ekrynowe wystepuja na catej powierzchni skory, a ich ujscie
znajduje si¢ na powierzchni naskorka. Gruczoly ekrynowe wydzielajg pot o sktadzie
jonowym podobnym do osocza i pH w granicach 4 - 6,8, wspoluczestniczg takze
w procesie termoregulacji ustroju. Na zmienng zawarto$¢ poszczegolnych sktad-
nikéow potu wplywajg takie czynniki jak dieta, klimat, hormony, czy tez wysilek fi-
zyczny [4,9].

Skéra wchodzi w sklad ukltadu immunologicznego organizmu. Czes¢ ukladu
immunologicznego zwigzana ze skorg okreslona zostata jako SALT (skin associated
lymphoid tissues) lub SIS (skin immune system). Zalicza si¢ tu obecne w naskérku
komorki Langerhansa, limfocyty T oraz wszystkie wezly chtonne zwigzane ze skora.
Istotne w immunologicznej roli skory sg rowniez keratynocyty zdolne do produkeji
wielu cytokin, miedzy innymi takich jak: IL-1, IL-3, IL-6, IL-8 oraz TNF (tumor
necrosis factor) [5,8]. Niektore czynniki, do ktdrych mozna zaliczy¢ przede wszyst-
kim promieniowanie UV i rentgenowskie, znacznie zmniejszaja zaréwno liczbe, jak
i aktywno$¢ komorek Langerhansa w skdrze. Zaburza to fizjologiczny udzial tych
komorek w reakcjach immunologicznych, co znaczaco sprzyja zagrozeniu rozwoju
raka skory [33,34,35].

Wyglad skory stanowi odzwierciedlenie funkcjonowania catego ustroju, bedac
wykfadnikiem stanu zdrowia lub tez postepujacego procesu chorobowego. Kolor,
nawilzenie, obecnos$¢ zmian skornych oraz nattuszczenie skory s wypadkows dzia-
tania czynnikéw egzogennych, takich jak: promieniowanie UV, dieta, palenie ty-
toniu, stosowanie uzywek oraz czynnikéw endogennych, do ktérych naleza m.in.
zaburzenia wydzielania hormonéw przysadki, tarczycy oraz hormonéw steroido-
wych. Sposrdd wymienionych, najsilniej oddzialujg na skore estrogeny, pobudzajac
wzrost i dojrzewanie keratynocytéw oraz stymulujac fibroblasty do syntezy kolage-
nu [27,36,37].

1.2. Nowotwory

Nowotwory staly sie obecnie jednym z najpowazniejszych probleméw zdrowotnych
na $wiecie. Po chorobach ukfadu krazenia sg gléwna przyczyng zgonéw. Liczba cho-
réb nowotworowych stale wzrasta, co zwigzane jest ze starzeniem si¢ spoleczen-
stwa, zwiekszaniem si¢ liczby ludnosci oraz oddzialywaniem licznych czynnikow
mutagennych na organizm czlowieka, ktdre az w 80-90% uczestniczg w powstawa-
niu nowotworéw zlosliwych [38].

Wisréd nowotworéw wyrdznia sie nowotwory fagodne (neoplasma benignum)
oraz zlosliwe (neoplasma malignum). Podzial ten oparty jest na réznicy w budowie
oraz rodzaju zmian chorobowych wywolywanych przez nowotwory [39]. Nowo-
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twory tagodne s3 otoczone torebkg lacznotkankowa, nie daja przerzutéw, chorzy
najczesciej majg dobre rokowania i tylko sporadycznie nowotwory te moga prowa-
dzi¢ do $mierci pacjenta [40]. Komorki nowotworéw tagodnych w obrazie morfolo-
gicznym s3 podobne do komorek tkanki prawidlowej, z ktdrej sie wywodza. Nowo-
twory zlosliwe natomiast cechuje destrukcyjny, naciekajgcy rozrost oraz zdolnos¢
do tworzenia przerzutéw do weztéw chtonnych lub odlegtych narzadéow, w ktérych
komorki nowotworowe zagniezdzajg si¢ i proliferujg, dlatego wtasnie nowotwory
ztosliwe sg jedng z gtéwnych przyczyn zgonow [41,42]. W przypadku komorek no-
wotwordw zlosliwych postrzegane jest znacznego stopnia zréznicowanie w stosun-
ku do komérek prawidtowych.

Zaréwno nowotwory fagodne, jak i zfosliwe powstajg przewaznie z komorek so-
matycznych. Aby doszlo do powstania nowotwordéw musi wystapi¢ mutacja w ge-
nomie komorki [41]. Mutacja taka pojawia sie najpierw w pojedynczej komorce,
nalezacej do okreslonego narzadu lub tkanki podporowej, a nastepnie tworzony jest
klon komoérek powielajacych te mutacje, w wyniku czego powstajg komorki stano-
wigce wlasciwg mase guza [39]. Mutacje sg przekazywane pochodnym pokoleniom
proliferujacych komorek, jednak, ze wzgledu na fakt, Ze guz powstaje z komorek
somatycznych, zmiany te nie sg przekazywane potomstwu [43]. Transformacja no-
wotworowa opiera si¢ na powstawaniu nieodwracalnych zmian w genomie komor-
ki, utracie kontroli ustroju nad nadmierng ich proliferacjg oraz zaburzeniu reakcji
immunologicznych skierowanych przeciwko zmienionym morfologicznie i czyn-
nosciowo komérkom [39]. W przypadku mutacji w komoérkach linii germinalnej
zmiany te zostaja przekazane nastepnym pokoleniom. Tego typu mutacje dotycza
zwykle mutacji genéw supresorowych, ktorych inaktywacja prowadzi do niekon-
trolowanej proliferacji komorek i jest podstawa toczacej si¢ progresji nowotworowej
[40,44,45].

1.2.1. Nowotwory skéry

Raki skory naleza do najczesciej wystepujacych nowotworéw zlosliwych. U ludzi
rasy bialej stanowia az 30% ogdlnej liczby zachorowan na nowotwory. Aktualne
dane wykazuja, Ze w ostatnich dziesigcioleciach liczba odnotowywanych przypad-
kéw zachorowan na raka skory stale si¢ zwigksza (nawet o 10-15% rocznie). Naj-
czedciej diagnozowang postacig raka skory jest rak podstawnokomoérkowy (BCC),
a nastepnie rak kolczystokomoérkowy (SCC). Nowotwory te sg jednak tylko miej-
scowo zlosliwe i rzadko daja przerzuty. Fakt ten nie wyklucza mozliwosci nacieka-
nia pobliskich tkanek i niszczenia sasiednich struktur [46]. Z takich zmian wyni-
kaja powazne defekty kosmetyczne, dlatego raki te powoduja dyskomfort w Zyciu
pacjentow, u ktorych nastgpita progresja choroby [47]. Na trzecim miejscu, pod
wzgledem czestotliwosci wystepowania nowotworéw skory znajduje sie czerniak,
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wykazujacy istotne réznice w stosunku do przedstawionych powyzej nowotworéw
pochodzenia nablonkowego [48].
Podzial nowotworéw wystepujacych na skorze [49]:

1. Raki wywodzace si¢ z:

a) warstwy podstawnej naskérka (BCC),

b) komorek warstwy Malphigiego naskdrka (SCC),

Rak neuroendokrynny Merkla (MCC),

Nowotwory przydatkow skory (adnexoma cutis),

Rogowiak kolczystokomodrkowy (keratoacanthoma),

Choroba Bowena (SCC w stadium Cis = carcinoma in situ),

Czerniak ztosliwy (melanoma malignum),

Choroba Pageta jako rak gruczotu sutkowego z przewodéw mlecznych szerza-

cy sie w obrebie naskorka,

8. Migsak Kaposiego (sarcomatosis idiopathica haemorrhagica multiplex) jako no-
wotwor pochodzenia naczyniowego szerzacy sie w obrebie skory,

9. Chloniak skory typu T (ziarniniak grzybiasty, mycosis fungoides),

10. Przerzuty do skory (najczesciej pochodzace z ognisk pierwotnych czerniaka,
raka pluca, jelita grubego, jamy ustnej, nerki, zoladka oraz raka jajnika i piersi
u kobiet).

Wiekszos¢ przypadkéw nowotwordéw skdry dotyczy odstonietych czesci ciata,
tych najbardziej narazonych na dzialanie promieniowania stonecznego. Rak skory
bardzo czgsto poprzedzony jest zmianami okre§lanymi jako stany przedrakowe, do
ktorych zalicza si¢ rogowacenie starcze (stoneczne), skore pergaminowatg i barw-
nikowg, popromienne zapalenie skory, a takze stany zapalne przebiegajace z blizno-
waceniem [47].

Rogowacenie starcze (stoneczne) (keratosis senilis/actinica) — w przypadku tej
jednostki chorobowej ryzyko transformacji nowotworowej wynosi 1/1000/rok,
a dlugoterminowe ryzyko powstawania nowotworéw okresla sie na okoto 10%. Do
powstania ogniska rogowacenia stonecznego dochodzi pod wplywem przewleklej
ekspozycji na promienie stoneczne, szczegdlnie UV-B, ktore dziata rumieniotwor-
czo. Zmiany skorne w przebiegu rogowacenia stonecznego powstaja przewaznie
u os6b w starszym wieku, na twarzy i rekach, zatem w miejscach szczegolnie na-
razonych na kontakt z promieniowaniem stonecznym [50]. Zmiany te majg postaé
pojedynczych lub mnogich ognisk, ktére przybieraja barwe zéttobrunatng, o suchej,
szorstkiej, luszczacej sie powierzchni. Rogowacenie stoneczne najczesciej prowa-
dzi do rozwoju raka kolczystokomoérkowego, poprzedzonego faza przedinwazyjna
w postaci choroby Bowena.

Skéra pergaminowata i barwnikowa (Xeroderma pigmentosum) — to choroba
genetyczna, ktora zwigksza czesto$¢ zapadania na raki skory okoto 2000 razy. Isto-
ta choroby polega na utracie genetycznie uwarunkowanych funkcji naprawczych

Nk
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DNA komorek skory, powstatych pod wplywem promieniowania UV (defekt DNA-
azy). Choroba ta pojawia si¢ w okresie dziecinstwa i jej manifestacja zapoczatkowa-
na jest przez ekspozycje na promieniowanie sfoneczne. Zmiany nowotworowe typu
rakow i czerniakdw wystepuja najczesciej na nieostonietej skorze twarzy oraz kon-
czyn. Choroba ta daje zte rokowania - pacjenci cierpiacy z jej powodu przewaznie
umierajg w wieku okoto 20 lat [12].

Popromienne zapalenie skory (radiodermatits), prowadzi do zmian zanikowych
z réwnoczesnym nadmiernym rogowaceniem. Rzadziej wystepujacym podlozem
dla rozwoju nowotworéw skory moga by¢ przewlekle stany zapalne, ktore przebie-
gaja z bliznowaceniem (np. gruzlica toczniowa), jak réwniez przeroste blizny po-
oparzeniowe lub inne dlugo gojace si¢ i narazone na przewlekle draznienia blizny.
Raki wywodzace si¢ z blizny stanowig okofo 3% wszystkich przypadkéw nowotwo-
réw skory, powstaja po okoto 20-30 latach i najczesciej sg to raki kolczystokomor-
kowe [14,49].

1.2.2. Nieczerniakowe nowotwory skéry

Do nieczerniakowych nowotworéw skory (NMSC) zalicza si¢ nowotwory wywo-
dzace si¢ z komodrek nablonkowych naskodrka, do ktérych nalezy rak podstawnoko-
morkowy (BCC) i kolczystokomorkowy (SCC) [35]. Nieczerniakowe nowotwory
skory wystepuja okolo 70 razy czesciej u osdb o jasnej karnacji niz u ludzi czar-
noskorych. U rasy czarnej, jesli wystepujg, to najczesciej manifestuja sie jako rak
kolczystokomorkowy. Jednak w odréznieniu od ludzi biatoskoérych, u ludzi rasy
czarnej, odsetek $miertelnosci nie zwigksza si¢ wraz z wiekiem [35].

1.2.3. Rak podstawnokomérkowy

1.2.3.1. Historia i epidemiologia

Udokumentowane przypadki zachorowan na BCC znane byly juz za czaséw fara-
onéw. Podczas badania egipskich mumii sprzed 4000 lat zauwazono obecno$¢ licz-
nych torbieli na szczekach i zuchwach. Zwrdcono réwniez uwage na anomalie zeber,
charakterystyczne dla zespolu nabloniakéw znamionowatych, ktdre to schorzenie
jest uwarunkowane genetycznie i predysponuje do wystapienia licznych ognisk raka
podstawnokomorkowego. Pdzniejsze dane opisu jednostki BCC pochodza z 1850
roku, kiedy Hermann Lebert przedstawil nieuleczalng posta¢ raka podstawnoko-
morkowego, okreslajac ja mianem wrzdd gryzoni, co opisane zostato przez Gaw-
krodger D, Ardern-Jones MR. [18].

Rak podstawnokomdrkowy jest najczesciej wystepujacym nowotworem skory
u ludzi rasy kaukaskiej i jednoczesnie stanowi niemal 30% wszystkich wykrywa-
nych nowotworéw. Zapadalno$¢ na BCC wzrasta w sposdb ciagly od ponad 50 lat
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i kazdego roku zwieksza si¢ o okoto 10-15%. Ryzyko zachorowania na raka pod-
stawnokomorkowego i kolczystokomaérkowego u ludzi rasy kaukaskiej rosnie wraz
z wiekiem. Szacuje si¢, ze nieczerniakowe nowotwory skdry rozwijaja sie u okoto
50% ludzi powyzej 65 roku zycia, a u 50% chorych w ciagu 5 lat przebiegu choroby
powstaja kolejne zmiany [35]. Dane dotyczace czgstosci wystepowania BCC nie s
jednak dokladne, co wynika z braku prowadzenia $cistej dokumentacji przez rdzne
placowki medyczne, w ktérych usuwane sg zmiany nowotworowe we wczesnym
stadium. Drugim istotnym powodem tak matej wiedzy o zapadalnosci na oba te
nowotwory jest fakt, ze nadal wielu chorych nie zgtasza sie do specjalistow pomimo
pojawienia si¢ na skorze niepokojacych objawéw [51].

Najwiecej przypadkow raka podstawnokomadrkowego wystepuje u 0sdb w prze-
dziale wiekowym od 60 do 69 lat. Wystgpienie raka podstawnokomorkowego u oséb
ponizej 30 roku zycia nalezy do rzadkosci, cho¢ w ostatnim czasie zaobserwowano
obnizenie $redniej wieku pojawiania si¢ BCC, a nawet kilka przypadkéw wysta-
pienia BCC u nastolatkow [52]. Badania wykazujg, Ze czesto$¢ wystepowania tego
nowotworu ma zwigzek z plcig, mezczyzni majg nieznacznie wigksze prawdopodo-
bienstwo zachorowania na raka podstawnokomorkowego niz kobiety [35].

BCC wystepuje przede wszystkim u ludzi rasy bialej posiadajacych rude lub ja-
sne wlosy [53]. Rak podstawnokomodrkowy najczesciej rozwija sie w miejscach ta-
kich jak gtowa czy szyja, na skorze powiek, nosa, czola oraz policzkéw, czyli w miej-
scach, ktore sg najbardziej narazone na bezposredni kontakt z promieniowaniem
stonecznym [53,54]. Natomiast nigdy nie pojawia si¢ na dtoniach, podeszwach oraz
blonach sluzowych [55].

Rak podstawnokomoérkowy powstaje w skorze jako ptaski lub zaglebiony
w §rodku guzek o zwartej konsystencji. BCC nalezy do guzéw typu plodowego,
komorki nowotworowe zatem ulegaja réznicowaniu juz na poziomie komoérek
tworzacych zawigzki przydatkow ektodermy. BCC wywodzi si¢ z warstwy komo-
rek podstawnych naskoérka oraz mieszkéw wlosowych [53]. Czesto widoczne sg
liczne teleangiektazje w obrebie zmiany. Ta niebolesna zmiana bywa w wielu przy-
padkach ignorowana przez chorych, co istotnie pogarsza dalsze rokowania co do
pelnego wyleczenia. Przebieg kliniczny raka podstawnokomoérkowego skory jest
trudny do przewidzenia [35]. Czasem zmiana opisywana jest przez pacjentoéw jako
ranka, ktéra nigdy nie goi si¢ do konca. Rak podstawnokomérkowy charaktery-
zuje si¢ powolnym wzrostem, zwykle nowotwor wzrasta latami [56]. Guzy BCC
majg zdolno$¢ do miejscowej, ale wielokierunkowej ekspansji, gdzie w zdrowych
tkankach tworzg wypustki, co znaczaco utrudnia radykalng resekcje [52]. Znane
sg jednak przypadki, w ktoérych nowotwor rosnie bardzo szybko, zajmujgc glebsze
warstwy [35]. Jesli rak ten nie jest odpowiednio leczony moze nastgpi¢ nacieka-
nie i niszczenie okolicznych tkanek w tym podskoérnej tkanki ttuszczowej, migsni,
chrzastek, a nawet kosci [57]. Podczas procesu naciekania, komérki nowotworo-
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we muszg przej$¢ przez rézne bariery, takie jak macierz pozakomorkowa, tkan-
ki sr6dmigzszowe oraz blone podstawng. Najczesciej BCC nie daje przerzutdw,
dzigki czemu zakwalifikowany zostal do nowotwordw miejscowo ztosliwych [35].
Sklonnos¢ do przerzutéw w przypadku BCC oszacowano na okofo 0,0028-0,5%
przypadkéw [52].

Intensywnos$¢ oraz czas trwania ekspozycji na promieniowanie UV ma istotny
wplyw na rodzaj zmian zachodzacych w skorze [34]. Czestos¢ wystepowania raka
podstawnokomoérkowego istotnie sie zwieksza w miare zblizania sie do réwnika
[51]. Za stusznoscig tego stwierdzenia przemawia wieksza czestos¢ zapadania na
ten rodzaj raka na terenie Australii niz w Anglii [58]. Udowodniono, ze najwiek-
sze ryzyko rozwoju raka podstawnokomadrkowego maja osoby, ktore przewlekle
przebywaja na storicu [33], najczesciej z powodu wykonywanej pracy oraz osoby
starsze, ktorych ekspozycja na promieniowanie UV jest zbyt duza [55].

Rak podstawnokomorkowy moze rozwijac sie ze stanéw przedrakowych lub tez
powstawac na uprzednio niezmienionej, zdrowej skorze [55]. Do stanéw przedra-
kowych stanowigcych wazny punkt dla rozwoju tego guza zalicza sie rogowacenie
starcze, w tym rog skorny, schorzenie okreslane mianem skory pergaminowatej oraz
barwnikowej, uszkodzenie rentgenowskie skory, a takze rogowacenie chemiczne
(arsenowe, dziegciowe) [33].

Smiertelno$¢ w przypadku raka podstawnokomérkowego i kolczystokomérko-
wego jest stosunkowo mata. Dane wskazuja, ze w USA liczba zgonéw bedacych
wynikiem rozwoju obu tych nowotworéw wynosi 1000-2000 oséb w ciggu calego
roku, podczas gdy ilos¢ wszystkich wykrywanych w tym kraju nowotwordw skory
okresla si¢ na ponad milion [6,18].

1.2.3.2. Klasyfikacja raka podstawnokomdrkowego

Klasyfikacja oparta na histologicznym wzorcu wzrostu guza przyczynia sie do po-
wstania bardzo uzytecznego podzialu obejmujacego stopien ryzyka powiktan zwia-
zanych z rozwojem poszczegdlnych podtypow BCC [6,59]. Postacie wysokiego
ryzyka charakteryzuja si¢ zwigkszonym prawdopodobienstwem rozrostu i lokalnej
inwazyjnosci, mogacej utrudnia¢ chirurgiczne usuniecie guza. Ponadto maja one
sklonnos$¢ do nawrotdw, co istotnie zmniejsza szanse calkowitej regresji choroby
[60,61].

Biorgc pod uwage modele wzrostu wyrdzniono nastepujace odmiany raka pod-
stawnokomorkowego: BCC guzkowy, powierzchowny, twardzinopodobny oraz
drobnoguzkowy (micronodular). Oprécz tego zwrdcono tu uwage na wiele innych
nietypowych odmian guzéw, tacznie z tymi majacymi cechy raka podstawnopla-
skokomodrkowego — posta¢ mieszana (basosquamous carcinoma) [62].
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Tymczasem wigkszo$¢ atlasow dermatologii klinicznej przy opisie poszczegdl-
nych podtypow raka podstawnokomodrkowego kieruje si¢ gtéwnie cechami morfo-
logicznymi okreslonych odmian guzéw. Przedstawiana w nich klasyfikacja obejmu-
je nastepujace postacie raka podstawnokomorkowego: rak podstawnokomorkowy
guzkowy (BCC nodosum), barwnikowy (BCC pigmentosum), twardzinopodobny
(BCC morpheiforme), torbielowaty (BCC cysticum) i powierzchowny (BCC super-
ficiale) [35].

Najbardziej uzyteczna klinicznie jest klasyfikacja opierajaca si¢ jednoczesnie na
analizie cech klinicznych, przebiegu choroby i oceny histopatologicznej, w ktorej
wyrdznia si¢ nastepujace postaci raka podstawnokomadrkowego: guzkows, nacieka-
jaca, powierzchowna, barwnikows, twardzinopodobna, wrzodziejacg i wrzodzieja-
ca olbrzymia [35,63].

Najczedciej wystepuje postacé guzkowa (stanowi okoto 60% przypadkow) [64,65].
Postac¢ ta pojawia si¢ dos¢ wczesnie, czesto nie zauwazana, lub bagatelizowana
i wzrasta przez lata. Charakterystyczne dla tej postaci jest pojawienie sie blyszcza-
cego guzka z perlistym brzegiem bez cech zapalnych. Skdra pokrywajaca guzek jest
cienka, co prowadzi do czestych krwawien i powstawania owrzodzen w obrebie
zmian, spowodowanych nawet delikatnym zadrapaniem.

BCC typu naciekajacego, drugi pod wzgledem czestosci wystepowania [64], za-
liczany bywa do postaci twardzinopodobnej lub guzkowej [60,65]. Zmiany te moga
ukry¢ sie pod zdrowo wygladajacg skorg. Posta¢ BCC typu naciekajacego jest szcze-
gblnie agresywna, zwykle obserwuje sie nawroty. Jest to spowodowane trudnymi do
okreslenia brzegami i glebokoscig nacieku, przez co nowotwor zazwyczaj usuwany
jest tylko czesciowo [66,67].

Rak podstawnokomorkowy powierzchowny jest trzeci co do czestosci wystepo-
wania [65]. Wzrasta powoli, opisywano przypadki samoistnej regresji nowotworu.
Zmiana tego typu jest umiejscowiona na tutowiu lub konczynach, rzadziej na twa-
rzy, co moze $wiadczy¢ o mniejszym udziale promieniowania UV w jej rozwoju.
Czesciej dotyczy mlodych ludzi. Charakterystyczne sg liczne zmiany, potyskujace,
delikatnie zar6zowione z wyraznymi brzegami. Rzadko wystepuje swedzenie, krwa-
wienia czy owrzodzenia. Nowotwor jest czesto mylony z chorobg Bowena. Duze
zmiany tego typu zdarzajg si¢ niezwykle rzadko [12].

Posta¢ barwnikowa jest opisywana jako brunatno-czerwona zmiana, czesto
z owrzodzeniami i centralnym zaglebieniem. Posta¢ ta posiada ogniska zawierajace
duzg ilo§¢ pigmentu.

BCC twardzinopodobny jest postacia agresywna, wystepuje glownie na twarzy,
ma slabo widoczne brzegi i moze nacieka¢ w glab skory dlatego tez czesto nie jest
calkowicie usuwany, co powoduje wzrost ryzyka nawrotéw. Zmiana moze osiaggnac
nawet kilka centymetréw w ciggu paru miesiecy lub pozostawac tej samej wielkosci
przez lata [60].
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Posta¢ wrzodziejaca ma silnie zaznaczone brzegi oraz tendencje do krwawien,
czesto gleboko nacieka, niszczac migs$nie czy kosci. Przypadki postaci wrzodziejacej
olbrzymiej zdarzajg sie¢ rzadziej niz postaci klasyczne nowotworu [46]. Posta¢ ta
charakteryzuje sie agresywnym wzrostem i glebokim naciekaniem prowadzacym
do niszczenia okolicznych struktur [59].

1.2.3.3. Gzynniki sprzyjajgce powstaniu raka podstawnokomérkowego

Wymienia si¢ wiele czynnikéw odpowiedzialnych za powstawanie raka podstaw-
nokomorkowego, jednak najistotniejsza role w procesie powstawania nowotworu
odgrywa promieniowanie UV [65,68]. Promieniowanie UV charakteryzuje si¢ wie-
lokierunkowym wplywem na skére. UV-B (280-320 nm) dziata najsilniej i przeni-
ka warstwy naskorka, uszkadzajgc DNA komorek skory, niszczac kolagen i elasty-
ne i tworzac nadtlenki kwasow tluszczowych, dzialajagce mutagennie. Aktywnosé
promieniowania UV-B jest najwyzsza latem, w godzinach potudniowych. Przy
nadmiernej ekspozycji, promieniowanie to dziala silnie rumieniotwérczo, wzma-
ga synteze melaniny i wywoluje oparzenia stoneczne [69]. Promieniowanie UV-A
(200-280 nm) ma mniejsze dzialanie rumieniotwdrcze, natomiast bardziej nasila
synteze melaniny. Wysokie dawki promieniowania UV-A wzmagaja niekorzystne
dzialanie promieniowania UV-B, czego gléwnym efektem moze by¢ inicjowanie
zmian nowotworowych w skorze [70]. Promieniowanie UV-C (200-280 nm) dzia-
fa mutagennie na czasteczki DNA, a takze ma silne wlasciwosci rumieniotwdrcze,
uszkadza rogéwke i ma dzialanie bakteriobdjcze [33,34].

Wszystkie wymienione typy promieniowania powodujg uszkodzenie oraz mu-
tacje w tancuchu DNA. Do niedawna wydawalo sie, ze najistotniejsze znaczenie
w rozwoju nieczerniakowych rakow skdry ma przewlekle narazenie na promienio-
wanie UV-B i jego kumulacyjny charakter. Dzisiejszy stan wiedzy pozwala sadzic,
ze gtéwna przyczyna kancerogenezy, zwiekszajaca ryzyko rozwoju raka skory az
pieciokrotnie, jest czeste opalanie si¢ w dziecinstwie [58].

Analiza roli promieniowania UV-A i UV-B na skére wykazala, ze promienio-
wanie to prowadzi do powstawania odmiennych typdw mutacji w czasteczce DNA.
Mutacje zainicjowane przez promieniowanie UV-B polegaja na tranzycji tyminy
w miejsce cytozyny i moga przebiega¢ wedlug schematu: C---T lub CC---TT [34].
Tymczasem promieniowanie UV-A prowadzi do transwersji guaniny w miejsce ty-
miny i moga by¢ to zmiany pojedyncze T---G lub podwojne TT---GG [33].

Aktualne dane dotyczace kancerogenezy pokazuja, ze mutacje zwigzane z pro-
mieniowaniem UV zaréwno w BCC, jak i SCC dotycza pojedynczych sekwencji
pirymidyna----pirymidyna, przy czym w 68% jest to tranzycja cytozyna---tymina
[70]. Nastepne 20% stanowig zmiany podwojne w postaci CC---TT. Przedstawiony
tu typ mutacji wystepuje bardzo rzadko pod wptywem innych czynnikéw wywo-
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tujacych uszkodzenia w czasteczce DNA, a tym samym jest charakterystyczny dla
promieniowania UV [33,71].

Ekspozycja na dzialanie promieniowania jonizujacego rowniez zwigksza ryzyko
powstawania raka podstawnokomoérkowego. Przedzial czasowy pomiedzy dziala-
niem tego promieniowania, a wystapieniem objawdw nowotworu skory moze wy-
nosi¢ nawet 20-40 lat. Najwieksze niebezpieczenstwo rozwoju nowotworu skory
powstaje podczas stosowania licznych frakcjonowanych dawek promieniowania
o niewielkiej intensywnosci (< 2 Gy). Pojedyncze dawki o malej intensywnosci sa
juz mniej szkodliwe [70]. Dodatkowo pacjenci narazeni na promieniowanie joni-
zujace przed 40 rokiem zycia sg zdecydowanie bardziej podatni na zwigzane z nim
komplikacje niz ludzie starsi. Ryzyko nawrotu nowotworu oraz powstawania prze-
rzutéw po udanej terapii, jest tu wieksze niz w przypadku promieniowania UV.
Szczegolnie wrazliwi na efekty promieniowania jonizujacego sg pacjenci chorujgcy
na zespol nabloniakdéw znamionowatych (zesp6t Gorlina-Goltza), u ktérych rozwoj
licznych ognisk raka podstawnokomadrkowego w obrebie naswietlanego pola jest
bardzo prawdopodobny [6,12].

Ekspozycja na dzialanie wielu organicznych zwigzkéw chemicznych moze gene-
rowaé powstawanie nowotworéw pochodzenia naskorkowego. Jako przyklad czyn-
nikow rakotworczych mozna tu wymienic szeroko stosowane insektycydy (np. Paris
Green) oraz mieszanki terapeutyczne (np. Fowler’s solution) zawierajace toksyczny
arsen, ktdry przypuszczalnie bierze udzial w generowaniu wolnych rodnikéw, ktore
prowadzg do uszkodzen tancucha DNA [6].

Wiréd biorcodw przeszczepdw odnotowuje sie znacznie zwiekszong zachorowal-
nos$¢ na nieczerniakowe nowotwory skory, w tym gltéwnie raka kolczystokomorko-
wego. Czestos¢ wystepowania raka podstawnokomadrkowego jest u tych pacjentow
od 5 do 10 razy wieksza niz w populacji generalnej, natomiast czestos¢ zapadania na
raka kolczystokomorkowego zwieksza si¢ nawet 200-krotnie. Wartosci te uzaleznio-
ne sg od: typu skory pacjenta, skumulowanej ekspozycji na storice, wieku przeszcze-
pu oraz stopnia i dlugo$ci trwania terapii immunosupresyjnej [72]. Udowodniono
wystepowanie istotnego zwiazku pomiedzy prowadzong terapia immunosupresyj-
ng, a rozwojem nowotworow skory wsrod pacjentdw po przebytej transplantacji
[6,12]. Postulowany jest rowniez udziat HPV w powstaniu i rozwoju NMSC, ze
szczegOlnym uwzglednieniem SSC, ale takze w przypadku BCC [73,74]. Pacjenci
zakazeni wirusem HIV majg takze nieznacznie zwigkszone ryzyko rozwoju nowo-
tworéw pochodzenia naskérkowego [6,12,75].

Przewlekle uszkodzenia skory to typowy czynnik prowadzacy do rozwoju raka
kolczystokomorkowego, ale dotyczy takze etiologii raka podstawnokomorkowego.
Znane s3 przypadki, w ktérych BCC zlokalizowany byt w poblizu blizny pourazowej
oraz poszczepiennej, jak réwniez pod protezami uciskajgcymi. Chroniczne, zapalne
dermatozy, wsrod ktdrych znajdujg sie np. zapalenie skéry spowodowane promie-
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niowaniem lub gruzlicg skdry, moga takze istotnie zwiekszy¢ ryzyko powstania wy-
zej wymienionego nowotworu [75]. Ponadto znane s3 przypadki raka podstawno-
komorkowego bedacego wynikiem przewleklych owrzodzen skory, pojawiajacych
sie np. w ciezkim przebiegu wyprysku podudzi (stasis dermatitis) [12].

Zwrbcono uwage, ze pacjenci, u ktérych poziom witaminy D, znajduje sie w gor-
nej granicy normy nalezg do grupy zwiekszonego ryzyka rozwoju nieczerniakowych
nowotwor6w skory. Fakt ten pozostaje w sprzecznosci z dotychczasowym sagdem, ze
sktadniki odzywcze, w tym witamina D,, moga zmniejszy¢ prawdopodobieristwo
wystapienia raka skory [76]. Udzial witaminy D, w procesie skornej kancerogenezy
jest aktualnie tematem wielu prac badawczych i wymaga wyjasnienia.

1.2.3.4. Molekularne podtoze rozwoju raka podstawnokomdrkowego

Badania molekularne procesu kancerogenezy dowodza, ze rak powstaje wow-
czas, gdy komoérka wydostanie si¢ spod kontroli mechanizméw decydujacych
o0 jej podziatach i lokalizacji [38]. Proces przeksztalcenia komoérki prawidtowej
w nowotworowg jest wieloetapowy i zazwyczaj dlugotrwaly [39]. Wlasciwy czas
pojawienia sie objawdw choroby zalezy od wielu czynnikéw, jednak szacunkowo
przecietny okres wzrostu guza o $rednicy okofo 1 cm trwa nawet do 5 lat. Najwaz-
niejszymi czynnikami wplywajacymi na czas pojawienia si¢ choroby nowotwo-
rowej sg lokalizacja powstalej zmiany nowotworowej oraz rodzaj tkanki, z ktorej
guz powstaje [77].

Proces nowotworowy jest konsekwencja wystapienia mutacji w genach, ktorych
produkty s istotne dla prawidtowego przebiegu proliferacji, wzrostu komorek, roz-
nicowania si¢ i apoptozy [77]. W inicjacji nowotworéw skory pochodzenia naskor-
kowego istotng role odgrywa uszkodzenie DNA komorek przez promieniowanie
UV, szczegdlnie UV-B [70,78,79]. Promieniowanie UV-B prowadzi do zaburzenia
replikacji oraz transkrypcji w komoérkach organizmdéw zywych, zahamowania syn-
tezy bialek, co skutkuje rowniez zaburzeniem szlakéw energetycznych komorki
[23,80]. W powstaniu i progresji raka podstawnokomorkowego istotne znaczenie
majg mutacje zlokalizowane zaréwno w obrebie protoonkogendw, jak i gendw su-
presorowych [70,77].

1.2.3.4.1. Rola mutacji genu RAS w patomechanizmie raka
podstawnokomorkowego

W patogenezie raka podstawnokomoérkowego szczegolne znaczenie majg protoon-
kogeny, w tym rodzina genéw RAS, w skiad ktdrej wchodza H-RAS, K-RAS oraz
N-RAS. Bialka P21RAS, produkty genéw RAS, znajduja sie¢ na wewnetrznej po-
wierzchni blony komoérkowej i nalezg do tzw. bialek G, majacych zdolnos¢ wigzania
i hydrolizy guanozynotrifosforanu (GTP), przez co biorg udzial w aktywacji tancu-
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cha przekaznikdw wewnatrzkomadrkowych, ktéry odpowiada za regulacje procesow
wzrostu i réznicowania komorek [76].

Podczas transformacji nowotworowej dochodzi do mutacji punktowej genu
RAS. Nastepuje zamiana guaniny (G) na tymine (T) w ramce odczytu protoonko-
genu H-RAS, co w rezultacie prowadzi do zastapienia Gly znajdujacej sie¢ w biatku
kodowanym przez ten protoonkogen, przez Val, wystepujacg w biatku powstaja-
cym na matrycy onkogenu. Dochodzi do zablokowania wewnetrznej aktywnosci
GTPazowej bialka RAS, co przyczynia si¢ do cigglego pobudzania komorki do ko-
lejnych podzialéw mitotycznych. Oprécz skierowania komorek na droge aktywnej
proliferacji, powstala nieprawidtowos¢ w P21RAS stymuluje takze niekontrolowany
wzrost komorek, naciekanie okolicznych tkanek oraz nasilenie procesu angiogene-
zy [81].

Mutacja H-RAS, genu ktory bierze udzial we wczesnych etapach kancerogenezy
jest najczesciej ujawniajacy sie mutacja w nowotworach skory. Defekt w tym ge-
nie prowadzi do wzmozonej aktywnosci proliferacyjnej keratynocytéw i wynika
z nadmiernej ekspozycji na promieniowanie UV. Mutacje genu H-RAS w NMSC
powstaja w okolicach ciala szczegdlnie narazonych na dzialanie $§wiatfa stoneczne-
go, natomiast u 0s6b zamieszkujacych obszary o matym nastonecznieniu mutacja
ta stwierdzana jest rzadko [77].

Mutacje genu RAS w 10-40% przypadkéw przyczyniajg sie do powstania NMSC,
przy czym wiekszos$¢ z nich prowadzi do rozwoju SCC. Prawidlowos¢ ta jeszcze bar-
dziej ujawnia si¢ u pacjentow chorujacych na Xeroderma pigmentosum. Wowczas
mutacje genu RAS wystepuja az u 53% pacjentéw [70,82].

1.2.3.4.2. Rola mutacji w genie P53 w patomechanizmie raka
podstawnokomorkowego

Gen P53 nalezy do gendw supresorowych, majacych kluczowa role w powstawaniu
NMSC. U 50% chorych z BCC stwierdza sie¢ mutacje P53. W przypadku SCC mu-
tacje te s3 obecne az w 90% przypadkéw. Rowniez w zmianach przednowotworo-
wych, takich jak rogowacenie stoneczne i choroba Bowena potwierdzono obecnosé¢
mutacji P53 [83,84].

Prawidtowe bialko P53 uniemozliwia wejscie w cykl komérkowy komoérkom,
ktore majg uszkodzony materiat genetyczny. Ekspozycja komorek skory na promie-
niowanie UV wzmaga ekspresje zmutowanego biatka P53, co prowadzi do transfor-
macji nowotworowej i rozwoju NMSC [15,85]. Najwazniejsze s3 tu mutacje punk-
towe zmiany sensu, ktore zaburzajg tworzenie aktywnych tetrameréw biatka P53.
Istotne réwniez sg insercje, mutacje nonsensowne i delecje allelu P53 [86]. Od ro-
dzaju i miejsca powstalej mutacji zalezy funkcjonowanie zmutowanego biatka P53.
Jesli mutacja zlokalizowana jest w domenie bialka wiazacej si¢ z DNA, wowczas



34 1. Wstep

nastepuje deaktywacja biatka, a z tego wynika niezdolno$¢ do wigzania si¢ z DNA
i tym samym nastepuje zahamowanie transkrypcji genéw dla bialek docelowych.
Zmutowane biatko P53 moze nadal tworzy¢ kompleks z prawidtowym biatkiem
P53, jednak nie posiada juz mozliwosci specyficznego wigzania si¢ z DNA komorki,
przez co przestaje pelni¢ funkcje regulatora transkrypcji [6].

Promieniowanie stoneczne, bedace przyczyng powstania NMSC, najczesciej po-
woduje w genie P53 uszkodzenia w odcinkach wolnej naprawy DNA, najczesciej
w kodonach 175, 245, 248, 249 i 282. Zaistniate mutacje prowadza do utraty zdol-
nosci biatka P53 do specyficznego wigzania sie z czasteczkg DNA [87]. W zwigzku
z tym nastepuje zanik wpltywu P53 na proces apoptozy, zanik kontroli nad podzia-
fami komoérkowymi oraz naprawy uszkodzonego DNA [88]. W efekcie dochodzi
do kumulacji mutacji w genomie komorki, a nastepnie inicjacji procesu nowotwo-
rowego [6,71].

1.2.3.4.3. Rola szlaku sygnalowego Hedgehog w patomechanizmie
raka podstawnokomorkowego

W NMSC czesto dochodzi réwniez do zaburzenia funkcjonowania szlaku sygnato-
wego Hedgehog, ktéry odgrywa kluczows role w regulacji prawidtowego rozwoju
i proliferacji komorek. Biatka uczestniczace w szlaku Hedgehog kodowane sg przez
rodzing genéw Hedgehog oraz gen supresorowy PATCHED [89]. Udowodniono,
ze inaktywacja PTCH (ludzki homolog PATCHED) jest zjawiskiem powszechnym
w przebiegu raka podstawnokomorkowego skory [90].

Indukcja transdukcji sygnatu na drodze sonic Hedgehog rozpoczyna si¢ w blo-
nie komodrkowej, gdzie dochodzi do polaczenia si¢ biatka SHH z kompleksem re-
ceptorowym PATCHED(PTCH)/SMOOTHENED-SMO. Najwieksze powinowac-
two do SHH posiada PATCHED 1 (PTCH 1), bedacy jedng z izoform receptora
PATCH. Polgczenie si¢ SHH z receptorem PTCH prowadzi do rozpadu kompleksu
PTCH/SMOOTHENED-SMO, co powoduje aktywacje SMO. Kiedy biatko SHH
jest nieobecne, PTCH prowadzi do konstytutywnej supresji SMO, kiedy natomiast
SHH zostanie zaktywowane, nastepuje rozszczepienie w cytoplazmie biatek GLII,
GLI2 i GLI3. Powstale w tym procesie fragmenty proteinowe dostaja si¢ do jadra
komoérkowego i kontroluja proces proliferacji komoérkowej [91].

W prawidlowo funkcjonujacej $ciezce sygnalizacyjnej stymulacja biatka SMO
pod wplywem SHH wzmaga transkrypcje PTCH1I poprzez cykline B. Efektem tego
jest zahamowanie proliferacji komoérek w mechanizmie petli sprzezen zwrotnych
[91].

W warunkach patologicznych cytoplazmatyczne czynniki GLI nie ulegajg roz-
szczepieniu, tylko przedostaja sie do jadra komdrkowego i pobudzaja geny odpo-
wiedzialne za nieograniczong proliferacje komodrek na drodze mitotycznej. Proces
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nieprawidlowej aktywacji biatka SMO moze przebiega¢ dwukierunkowo. Z jednej
strony moze by¢ wynikiem mutacji inaktywujacych w genie PATCHED, z drugiej
natomiast mutacji typu gain of function genu SMO. W tym ostatnim przypadku
dochodzi do konstytutywnego pobudzania biatka SMO. Oprdcz opisanych tutaj
mechanizmoéw, wynikajacych z zaburzenia proceséw regulacyjnych, stwierdza sie
réwniez stalg blonowa nadekspresje biatka SHH, ktére kieruje komoérki nowotwo-
rowe do wejscia na droge niepohamowanej proliferacji [83,90,92].

W NMSC specyficzne polaczenie SHH z receptorem PTCH1 prowadzi do nad-
miernej stymulacji sygnalow jadrowych, w tym gtéwnie SMOOTHENED. Dodat-
kowo w wyniku interakcji wspomnianego liganda z receptorem PTCH]1 nastepuje
wzmozona ekspresja jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych typu palce cynkowe
(zinc finger) z rodziny GLI, w tym GLI1, GLI2 oraz GLI3 [93].

Jak wiadomo biatko PTCHI jest w stanie zahamowac¢ rozwdj nowotwordw sko-
ry, a zaburzenie jego funkcjonowania odgrywa kluczowa role w indukcji procesu
powstawania nowotworu. Potwierdzono udzial zaburzen PTCH1 w zebopochod-
nych guzach NBCCS [94].

Ponadto udowodniono, ze uszkodzenie PTCHI pod wplywem promieniowania
UV-B prowadzi do zwiekszonej ekspresji biatek cyklu komaérkowego, m.in. cykliny
Bi cykliny D - co potwierdza znaczenie promieniowania UV w etiologii powstawa-
nia nowotworéw skory [93].

W warunkach fizjologicznych bialko PTCH1 pelni funkcje negatywnego regula-
tora przej$cia komorki z fazy G, do S oraz G, do M i hamuje przebieg cyklu komor-
kowego wydtuzajac czas naprawy zaistniatych uszkodzen w materiale genetycznym.
W ten sposdb zapobiega on kumulacji powstatych btedéw i chroni organizm przed
rozwojem nowotworu. Osobliwoscig komorek stransformowanych nowotworo-
wo jest nadekspresja genu PATCHED i zaburzenie regulacji szlaku transdukcji sy-
gnalu na drodze $ciezki sonic Hedgehog. W okresie prenatalnym zjawisko to jest
pozytywne, gdyz ma istotne znaczenie w procesie powstawania i ksztaltowania sie
nowego organizmu, tymczasem w sytuacji patologicznej predysponuje do rozwoju
i progresji procesu powstawania nowotworu [83].

1.2.3.4.4. Rola cykliny D1 w patomechanizmie raka podstawnokomorkowego

W patogenezie powstawania nowotwordw, w tym raka podstawnokomorkowego
istotng role odgrywa zaburzenie ekspresji bialek kontrolujacych poszczegélne fazy
cyklu komérkowego [95]. Wystapienie mutacji w genach kodujacych jednostki re-
gulatorowe cyklinozaleznych kinaz serynowo-treoninowych (CDK), w tym gléw-
nie cykliny D1, cykliny A oraz cykliny B1, jest waznym czynnikiem prowadzacym
do destabilizacji genetycznej komorki, a tym samym do nieograniczonej prolifera-
cji [96]. Cyklina D1 jest biatkiem jadrowym, ktére aktywuje kinazy CDK4 i CDK6
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w pdznej fazie G, cyklu komorkowego. Utworzenie kompleksu cyklina D1-CDK4/6
prowadzi do fosforylacji P53 i PRB oraz zwiekszenia ekspresji czynnika transkryp-
cyjnego E2F. Efektem tego jest przejécie komorki z fazy G, do fazy S cyklu komérko-
wego. Amplifikacja genu PRAD (CCND1) kodujacego cykling D1 powoduje skroce-
nie fazy G, i odgrywa kluczows role w inicjacji procesu kancerogenezy [95].

Nadekspresje cykliny D1 stwierdzono w wigkszosci przypadkéw NMSC, co
wskazuje na jej istotne znaczenie w rozwoju i progresji raka podstawnokomorko-
wego. Potwierdzeniem tej teorii mogg by¢ badania przeprowadzone przez Lianga
i wsp. [95], ktdérzy wykazali obecno$¢ komorek cyklino D1-dodatnich w 54,3%
przypadkéw BCC. Dodatkowo potwierdzona zostala dodatnia korelacja pomiedzy
nasileniem jej ekspresji a stopniem agresywnosci raka podstawnokomoérkowego.
Cyklina D1 uznana zostata za marker ztosliwosci guza BCC [95].

W badaniach ekspresji cyklin w odmianie powierzchownej i guzkowej BCC,
stwierdzono znaczace nasilenie cykliny D1(+) w bioptatach pobranych od oséb
chorujgcych na odmiane powierzchowna BCC. Moze to $wiadczy¢ o nasileniu
uszkodzen naturalnych mechanizméw naprawczych w postaci powierzchownej
BCC oraz odmiennym mechanizmie powstawania obu typow histopatologicznych
raka podstawnokomorkowego [95].

Cyklina D1 odpowiada nie tylko za namnazanie si¢ komoérek i stymulacje wzro-
stu guza, ale bierze réwniez udzial w naprawie uszkodzen materialu genetycznego
komorki nowotworowej spowodowanych np. promieniowaniem jonizujacym, czy
tez zastosowang chemioterapig. Wykazano, ze mechanizm tego dzialania polega
na bezposrednim oddzialywaniu cykliny D1 z bialkami usuwajacymi zaistniate
nieprawidlowosci w materiale genetycznym komorki. Ich aktywacja prowadzi do
zmniejszenia wrazliwosci tkanki guza na zastosowane leczenie, w tym powszech-
nie stosowang radioterapi¢. Odkrycie tej istotnej wlasciwosci cykliny D1 moze po-
moc w zwalczaniu wielu nowotworéw, w tym raka podstawnokomorkowego skory.
Substancje hamujace aktywnos¢ cykliny D1 s obecnie na etapie badan klinicznych
[97].

W warunkach fizjologicznych cyklina A jest niezbedna do przejscia komorki
przez faze S cyklu komorkowego. Biatko to taczac si¢ z CDK2 steruje przebiegiem
syntezy DNA. Cyklina B1 wywiera istotny wplyw na faze G, w ktérej aktywny kom-
pleks cyklina B1/CDK1 jest odpowiedzialny za rozpad otoczki jadrowej, kondensa-
cje chromosomow i organizacje wrzeciona podzialowego, a tym samym pelni role
czynnika promujgcego mitoze [95]. Zaréwno w przypadku czerniaka, rogowacenia
kolczystokomorkowego, raka kolczystokomodrkowego i w chorobie Bowena wyka-
zano zwigkszong ekspresje cykliny A i B1 [96,98].
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1.2.3.4.5. Rola ekspresji podjednostki h'TR genu telomerazy
w patomechanizmie raka podstawnokomdrkowego

Telomeraza jest enzymem odpowiedzialnym za przeciwdzialanie starzeniu si¢ ko-
morek, nieograniczong proliferacje oraz nieSmiertelnos¢. Biatko to sktada sie z do-
meny odwrotnej transkryptazy (hTERT) i nici RNA (Herc/hTR). Ni¢ RNA pelni
role matrycy przy syntezie nowych koncéw chromosomu i warunkuje ekspresje
oraz aktywnos¢ telomerazy [99].

Badania przeprowadzone w biopatach skérnych pobranych od pacjentéw cho-
rych na raka podstawnokomoérkowego i kolczystokomoérkowego wykazaty zaleznos¢
pomiedzy zwiekszong ekspresja podjednostki hTR, a rozwojem tych rakéw skory.
Dodatkowo udowodniono, ze wzmozona aktywnos¢ transkrypcyjna hTR koreluje
ze zlodliwoscig tych guzéw. Badania wykazaly, ze wyzszy poziom ekspresji genu h'TR
w komorkach raka kolczystokomdrkowego jest odpowiedzialny za wigksza stymu-
lacje telomerazy w poréwnaniu z rakiem podstawnokomoérkowym. Mozna zatem
podejrzewa¢, ze nadekspresja genu hTR odgrywa wazng role w powstawaniu bar-
dziej ztosliwego fenotypu raka skory [100].

1.2.3.4.6. Rola ekspresji bialka KI-67 i p kateniny w patomechanizmie raka
podstawnokomorkowego

Przeciwcialo monoklonalne KI-67 jest bialkiem jadrowym, ktérego obecnos¢
stwierdza sie¢ we wszystkich fazach cyklu komdrkowego. Ekspresja KI-67 w ko-
morce wzrasta poczawszy od fazy G, i osigga maksymalny poziom w fazie G,i M.
Wyjatek stanowi faza spoczynku G, w ktdrej nie wykazano obecnosci tego biatka.
KI-67 moze by¢ zatem markerem stuzacym do oznaczania tempa wzrostu i progre-
sji nowotworu [87].

Badania dotyczace udziatu bialka KI-67 wskazuja na znaczny wzrost ekspresji
tego bialka w BCC, siegajacy nawet 80% przypadkéw [101]. Zwigkszony poziom
KI-67 wykazuje silng korelacje ze stopniem zlosliwosci postaci powierzchownej
i guzkowej BCC, co stanowi dowdd istotnej roli KI-67 w patogenezie raka podstaw-
nokomorkowego skory [87].

Podobne badania dotyczyty p-kateniny, ktéra w prawidlowych komoérkach na-
skorka zlokalizowana jest w blonie komdrkowej. 3-katenina wigze sie z domeng cy-
toplazmatyczng E-kadheryny, przez co odgrywa gtéwna role w adhezji komdrkowej
[102].

Oprocz tego kompleks tych dwoch czasteczek bierze udziat w przekazywaniu sy-
gnaléw miedzykomdrkowych uczestniczacych w procesie onkogenezy. Zaburzenia
ekspresji tego kompleksu mogg by¢ zwiazane z progresja raka podstawnokomorko-
wego oraz przyczyniaja sie do nasilenia aktywnosci migracyjnej komorek i zdolno-
$ci BCC do tworzenia przerzutéw [103].
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Rodzaj ekspresji B-kateniny zalezy od typu histopatologicznego raka podstaw-
nokomodrkowego. W odmianie twardzinopodobnej i naciekajacej stwierdzono
brak ekspresji blonowej tego biatka z jednoczesng obecnoscig - kateniny w jadrze
komoérkowym, co skutkuje wigkszg inwazyjnoscig i proliferacjg tych postaci guza.
W praktyce klinicznej rzeczywiscie sa one uwazane za bardziej agresywne, co po-
twierdza prawdziwos¢ uzyskanych wynikow. Ekspresja 3-kateniny w postaci po-
wierzchownej i guzkowej BCC nie wykazuje rdznic, co prawdopodobnie wigze si¢
z mniejszg inwazyjnoscig obu tych postaci BCC [80,103].

1.2.3.4.7. Rola COX-2 w patomechanizmie raka podstawnokomorkowego

Cyklooksygenazy to grupa enzymoéw katalizujacych synteze prostaglandyn. Zna-
ne s3 dwie gléwne izoformy cyklooksygenazy: COX-1 i COX-2, ale potwierdzona
zostala takze obecnos¢ tzw. formy mozgowej COX-3. COX-1 jest syntetyzowana
konstytutywnie, gen dla tego bialka zlokalizowany jest na chromosomie 9. COX-2
jest enzymem indukowanym (czesto przez czynniki prozapalne i proonkogenne),
lecz w niektérych tkankach moze wystepowac konstytutywnie. Ekspresja COX-2
ma miejsce w: nablonku oskrzeli, osrodkowym ukladzie nerwowym, w macicy,
komorkach stopowatych w nefronie i srédbfonku naczyn nerkowych. Aktywnos¢
tej izoformy powoduje obnizenie poziomu bélu zwigzanego z reakcjami zapalnymi
[104,105].

COX -2 jest obecna zaréwno w zdrowej skorze, w fagodnych rozrostach naskorka
a takze w nowotworach zlosliwych skory [69]. COX-2 ulega ekspresji réwniez w in-
nych rodzajach nowotwordw, a poziom ekspresji, koreluje z ich inwazyjnoscig. Fakt
ten wskazuje na to, ze COX-2, ulegajaca ekspresji w komorkach nowotworowych,
spelnia istotng role zardwno w rozwoju, jak i progresji guza [106,107,108,109].

Promieniowanie UVB powoduje zwigkszong synteze prostaglandyny E2 (PGE2)
oraz zwigkszong ekspresje COX-2 [110]. Przewlekta aktywacja komorek zapalnych
zwigksza synteze mediatorow w trakcie reakeji zapalnej. Jednym z takich mediato-
row jest wlasnie COX -2, ktéra katalizuje synteze cytokin zapalnych i prostaglandyn.
COX-2 moze réwniez hamowa¢ komdrkowo zalezng odpowiedz immunologiczng
i promowa¢ angiogeneze [110]. Wykazano, ze poziom ekspresji COX-2 koreluje
z angiogeneza w roznych typach BCC [45,86,111]. Badano zwigzek pomigdzy eks-
presja COX-2 a ekspresjg biatka P53 [112,113] i uzyskano sprzeczne wyniki. Kim
i wsp. [113] twierdza, ze ekspresja COX-2 nie koreluje z ekspresjg P53, natomiast
Chen i wsp. [112] wykazali korelacje pomiedzy tymi biatkami. Wyzszy poziom eks-
presji COX-2 jest zwigzany zaréwno z tworzeniem nowych naczyn, jak i z gteboko-
$cig naciekania raka BCC [114]. Wykazano réwniez, ze makrofagi zwigzane z BCC
moga aktywowaé COX-2, co zwieksza inwazje i angiogeneze. Udowodniono, ze
zahamowanie syntezy prostaglandyny E2 przez inhibitory COX-2 i niesteroidowe
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leki przeciwzapalne, czgsciowo zapobiega nowotworom skoéry indukowanym przez
promieniowanie UV [115].

Rola COX-1 i COX-2 w patogenezie BCC zostala opisana na mysim modelu,
a potem takze w badaniach klinicznych u ludzi [116]. Ekspresja COX-2 jest istotnie
wyzsza w naciekajacym typie BCC w poréwnaniu z guzkowym i powierzchownym.
Ponadto, ekspresja COX-2 jest istotnie wyzsza w nawracajacych BCC w poréwna-
niu do pierwotnych rakéw BCC typu naciekajacego, co sugeruje zwigzek z agre-
sywnym fenotypem raka [57]. Wykazano, ze ekspresja COX-2 rdzni si¢ w tkance
zdrowej i zmienionej nowotworowo w przebiegu BCC. Mozna zatem sugerowac, ze
COX-2 mogloby postuzy¢ jako marker odrézniajacy tkanke guza od tkanki zdrowej
przy zabiegu chirurgicznym usuniecia guza BCC [57,117].

1.2.3.4.8. Rola apoptozy w rozwoju raka podstawnokomorkowego

Zaburzenie procesu apoptozy ma wazne znaczenie w inicjacji i dalszym rozwoju
nowotworu. Aktywnos¢ apoptozy w nowotworach nie stanowi czynnika réznicu-
jacego zlosliwos¢ nowotworu [118]. Jednak w przypadku agresywniejszej formy
raka podstawnokomoérkowego proces apoptozy wykazuje wieksza intensywnos$¢
(BCC2) niz w formie tagodniejszej (BCC1). Potwierdzily to analizy dotyczace eks-
pansywnosci obu tych postaci raka podstawnokomorkowego. Wykazaly one, ze ni-
ski wskaznik apoptozy w formie fagodniejszej przeklada sie na pozytywny wskaznik
prognostyczny regresji choroby [118].

1.2.3.4.9. Angiogeneza w rozwoju i progresji raka podstawnokomorkowego

Angiogeneza jest niezwykle waznym zjawiskiem w rozwoju i progresji raka pod-
stawnokomorkowego. Najlepiej poznanym genem bioracym udzial w tym procesie
jest gen P53. Powstanie mutacji w P53 prowadzi do wystapienia fenotypu angiogen-
nego w komorkach nowotworowych, czego efektem jest zablokowanie aktywnosci
kodowanego przez niego biatka. Zniesienie funkcji supresorowej P53 wplywa desta-
bilizujaco na czynnik wzrostu srédblonka VEGF oraz trombospondyne-1 [119].

VEGF - czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowego jest jednym z najwazniej-
szych czynnikéw proangiogennych. Gen VEGF znajduje si¢ na chromosomie 6
i skfada si¢ z 8 ekson6w oraz 7 intronéw [120]. Koduje on zasadowa homodimerycz-
ng glikoproteing, bedaca mediatorem podziatéw mitotycznych srodblonka naczyn
tetniczych, zylnych i limfatycznych. Wykazano, ze istnieje co najmniej pig¢ izoform
tej cytokiny; sg to: VEGF-A, VEGE-B, VEGF-C, VEGF-D i VEGF-E. Czynniki A,
B, E oraz PGF uczestniczg w tworzeniu naczyn krwionosnych, natomiast pozosta-
te biorg udzial w powstawaniu naczyn limfatycznych. Wszystkie izoformy VEGF
wigzane sg przez trzy specyficzne receptory: VEGFR-1, VEGFR-2 oraz VEGFR-3
[121].
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Wykazano, ze w tkance nowotworowej kluczowg role w procesie angiogenezy
odgrywa FGF-b. Oprécz wymienionych wczesniej funkeji, czynnik ten stymulu-
je réwniez proliferacje i migracje fibroblastow oraz zwigksza zawartos¢ kolagenu,
proteoglikandw, a takze kwasu hialuronowego w guzie. Proteoglikany razem z akty-
wowanymi przez FGF-b integrynami i kadherynami, sg niezbednymi sktadnikami
potrzebnymi do tworzenia nowych naczyn krwiono$nych.

Po zwigzaniu sie receptorow VEGFR i FGFR ze swoimi ligandami dochodzi do
aktywacji enzymow proteolitycznych — metaloproteinaz (MMPs). Enzymy te pro-
wadzg do degradacji btony podstawnej umozliwiajagc migracje komoérek srodbton-
ka. W kolejnym etapie angiogenezy biorg udziat integryny a i 3, ktére utatwiajg ad-
hezje i migracje komorek srodbtonka [20]. W nastepnej fazie angiogenezy zachodzi
proliferacja komorek $rédblonka z wytworzeniem rurkowatych struktur naczynia
krwiono$nego. Na samym korncu nastepuje dojrzewanie komoérek srodbtonka, sta-
bilizacja naczynia zachodzaca przy udziale angiopoetyny-1 oraz modulowana przez
plytkowy czynnik wzrostu (PDGEF-BB) rekrutacja komorek przydanki [122].

W rozwoju raka podstawnokomorkowego podkresla si¢ role dwoch mechani-
zmow. Pierwszy z nich indukuje VEGF-zalezng angiogeneze w wyniku mutacji on-
kogendw i gendéw supresorowych. W tym przypadku najwazniejszg role odgrywa
gen P53 [122]. Swiadcza o tym badania, w ktérych udowodniono, ze wprowadzenie
do komoérek nowotworowych prawidlowej wersji genu P53 uniemozliwia ekspresje
genu VEGF [81]. Wynika to z faktu, Ze dzikie bialko P53 jest represorem transkryp-
¢ji czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego.

Nastepnym kierunkiem dzialania zmutowanej formy P53 jest zniesienie aktyw-
nosci genu trombospondyny-1, wielofunkcyjnej glikoproteiny wystepujacej w ma-
cierzy pozakomoérkowej. W warunkach fizjologicznych biatko to wptywa hamujaco
na proliferacje i migracje komorek $rodblonka naczyn. W przypadku zmniejszenia
poziomu dzikiego biatka P53, ilo§¢ trombospondyny-1 takze maleje. Zahamowa-
nie syntezy trombospondyny-1 przyczynia si¢ do stymulacji podziatéw komorek
naczyn lezacych w poblizu guza i pobudza ekspresje genéw kodujacych hormony,
czynniki wzrostu oraz interferony. Pod wptywem wymienionych powyzej przemian
nastepuje wzmozona angiogeneza, co umozliwia szybki wzrost tkanki nowotworo-
wej i tworzenie naciekéw [119,122].

W regulacji transkrypcji genu VEGF w komoérkach nowotworowych wazng role
odgrywa réwniez hipoksja, podczas ktorej dochodzi do syntezy czynnika induko-
wanego hipoksja (HIF-1). Biatko to sklada si¢ z podjednostek alfa i beta [121]. Gdy
ilos¢ tlenu w tkankach jest prawidlowa, czynnik ten jest nieaktywny, gdyz jego pod-
jednostka alfa jest degradowana w komorce na drodze ubikwityzacji. Mechanizm
ten polega na hydroksylacji proliny 402 i 554 podjednostki alfa, dzieki czemu moze
przylaczy¢ sie w to miejsce bialko von Hippel-Lindau (VHL) bedace produktem
genu supresorowego VHL. Do powstatego w ten sposdb kompleksu dotacza si¢ na-
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stepnie czasteczka ubikwityny. Przy niedoborze tlenu w guzach nowotworowych
przebieg opisanego tu procesu jest zaburzony, poniewaz HIF-a nie jest degradowa-
ny na drodze ubikwitynizacji. Podjednostka ta dostaje si¢ do jadra komérkowego,
gdzie wigze sie z podjednostka beta i tworzy aktywng forme czynnika transkrypcyj-
nego. W tym etapie dochodzi do indukgji transkrypcji genu VEGF. W komorkach
nowotworowych stwierdza si¢ takze mutacje supresorowego genu VHL. Kodowane
przez niego biatko nie przylacza sie do HIF-a, co réwniez powoduje pobudzenie
genu VEGF [121].

Do niedawna wiadomo bylo, ze VEGF w drodze interakeji ze swoimi recep-
torami stymuluje komorki srodblonka do proliferacji i tworzenia nowych naczyn
krwiono$nych [121]. Ostatnie badania przebiegu tego procesu dostarczyty nowych
informacji na temat mechanizmoéw, dzigki ktorym VEGF ma mozliwos¢ regulacji
wzrostu tkanki nowotworowej [120]. Ma to zwigzek z odkryciem nowego receptora
dla VEGE neuropiliny-1. Wykazano, Ze czynnik na skutek zwigzania sie ze swoimi
receptorami ma wplyw na zwigkszenie masy guza, dzieki dostarczeniu poprzez po-
wstale naczynia krwionosne substancji odzywczych, tlenu oraz czynnikéw wzrostu.
Czynnik ten dzigki specyficznemu oddzialywaniu z neutrofiling-1 stymuluje po-
dzialy komoérek macierzystych naskodrka, inicjujac tym samym rozwdj raka pod-
stawnokomorkowego. Oprocz tego neuropilina-1 aczac sie z wydzielanym przez
komorki macierzyste guza VEGF powoduje nasilenie ich aktywnos$ci. Konsekwen-
cja tego jest promowanie proliferacji komorek oraz jeszcze wigkszy wzrost guza.
Przedstawione tu prawidtowosci moga mie¢ w przysztosci istotne znaczenie dla le-
czenia raka podstawnokomorkowego skory [77,120].

1.2.3.5. Diagnostyka raka podstawnokomdrkowego

Rak podstawnokomodrkowy skory zazwyczaj bywa rozpoznany w czasie badania
podmiotowego pacjenta. Makroskopowa ocena guza, badanie dermatoskopem, po-
aczone z wywiadem, dajg trafne rozpoznanie w wiekszosci przypadkéw. Popraw-
nos$¢ postawionej diagnozy potwierdza zawsze diagnostyka histopatologiczna, kté-
ra jednoczesnie pozwala wybra¢ schemat dalszego sposobu leczenia. Ciagle jeszcze
spotykane sg przypadki zaawansowanych postaci BCC, zmian obecnych od wielu
lat, a wowczas niezbedne jest uzupelnienie diagnostyki o badania obrazowe, takie
jak zdjecia RTG, tomografia komputerowa czy rezonans magnetyczny, pozwalajace
na oceng stopnia destrukeji przylegtych tkanek [52].

1.2.3.6. Leczenie raka podstawnokomdrkowego

Mozliwosci leczenia nowotwordw skory sa wieksze niz w przypadku nowotworéw
narzagdow wewnetrznych. W wyborze metody brane sg pod uwage takie czynniki
jak: odmiana histopatologiczna, umiejscowienie, wielko$¢ guza i glebokos¢ nacieku,
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stopien zajecia tkanek przylegajacych do zmiany oraz ogdlny stan chorego. Brane
s rowniez pod uwage takie czynniki jak zachowanie funkcji leczonej czgsci ciala,
mozliwy do osiagniecia efekt kosmetyczny oraz koszt leczenia [68,123].

Biorgc pod uwage stopien zaawansowania BCC stosuje si¢ metody bardziej lub
mniej inwazyjne. Do bardziej radykalnych metod nalezy resekcja guza oraz chi-
rurgia kontrolowana mikroskopowo Mohsa, co umozliwia histopatologiczng ocene
guza [59,124,125,126], a takze kriochirurgie, tyzeczkowanie z kauteryzacja (elektro-
desykacja) i laseroterapie.

Metody te sg oparte na wycieciu lub zniszczeniu zmiany. Do metod zachowaw-
czych leczenia BCC zalicza si¢ radioterapie, terapie fotodynamiczng (miejscowq fo-
tochemioterapi¢) i immunoterapi¢ [68]. Mozliwa jest rdwniez miejscowa farmako-
terapia z zastosowaniem preparatow zawierajgcych Imiquimod lub 5-fluorouracyl,
a takze farmakoterapia doustna z zastosowaniem Vismodegibu [127,128,129]. Kaz-
da z metod daje dobre efekty terapeutyczne, jednak najczesciej zalecang metoda
jest usuniecie chirurgiczne (najefektywniej technikg Mohsa). Dzieki tej metodzie
mozliwe jest okreslenie marginesu zdrowej tkanki, co minimalizuje ryzyko nawro-
tu nowotworu [46,68,124]. W duzej liczbie przypadkéw leczenie chirurgiczne lub
radioterapia sg w stanie zapewni¢ zadowalajace efekty leczenia. Ciggle jednak po-
szukiwane s3 nowe metody leczenia wykorzystujace podtoze molekularne rozwoju
raka BCC.

Chirurgia onkologiczna to najbardziej uniwersalna metoda leczenia raka pod-
stawnokomorkowego skory. Znajduje ona zastosowanie w przypadku ognisk pier-
wotnych BCC o wielko$ci ponizej 3 cm, natomiast nie moze by¢ stosowana w celu
usuniecia guzéw nawrotowych. Metoda ta polega na resekcji guza z marginesem
tkankowym réznej wielkosci, przecietnie od 3 do 4 mm. W przypadku BCC o wy-
sokim ryzyku wznowy, margines ten powinien by¢ wiekszy, zwykle wynosi on
5-6 mm. Wykonana za pomocg mikroskopu weryfikacja pobranego wycinka tkanki
nowotworowej umozliwia zastosowanie wlasciwej techniki zabiegu operacyjnego.
Badanie histologiczne wykonane $rodoperacyjnie umozliwia ocene resekcji guza.
Natomiast ocena mikroskopowa usunietej zmiany po zabiegu pozwala potwierdzi¢
typ guza i kompletno$¢ resekcji [49]. Po zastosowaniu chirurgii onkologicznej re-
gresja choroby u pacjentéw z BCC wynosi 90%, a przy guzach o $rednicy ponizej
2 cm nawet 98% [49,59,130,131]. W przypadku szczegolnie duzych, naciekajacych
guzdéw BCC stosowane sg chirurgiczne wyciecia wraz z rekonstrukcja [46].

Metoda charakteryzujaca sie bardzo duzg skuteczno$cig oraz niska czestoscia
nawrotow jest chirurgia mikrograficzna Mohsa (MMS) [125]. Technika ta zostata
opracowana w 1941 roku przez Fryderyka Mohsa i do tej pory daje najlepsze wy-
niki w usuwaniu nowotwordw skory. Zabieg wykonany tg metoda zapewnia pelng
kontrole histopatologiczng obrzeza usunigtej zmiany nowotworowej oraz catkowitg
resekcje guza, przy minimalnym ubytku zdrowych tkanek i jest traktowany jako
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postepowanie z wyboru, szczegdlnie przy guzach o agresywnym wzroscie, dajacych
duze prawdopodobienstwo nawrotu. Efekty takie uzyskuje sie dzieki delikatnemu
wylyzeczkowaniu guza, a nastepnie wycieciu tkanki guza bez uszkodzenia prawi-
diowej tkanki, ktdrg natychmiast bada si¢ pod mikroskopem, w celu wykazania
braku ognisk mikroinwazji. Chirurgia wedtug Mohsa zarezerwowana jest dla resek-
¢ji trudnych postaci nowotwordw, w krytycznych umiejscowieniach (nos, powieki,
malzowina uszna, wargi, palce, narzady piciowe), w nawrotach, po zastosowaniu
radioterapii, a takze kiedy konieczna jest reoperacja po nieskutecznym zabiegu chi-
rurgicznym. Wedtug danych okres 5-letniej wyleczalnosci, bez widocznej wznowy
wynosi powyzej 95% [49], a niektdére zrodla moéwia nawet o 99% [130]. Niestety
pomimo podanych tutaj zalet chirurgia mikrograficzna Mohsa jest metodg bardzo
powolna, zmudng i wymagajacg duzego doswiadczenia osoby wykonujacej zabieg.
Ponadto zastosowanie tej techniki wigze sie z bardzo duzymi kosztami, dlatego wie-
le osrodkéw nie ma warunkéw do jej stosowania [49,59,132].

Najczesciej wykorzystywanym zabiegiem po chirurgicznym wycieciu zmiany
jest elektrokoagulacja lub lyzeczkowanie z kauteryzacja (elektrodesykacja) (curat-
tage and electrodessication). W pierwszym etapie tego zabiegu guz usuwa si¢ w znie-
czuleniu ogdlnym za pomocg ostrego narzedzia, z marginesem od 2 do 4 mm pra-
widlowej tkanki. Nastepnie dzieki zastosowaniu metody kauteryzacji dochodzi do
zniszczenia glebiej potozonych warstw skory do okoto Imm. W zaleznosci od wiel-
kosci guza schemat ten powtarza si¢ do trzech razy. Metoda tyzeczkowania z elek-
trodesykacjg nalezy do bardzo skutecznych, a wyleczalno$¢ pacjentéw, przy zasto-
sowaniu tej metody, chorujacych na raka podstawnokomorkowego skory, waha sie
w granicach od 90 do 98% [124].

W usunieciu zmian nowotworowych raka podstawnokomdrkowego stosuje
sie rowniez nalezgcg do technik ablacyjnych kriochirurgie. Metoda ta polega na
zastosowaniu cieklego azotu w celu zamrozenia, a nastepnie samoistnego odmro-
zenia docelowej tkanki guza. Aplikacja cieklego azotu ma na celu wytworzenie,
w tkance guza i w marginesie zdrowej tkanki, temperatury od -50°C do -60°C.
Ciekly azot jest dozowany z odleglosci 1-3 cm od ogniska chorobowego. Znacz-
ne réznice w ilosci wykonywanych zabiegéw oraz czasie ich trwania zwigzane sg
z glebokoscig guza, jego wielkoscig oraz szybkoscig pojawienia sie specyficznej
otoczki na obwodzie zmiany nowotworowej (tzw. efekt halo). Kriochirurgia wy-
korzystywana jest najczesciej w leczeniu guzéw BCC o niskim prawdopodobien-
stwie nawrotu. Kriochirurgia nalezy do terapii charakteryzujacych sie wysokim
stopniem wyleczalnosci, ktory siega nawet 99% u pacjentéw z rakiem podstawno-
komoérkowym. Wadj tej metody jest powstawanie pozapalnych zmian barwniko-
wych i hipertroficznego rogowacenia tkanki w rejonie poddanym kriochirurgii.
Bezposrednio po zabiegu tworzy sie takze wypelniony osoczem pecherz, ktory
znika po tygodniu, niemniej jest bardzo bolesny [49,59,132]. Obie te metody nie



LL 1. Wstep

daja jednak mozliwosci histopatologicznej oceny zmiany, zatem konieczne jest
wczesniejsze badanie histopatologiczne, celem potwierdzenia typu guza i kwalifi-
kacji do wykonania powyzszych metod [52].

Laseroterapia jest metoda rzadko stosowang, mozna ja bowiem stosowac jedynie
do usuwania guzéw o niewielkich rozmiarach, zlokalizowanych powierzchownie.
Istotna jest wczesniejsza ocena histopatologiczna, aby wykluczy¢ prawdopodobien-
stwo nawrotu nowotworu zwigzane z nieprawidlowym rozpoznaniem typu guza.
Nie jest mozliwe wykonanie ablacji laserem przy zlokalizowaniu guza na powiekach
i w okolicy oczu [12].

Radioterapia jest metoda leczenia zalecang u tych pacjentéw, ktérzy nie moga
poddac sie operacji z powodu zfego stanu zdrowia (choroby serca, zaburzenia krze-
pliwosci krwi) lub podesziego wieku. Metoda ta jest szczegdlnie polecana w przy-
padku guzéw w centralnej czesci twarzy, w obrebie nosa, warg i powiek. Usuniecie
chirurgiczne takich guzéw wiaze si¢ z powaznymi defektami kosmetycznymi i ko-
niecznoscia zastosowania dodatkowych zabiegdéw rekonstrukcyjnych. Wskazaniem
do radioterapii pooperacyjnej sg zdiagnozowane pozytywne marginesy, a takze na-
ciek guza do chrzastek, kosci i migs$ni oraz zajecie nerwow. Leczenie za pomocg ra-
dioterapii polega na napromieniowaniu zmian nowotworowych promieniowaniem
jonizujacym i efektywnym ich zniszczeniu. Istnieje kilka réznych technik takiego
dziatania. Gléwne z nich to teleradioterapia (radioterapia zewnetrznymi wigzkami
promieniowania — EBRT) i brachyterapia (BT). W teleradioterapii efekt terapeu-
tyczny uzyskiwany jest dzigki zastosowaniu promieniowania czastkowego lub foto-
nowego pochodzacego z przyspieszaczy liniowych, gammatronéw, cyklotronéw lub
betatronéw. Tymczasem brachyterapia polega na napromieniowaniu tkanki guza
przez wykorzystanie promieniowania czastkowego lub fotonowego, ktdrego zro-
dfem jest rozpad izotopéw promieniotworczych. Izotopy te moga by¢ umieszczone
wewnatrz guza (brachyterapia $srédtkankowa) lub w jego sasiedztwie (brachyterapia
kontaktowa). W zaleznosci od zastosowanej metody radioterapii oraz stanu chore-
go istnieje wiele réznych schematéw leczenia raka podstawnokomorkowego skory.
Najczesciej terapie prowadzi si¢ w 10-frakcjonowanych dawkach po 50-60 Gy przez
4-8 tygodni. Dobry efekt kosmetyczny uzyskuje si¢ natomiast przy zastosowaniu
radioterapii w dawkach frakcyjnych 2-3 Gy [133].

Powiklania radioterapii sg zalezne od wielko$ci zmiany nowotworowej, moze to
by¢ martwica tkanek miekkich, ktéra rozwija si¢ u 5% chorych poddanych radio-
terapii, martwica kosci natomiast pojawia si¢ u 1% chorych leczonych ta metoda
[134]. Mozliwe s3 réwniez takie powiklania jak atrofia i wystepowanie przebar-
wien skory, a takze teleangiektazje [133]. Wyniki obserwacji dla 10-letnich miej-
scowych wyleczen raka podstawnokomorkowego, zlokalizowanego w okolicy warg,
nosa i powiek wynosza 98% dla guzéw o $rednicy ponizej 2 cm, 79% dla guzéw
o $rednicy 2-5 cm, natomiast dla guzéw przekraczajacych 5 cm - 53% [133]. Sredni
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wskaznik nawrotéw BCC po leczeniu przy uzyciu radioterapii wynosi 8,7%, a wiec
jest wyraznie wiekszy od wskaznika dotyczacego terapii Mohsa [49,59,61,135]. Ra-
dioterapia nie jest zalecana u chorych ponizej 50. roku zycia, poniewaz mozliwy
jest gorszy efekt kosmetyczny; wzrasta takze ryzyko rozwoju guzéw indukowanych
promieniowaniem jonizujacym [133,134].

Oproécz wyzej przedstawionych metod leczenia raka podstawnokomorkowego
skory mozliwa jest rowniez terapia fotodynamiczna, ktéra jest szczegdlnie skutecz-
na w przypadku odmiany powierzchownej BCC. Metoda ta nie jest jednak czesto
wykorzystywana ze wzgledu na czasochtonnos¢ leczenia i dyskomfort pacjenta
z powodu dolegliwosci bolowych w czasie naswietlania. W miejscowej fotochemio-
terapii stosuje sie¢ kwas metyloaminolewulinowy [136]. Nie stosuje sie tej metody
dla guzéw o duzych rozmiarach gleboko naciekajgcych. Zaobserwowano wieksza
ilo§¢ wznéw nowotworu w przypadku fotochemioterapii w stosunku do resekgji
chirurgicznej [136].

Od kilku lat stosowany jest silny lek immunomodulujacy o nazwie Imiquimod
[128,137]. Terapia tym lekiem daje najlepsze rezultaty w leczeniu powierzchownych
postaci BCC [59]. Imiquimod jest preparatem aktywujacym cytotoksyczne komor-
ki T przeciwko komérkom nowotworowym, poprzez wigzanie si¢ z powierzch-
niowym receptorem Toll 7 i/ lub Toll 8 leukocytéw [138]. Imiquimod moduluje
odpowiedz immunologiczng zwigzang z dzialaniem komorek dendrytycznych
i monocytéw, indukuje interferon a [52]. Jednak przy zastosowaniu tej metody
mozliwe jest niepelne wyleczenie i pojawienie si¢ nawrotéw nowotworu. Gtéwnymi
skutkami ubocznymi odnotowanymi w trakcie 5-letniej terapii byly rumien, strupy,
bdl, objawy grypopodobne i owrzodzenia [138]. W niektdrych przypadkach objawy
te mialy bardzo ciezki przebieg [59,128].

Innym preparatem stosowanym miejscowo w leczeniu raka podstawnokomor-
kowego skory jest 5-fluorouracyl. Lek ten nalezy do antymetabolitéw pirymidyno-
wych hamujgcych synteze DNA. Obecnie jednak 5-fluorouracyl nie jest zalecany
jako lek pierwszego rzutu u pacjentéw z BCC [132].

W stadium badan klinicznych sa metody oparte na wstrzykiwaniu do tkanki
guza interferonu-a 2b i interferonu-p-1a [139].

Poznanie molekularnych podstaw wzrostu i réznicowania si¢ komorek, apopto-
zy i inwazji guzéw nowotworowych, pozwali na bardzo precyzyjny, oparty na od-
dzialywaniach czasteczkowych, wybdr leczenia konkretnej zmiany nowotworowe;j.
Poznane mechanizmy zaburzen szlakdw sygnalowych, takich jak szlak EGFR (szlak
receptora dla kinazy tyrozynowej) i szlaku Hedgehog sa wykorzystywane do opra-
cowania celowanej terapii przeciwnowotworowej [119].

Ze wzgledu na rozliczne funkgje, jakie w komorce spetnia EGFR, takie jak ak-
tywacja apoptozy, roznicowania sie komorek, naprawy DNA w komorkach, a tak-
ze adhezji komorkowej i proliferacji komorek nowotworowych, nalezy sadzi¢, ze
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zablokowanie farmakologiczne tego receptora pozwoli na efektywne zahamowanie
rozrostu guza [119]. Receptor EGFR moze zosta¢ zablokowany przez przeciwciata
monoklonalne (cetuksymab, panitumumab, matuzumab), a takze przez drobnocza-
steczkowe inhibitory kinazy tyrozynowej (TKI) np. gefitinib i erlotinib [119].

W patogenezie raka podstawnokomadrkowego wystepuja rowniez mutacje inak-
tywujace w genie PATCHED, co powoduje aktywacje bialek SMO, ktore wykazuja
bardzo duzg aktywnos¢ w tych nowotworach ztosliwych, w ktorych jest zaangazo-
wany szlak sygnalowy sonic Hedgehog. Preparat GDC-0449, ktory jest inhibitorem
biatka SMO stosowany jest jako skuteczny lek w zaawansowanych, nieoperacyjnych
postaciach BCC. Preparat GDC- 0449 jest testowany klinicznie, ze wzgledu na sze-
reg pozytywnych aspektow, takich jak dobra odpowiedz kliniczna i dtugi czas utrzy-
mywania sie tej odpowiedzi, a takze niewielkie dzialania niepozadane [140,141].

Innym drobnoczasteczkowym inhibitorem szlaku Hedgehog jest Vismodegib
[129]. Lek ten, podawany doustnie, jest wskazany do stosowania u dorostych, u kté-
rych stwierdzono: objawowego raka podstawnokomorkowego z przerzutami; miej-
scowo zaawansowanego raka podstawnokomorkowego niespelniajacego kryteriow
leczenia chirurgicznego lub radioterapii.

Przekazywanie sygnalow szlakiem Hedgehog poprzez biatko SMO prowadzi
do aktywacji i lokalizacji w jadrze komérkowym czynnikéw transkrypcyjnych GLI
oraz indukgeji docelowych genéw szlaku Hedgehog. Wiele z tych gendéw odgrywa
role w proliferacji, przezyciu oraz réznicowaniu komoérek. Vismodegib wigze sie
z biatkiem SMO i hamuje jego funkcje, tym samym prowadzac do zablokowania
transdukgji sygnalu przekazywanego szlakiem Hedgehog. Pozwolenie na dopusz-
czenie do obrotu dla tego preparatu zostato udzielone warunkowo [129].

Przeprowadzono Kkliniczne préby nastrzykiwania guzéw BCC DNAzymem
[142]. DNAzym Dz13 jest skierowany specyficznie przeciwko matrycowemu RNA
(mRNA) genu JUN [143]. DNAzymy sg syntetycznymi pojedynczoniciowymi oli-
gonukleotydami, wykazujacymi aktywnos¢ katalityczng [144]. Poprzez komple-
mentarne dopasowanie si¢, czasteczki te wiaza i rozszczepiajg docelowe mRNA,
w obszarach flankujacych, co prowadzi do reakcji deestryfikacji [145]. DNAzymy
réznig sie od rybozymoéw i matych interferujagcych RNA tym, ze skladaja si¢ w ca-
tosci z DNA, a nie RNA i z oligonukleotydéw antysensownych, poniewaz zawieraja
domene katalityczng. Transgeniczne myszy nie posiadajace genu JUN nie s nara-
zone na nowotwory skory [146]. GIéwnymi regulatorami ekspresji C-JUN sg GLI1
i GLI2, ktore sg kluczowymi czynnikami transkrypcji w szlaku Hedgehog [145].
Ekspresja C-JUN w zdrowych tkankach jest bardzo niska. Ekspresja tego genu zna-
czaco wzrasta w wielu chorobach, a m.in. w guzie BCC, co stanowi wlasciwe miejsce
docelowe dla dziatania Dz13. Badania przedkliniczne przeprowadzono na myszach,
szczurach i matpach w rakach BCC, SCC, czerniaku oraz raku piersi i prostaty. Oka-
zalo sie, ze iniekcja Dz13 do guza BCC byla bezpieczna i dobrze tolerowana. Eks-
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presja C-JUN, ktory jest podstawowym celem Dz13 [147], ulega obniZeniu w guzie
podstawnokomodrkowym, zmniejsza si¢ tez glebokos¢ guza, zwieksza sie ekspresja
kaspaz 3, 8, 9 i P53, a ekspresja BCL 2 obniza si¢. Ocena farmakodynamiczna wy-
kazala, ze ekspresja kilku czynnikéw, ktore sg kandydatami na biomarkery BCC
(np. VEGEF-A, FGF-2, MMP-2 i MMP-9) zostala zmniejszona przez iniekcje Dz13
do guza BCC. Geny tych biomarkeréw sg regulowane przez C-JUN i inne AP-1.
Wzrosta réwniez ilos¢ komoérek w bezposrednim sgsiedztwie guza, ktdre sg zwigza-
ne z odpowiedzig przeciwzapalng i immunologiczng [143].

W aspekcie podjecia odpowiedniego leczenia pacjentéw z BCC szczegdlnie waz-
na jest wlasciwa diagnostyka. W obrazie histopatologicznym rozpoznawane sg cze-
sto zréznicowane komorki nowotworowe. Niejednorodnosé¢ komorek tworzacych
ogniska przerzutéw nowotworowych, zréznicowane umiejscowienie, czy wielko§¢
zmian, determinuje wybor metody leczenia BCC. Zmiany pozostajace poza czulo-
$cig dostepnych metod diagnostyki obrazowej czesto towarzyszg rozsianym zmia-
nom nowotworowym, a nierozpoznane przyczyniaja si¢ do opdznionej diagnozy,
niewlasciwego leczenia i ostatecznie zwiekszonej umieralnosci wérdd pacjentow
onkologicznych [51].

Istotne zatem jest poszukiwanie czynnikéw promujacych powstawanie przerzu-
tow. Markerami inwazyjnosci, majacymi udzial w procesie metastazy, s m.in. me-
taloproteinazy (MMPs). Dowiedzione rdznice w zakresie aktywnos$ci MMPs pomie-
dzy tkankami zmienionymi nowotworowo a tkankami prawidtowymi [148]. Wyniki
tych obserwacji staly si¢ punktem wyjscia do wyboru nowych testdw molekular-
nych, obejmujacych enzymy proteolityczne jako markery zmian nowotworowych.
Badania te prowadzone sg pod kontrola badan histopatologicznych. Dzieki takiemu
dziataniu mozliwe stanie si¢ stworzenie systemu klasyfikacji zmian histopatologicz-
nych, obejmujacego réwniez zmiany molekularne, dotyczace ekspresji mRNA dla
MMPs, a takze ekspresji biatek oraz aktywnos$ci MMPs. Poprawi to znaczgco jako$¢
odrdznienia tkanki guza od tkanki prawidiowej, co pozwoli na dobranie wasciwej
terapii, dzieki czemu nastapi zmniejszenie ilo$¢ wznéw nowotworowych [57]. Pre-
cyzja okreslenia marginesu ma szczegdlne znaczenie dla zmian rozwijajacych sie
w miejscach o lokalizacji uniemozliwiajacej reoperowanie wznawiajacej sie zmiany
nowotworowej.

1.3. Metaloproteinazy macierzy pozakomadrkowe;

Metaloproteinazy (MMPs) sg rodzing zaleznych od cynku endopeptydaz zdolnych
do przebudowy i degradacji bialek przestrzeni pozakomoérkowej (ECM) i blony
podstawnej naczyn [149]. Jako pierwszy enzym z rodziny metaloproteinaz zostala
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wyizolowana kolagenaza typu I (MMP-1). Wysoki poziom ekspresji MMP-1 stwier-
dzono w tkankach kijanki péinocnoamerykanskiego gatunku zaby Rana catesbiana.
Obecnos¢ MMP-1 stwierdzono w ogonie, skorze, jelitach i skrzelach kijanki [150].
W tkankach tych zachodzg szybkie procesy przebudowy macierzy pozakomodrkowej
[151]. Struktura pierwszorzedowa ludzkiej kolagenazy typu I (MMP-1), syntetyzo-
wanej przez fibroblasty, zostala okreslona, dzieki zastosowaniu metody klonowania
cDNA [152].

Klasyfikacja metaloproteinaz obejmuje obecnie 24 odrebne biatka enzymatycz-
ne, z ktérych 23 wystepuja w organizmie ludzkim [149]. W genomie czlowieka
znajduje sie zatem 24 geny kodujace enzymy z grupy metaloproteinaz macierzy po-
zakomorkowej, przy czym gen MMP-23 wystepuje w wersji podwdjnej [153,154].

MMPs syntetyzowane sg przez wigkszo$¢ komorek organizmu, w tym leukocy-
ty, makrofagi, komorki srodbtonka, monocyty, granulocyty obojetnochtonne, ke-
ratynocyty, fibroblasty, a w warunkach patologicznych takze przez komérki nowo-
tworowe. W warunkach fizjologicznych sekrecja enzymoéw z komorek pobudzana
jest miedzy innymi poprzez fagocytoze, czynnik martwicy nowotworu a (TNF a),
czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowego (VEGF), interleukine 1 (IL-1), a takze
prostaglandyny D2, E2, F2a. Wydzielanie MMPs hamowane jest natomiast m.in.
poprzez transformujacy czynnik wzrostu f (TGF- ) oraz hormony steroidowe
[155,156].

Geny MMPs wykazuja wysoce konserwatywng strukture. Geny kolagenaz
MMP-1, -8, -13 oraz stromielizyn: MMP-3, 10, skfadaja sie z 10 eksonéw oraz 9 in-
tronéw. Laczna dlugos¢ tych gendéw wynosi od 8 do 12 kbp. Geny MMP-2 oraz
MMP-9 charakteryzuja sie wieksza dtugoscig, poniewaz posiadajg 3 dodatkowe eks-
ony kodujace domeny typu fibronektyny II, budowane sg zatem przez 26-27 kbp.
MMP-9 posiada wydtuzony region zawiasowy, ktory kodowany jest w caloéci przez
ekson 6. Natomiast geny MMP-7 i -26 sg krotsze, poniewaz nie zawierajg ekso-
néw od 7 do 10, odpowiedzialnych za kodowanie domeny hemopeksynopodobnej
[157].

1.3.1. Budowa metaloproteinaz

Badania nad budowa metaloproteinaz wykazaly, ze bialka te posiadaja strukture
wielodomenowa. W sklad MMPs wchodzi peptyd sygnatowy, propeptyd oraz do-
mena katalityczna [158].

Peptyd sygnalowy zlokalizowany jest na N- koncu czasteczki metaloproteinazy
i sklada si¢ z okoto 20 aminokwasow. Rolg peptydu sygnatowego jest przetranspor-
towanie prekursorowej formy metaloproteinazy do wnetrza bton retikulum endo-
plazmatycznego, po czym sekwencja ta zostaje usunieta [159,160,161].
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Za sekwencja aminokwasow tworzacych peptyd sygnalowy, znajduje si¢ sekwen-
cja propeptydu, ktéra umozliwia utrzymanie czasteczki enzymu w formie nieak-
tywnej (proMMP). Propeptyd tworzony jest przez okolo 80 aminokwasdw i zawiera
charakterystyczng sekwencje PRCG(X)PDV (Pro-Arg-Cys-Gly-(X)-Pro-Asp-Val)
[162,163]. W sklad propeptydu wchodzg trzy a helisy (H1, H2, H3) polaczone ze
soba petlami, ktore majg zwigkszong podatnos¢ na trawienie enzymami proteoli-
tycznymi. W strukturze propeptydu znajduje si¢ aminokwas Cys92, ktory wigzac
jon Zn** powoduje deaktywacje enzymu. Propeptyd wystepuje we wszystkich en-
zymach MMPs z wyjatkiem MMP-23, ktéra w formie nieaktywnej pofaczona jest
z blong komoérkowa przez transblonows helise na N-koncu czasteczki [161].

Domena katalityczna posiada okoto 170 aminokwaséw. Struktura ta wykazuje
znaczng homologie we wszystkich MMPs. W skfad domeny katalitycznej wchodzi
pie¢ struktur { kartki, trzy a helisy oraz petle taczace poszczegolne fragmenty. Po-
nadto domena zawiera dwa jony Zn*', z ktorych jeden stanowi Zn?* katalityczny,
drugi Zn** strukturalny, oraz od jednego do trzech jonéw Ca*". W obrebie tej czesci
znajduje si¢ konserwatywny motyw sekwencyjny aminokwaséw HEXXHXXGXXH
stanowigcy miejsce aktywne tego enzymu, znajdujacy si¢ w bruzdzie dzielacej do-
mene na dwie podjednostki: mniejszg i wigkszg. Centrum aktywne polozone jest
horyzontalnie wzdluz enzymu i wigze substrat zaczynajac od N-konca czasteczki
[164,165]. Obecne w tej czesci trzy czasteczki histydyny (His) sa odpowiedzialne za
wigzanie atomu cynku. Czwarty ligand katalitycznego jonu Zn** stanowi czgsteczka
wody. Podczas wigzania substratu przez enzym czasteczka wody zostaje zastgpiona
grupg karbonylowg [163].

Fragment zwany kieszenia S1” decyduje o specyfice substratowej enzymu [161].
W obrebie domeny katalitycznej MMP-2 (zelatynazy A) oraz MMP-9 (zelaty-
nazy B), wystepuja dodatkowo trzy powtorzone sekwencje aminokwasowe cha-
rakterystyczne dla fibronektyny II. Kazdy z tych fragmentow skfada sie z 58 reszt
aminokwasowych. Calos¢ stabilizowana jest poprzez dwa wiazania disiarczkowe.
Specyfika budowy domeny katalitycznej i obecno$¢ trzech fragmentow typu fibro-
nektyny II w czasteczce enzymu MMP-2 oraz MMP-9 warunkuje wigzanie ze spe-
cyficznymi substratami: zelatyna, biatkami kolagenowymi, elastyng oraz lamining
[154,160,161,166)].

Pomiedzy domeng katalityczng a domeng hemopeksynopodobna wystepuje
tzw. region zawiasowy zbudowany z 15-65 reszt aminokwaséw, region ten decyduje
o specyficznosci substratowej tych enzymoéw. Region zawiasowy ma istotne znacze-
nie dla utrzymania stabilnej struktury enzymu oraz degradacji substratow takich
jak kolageny. Domena hemopeksynopodobna uczestniczy w rozpoznawaniu oraz
wigzaniu substratdw, ale takze tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz (TIMPs).
Domena hemopeksynopodobna wystepuje we wszystkich MMPs z wyjatkiem
MMP-7, MMP-23 oraz MMP-26 [163,167,168,169,170].
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Metaloproteinazy powstaja w komorkach jako pre-pro-enzymy, a nastepnie wy-
dzielane s w postaci proenzymoéw. Zanim proenzym zostanie uwolniony do prze-
strzeni pozakomorkowej konieczne jest usuniecie sekwencji sygnatowej. Sekwencja
propeptydu uniemozliwia aktywacje czasteczki MMP, dzigki czemu poza komorka
znajduje si¢ ona w formie latentnej. W takim stanie cynk zablokowany jest wigza-
niem koordynacyjnym utworzonym przez cysteing znajdujaca sie¢ w domenie sy-
gnatowej N-koncowej czesci fanicucha biatkowego. Wyjatek od tej reguly stanowia
MT-MMPs, czyli metaloproteinazy typu btonowego. Po ich wydzieleniu pozostaja
one na powierzchni komorki i nie wykazujg formy proenzymatycznej [122,171].

1.3.2. Regulacja ekspresji MMPs

Homeostaza jest podstawg sprawnego i prawidlowego funkcjonowania organizmu.
Jednym z licznych elementéw warunkujacych homeostaze jest utrzymanie wlasci-
wego stanu macierzy pozakomorkowej [149]. Metaloproteinazy sa odpowiedzialne
za rozklad ECM, zatem ich synteza musi by¢ regulowana na wielu poziomach, aby
precyzja regulacji umozliwita wlasciwe proporcje migdzy syntezg a proteoliza sktad-
nikéw macierzy pozakomorkowej [172].

Mechanizmy regulacji ekspresji genéw MMPs nie zostaly jeszcze catkowicie po-
znane. Istnieje wiele zwigzkow wykazujacych pobudzajacy badz hamujacy wplyw
na ekspresje genow MMPs [156,160,173]. Wiadomo jednak, ze regulacja ekspresji
MMPs zachodzi zar6wno na poziomie transkrypcji, modyfikacji potranskrypcyjnej
jak i na poziomie modyfikacji potraslacyjnej, ale takze regulowana jest aktywnos¢
tych enzyméw przez wlasciwe aktywatory i inhibitory [172]. Uwalnianie metalo-
proteinaz w warunkach fizjologicznych moze by¢ regulowane zatem na rézne spo-
soby [174]. I tak przykladowo regulacja ekspresji gendw zachodzi poprzez czynniki
wzrostu, cytokiny, estry forbolu oraz onkogeny, ktdre powstaja z protoonkogenéw
FOSi]JUN, atakze gen HER2 [174]. Spo$rdd czynnikéw wzrostu najwiekszy wplyw
na syntezg i sekrecje MMPs posiada naskorkowy czynnik wzrostu (EGF), srodblon-
kowy czynnik wzrostu (VEGF), czynnik martwicy nowotworu a (TNF a), a takze
interleukina 1 (IL-1) [175]. Wszystkie te endogennie wydzielane zwiazki, jak réw-
niez zaistniale interakcje migdzykomoérkowe i oddziatywania komoérek z macierza
pozakomodrkowy posiadajg funkeje stymulujacg wydzielanie MMPs [122]. W przy-
padku nowotwordw istotng role w zwiekszeniu poziomu metaloproteinaz odgrywa
réwniez obecnos¢ czynnikow kancerogennych, np. takich jak promieniowanie UV.
TNEF-f, kwas retinowy oraz glikokortykoidy prowadza natomiast do wyciszenia
ekspresji genéw MMPs [156,160,173].

Kontrola ekspresji genéw na poziomie transkrypcji dotyczy wszystkich MMPs
za wyjatkiem MMP-2 [174]. W genie kodujacym MMP-2 u czlowieka znalezione
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zostaly w obrebie sekwencji promotora miejsca konserwatywne, charakterystyczne
dla genéw metabolizmu podstawowego [173].

Zatem w warunkach fizjologicznych MMP-2 regulowana jest gtéwnie poprzez
procesy aktywacji i inhibicji na poziomie gotowego juz enzymu. W niewielkim
stopniu ekspresja moze by¢ modyfikowana na poziomie potranskrypcyjnej stabili-
zacji mRNA przez czynniki wzrostu [160,173].

Ekspresja genéw dla MMPs na poziomie transkrypcji moze by¢ regulowana
przez czynnik AP-1 [176,177]. Czynnik AP-1 to grupa strukturalnie i funkcjonal-
nie podobnych do siebie biatek z motywem tzw. suwaka leucynowego, wigzacych
sie z nicig DNA poprzez specyficzng sekwencje (5-TGAG/CTCA-3’) (178). AP-1
jest dimerem zbudowanym z biatek kodowanych przez protoonkogeny FOS i JUN
[179,180].

Biatka z rodziny JUN wchodzace w skfad AP-1 to bialko C-JUN, JUNB oraz
JUND [181]. Rodzina FOS czynnikéw transkrypcyjnych zawiera biatko C-FOS,
FOSB, antygen-1 zwigzany z bialkiem FOS, antygen-2 zwigzany z biatkiem FOS,
FOSB, FOSB2 oraz DFOSB2. Dimery biatek tworzacych czynnik AP-1 facza si¢
z nicig DNA z réznym powinowactwem, co ttumaczy wystepowanie odmiennych
biologicznie efektow [156,173,176,182,183].

Czynniki AP-2 réwniez mogg uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genow MMPs
na poziomie transkrypcji, poprzez zwigkszenie aktywnosci regionu promotorowe-
go MMP-9 [184]. Nadekspresja AP-2 zostata stwierdzona w réznych typach no-
wotwordéw, co ma bezposredni zwigzek ze zwigkszong ekspresjg MMP-2 i MMP-9
[185,186,187,188]. W skiad rodziny ludzkich czynnikéw transkrypcyjnych AP-2
wchodzi pig¢ bialek: AP-2a, AP-2p, AP-2y, AP-28 i AP-2¢e. Czynniki AP-2 po-
siadaja w swojej budowie charakterystyczny motyw helisa-petla-helisa (HLH)
i wykazuja zdolno$¢ rozpoznawania i wigzania palindromowej sekwencji DNA:
5-GCCN3GGC-3’ [189].

Ekspresja MMPs moze by¢ regulowana réwniez na poziomie modyfikacji po-
transkrypcyjnej mRNA. Transkrypty mRNA dla MMP-1 oraz MMP-3 sg stabili-
zowane przez estry forbolu, oraz EGE, natomiast MMP-13 przez PDGF i glikokor-
tykoidy. Destabilizacje transkryptu mRNA kodujacego MMP-13 powoduje TGF-
[160,190]. Regulacja ekspresji mRNA kodujgcego MMP-1 na poziomie modyfikacji
potranskrypcyjnej zachodzi poprzez sekwencje bogate w AU w regionie 3’ nieule-
gajacym translacji. Prawdopodobnie analogiczne sekwencje biorg udzial w regulacji
ekspresji mRNA dla pozostalych MMPs [190].

MMPs z wyjatkiem MMP-11, -23, -28, oraz wszystkie MT-MMPs sa syntetyzo-
wane i wydzielane na zewnatrz komoérki w formie proenzymu. Procesem decydu-
jacym o poziomie aktywnych form MMPs w komorce jest aktywacja pro-MMPs
[160,161,173,191]. Grupa sulthydrylowa (-SH) cysteiny w domenie propeptydu
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decyduje o braku aktywnosci proteolitycznej MMPs. Grupa —SH - Cys wigze jon
Zn** domeny katalitycznej, utrzymujac enzym w formie proenzymu (pro-MMPs)
[163,173]. Aktywacja MMPs wymaga odstoniecia katalitycznego Zn** przez cigcie
proteolityczne. W nastepstwie tego ciecia dochodzi do odlgczenia sie prodomeny, co
powoduje skrocenie tancucha polipeptydowego o okolo 80 reszt aminokwasowych.
Masa czgsteczkowa MMPs zmniejsza si¢ o okoto 10 kDa. Czasteczka H,O wstawia-
na jest w miejsce grupy —-SH dzigki czemu mozliwa jest hydroliza wigzania pepty-
dowego substratow dla MMPs [156]. W takiej postaci metaloproteinazy sg zdolne
do pelnienia swoich regulacyjnych i strukturalnych funkcji w organizmie. W wa-
runkach fizjologicznych aktywacja pro-MMPs zachodzi poprzez dziatanie proteaz
serynowych, furyny, proteaz furynopodobnych, a takze dzigki dzialaniu aktywnych
form MMPs, np. pro-MMP-9 przez MMP-1,-2,-3,-7,-10,1 -26 [161,173,192].

Mozliwa jest tez wewnatrzkomoérkowa aktywacja pro-MMPs. Pro-MMP-11,
-14,-15,-16,-17,-23,-24,-25 i -28 aktywowane s3 w aparacie Golgiego i wydzielane
do ECM w postaci aktywnych enzymoéw [160,161,172,193]. Enzymy aktywowane
wewnatrzkomorkowo posiadaja w domenie propeptydu sekwencje aminokwaso-
wa rozpoznawang przez furyne [172].

Aktywno$¢ MMPs jest rowniez regulowana przez inhibicje [194]. Najczesciej
wymienianymi inhibitorami MMPs sg tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(TIMPs), a,-makroglobulina, inhibitor zewngtrzpochodnej drogi krzepnigcia krwi
(TFPI2) oraz wzmacniacz C-koncowej proteinazy prokolagenu [161,195,196].
Poznano dotychczas strukture czterech bialek nalezacych do rodziny TIMPs:
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 oraz TIMP-4 [160,161,197,198]. Kazde z nich posia-
da w swojej strukturze dwie domeny. Domena N-terminalna jest identyczna we
wszystkich wymienionych tu rodzajach inhibitoréw. Dzigki niej TIMP wigze si¢
z centrum aktywnym metaloproteinaz i blokuje ich aktywno$¢ [194]. Druga do-
mena obejmujaca C-koncowy czes¢ fancucha biatkowego wptywa na polaczenie
sie inhibitora z fragmentem podobnym do hemopeksyny metaloproteinaz. Wyja-
tek stanowi TIMP-2, ktory moze blokowa¢ MMP-2 i MMP-3 poprzez polaczenie
sie z nimi wtaénie tg domeng [23,199].

W tkankach najczesciej wystepuje TIMP-1 i TIMP-2. TIMP-1 jest rozpuszczal-
ng glikoproteing produkowang przez wigkszos¢ komorek organizmu; TIMP-2 to
biatko powstajace wylacznie przy udziale fibroblastow i komérek endotelialnych
[122]. Oproécz dzialania hamujacego aktywno$¢ metaloproteinaz, oba te biatka
majg dzialanie angiogenne, poprzez bezposrednie blokowanie migracji i prolife-
racji komorek $rédbtonka, a ponadto s3 promotorami wzrostu i hamujg proces
apoptozy [200, 201].

Niespecyficznymi, endogennymi inhibitorami metaloproteinaz s takze
« -makroglobulina, a -antyproteaza, czynnik wzrostu 3 (TGF-B), hormony ste-
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roidowe, a takze cytokiny przeciwzapalne-interferon gamma (IFN-y) i interleu-
kina 4 (IL-4) [171,202,203]. Syntetyzowana w watrobie a,-makroglobulina jest
proteing o masie czasteczkowej wynoszacej 750 kDa. Duzy rozmiar czgsteczki
uniemozliwia jej pelnienie optymalnego dzialania, gdyz ogranicza penetracje tego
biatka do przestrzeni pozanaczyniowej i w konsekwencji zmniejsza hamowanie
metaloproteinaz poza wnetrzem naczyn [171]. Mechanizm dzialania hamujgcego
a,-makroglobuliny jest zupelnie inny niz ten, ktéry posiadajg tkankowe inhibi-
tory metaloproteinaz, a,-makroglobulina pod wptywem potaczenia si¢ z MMP
zmienia swojg typowga strukture i zamyka MMP w swojej czasteczce. Proces ten
uniemozliwia MMP dalsze pelnienie funkeji enzymatycznych [23,202].

Schemat dziatania inhibitoréw metaloproteinaz nalezgcych do grupy cyklin
prozapalnych takze rézni si¢ od schematéw przedstawionych powyzej. Badania
wykazaly, ze proces ten polega na zmniejszaniu produkeji czynnikéw biorgcych
udzial w wytwarzaniu MMPs, takich jak takich jak prostaglandyna E2 (PGE2)
i cykliczny adenozynomonofosforan (cAMP) [202].

Funkcja regulacyjna tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz sprowadza sie
do hamowania degradacji macierzy pozakomoérkowej, zaréwno poprzez rozklad,
jak i dezaktywacje MMPs [194].

1.3.3. Specyfika substratowa MMPs

W oparciu o swoisto$¢ substratowg oraz réznice w strukturze czwartorzedowej
fancucha biatkowego, MMPs zostaly podzielone na 5 grup. Pierwszg z nich sta-
nowig kolagenazy, do ktérych zalicza sie MMP-1 oraz MMP-8. Enzymy te odpo-
wiadajg za degradacje kolagenu typu I, II i III. Kolejng grupe tworza zelatynazy
(MMP-2 i MMP-9), ktdre swoiscie rozszczepiaja kolagen typu IV w btonach pod-
stawnych, kolagen typu V i VII, a takze czasteczki zelatyny. Nastepne z nich czyli
stromielizyny (MMP3, 10, 11, 18) maja zdolnos¢ rozkladania sktadnikéw biatek
przestrzeni pozakomorkowej: fibronektyny, lamininy, proteoglikanéw oraz tak
samo jak zelatynazy, kolagenu typu IV w blonach podstawnych. Metaloproteina-
zy blonowe, do ktdrych zalicza si¢ MMP-14/MT1-MMP, MMP-15/MT-2-MMP,
MMP-16/MT3-MMP, /MT4-MMP aktywujg niektére pro-MMPs, w tym MT1-
MMP i MT2-MMP.

Ostatnia grupa obejmuje nie wymienione wcze$niej matrylizyny, czyli MMP-7
oraz MMP-12 [202,204]. Zestawienie rodzajow metaloproteinaz wraz z podzia-
fem na grupy i lokalizacja na chromosomach przedstawia tabela 4.
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Tabela 4. Rodzaje MMPs wraz z podziatem na grupy i polozeniem
poszczegdlnych gendw na autosomach w genomie ludzkim [156,161,190]

Robzay LOKALIZACJA GENU
NREC NAzwA ENZYMU
METALOPROTEINAZY NA CHROMOSOMIE

Kolagenazy

MMP-1 34247 kolagenaza $rédmiazszowa, 11q22.2-22.3

kolagenaza 1
MMP-8 342434 kolagenaza neutrofiléw, 11q22.2-22.3
kolagenaza 2

MMP-13 3.4.24.B4 kolagenaza 3 11q22.2-22.3
Zelatynazy

MMP-2 3.4.24B7 zelatynaza A, kolagenaza typ IV 16q13- q21

MMP-9 3.4.24.35 zelatynaza B, zelatynaza 92 kDa 20q11.2-q13.1

Stromielizyny

MMP-3 3.4.24.17 stromielizyna 1, proteoglikanaza 11q23

MMP-10 3.4.24.22 stromielizyna 2 11q22.3-q23

MMP-11 3.4.24.B3 stromielizyna 3 22ql11.2
Matrylizyny

MMP-7 3.4.24.23 matrylizyna 1, 11q21-q22

MMP-26 3.4.24.B7 matrylizyna 2, endometaza 11pl5

Metaloproteinazy blonowe (MT- MMPs) - MMPs transblonowe

MMP-14 3.4.24.80 MT1-MMP 14q11-q12

MMP-15 3.4.24.B5 MT2-MMP 15q13-q21

MMP-16 nie nadano MT3-MMP 8q21

MMP-24 nie nadano MT5-MMP 20q11.2

Metaloproteinazy blonowe (MT- MMPs) - MMPs zwigzane z glikozylofosfatydyloinozytolem (GPI)

MMP-17 nie nadano MT4-MMP 12q24.3

MMP-25 nie nadano MT6-MMP 16p13.3
Inne MMPs

MMP-12 3.4.24.65 metaloelastaza makrofagéw, MME 11q22.2-q22.3

MMP-19 nie nadano | metaloproteinaza RASI, MMP-18 12q14

MMP-20 3.4.24.B6 enamelizyna 11q22.3

MMP-21 nie nadano potoczna nazwa nie wystepuje 10926.2

MMP-23 nie nadano CA- MMP 1p36.3

MMP-27 nie nadano potoczna nazwa nie wystepuje 11q24

MMP-28 nie nadano epilizyna 17q21.1

* objasnienia wszystkich uzytych w tabeli skrotow znajduja sie w wykazie skrotow.

Podzial enzymow opiera si¢ na budowie strukturalnej oraz specyfice substrato-
wej poszczegolnych bialek. Wykaz substratéw dla poszczegolnych MMPs przedsta-

wiono w tabeli 5.
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MMP |

SUBSTRATY

Kolagenazy

MMP-1

kolageny typu I, II, III, VII, VIII, X, zelatyna, kazeina, witronektyna, fibryna,
fibrynogen, tenascyna, agrekan, brewikan, laminina, entaktyna, fibronektyna,
L-selektyna, IGFBP, IL-1f, pro-MMP-2, pro MMP-9, pro-TNFa, czynnik Clg,
a,-antychymotrypsyna, o -makroglobulina, inhibitor a,-proteinazy

MMP-8

kolageny typu I, I, III, V, VII, VIII, XI, zelatyna, fibronektyna, fibrynogen, agrekan,
brewikan, inhibitor a -proteinazy, ADAMTS

MMP-13

kolageny typu I, II, III, IV, VI, IX, X, XIV, fragment NCI kolagenu XVIII,
zelatyna, kazeina, fibronektyna, fibrynogen, fibrylina, agrekan, brewikan, perlekan,
osteonektyna, tenascyna, a -makroglobulina, pro-MMP-9, czynnik Clgq, czynnik XII

Zelatynazy

MMP-2

kolageny typu I, IV, V, VII, X, XI, XIV, zelatyna, elastyna, fibronektyna, elastyna,
entaktyna, fibrylina, agrekan, brewikan, dekoryna, fibulina, IGFBP, laminina-1,
laminina-5, bialko podstawowe mieliny, osteonektyna, tenascyna, witronektyna,
a -antychymotrypsyna, inhibitor a,-proteinazy, ADAMTS-1, czynnik Clg,
endotelina, FGFR1, fibryna, fibrynogen, galektyna-3, IL-1p, pro-MMP1, pro-MMP-9,
pro-MMP-13, plazminogen, substancja P, latentna forma TGFp, pro-TNFa

MMP-9

kolageny typu IV, V, VII, X, XI, XIV, fragment NC1 kolagenu XVIII, zelatyna, kazeina,
agrekan, dekoryna, elastyna, fibryna, fibrynogen, fibrylina, IGFBP, laminina, biatko
podstawowe mieliny, osteonektyna, witronektyna, a,-makroglobulina, inhibitor
a,-proteinazy, czynnik Clq, endotelina, galektyna-3, IL-1p, IL2Ra, pro-MMP-2,

plazminogen, latentna forma TGFp, pro-TNFa

Stromielizyny

MMP-

kolageny typu IIL, IV, V, VII, IX, X, XI, fragment NC1 kolagenu XVIII, Zelatyna,
kazeina, agrekan, brewikan, witronektyna, fibryna, fibrynogen, dekoryna, elastyna,
entaktyna, fibrylina, fibronektyna, IGFBP, laminina, biatko podstawowe mieliny,
3 osteonektyna, osteopontyna, perlekan, tenascyna, plazminogen, kininogen T,
a,-antychymotrypsyna, a,-makroglobulina, inhibitor a -proteinazy, czynnik Clg,
E-kadheryna, IL-1pB, L-selektyna, kompleks MMP-2/TIMP-2, pro-MMP1,
pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9, pro-MMP-13, PAI-1, pro-TNFa

MMP-10
brewikan, elastyna, pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9

kolageny typu IIL, IV, V, zelatyna, kazeina, agrekan, fibronektyna, fibrynogen,

kolagen 1V, kazeina, laminina IGFBP, a,-makroglobulina, inhibitor a -proteinazy

MMP

-11

Matrylizyny

MM

kolageny typu IV, X, Zelatyna, agrekan, brewikan, dekoryna, elastyna, entaktyna,

fibronektyna, fibulina, laminina, biatko podstawowe mieliny, osteonektyna,

p7 osteopontyna, tenascyna, witronektyna, plazminogen, transferyna, inhibitor

a,-proteinazy, kazeina, E-kadheryna, ligand FAS, fibrynogen, pro-HB-EGE 4-

integryna, pro-MMP-1, pro-MMP-2, pro-MMP-9, kompleks MMP-9/TIMP-1,
pro-TNFa
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MMP-26 kolagen IV, zelatyna, fibronektyna, fibrynogen, witronektyna, kazeina, inhibitor
a,-proteinazy, pro-MMP-9
Metaloproteinazy blonowe
kolageny typu I, II, III, zelatyna, agrekan, entaktyna, fibrylina, fibryna, fibrynogen,
MMP-14 fibronektyna, perlekan, witronektyna, inhibitor a -proteinazy, a -makroglobulina,
tenascyna, transglutaminaza tkankowa, czynnik XII, pro-MMP-2, pro-MMP-13,
pro-TNFa
MMP-15 fibronektyna, entaktyna, laminina, agrekan, perlekan, entaktyna, pro-MMP-2,
ADAMTS-1, transglutaminaza tkankowa
MMP-16 kolagen typu III, zelatyna, kazeina, fibronektyna, pro-MMP-2, tkankowa
transglutaminaza
MMP-17 zelatyna, fibryna, fibrynogen, pro-TNFa, pro-MMP-2
MMP-24 zelatyna, fibronektyna, pro-MMP-2
MMP-25 kolagen typu IV, zelatyna, fibrynogen, fibryna, fibronektyna, pro-MMP-2
Inne MMPs
kolageny typu I, IV, fragment NC1 kolagenu XVIII, zelatyna, agrekan, fibrynogen,
MMP-12 fibrylina, fibronektyna, plazminogen, laminina, elastyna, entaktyna, biatko podstawowe
mieliny, witronektyna, a,-makroglobulina, inhibitor a,-proteinazy, czynnik XII, IgG,
pro-TNFa
MMP-19 kolageny typu I, IV, zelatyna, kazeina, agrekan, fibronektyna, laminina, entaktyna,
tenascyna,
MMP-20 fragment NC1 kolagenu XVIII, agrekan, amelogenina,
MMP-21 elastyna, agrekan
MMP-23 elastyna, agrekan
MMP-27 elastyna, agrekan
MMP-28 kazeina, elastyna, agrekan

*objasnienia wszystkich uzytych w tabeli skrotow znajduja sie w wykazie skréotow.

Miejscem dziatania MMPs w czasteczkach substratow jest wigzanie peptydowe
w pozycji poprzedzajacej wystepowanie hydrofobowych aminokwaséw, takich jak
Leu, Ile, Met, Pro, a takze Tyr. Na hydrolize tak polozonych wigzan pozwala przede
wszystkim przestrzenna konfiguracji kieszeni S1° [161,169].

MMPs degraduja skladniki ECM, a takze s3 odpowiedzialne za selektywng pro-
teolize receptorow komorkowych, czynnikéw adhezyjnych oraz czynnikéw wzro-
stu i cytokin oraz utrzymanie prawidlowych funkcji komorek tkanki tacznej [158].
Dzieki temu MMPs regulujg strukture macierzy pozakomoérkowej. MMPs jako je-
dyne enzymy posiadaja zdolnos¢ do degradacji kolagenu typu IV, bedacego pod-
stawowym skladnikiem btony podstawnej (BM) naczyn krwiono$nych. Gtéwnymi
enzymami katalizujagcymi hydrolize kolagenu IV sg MMP-2 oraz MMP-9. Mozliwe
jest to dzieki obecno$ci domeny typu fibronektyny II w czasteczkach tych enzymoéw
[150,154,169].
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MMPs umozliwiajg migracje komorek poprzez degradowanie sktadnikow ECM
w tym kolagendw, proteoglikanéw i laminin [153,205]. Efektem enzymatycznego
dzialania metaloproteinaz jest zaburzenie struktury macierzy pozakomorkowej,
dzieki czemu zwiekszona zostaje objetos¢ przestrzeni pomiedzy komoérkami. Biat-
ka macierzy posiadajg bardzo istotne funkcje nie tylko w prawidlowej organizacji
mikroarchitektury tkanek, ale réwniez biorg udzial w przewodzeniu sygnatow ze
srodowiska zewnetrznego komorek do ich wnetrza, pelnig funkcje ligandow dla in-
tegryn oraz komodrkowych receptoréw adhezyjnych. Dodatkowo wiaza substancje
obecne w przestrzeni miedzykomadrkowej w postaci latentnej, w tym takze czynniki
wzrostu [156].

1.3.4. Fizjologiczna aktywnos¢ MMPs

W warunkach fizjologicznych MMPs biorg aktywny udzial m.in. w: migracji ko-
morek w czasie wzrostu organizmu, przebudowie tkanki podporowej, rozwoju
szkieletu, angiogenezie, agregacji ptytek krwi oraz gojeniu ran i tworzeniu blizn
[151,160,206,207]. Oprdcz tego warunkuja cykliczne zmiany w endometrium ma-
cicy, ktére majg miejsce w czasie cigzy, porodu i potogu [160], reguluja gospodarke
elektrolitows, a w rozwoju prenatalnym sg waznym czynnikiem wplywajacym na
embriogeneze [151,206]. Szczegolng role przypisuje sie metaloproteinazom MMP-2
i MMP-9. MMP-2 odgrywa istotng role w regulacji czynnosci ptytek krwi poprzez
stymulacje agregacji niezalezng od tromboksanu A2 (TXA2). Natomiast MMP-9
hamuje proagregacyjne dziatanie MMP-2 [208]. Hemostaza naczyniowa utrzy-
mywana jest zatem m. in. dzigki antagonistycznemu dziataniu MMP-2 i MMP-9
[206].

1.3.5. Aktywnos¢ MMPs w stanach patologicznych

Aktywnos¢ metaloproteinaz ujawnia si¢ jednak nie tylko w procesach fizjologicz-
nych, ale takze widoczna jest podczas zmian patologicznych zachodzacych w or-
ganizmie [43,209]. Kluczowa role metaloproteinaz udowodniono takze w takich
stanach jak procesy zapalne, choroby degeneracyjne (choroba Alzheimera, stward-
nienie rozsiane, stwardnienie zanikowe boczne), choroby o podiozu immunolo-
gicznym (reumatoidalne zapalenie staw6w), a takze w chorobach ukladu sercowo-
naczyniowego [210,211]. Wielu autoréw podkresla réwniez udziat metaloproteinaz
w inicjacji rozwoju nowotwordw skéry, np. czerniaku ztogliwym, raku podstawno-
komoérkowym, raku kolczystokomoérkowym, a takze w glejakach, chorobach nowo-
tworowych pluc, zoladka, macicy oraz piersi [112,212,213,214,215,216,217,218].
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1.3.6. Rola MMPs w procesie rozwoju nowotworu

Metaloproteinazy wytwarzane sg zaréwno przez komorki zdrowe, jak i te zmienio-
ne nowotworowo [219]. Komoérki nowotworowe syntetyzujg specyficzny czynnik,
ktory stymuluje synteze MMPs przez fibroblasty (EMMPRIN), ktéry znajduje sie na
powierzchni stransformowanych komorek i oddziatujac ze znajdujacymi sie w po-
blizu fibroblastami pobudza synteze kolagenaz, zelatynazy A oraz stromielizyny
[220]. Oprocz tego czasteczka EMMPRIN zwigksza ekspresje aktywatoréw prozela-
tynazy A, MT-1-MMP oraz MT-2-MMP w okolicy, gdzie zlokalizowane sg komorki
nowotworowe [122]. EMMPRIN jest glikoproteing nalezacg do nadrodziny immu-
noglobulin. Obecnos¢ tego bialtka zostala stwierdzona miedzy innymi w raku pluc,
pecherza moczowego, skory, jajnika oraz piersi [221,222,223].

Zmiana pierwotnej aktywnosci metaloproteinaz w komérkach nowotworowych
prowadzi do nadmiernej aktywacji proteolizy zewnatrzkomodrkowej [224]. Proces
ten pozwala na inwazj¢ nowotworu, poniewaz ufatwia komérkom nowotworowym
przenikanie przez bariery [204].

Dzieki proteolizie biatek macierzy pozakomadrkowej i pofaczen miedzykomor-
kowych metaloproteinazy umozliwiaja komérkom nowotworowym migracje oraz
inwazje. Niektore MMPs mogg obniza¢ skuteczno$¢ przeciwnowotworowych reak-
¢ji immunologicznych przez niszczenie receptoréw dla IL-2 na limfocytach T.

Udzial metaloproteinaz w rozroscie nowotworéw potwierdza wzrost wydzie-
lania i aktywnosci metaloproteinaz niemal we wszystkich typach nowotworéw
u ludzi [225]. Stwierdzenie podwyzszonego poziomu MMPs koreluje ze stopniem
zaawansowania, wyzsza inwazyjnoscia, szybkoscig dawania przerzutéw odlegtych
i krotszym okresem przezycia chorego [226]. Nasilona miejscowa ekspresja MMPs
uwazana jest za nowy, istotny czynnik prognostyczny, ktéry moze decydowaé
o wdrozeniu leczenia uzupelniajgcego [226,227]. Podczas rozwoju choroby nowo-
tworowej MMPs uczestniczg w procesach patologicznej angiogenezy, odpowiedzi
immunologicznej organizmu, regulacji wzrostu i apoptozy komoérek nowotworo-
wych oraz inwazji nowotworu i tworzeniu przerzutéw [112,153,157,228].

Metaloproteinazami uczestniczagcymi w procesie angiogenezy s3a gldwnie:
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, trawiace kolagen typu IV [225]. Proces ten jest
konieczny do przerwania cigglosci blony naczyn krwionosnych. Przerwanie bto-
ny podstawnej naczyn pozwala na migracje komorek $rédblonka naczyn do ma-
cierzy pozakomorkowej. Tam w przygotowanej przez metaloproteinazy przestrze-
ni komorki $rodblonka naczyn mogg tworzy¢ nowe kapilary dla rosnacego guza.
Z rozwojem guza nowotworowego, ktéry wymaga nowych naczyn krwionosnych
do swojego wzrostu musi by¢ zwigzana cho¢ jedna z wymienionych wyzej metalo-
proteinaz [229].

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz moga skutecznie hamowa¢ aktywnos¢
proteolityczng MMPs, a tym samym odgrywaja wazng role w ustalaniu réwnowa-
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gi pomiedzy degradacjg i synteza macierzy pozakomoérkowej [158]. Wykazano, ze
nadmierne wydzielanie MMPs przez komorki nowotworow ztosliwych stymuluje
zwigkszong synteze TIMPs i zapewnia utrzymanie prawidtowej struktury biatek
przestrzeni pozakomdrkowej. Funkcja tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz
jest zachowana wylacznie wtedy, gdy ich stosunek jest znaczaco wiekszy w porow-
naniu do MMPs. W sytuacji przeciwnej dochodzi do modulacji wzrostu komorek
guza, jego migracji, inwazji okolicznych tkanek, tworzeniu przerzutéw oraz nowych
naczyn krwionos$nych, czyli szeroko rozumianej progresji nowotworu. Ma to zwig-
zek nie tylko z wptywem metaloproteinaz na degradacje bialek przestrzeni pozako-
morkowej, ale takze zaleznym od MMPs naplywem czynnikéw wzrostu i cytokin
[202].

1.3.7. Rola MMPs w patogenezie raka podstawnokomdrkowego

W progresji raka podstawnokomorkowego gléwna role odgrywaja nalezace do gru-
py zelatynaz MMP-2 i MMP-9, a takze ich inhibitory [230,231,232]. W domenie
katalitycznej tych enzyméw obecny jest fragment powtarzajacych sie sekwencji
aminokwasow, ktory umozliwia polgczenie si¢ czasteczki MMP-2 i MMP-9 z kolage-
nem i elastynag [122,208]. Dzigki mozliwos$ci degradacji kolagenu typu IV przez wy-
mienione metaloproteinazy, komorki nowotworowe majg mozliwos¢ migracji poza
tkanke guza i tworzenia odleglych przerzutéw [233]. Kluczowg role w tym procesie
przypisuje sie MMP-9, ktdra dziala jako promotor inwazji nowotworu [234,235].
Zwigkszona ekspresja MMP-9 koreluje ze stopniem zaawansowania raka podstaw-
nokomorkowego i odpowiada za grozniejszy przebieg tej choroby [117,148,233].

Oprocz tego istnieja rowniez doniesienia o roli MMP-9 w procesie neoangioge-
nezy, gdyz bierze ona udzial we wzroscie komorek srédbtonka i aktywacji czynni-
kéw proangiogennych [171,202,220,232,233].

Aktywno$¢ MMP-2 oraz MMP-9 moze by¢ hamowana tak przez TIMP-1,
jak i TIMP-2 poprzez wigzanie tych czasteczek z rejonami aktywnymi obu enzy-
mow [208]. Nalezy podkresli¢, ze TIMP-2 ma wieksze powinowactwo do MMP-2
i MMP-9 niz TIMP-1. Funkcja TIMP-2 nie ogranicza sie tylko do ochrony skladni-
kéw macierzy pozakomoérkowej, lecz przyczynia si¢ réwniez do hamowania wzro-
stu guza raka podstawnokomorkowego poprzez zamykanie jego struktury w sie-
ci srédmigzszowego kolagenu, a takze blokuje proces angiogenezy i tworzenie si¢
przerzutéw odlegtych [202]. Jednak niektdre wyniki badan wskazujg, ze zwigksze-
nie poziomu TIMP-2 w tkance nowotworowej BCC promuje rozwoj i progresje no-
wotworu, a tym samym pogarsza rokowanie u chorych na raka podstawnokomor-
kowego [148]. Nalezy podkresli¢, ze mechanizm tego zjawiska nadal pozostaje nie
jasny i wymaga przeprowadzenia dodatkowych badan [45,202].






2. Cel pracy

Nadrzednym celem niniejszej pracy byto wykazanie i poréwnanie ekspresji trans-
kryptéw mRNA dla kolagenu typu I, III, IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9
w bioptatach skornych pobranych od chorych na raka podstawnokomoérkowego
skory oraz w bioptatach skory zdrowej pobranej z marginesu guza, od tych samych
pacjentow.

1.

Dla realizacji nadrzednego celu pracy przyjeto nastepujace zadania badawcze:
Wykazanie zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji mRNA dla kolagenu typu
L, 111, IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w bioptatach skérnych pobra-
nych od chorych na raka podstawnokomoérkowego skory a wiekiem pacjentow,
miejscem lokalizacji guza, rodzajem fototypu skory pacjenta, a takze plcig pa-
cjentow.

Wykazanie, czy istnieje réznica w ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, III, IV
oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 pomigdzy tkanka nowotworowa w raku
podstawnokomdrkowym naciekajacym a tkanka nowotworowa w raku guzko-
wym.

Wykazanie, czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy ekspresja mRNA dla MMP-2
i MMP-9 w raku podstawnokomdrkowym naciekajacym i guzkowym a ekspre-
sja mRNA dla kolagenu typu IV, odpowiednio, w tych samych typach raka.
Wykazanie, czy istnieje zaleznos¢ pomiedzy ekspresja mRNA dla MMP-2 pod-
stawnokomorkowym naciekajacym i guzkowym i ekspresja mRNA dla kolagenu
typu I, odpowiednio w tych samych typach raka.






3. Materiat i metody

3.1. Pacjenci

Materiatem do badan byly bioptaty tkanki nowotworowej guzéw podstawnoko-
morkowych skory uzyskanych od chorych z Oddzialu Klinicznego Dermatologii
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Grupe kontrolng stanowity bioptaty zdro-
wej tkanki, pochodzacej z marginesu guza, od tych samych pacjentéow. Material
zostal pobrany chirurgicznie, w trakcie zabiegu usunigcia guza, od 85 pacjentow.
Uzyskano pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
dotyczacy przeprowadzenia badan w pozyskanych bioptatach skéry nr KBET/37/
B/2009, a nastepnie nr KBET/74/B/20011. Badania wykonano w Zakladzie Anali-
tyki Biochemicznej Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ w latach
2009(czerwiec) — 2011(sierpien), a nastepnie w Zakladzie Kosmetologii Medycznej
Krakowskiej Akademii im. Andrzeja Frycza Modrzewskiego w Krakowie.

Badaniem objeto 85 pacjentéw, a w tym 34 kobiety i 51 mezczyzn, u ktorych
zdiagnozowano raka podstawnokomorkowego skdry. Pacjenci zostali podzieleni na
grupy wiekowe. W wieku ponizej 68 lat byto 30 badanych, w przedziale 69-78 lat
byto 32 badanych, w wieku +79 byto 23 badanych. Sredni wiek pacjentéw wynosit
71,7494 lat.

Typ guzkowy raka podstawnokomorkowego skory zdiagnozowany zostal u 45
pacjentow, a odmiane naciekajacg BCC zdiagnozowano u 40 pacjentéw. W kazdym
przypadku znany byt fototyp skdry pacjenta oceniony wg klasyfikacji Fitzpatric-
ka (7) oraz lokalizacja zmiany nowotworowej na skdrze chorego. Fototyp II zostat
okreslony u 15 badanych, fototyp III u 46 badanych, a fototyp IV reprezentowato 24
chorych. U 71 badanych oséb zmiany nowotworowe byty zlokalizowane na glowie,
a u 14 na tulowiu. Obecno$¢ nowotworu oraz jego typ zostaly rozpoznane bada-
niem klinicznym i potwierdzone badaniem histopatologicznym.

Badano ekspresje mRNA dla kolagenu typu I (KOL I), dla kolagenu typu III
(KOL I1I), dla kolagenu typu IV (KOL 1V), dla metaloproteinazy 2 (MMP-2), a tak-
ze metaloproteinazy 9 (MMP-9). Oznaczenia wykonano zaréwno w tkankach po-
branych bezposrednio z guza BCC, ktére oznaczono jako T (tumor), jak i w tkan-
kach zdrowych pochodzacych z marginesu guza od tych samych pacjentéw, ktdre
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oznaczone zostaly jako N'T (non-tumor). Wyniki znamienne statystycznie przed-
stawiono w tabelach wytluszczonym drukiem.

Bezposrednio po pobraniu tkanki nowotworowej i tkanki zdrowej, material zo-
stal umieszczony w jalowych probéwkach z roztworem RNAlater. Celem takiego
dzialania byto zabezpieczenie RNA przed rozpadem, przez zahamowanie aktywno-
$ci RNAz. Do czasu wykonania oznaczen material przechowywany byt w tempera-
turze -80°C.

3.2. Metody

W bioptatach skoéry pobranych od chorych na raka podstawnokomadrkowego sko-
ry wykonano oznaczenie ekspresji mRNA dla genéw kolagenu typu I (COL1AI),
kolagenu typu III (COL3A1I), kolagenu typu IV (COL4A4), metaloproteinazy 2
(MMP-2), metaloproteinazy 9 (MMP-9) oraz genu reporterowego dla p-aktyny
(ACTB). Oznaczenia wykonano zaréwno w tkankach pobranych z guza BCC, ktore
oznaczono jako T (tumor), jak i w tkankach zdrowych, pochodzacych z marginesu
guza od tych samych pacjentéw, ktére oznaczono jako NT (non-tumor). Z wszyst-
kich pobranych bioptatéw wyizolowano calkowite RNA. Zestawienie odczynnikow
i aparatury niezbednej do wykonania powyzszych oznaczen, a takze zasady wyko-
rzystanych metod przedstawione zostaly w Aneksie (patrz s. 141-149).

3.2.1. Izolacja RNA z bioptatow skéry pobranych od pacjentow

Z kazdego wycinka skory znajdujacego sie w odczynniku RNAlater RNA Stabiliza-
tion Reagent (Qiagen, Niemcy) pobrano po 30 mg badanej tkanki. Tkanki pulwery-
zowano w ciektym azocie, a nastgpnie przeprowadzono ekstrakcje calkowitego RNA
z tkanek guza oraz z tkanek zdrowych, zmodyfikowang metoda Chomczynskiego
i Sacchi (236), w temperaturze 4°C. Izolacje catkowitego RNA wykonano w komo-
rze DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan, Lotwa). Po ekstrakcji, oznaczano
stezenie RNA w probkach, a takze oceniano czystos¢ uzyskanych preparatéw meto-
da spektrofotometryczna, przez pomiar przy diugosci fali 260 i 280 nm.

3.2.2. Pomiar stezenia catkowitego RNA i ocena czystosci probek

Stezenie uzyskanego catkowitego RNA, wyizolowanego z tkanek nowotworowych
guzoéw BCC oraz z tkanek zdrowych oceniono przez pomiar absorbancji wiatla UV
przy dlugosci 260 i 320 nm. Pomiar absorbancji RNA przy A= 260 i 320 wykonano
korzystajac ze spektrofotometru Cary 100 Bio UV-Visible (Varian Medical Systems,
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USA) z oprogramowaniem Win UV RNA-DNA Estimation Application. Pomiar
ten umozliwia ocene zawartosci RNA w kazdej probce w odniesieniu do jednost-
kowej absorbancji (przy drodze optycznej 1 cm), ktora reprezentuje stezenie RNA
réwne 40ug/ml. Otrzymane wyniki zostaly wykorzystane do obliczenia stezenia
RNA w poszczegdlnych probkach wg wzoru:

C (ug/ml) = (A, - A,,,) x 40 x wspotczynnik rozcieczenia. Wyliczone stezenie
stanowilo podstawe do obliczenia objetosci (w ul) danego roztworu catkowitego
RNA, zawierajacego 0,2ug RNA uzywanego jako matryca do reakeji RT-PCR.

W celu potwierdzenia czystosci uzyskanego preparatu RNA wykonano pomiar
absorbangji przy dtugosci fali 260 i 280 nm. Stosunek wartosci absorbancji A, do
A, pozwala na oceng stopnia zanieczyszczenia preparatu RNA przez kwas deoksy-
rybonukleinowy i bialka. Wysoka czysto$¢ preparatu RNA gwarantowana jest, gdy
warto$¢ wspotczynnika A, / A, zawiera sie w przedziale pomiedzy 1.8-2.0 (237).

3.2.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji RT (Reverse Transcription)

Przygotowanie probek do reakcji odwrotnej transkrypcji zostalo przeprowa-
dzone w komorze DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan, Lotwa). Reakcje
odwrotnej transkrypcji wykonano przy uzyciu zestawu: Revert Aid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Litwa). W zestawie tym wystepuje rekom-
binowana odwrotna traskryptaza M-MuLV, wykazujaca termostabilno$¢ do tem-
peratury 60°C. W zestawie znajdujg sie rowniez primery Oligo(dT)18, ktdre wiaza
sie specyficznie z konicem 3’ odcinka poliadenylowego, poly(A) RNA. Primery te
inicjujg synteze cDNA tylko z mRNA zakonczonym poly(A). Do zestawu nalezy
takze inhibitor RNaz Ribolock™, ktéry zabezpiecza RNA przed dziataniem RNaz A,
B, C w temperaturze do 55°C.

Kazdorazowo przygotowywano, w sterylnych probéwkach o pojemnosci 200 p,
mieszaning reakcyjng w sktadzie: 0,2 pg matrycy RNA, 1 ul roztworu primera oligo
(dT) (0,5 pg/ p), 10,8 ul H,O DEPC, sktadniki te inkubowano w komorze grzewczej
termocyklera Mastercycler Gradient EP 5331 (Eppendorf, Niemcy) w temperaturze
70°C przez 5 minut, a nastgpnie dodawano 4 pl buforu reakcyjnego 5x stezonego,
1 pl inhibitora rybonukleaz Ribolock™(20 u/pl) i 2 pl 10mM mix dNTPs, i inkubo-
wano w temp. 37°C przez 5 minut.

Reakcja RT umozliwia przeprowadzenie na matrycy wyizolowanego RNA efek-
tywnej reakcji syntezy nici cDNA. Otrzymane cDNA przechowywano w temp. -20°C.
Uzyskane cDNA nastepnie amplifikowano w reakeji PCR, do ktérej wykorzystywa-
no odpowiednie primery.
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3.2.4. taficuchowa reakcja polimerazy — PCR (Polimerase Chain Reaction)

Do przeprowadzenia reakcji PCR uzyto polimerazy Opti Taq hot start (Eur,_Polska).
Jest ona mieszaning: termostabilnej polimerazy DNA Taq wyizolowanej z “Thermus
aquaticus (Taq), polimerazy DNA Pfu o aktywno$ci naprawczej wyizolowanej z Py-
rococcus furiosus (Pfu), przeciwcial monoklonalnych anty-Taq, odwracalnych in-
hibitoréw, czynnikéw stymulujacych do zajscia reakcji hot start PCR. Mieszanina
taka daje pewno$¢ powielenia fragmentéw DNA, o diugosci nawet do 20 kbp, za-
chowujac wysoka wierno$¢ matrycy, co podnosi wydajno$¢ oraz specyficznos¢ re-
akcji PCR. Dodatkowo obecne w mieszaninie przeciwciala anty-Taq charakteryzuja
sie wysoka stabilno$cig w podwyzszonych temperaturach. Dzieki temu zapobiegaja
niespecyficznej polimeryzacji, ktéra moze zachodzi¢ w przedziale temperatur od
20°C az do 70°C. Polimeraza Opti Taq i przeciwciala anty-Taq tworza kompleksy
zabezpieczajace mieszanine skladnikéw reakeji PCR przed zajsciem amplifikacji
w temperaturze pokojowej. Tym samym skfadniki te eliminujg ryzyko utworzenia
niespecyficznych produktéw, co stanowi podstawe reakeji hot start PCR. Jest to tak-
ze zaleta podczas wykonywania duzej ilo$ci probek jednocze$nie. Polimeraza Opti
Taq hot start ma aktywno$¢ syntezujaca w kierunku od 5’ do konca 3’ przy obecno-
$ci jondw Mg** i jednoczesnie aktywnos¢ egzonukleazowa prowadzong od konca 3’
do 5

Przygotowanie probek do reakcji PCR zostalo kazdorazowo przeprowadzone
w komorze DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan, Lotwa). W jatowych pro-
boéwkach o pojemnosci 200 pl przygotowywano mieszaning o skladzie: 1,2 pl ma-
trycy cDNA, 1,6 pl buforu 10xAmpliBuffer C, 1,6 pl dNTPs o stezeniu 2mM, 8,2 ul
wody traktowanej DEPC, 1,6 ul startera R, 1,6 pl startera L i 0,2 ul polimerazy Opti
Taq hot start. Tak przygotowane probki umieszczano w termocyklerze Mastercycler
Gradient EP 5331 (Eppendorf, Niemcy).

3.2.4.1. Amplifikacja fragmentu genu COLIAT

Do amplifikacji fragmentu genu COLIAI wykorzystano primery zaprojektowane
w programie Primer 4, HU COL1A1 F 5- ACGCATGAGCGGACGCTAACC -3
HU COL1A1 R 5- AGTGTCTCCCTTGGGTCCCTCG -3’ (DNA Gdansk, Polska).
Primery stosowano w stezeniu 10uM.

Profil temperaturowy reakcji PCR dla powielenia fragmentu genu COLIAI byt
nastepujacy: 95°C — 10 minut, 96°C - 15 sekund, 53,8°C - 30 sekund, 72°C - 45
sekund; 35 cykli, a nastepnie inkubacja w temp. 61°C przez 30 minut i 4°C — oo
(utrzymywane, az do wyjecia probek z termocyklera). W wyniku reakcji uzyskano
produkt o wielkosci 414kbp.
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3.2.4.2. Amplifikacja fragmentu genu COL3AT

Do amplifikacji fragmentu genu COL3A1 wykorzystano primery zaprojektowane
w programie Primer 4, HU COL3A1 F 5°- GGACACAGAGGCTTCGATGGACGA
-3’ HU COL3A1 R 5- GGGGATCCAGGGAATCCGGCA -3’ (DNA Gdansk, Pol-
ska). Primery stosowano w stezeniu 6uM.

Profil temperaturowy reakcji PCR dla powielenia fragmentu genu COL3A1
byt nastepujacy: 95°C - 10 minut, 96°C - 15 sekund, 60°C - 30 sekund, 72°C - 45
sekund; 35 cykli, a nastepnie inkubacja w temp. 61°C przez 30 minut i 4°C — oo
(utrzymywane, az do wyjecia probek z termocyklera). W wyniku reakcji uzyskano
produkt o wielkosci 251kbp.

3.2.4.3. Amplifikacja fragmentu genu (01444

Do amplifikacji fragmentu genu COL4 wykorzystano primery zaprojektowane
w programie Primer 4, HU COL4A4 F 5’-CCC CTC AGG ACC AGG GTG CAA-3;
HU COL4A4 R 5-AGG GGC GGATCGCCTCTTCCA-3’ (DNA Gdansk, Polska).
Primery stosowano w stezeniu 4uM.

Profil temperaturowy reakcji PCR dla powielenia fragmentu genu COL4A4
byl nastepujacy: 95°C - 10 minut, 96°C - 15 sekund, 65°C - 30 sekund, 72°C - 45
sekund; 35 cykli, a nastepnie inkubacja w temp. 61°C przez 30 minut i 4°C - oo
(utrzymywane, az do wyjecia probek z termocyklera). W wyniku reakcji uzyskano
produkt o wielkosci 482kbp.

3.2.4.4. Amplifikacja fragmentu genu MMP-2

Do amplifikacji fragmentu genu MMP-2 wykorzystano primery zaprojektowane
w programie Primer 4, HU MMP-2 F 5-CACTTTCCTGGGCAACAAAT-3], HU
MMP-2 R 5-CTCCTCAATGCCCTTGATGT-3" (DNA Gdansk, Polska). Primery
stosowano w stezeniu 10uM.

Profil temperaturowy reakcji PCR dla powielenia fragmentu genu MMP-2 byt
nastepujacy: 95°C - 10 minut, 96°C - 15 sekund, 56°C - 30 sekund, 72°C - 45 se-
kund; 35 cykli, a nastepnie inkubacja w temp. 61°C przez 30 minut i 4°C - oo (utrzy-
mywane, az do wyjecia prébek z termocyklera). W wyniku reakcji uzyskano pro-
dukt o wielkosci 271kbp.

3.2.4.5 Amplifikacja fragmentu genu MMP-9

Do amplifikacji fragmentu genu MMP-9 wykorzystano primery zaprojektowane
w programie Primer 4, HU MMP-9 F 5-TCCCTGGAGACC TGAGAACC-3’ HU
MMP-9 R 5-GTCGTCGGTGTCGTAGTTGG-3" (DNA Gdansk, Polska). Primery
stosowano w stezeniu 10uM.
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Profil temperaturowy reakcji PCR dla powielenia fragmentu genu MMP-9 byt
nastepujacy: 95°C — 10 minut, 96°C - 15 sekund, 63°C - 30 sekund, 72°C - 45 se-
kund; 35 cykli, a nastepnie inkubacja w temp. 61°C przez 30 minut i 4°C - oo (utrzy-
mywane, az do wyjecia probek z termocyklera). W wyniku reakcji uzyskano pro-
dukt o wielkosci 659kbp.

3.2.4.6. Amplifikacja fragmentu genu ACTB

Do amplifikacji fragmentu genu ACTB, uzytego jako gen reporterowy, wykorzysta-
no primery zaprojektowane w programie Primer 4, HU ACTB F5-GGACTTCG
AGCAAGAGATGG-3’'HU ACTB R 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ (DNA
Gdansk, Polska). Primery stosowano w stezeniu 6uM.

Profil temperaturowy reakcji PCR dla powielenia fragmentu genu ACTB byt na-
stepujacy: 95°C - 10 minut, 96°C — 15 sekund, 58°C - 30 sekund, 72°C - 45 sekund;
35 cykli, a nastepnie inkubacja w temp. 61°C przez 30 minut i 4°C — oo (utrzymy-
wane, az do wyjecia probek z termocyklera). W wyniku reakcji uzyskano produkt
o wielkosci 234kbp.

3.2.5. Elektroforeza produktow uzyskanych w wyniku reacji PCR
w zelu agarozowym

Otrzymane w wyniku reakcji PCR produkty amplifikacji fragmentéw genéw dla
COL1A1, COL3A1, COL4A4, MMP -2, MMP-9 i ACTB rozdzielono kolejno w 1.5%
zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Wykorzystano zestaw do elektro-
forezy horyzontalnej firmy Kucharczyk (Polska). Kazdorazowo, do 2 pl uzyskanych
probek DNA dodawano 3 pl buforu obciazajacego 6x Orange Loading Dye Solution
(Fermentas, Litwa). Na kazdym zelu umieszczano réwniez marker wielkosci Gene-
Ruler™ 1kb Plus DNA ladder (Fermentas, Litwa), o zakresie wielkosci produktéw
75-20 000 kbp, w ilosci 5pl/studzienke. Elektroforeze prowadzono w buforze TBE
przez 0,5 godziny, stosujac napigcie pradu 100V oraz natezenie 0,07A.

Elektroforegramy dokumentowano przy uzyciu aparatu cyfrowego (Olympus,
USA) i transluminatora UV (Vilber Lourmat, Francja) z wykorzystaniem systemu
dokumentacji i analizy obrazu zeli PolyDoc. Cyfrowy zapis elektroforegramu pod-
dano analizie densytometrycznej przy uzyciu programu Quantity One 4.2.1. (Bio-
Rad, USA). Analizowano gestos¢ densytometryczng uzyskanych produktéw reakeji
RT PCR. Przyjeto, ze warto$¢ gestosci densytometrycznej otrzymanych produktow
odpowiada ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu
IV, MMP-2, MMP-9, i B-aktyny. Uzyskane wyniki ekspresji mRNA dla kolagenu
typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9 przeliczono
wzgledem wartosci ekspresji mRNA dla genu reporterowego ACTB.
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3.2.6. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano program SPSS 18 (IBM, USA). W celu
sprawdzenia rozkladow badanych préb wykorzystano test Kolmogorowa — Smirno-
wa. Zastosowano parametryczny test t Studenta dla prob zaleznych w celu poréw-
nania pomiaréw oraz test t Studenta dla préb niezaleznych, by poréwna¢ grupy ze
wzgledu na wartosci badanych parametréw. W celu zbadania zwigzkéw pomiedzy
pomiarami wykorzystano parametryczny test korelacji Pearsona. W celu szacowa-
nia przedzialéw ufnosci zastosowano 95% kryterium. Hipoteze zerowa dla testu od-
rzucano i przyjmowano alternatywna przy wyniku p<0,05.






4. Wyniki

4.1. Rozkiody badanych parametrow

W celu wybrania metody weryfikacji celu pracy i zadan badawczych przeprowa-
dzono seri¢ analiz testem normalno$ci rozkladu Kotmogorowa — Smirnowa w réz-
nych konfiguracjach grup. Analiza wykazata, ze istotnie, od ksztaltu rozkladu nor-
malnego, réznity si¢ wartosci ekspresji mRNA dla MMP-2, dla prébek pobranych
z ognisk guza (T) w raku naciekajacym Z=2,12p<0,001. Wartosci ekspresji mRNA
dla MMP-2 w raku naciekajacym, dla prébek pobranych z ognisk guza (T) u kobiet
Z=1,38; p=0,044 oraz u mezczyzn Z=1,46; p=0,029 réwniez nie wykazaly rozkla-
du normalnego. Rozklad normalny nie mial miejsca réwniez w grupie badanych
w wieku mlodszym niz 68 lat, dla wartosci ekspresji mRNA dla MMP-2 dla pro-
bek pobranych z ognisk guza (T). Rozklad pomiaréw MMP-2 dla prébek pobra-
nych z ognisk guza (T) w raku naciekajagcym w grupie, gdzie guz lokalizowat sie na
glowie Z=2,12p<0,001 réwniez byt istotnie rézny od normalnego. Istotnie inny od
normalnego okazat si¢ takze pomiar MMP-9 dla prébek pobranych z ognisk guza
(T) w raku guzkowym, w grupie badanych w wieku 79+ Z=1,67; p<0,01. Analiza
wykazata réwniez, ze inny od normalnego okazat si¢ rozklad wynikéw w pomiarze
ekspresji mRNA dla MMP-9 dla prébek pobranych z ognisk guza (T) w raku guz-
kowym w grupie pacjentdw, gdzie guz lokalizowat si¢ na glowie Z=1,38; p=0,045.
We wszystkich pozostatych wyréznionych grupach, dla kazdego z analizowanych
parametréw, wystapit rozklad normalny.

W celu weryfikacji postawionych probleméw badawczych przeprowadzono te-
sty parametryczne przyjmujac prdg istotnosci réwny lub mniejszy niz 0,05. Wyniki
testow Kolmogorowa — Smirnowa przedstawione zostaly w tabelach 6, 7, 8, 9 oraz
10.
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4 Wyniki

Tabela 6. Statystyki opisowe oraz rozktady badanych pomiaréw
w podziale na typ raka — guzkowy i naciekajacy

BAapANY
KOL
PARAMETR|KOL|KOL(KOL | * " |KOL| KOL (MMP-2|MMP-2| MMP-9| MMP-9
IT [INT|IIT IVT|IVNT| T | NT | T | NT
NT
TEST
Z Kot -
o ONOBOIO™ | 897 | 748 | 866 | 682 | 610 | 1,256 | 820 | 745 | 1555 | 925
= wa-Smirnowa
S
E] Istotnos¢
2 | asymptotyczna | 405,630 | 441 | 742 | 851 | 085 | 513 | 635 | 016 | .359
(dwustronna)
>~ | ZKot -
8 OUNOBOIO™ | 146 | 967 |1,187| 532 | 607 | 749 | 2,119 | 1,107 | 983 | 678
= | wa-Smirnowa
% Istotnos¢
C | asymptotyezna |634|,307 [,119 | 940 | 855 | 628 | 000 | 172 | 289 | 748
Z (dwustronna)

Testowana jest zgodnos¢ z rozktadem normalnym.
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Tabela 7. Statystyki opisowe oraz rozktady badanych pomiaréw
w podziale na typ raka dla kazdej z plci

13

TEsT

BADANY
PARAMETR

KOL
IT

KOL
INT

KOL
mT

KOL
IIINT

KOL
vT

KOLIV
NT

MMP-2

MMP-2
NT

MMP-9

MMP-9
NT

GUZKOWY

KOBIETY

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,659

,393

,709

,582

,482

,526

,713

,614

1,115

1,034

Istotnos¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

,778

,998

,697

,887

974

945

,690

,845

,166

,236

MEZCZYZNI

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,870

,521

,612

757

1,140

,764

,609

1,268

1,007

Istotnos¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

,801

,436

,949

,848

,616

,148

,604

,852

,080

,263

NACIEKAJACY

KOBIETY

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,690

,703

,731

,496

,489

,834

1,380

,845

,801

,551

Istotnos¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

,729

,706

,659

967

970

491

,044

474

,543

,922

MEZCZYZNI

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,513

,790

,967

,635

,459

,584

1,456

,839

,754

,581

Istotnos¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

955

,561

,307

815

,984

,885

,029

,482

,621

,889

Testowana jest zgodnos¢ z rozktadem normalnym.
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Tabela 8. Statystyki opisowe oraz rozktady badanych pomiaréw
w podziale na typ raka w kazdej z grup wiekowych

GRuUPA

KOL
IT

KOL
INT

KOL
111
T

KOL
IIINT

KOL
IvT

KOL
IVNT

MMP-2

MMP-2

MMP-9

GUZKOWY

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,429

,691

,591

,671

432

474

,468

,702

744

Istotnos¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

<68 LAT

,993

727

,876

,759

,992

978

,981

,709

,637

Z Kolmogo-
rowa-Smir-
nowa

,558

,758

,697

,688

,785

1,331

,854

,939

1,305

,988

Istotnos¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

69-78 LAT

915

,615

,716

,732

,568

,058

,460

,341

,066

,283

Z Kolmogo-
rowa-Smir-
nowa

,716

,616

,635

457

,466

,547

,983

,693

1,674

1,046

Istotnos¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

79+ LAT

,684

,842

814

,985

,982

,926

,289

723

,007

,224

NACIEKAJACY

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,734

,861

,940

,656

,557

,593

1,607

,782

,545

,694

Istotno$¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

<68 LAT

,655

,340

,783

916

,873

,011

,574

,928

,721

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,805

,718

,539

471

,650

,822

1,055

,922

,734

,856

Istotno$¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

69 - 78 LAT

,537

,681

933

979

,792

,509

,215

,363

,654

457

Z Kotmogo-
rowa-Smir-
nowa

,632

,487

,436

,345

,543

,340

,745

,828

,655

,790

Istotno$¢
asympto-
tyczna (dwu-
stronna)

79+ LAT

,819

972

991

1,000

,930

1,000

,635

,499

,784

,560

Testowana jest zgodnos¢ z rozkladem normalnym.
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Tabela 9. Statystyki opisowe oraz rozktady badanych pomiaréw
w podziale na typ raka w kazdej z grup lokalizacji
(G - guz zlokalizowany na glowie, Tt - guz zlokalizowany na tulowiu)

75

GRuUPA

KOL
IT

KOL
INT

KOL
IIIT

KOL
II1
NT

KOL
IVT

KOL
IVNT

MMP-2
T

MMP-2
NT

MMP-9
T

MMP-9
NT

GUZKOWY

LOKALIZACJA G

Z Kolmo-
gorowa-
Smirnowa

,764

,632

821

,808

,769

1,235

,664

,756

1,379

,856

Istotnos¢

asymp-

totyczna
(dwu-

stronna)

,603

,819

,510

,532

,595

,095

771

,617

,045

,457

LOKALIZACJATE

Z Kolmo-
gorowa-
Smirnowa

,468

,514

,678

,553

914

579

,590

1,148

Istotnos¢

asymp-

totyczna
(dwu-

stronna)

,981

954

,748

,990

,908

,920

,374

,891

,877

,143

NACIEKAJACY

LOKALIZACJA G

Z Kolmo-
gorowa-
Smirnowa

,746

,967

1,187

,532

,607

,749

2,119

1,107

,983

,678

Istotnos¢

asymp-

totyczna
(dwu-

stronna)

,634

,307

,119

,940

,855

,628

,000

,172

,289

,748

Testowana jest zgodnos¢ z rozkladem normalnym.




6

4 Wyniki

Tabela 10. Statystyki opisowe oraz rozklady badanych pomiaréw
w podziale na typ raka w kazdej z grup w podziale na rodzaj fototypu

KOL

KOL

KOL

KOL | KOL KOL | MMP-2 | MMP-2 | MMP-9 | MMP-9
GRUPA I I v
IT [INT IVNT T NT T NT
T NT T
= | ZKolmogoro-
; X ,503 |,551(,639| ,664 |,430| ,525 ,672 ,602 ,850 ,541
= wa-Smirnowa
S Istotnos$¢
S asymptotyczna | ,962 |,921(,809( ,770 [,993| ,945 757 ,862 ,465 931
R (dwustronna)
= | ZXKolmogoro-
; — . 1,088|,611|,639| ,558 |,747| 1,071 | ,791 ,685 | 1,200 | ,692
2 & wa-Smirnowa
E] S Istotno$¢
8 S asymptotyczna | ,188 |,849(,808 | ,915 |,632 ,202 ,559 ,736 112 724
M (dwustronna)
> | ZKolmogoro-
— . ,388 |,685(,668| ,625 |,722| ,741 ,586 813 ,547 978
g wa-Smirnowa
S Istotnosé
S asymptotyczna | ,998 |,736|,763| ,829 |,674| ,643 | ,883 | ,522 | ,926 | ,294
) (dwustronna)
= | ZKolmogoro-
= . ,567 |,691 |,676| ,485 |,491| 453 | ,810 | ,823 | ,576 | ,539
= wa-Smirnowa
S Istotnos¢
S asymptotyczna | ,904 |,727(,750| ,973 |,969| ,986 | ,528 | ,508 | ,895 | ,934
R (dwustronna)
5 = | ZKolmogoro-
-4 - X 1,009|,688 1,921 ,503 |,506| ,713 989 906 ,609 ,683
= g wa-Smirnowa
% S Istotnosé
O S asymptotyczna | ,261 |,731,365| ,962 |,960| ,690 ,282 ,385 ,852 ,739
<z: M (dwustronna)
> | ZKolmogoro-
— . ,644 | ,677 1,821 ,469 |,721| ,566 | ,988 639 | 1,211 | ,778
g wa-Smirnowa
S Istotno$¢
S asymptotyczna | ,802 |,749 (,510( ,980 |,675| ,906 | ,283 ,810 ,106 ,581
B (dwustronna)

Testowana jest zgodnos¢ z rozkladem normalnym.
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4.2. Taleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu |, kolagenu
typu I, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9 w raku
podstawnokomdrkowym guzkowym i odmianie naciekajgce;
BCC pomigdzy probkami tkanki nowotworowej (1),

a probkami tkanki zdrowej pobranej z marginesu guza (NT)
od tych samych pacjentow

W celu weryfikacji problemu badawczego, przeprowadzono seri¢ analiz testem
t Studenta dla prob zaleznych, w obydwu grupach pacjentéw z rakiem podstawno-
komoérkowym guzkowym i odmiang naciekajaca BCC, podzielonych wg typu raka.
Analiza wykazala, Ze istotna roznica pomiedzy pomiarami wystgpita w kazdym
z parametréw w obydwu grupach.

W grupie pacjentéw z rakiem guzkowym ekspresja mRNA dla KOL I z ognisk
guza (T) byta wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOL I ze skéry zdrowej otoczenia
guza (NT); ekspresja mRNA dla KOL III (T) byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla
KOL II (NT); ekspresja mRNA dla KOL IV (T) byla nizsza niz dla KOL IV (NT);
ekspresja mRNA dla MMP-2 (T) byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla MMP-2
(NT); ekspresja mRNA dla MMP-9 (T) byla wyzsza niz MMP-9 (NT).

W grupie pacjentéw z rakiem podstawnokomoérkowym odmiany naciekajacej
analiza testem t Studenta wykazata wyniki podobne: ekspresja mRNA dla KOLI (T)
byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOL I (NT); ekspresja mRNA dla KOL III (T)
byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOL III (NT); ekspresja mRNA dla KOL IV
(T) byta nizsza niz dla KOL IV (NT); ekspresja mRNA dla MMP-2 (T) byla wyzsza
niz ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT); ekspresja mRNA dla MMP-9 (T) byla wyz-
sza niz MMP-9 (NT).

Wyniki przedstawia tabela 111 12.
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Tabela 11. Statystyki opisowe badanych parametréw ekspresji mRNA
dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomoérkowym guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC

GRUPA SREDNIA ODCHYLENIE BLQD ?TANDARDOWY
STANDARDOWE SREDNIE]

KOLIT 147 25 04

KOLINT 41 12 02

KOLII T 56 12 02

KOLIIINT 12 03 00

g KOLIV T 13,64 2,57 38
N KOLIVNT 19,51 4,12 61
° MMP-2T 84 12 02
MMP-2 NT 29 08 01

MMP-9 T 34 16 02

MMP-9NT 07 03 00

KOLIT 85 23 04

KOLINT 46 21 03

KOLIIT 26 09 01

= KOLIIINT 11 03 01
§ KOLIV T 14,40 2,75 44
5 KOLIVNT 2,11 1243 1,97
z MMP-2 T 94 28 04
MMP-2 NT 23 09 01

MMP-9 T 52 16 03

MMP-9NT 06 01 00
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Tabela 12. Réznice pomiedzy pomiarami ekspresji mRNA dla kolagenu typu
I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9 pod wzgledem
badanych parametréw w grupie T i NT w raku guzkowym i odmianie
naciekajgcej BCC wraz z wynikami testu t Studenta i istotnoscia

ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH
95% PRZEDZIAL
BEAD UFNOSCI IsTOoTNOSC
GRUPA ) ODCHYLE- STANDAR- | PLA ROZNICY T (DWU-
SREDNIA | NIE STAN- DOWY $REDNICH STRONNA)
DARDOWE | ,
SREDNIE] | Dorna | GORNA
GRANICA |GRANICA
KOLTT - 1,06 27 04 98 L,14 |26,58| ,000
KOL I NT > b > bl bl ¢ b
KOLIIT - 44 13 02 40 48  |23,33| 000
; KOL III NT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
2 KOLIVT -1 o7 3,27 49 4,89 685 [12,05| ,000
S KOL IV NT b 3 b $) bl ;] b
T
MMP-2T - 55 12 02 51 58 (31,26 ,000
MMP_2 NT b b b > > bl b
MMP-9T - 27 16 02 22 32 |11,64 000
MMP—9 NT > 3 > > > bl bl
KOLTT - 39 20 03 33 45 |12,60| ,000
KOL I NT b b b b b > b
KOLTIT - 15 09 01 12 18 |10,44| ,000
5 | KOLIINT | ° ’ ’ ’ ’ ’ ’
=
S | KOLIVT- 27,71 12,83 2,03 23,61 31,82 |13,66| ,000
E KOL IV NT 5 5 i) 5 b bl b
C
= | MMP2T
Z o 71 31 05 61 381 |14,42 000
MMP_2 NT > > bl > b > b
MMP-9T - 45 16 03 40 51 |[17,84|  ,000
MMP-S NT ; , X ; , \ X
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4.3. Taleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu |,
kolagenu typu IlI, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
oznaczanych w tkance nowotworowej (1),
w raku podstawnokomarkowym guzkowym
w stosunku do raka naciekajgcego
oraz tych samych parametrow oznaczanych
w tkance zdrowej pobranej z marginesu guza (NT)
raka guzkowego w stosunku do raka naciekajgcego

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono analize testem t Studen-
ta dla prob niezaleznych. Analiza wykazata, ze poziom ekspresji mRNA dla KOL
I(T) i KOLIII (T) u chorych z rakiem guzkowym byt istotnie wyzszy niz u chorych
z odmiang naciekajacg. W przypadku ekspresji mRNA dla KOL IV (T) badani z ra-
kiem guzkowym mieli niZszy jego poziom niz w odmianie naciekajacej w probkach
(T), a istotnie nizszy w probkach (NT). Poziom ekspresji mRNA dla MMP-2 (T)
w raku guzkowym byl istotnie nizszy niz poziom ekspresji mRNA dla MMP-2 (T)
w odmianie naciekajacej.

Natomiast ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT) w raku guzkowym wykazata istot-
nie wyzszy poziom niz ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT) w odmianie naciekajacej
BCC. Kolejna analiza wykazala, ze badani w grupie z rakiem guzkowym mieli istot-
nie nizszy poziom ekspresji mRNA dla MMP-9 (T) niz byt poziom ekspresji mRNA
dla MMP-9 (T) w raku naciekajacym.

Wyniki analiz przedstawia tabela 13 oraz 14.
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Tabela 13. Statystyki opisowe badanych parametréw ekspresji mRNA
dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomoérkowym guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC

. (0] B
PARAMETR Ropzay BCC SREDNIA DCHYLENTE Lap ?TANDARDOWY
STANDARDOWE SREDNIE]
GUZKOWY 1,47 ,25 ,04
KOLIT
NACIEKAJACY ,85 ,23 ,04
GUZKOWY 41 12 ,02
KOLINT
NACIEKAJACY ,46 21 ,03
GUZKOWY ,56 ,12 ,02
KOLIIT
NACIEKAJACY ,26 ,09 ,01
GUZKOWY 12 ,03 ,00
KOLIINT
NACIEKAJACY 11 ,03 ,01
GUZKOWY 13,64 2,57 ,38
KOLIVT
NACIEKAJACY 14,40 2,75 44
GUZKOWY 19,51 4,12 ,61
KOLIVNT
NACIEKAJACY 42,11 12,43 1,97
GUZKOWY ,84 ,12 ,02
MMP-2'T
NACIEKAJACY ,94 ,28 ,04
GUZKOWY ,29 ,08 ,01
MMP-2 NT
NACIEKAJACY ,23 ,09 ,01
GUZKOWY ,34 ,16 ,02
MMP-9T
NACIEKAJACY ,52 ,16 ,03
GUZKOWY ,07 ,03 ,00
MMP-9NT
NACIEKAJACY ,06 ,01 ,00
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Tabela 14. Réznice pomiedzy pomiarami ekspresji mRNA dla kolagenu typu
I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9 pod wzgledem
badanych parametréw w grupie T i NT w raku guzkowym i odmianie

naciekajgcej BCC wraz z wynikami testu t Studenta i istotnoscia

95% PRZEDZIAE UFNOSCI

Brap
PARAMETR| T (Dijz(::::ii\) ;2?;1:3; STANPf:IiDOWY DLA ROZNICY SREDNICH
ROZNICY | Dolna granica | Gérna granica
KOLIT | 12,06 ,000 ,62 ,05 52 72
KOLINT | -1,22 224 -,04 ,04 512 ,03
KOLIIT | 12,49 ,000 ,30 ,02 25 34
KOLIINT | ,89 ,373 ,01 ,01 -,01 ,02
KOLIVT | -1,32 ,191 -,76 ,58 -1,91 39
KOLIV NT |-11,52 ,000 -22,60 1,96 -26,51 -18,70
MMP-2T | -2,06 ,043 -,09 ,05 -,19 ,00
MMP-2NT | 3,61 ,001 07 ,02 ,03 ,10
MMPOT | -5,05 ,000 -,18 ,04 -25 11
MMP-ONT | 1,49 ,139 ,01 ,01 ,00 ,02
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4 4. Taleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu |,
kolagenu typu IlI, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomérkowym guzkowym i odmianie
naciekajgcej pomiedzy tkankq nowotworowg (T),
a tkankg zdrowg, pobrang z marginesu guza (NT)
U pacjentow w poszczegdlnych przedziatach wiekowych

W celu weryfikacji problemu badawczego, przeprowadzono seri¢ analiz testem
t Studenta dla préb zaleznych, w obydwu grupach raka podstawnokomoérkowego
skory tj. w grupie chorych z rakiem podstawnokomoérkowym guzkowym i w od-
mianie naciekajacej BCC.

Analiza ta wykazala, ze istotna réznica pomiedzy pomiarami wystapila w kaz-
dym z parametréw, tzn. w ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III,
kolagenu typu IV, MMP-2 i MMP-9 w obydwu grupach raka BCC oraz w kazdej
grupie wiekowej. Wsréd chorych z rakiem guzkowym badani zakwalifikowani do
grupy wiekowej os6b majacych mniej niz 68 lat, mieli wyzszy poziom ekspresji
mRNA dla KOL I (T) niz ekspresja mRNA dla KOL I (NT), ekspresja mRNA dla
KOLIII (T) byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOLIIT (NT), ekspresja mRNA dla
KOL IV (T) byta nizsza niz dla KOL IV (NT), ekspresja mRNA dla MMP-2 (T) byta
wyzsza niz ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT), ekspresja mRNA dla MMP-9 (T)
byla wyzsza niz dla MMP-9 (NT).

Analiza wykazala, ze podobne wyniki réznic pomiedzy pomiarami mialy osoby
w przedziale wiekowym 69-78 lat oraz w wieku powyzej lat 79. We wszystkich gru-
pach wiekowych poziom wszystkich parametréw T byl wyzszy niz NT, z wyjatkiem
ekspresji mRNA dla KOL IV.

W grupie badanych z rakiem naciekajacym, chorzy majacy mniej niz 68 lat,
osoby w przedziale wiekowym 69-78 lat oraz osoby w wieku powyzej lat 79 mialy
zawsze wyzsze wartosci parametréw oznaczanych w tkance nowotworowej (T) niz
wartosci parametréw oznaczanych w tkance zdrowej pochodzacej z marginesu guza
(NT) u tych samych pacjentéw, z wyjatkiem ekspresji mRNA dla KOL IV.

Wyniki przedstawia tabela 15 oraz 16.
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Tabela 15. Statystyki opisowe badanych parametréw ekspresji mRNA dla
kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomoérkowym guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC
w podziale na grupy wiekowe

- ODCHYLENIE BLQAD STANDARDOWY
GRUPA SREDNIA )
STANDARDOWE SREDNIE]

KOLIT 1,50 20 07

KOLINT A5 13 04

KOLIIIT 56 16 ,05

. KOL III NT ,10 02 ,01

5 KOLIVT 13,04 2,12 71
% KOLIV NT 19,63 3,43 1,14

v MMP-2 T 79 13 04

MMP-2 NT 24 ,06 ,02

MMP-9 T 32 09 ,03

MMP-9 NT 06 02 01

KOLIT 1,49 26 06

KOLINT 38 11 ,02

KOLIIIT ,56 11 ,02

E : KOL III NT ,13 ,02 ,01
S = KOLIVT 13,95 3,00 66
N ; KOLIV NT 19,69 4,74 1,03
T} ° MMP-2T 83 ,10 ,02
MMP-2 NT 30 07 01

MMP-9 T 38 17 04

MMP-9 NT 07 03 01

KOLIT 1,43 25 06

KOLINT A5 14 04

KOLIII T ,55 13 ,03

. KOLIII NT 12 ,03 01

5 KOLIVT 13,55 2,23 58

& KOL IV NT 19,19 3,78 ,98

" MMP-2 T 90 14 04

MMP-2 NT 32 09 02

MMP-9 T 30 18 ,05

MMP-9 NT 07 03 ,01
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GRUPA SREDNIA ODCHYLENIE BLAD ?TANDARDOWY
STANDARDOWE SREDNIE]

KOLIT 89 20 04

KOLINT 48 20 ,04

KOLII T 25 ,09 02

KOLIINT | 11 ,03 01

E KOLIVT | 14,89 2,40 52
§ KOLIVNT | 4248 12,48 2,72

MMP-2T 94 29 06

MMP-2NT | 22 ,07 02

MMP-9 T 51 14 03

MMP-9NT | ,07 01 ,00

KOLIT 82 ,30 ,09

KOLINT 42 22 07

KOLII T 23 07 02

i;; g KOLIINT | 12 04 01
5 = KOLIVT 14,38 3,70 1,12
= Z KOLIVNT | 40,04 11,50 3,47
<zﬂ © MMP-2 T ,94 ,36 11
MMP-2NT | 27 13 ,04

MMP-9 T ,55 20 06

MMP-9NT | ,05 01 ,00

KOLIT 78 18 ,06

KOLINT 46 22 ,08

KOLIIT 31 ,10 04

KOLIINT | ,12 ,05 02

E KOLIVT | 13,14 1,94 ,69

l;E KOLIVNT | 44,00 14,68 5,19

MMP-2T 192 05 02

MMP-2NT | ,18 ,04 02

MMP-9 T 51 17 06

MMP-9NT | ,07 01 ,00




86 4. Wyniki

Tabela 16. Réznice pomiedzy pomiarami ekspresji mRNA dla kolagenu typu
I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9 pod wzgledem
badanych parametréw w grupie T i NT w raku guzkowym i odmianie
naciekajgcej BCC wraz z wynikami testu t Studenta w poszczegdlnych grupach

wiekowych wraz z wynikami testu t Studenta i istotno$cig

ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH
95% przedziat IstoT-
Grupa Sred. Odchylenie| Blad stan- ufnoé,ci dla‘ réznicy T No$C¢
. standar- | dardowy $rednich (pwu-
e dowe $redniej | Dolna | Gérna STRONNA)
granica | granica
KOLIT - KOL
1,05 24 ,08 87 1,24 |13,03| ,000
INT
KOLIIT- A6 17 06 33 59 836 ,000
e | KOLTINT
S5 | KOLIVT- 6,58 | 3,52 1,17 3,88 929 |5,62 000
® | KOLIVNT |~ ’ ’ ’ ’ ’ >
v MMP-2T
,55 09 03 A48 61 [1889] ,000
MMP-2 NT
MMP-9T - 26 10 03 18 34 | 777] 000
MMP-9 NT
KOLIT - KOL
1,11 28 06 99 1,24 |18,48| ,000
INT
i 11 02 38 48 |17,66| 000
§ B KOLIINT |’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
g o | KOLIVT= | on | 30 68 432 715 | 847| ,000
N '; KOLIVNT |~ ’ ’ ’ ’ ’ ’
© © | MMP2T- 52 10 02 48 57 |22,86| ,000
MMP-2NT |’ ’ ' ’ ' ’ ’
MMP-9T - 31 17 04 23 38 (829 ,000
MMP-9NT
KOLIT-KOL 98 27 07 83 1,13 |1431| ,000
INT
KOLIIT- A4 13 03 37 51 [13,37]  ,000
¢ | KOLIINT
5 | KOLIVT- 564 | 352 91 3,69 7,58 | 6,21 000
§ KOLIVNT |~ ’ ’ ’ ’ ’ ’
MMP-2T - 58 15 04 50 66 |15,52] 000
MMP-2 NT
MMP-9T- 1 16 04 14 32 |546| ,000
MMP-ONT |’ ’ ’ ’ ’ ? ’
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ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH

95% przedziat I ‘o
o o STOTNOSC
GRUPA Sred- Odchyle- | Blad stan- ufnosla dla. roznicy | (bWU-
nia nie stan- | dardowy $rednich STRONNA)
dardowe | $redniej | Dolna | Gorna
granica | granica
KOLIT-KOL Al ,19 04 33 50 (997 ,000
INT
KOLIIT- 15 08 02 11 19 | 817] 000
o | _KOLHINT
S5 | KOLIVT- 27,59 | 13,04 2,85 21,65 | 3353 | 970 000
§ KOLIVNT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
MMP-2T- ) 31 07 58 86 |1047| ,000
MMP-2NT |’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
MMPST- | 13 03 38 50 |15,02| ,000
MMPONT |’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
KOLIT-KOL| -, 25 07 23 57 | 534 000
INT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
> KOLIIT- | ) 06 02 07 15 |602 000
g: g | KOLIINT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
S o | KOLIVT- o 6| 1238 3,73 1734 | 3397 |688 000
= T | KOLIVNT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
E | MmP2T- 67 A2 13 39 94 |531| ,000
MMP-2NT
MMP-9T - A9 20 06 36 63 | 807| ,000
MMP-9 NT
KOLIT-KOL 32 13 05 21 43 | 706 | ,000
INT
KOLIIT- 19 12 04 09 29 |451| ,003
¢ | KOLHINT
5 | KOLIVT- 30,86 | 1397 4,94 1918 | 4253 |6,25 000
§ KOLIVNT |7 ’ ’ ’ > ’ ’
MMP2T- |, 06 02 69 79 |3520| 000
MMP-2NT |’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
MMPST- | 18 06 30 59 | 7,09 000
MMPONT |’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
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45. Taleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu |,
kolagenu typu IlI, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomdrkowym guzkowym i naciekajgcym
pomigdzy tkankq nowotworowg (T), a tkankg zdrowg
pobrang z marginesu guza (NT) v pacjentow
wg podziatu na rodzaje fototypow w skali Fitzpatricka
(fototyp 11, fototyp Ill, fototyp IV)

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono seri¢ analiz testem
t Studenta dla prob zaleznych w obydwu grupach raka. Analiza wykazata, ze istotna
réznica pomiedzy pomiarami wystgpita w kazdym z parametréw w obydwu gru-
pach raka oraz w kazdej grupie fototypowe;.

Wsrdd badanych, u ktérych zdiagnozowano raka guzkowego, osoby z fototy-
pem II mialy istotnie wyzszy wynik ekspresji mRNA dla KOL I (T) niz ekspresji
mRNA dla KOL I (NT), ekspresja mRNA dla KOL III (T) byta wyzsza niz ekspre-
sja mRNA dla KOL IIT (NT), ekspresja mRNA dla KOL IV (T) byta nizsza niz dla
KOL IV (NT), ekspresja mRNA dla MMP-2 (T) byla wyzsza niz ekspresja mRNA
dla MMP-2 (NT), ekspresja mRNA dla MMP-9 (T) byla wyzsza niz MMP-9 (NT).
Wykazano, ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy pomiarami mialy osoby
w grupie fototypu III oraz w grupie fototypu IV.

Stwierdzono, ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy pomiarami miaty
osoby w grupie fototypu II, fototypu III oraz w grupie fototypu IV wéréd badanych
ze zdiagnozowang odmiang naciekajaca BCC.

Wyniki przedstawia tabela 17 oraz 18.



4 Wyniki

89

Tabela 17. Statystyki opisowe badanych parametréw ekspresji mRNA dla
kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomoérkowym guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC
w podziale na grupy fototypow

GRUPA SREDNIA ODCHYLENIE BLI}D S’TANDARDOWY
STANDARDOWE SREDNIE]

KOLIT 1,47 14 05

KOLINT A7 11 04

KOLIIT 50 13 05

E KOLIIINT ,13 ,03 ,01

r KOLIV T 12,84 1,96 ,69

© KOLIVNT | 17,79 2,54 90

2 MMP-2 T 88 06 02

MMP-2 NT 32 04 02

MMP-9 T 31 09 03

MMP-9 NT 07 01 ,00

KOLIT 1,51 27 05

KOLINT Al 12 02

KOLIIT 55 11 02

; E KOLIIINT 11 02 ,00
S > KOLIV T 14,46 2,73 56
IEI) g KOLIV NT 20,28 4,64 ,95
© e MMP-2 T 86 12 02
MMP-2 NT 29 08 02

MMP-9 T 38 21 04

MMP-9 NT 07 ,03 01

KOLIT 1,40 26 07

KOLINT 39 14 04

KOLIIT 59 13 04

2 KOLIIINT 12 03 01

E KOLIV T 12,60 2,18 61
g KOLIV NT 19,14 3,71 1,03

e MMP-2 T 79 15 04

MMP-2 NT 28 08 02

MMP-9 T 29 04 01

MMP-9 NT 06 ,03 01
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GRUPA SREDNIA ODCHYLENIE BLAD ?TANDARDOWY
STANDARDOWE SREDNIE]

KOLIT 88 32 12

KOLINT Ad 21 08

KOLIII T 25 13 05

E KOL I NT 11 ,02 ,01
= KOLIVT 14,49 3,05 1,15
= KOLIVNT | 44,80 1525 5,76

4 MMP-2 T 93 32 12

MMP-2 NT 26 13 05

MMP-9 T 53 17 06

MMP-9 NT 07 02 01

KOLIT 85 23 05

KOLINT A3 19 04

. _ KOLIII T 27 ,09 02
% = KOL III NT 11 04 01
> = KOLIVT 13,86 2,29 49
g S KOLIV NT 43,39 12,51 2,67
= e MMP-2 T 88 ,09 02
MMP-2 NT 22 ,09 02

MMP-9 T 55 18 04

MMP-9 NT 06 01 ,00

KOLIT 83 17 05

KOLINT 53 23 07

KOLIII T 25 08 02

2 KOLIIINT 11 03 01

E KOLIVT 15,42 3,35 1,01
g KOLIV NT 37,83 10,28 3,10

Q MMP-2 T 1,06 45 14

MMP-2 NT 22 07 02

MMP-9 T A4 ,10 03

MMP-9 NT 06 01 ,00
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Tabela 18. Réznice pomiedzy pomiarami ekspresji mRNA dla kolagenu typu
I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9 pod wzgledem
badanych parametréw w grupie T i NT w raku guzkowym i odmianie
naciekajgcej BCC w poszczegdlnych grupach fototypow wraz z wynikami

testu t Studenta i istotno$cig

ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH
95% dzial IsToT-
Odchy- | Blad | 0 o przedzial it
GRUPA ‘ . ufnosci dla réz- .
Sred-| lenie | standar- o . (pWu-
; nicy $rednich
nia |standar-| dowy STRONNA)
dowe | $redniej Dolna | Gorna
granica | granica
KOLIT -
KOLINT | bOL| 20 07 84 | 1,17 |1450| 000
KOLTIT -
= | goLmnr | B8] 13| 05 |27 0 81T L000
>
) KOLIVT-
S | koLivnr |#%| 172 | 61 | 350 | 639 | 811 | 000
QO | MMP2T-
[s#)
mmp2NT | 28| 03 01 54 | 59 |4968| 000
MMP-9T -
MMP-oNT | 24| 08 03 17 30 | 813 | ,000
KOLIT-
koLinT D10 ¥ 06 98 | 1,22 |1890| 000
— KOLTIT -
§ E xormnt | | U 02 ,39 49 19,09 ,000
) > KOLIVT -
=
§ S | KOLIVNT 582| 334 | 68 | 440 | 723 | 852 ,000
O O MMP-2T -
[ 9
MMmp2anNT | 20| U 02 51 61 |2403| ,000
MMP-9T -
MmponT | 20| 20 04 22 39 | 736 | ,000
KOLIT-
KoLINT | DO %7 08 84 | 1,17 |13,34| ,000
KOLTIT -
E koLmNt | 47| ot 04 | 39 | 56 |1204| 000
> KOLIVT -
=
S | KOLIVNT 655| 387 | 107 | 421 | 888 | 610 | ,000
Q MMP-2T -
[ 9
mmp2NT | 1| P 04 | 42 | 61 |1217| 000
MMP-9T -
MmMpoNT | 2| 0 01 21 | 25 |21,89] 000
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ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH

) IsTtoT-
Blad 95%,p.rzed21;a‘1 NOSE
GRUPA Sred. Oflchyle- standar- ufl:lOS(fl dla TOZ_ T | (pWu-
nia Zlaer ;:)a;; dowy nicy $rednich STRON-
$redniej | Dolna | Gérna NA)
granica | granica
KOLIT-KOL| -, 22 08 24 64 |530]| ,002
INT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
= KOLIIT- 13 12 ,05 02 25 |285| ,029
= KOL Il NT
5 Iligi R}f II; 3031 | 1525 577 | 1620 | 4442 | 526 | ,002
2 MMP-2T - 67 35 13 35 99 | 508]| ,002
MMP-2 NT
MMP-9T -
A7 16 06 32 62 | 770| ,000
MMP-9 NT
KOLIT-KOL 43 ,19 ,04 34 51 10,53 ,000
INT
> = KOLIIT- ¢ 08 02 12 19 | 857| ,000
2 = KOLIINT |’ ' ’ ’ ’ ' ’
=
¥ Z KOLIVT= | o5 | 1295 276 | 23,80 | 3527 |10,70| ,000
5 o KOLIV NT ’ ’ ’ ’ ’ § ’
E 2 MMP2T- | s 12 03 60 71 |2562| ,000
MMP-2NT | ° ’ ' ’ ' ’ ’
MMP-9T - 49 18 04 41 57 |13,02| ,000
MMP-INT | ° ' ' ' ' .
KOLIT-KOL 29 18 ,05 17 Al | 545] ,000
INT
> KOLII'T - 14 08 02 09 19 | 588 ,000
& KOL Il NT
= KOLIVT- | 1| 1039 313 | 1543 | 2939 | 715 | ,000
g KOLIV NT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
o) MMP-2T -
= 84 ,50 15 51 | 1,17 |561] ,000
MMP-2 NT
MMP-9T -
37 ,10 03 31 A4 |12,54] ,000
MMP-9 NT
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4.6. Taleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu |,
kolagenu typu IlI, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomérkowym guzkowym i odmianie
naciekajgce BCC pomiedzy tkankg nowotworowg (T),
a tkankq zdrowg pobrang z marginesu guza (NT) v pacjentow,
w zaleznosci od lokalizacji guza na glowie (6) i tutowiu (TH)

W celu weryfikacji problemu badawczego, przeprowadzono seri¢ analiz testem
t Studenta dla préb zaleznych w obydwu grupach pacjentéw z rakiem BCC guzko-
wym i odmiang naciekajaca BCC. Analiza wykazala, ze istotna réznica pomiedzy
pomiarami wystapita w kazdym z parametréw, w obydwu grupach raka oraz w kaz-
dej lokalizaciji.

Wsrod badanych, u ktérych zdiagnozowano BCC guzkowy, zlokalizowany na
glowie (lokalizacja G) wystepowal istotnie wyzszy wynik ekspresji mRNA dla KOL
I (T) niz ekspresji mRNA dla KOL I (NT), ekspresja mRNA dla KOL III (T) byta
wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOL IIT (NT), ekspresja mRNA dla KOL IV (T)
byla nizsza niz dla KOL IV (NT), ekspresja mRNA dla MMP-2 (T) byta wyzsza niz
ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT), ekspresja mRNA dla MMP-9 (T) byla wyzsza
niz MMP-9 (NT). Analiza wykazala, ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy
pomiarami mialy osoby z rakiem guzkowym, u ktérych guz wystepowat na tutowiu
(lokalizacja Tt).

U badanych z odmiang naciekajacg BCC guz zlokalizowany byt wylacznie na
glowie (lokalizacja G) i chorzy ci mieli istotnie wyzszy wynik ekspresji mRNA dla
KOL I (T) niz ekspresja mRNA dla KOL I (NT), ekspresja mRNA dla KOL III (T)
byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOL III (NT), ekspresja mRNA dla KOL IV
(T) byla nizsza niz dla KOL IV (NT), ekspresja mRNA dla MMP-2 (T) byla wyzsza
niz ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT), ekspresja mRNA dla MMP-9 (T) byla wyz-
sza niz MMP-9 (NT).

Wyniki przedstawiajg tabele 19 oraz 20.
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Tabela 19. Statystyki opisowe badanych parametréw ekspresji mRNA dla
kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomoérkowym guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC
w podziale na lokalizacje guza na glowie (G) i tulowiu (Tt)

GRUPA SREDNIA ODCHYLENIE | BrADp ?TANDARDOWY
STANDARDOWE $SREDNIE]
KOLIT 1,49 25 ,05
KOLINT ,40 11 ,02
KOLIIT 58 12 ,02
< KOLIINT | 12 02 00
g KOLIVT 13,57 2,68 48
2 | KOLIVNT | 1994 435 78
§ MMP-2T 83 11 ,02
MMP-2 NT ,28 ,06 ,01
o MMP-9T 37 ,18 ,03
% MMP-9 NT ,07 ,03 ,01
E KOLIT 1,43 23 ,06
© KOLINT 45 ,15 ,04
KOLIIT 51 ,12 ,03
E KOLHINT ,12 ,03 ,01
g KOLIVT 13,78 2,42 ,65
3 KOLIV NT 18,55 3,49 93
§ MMP-2T ,88 ,15 ,04
MMP-2 NT ,32 ,10 ,03
MMP-9T ,26 ,05 ,01
MMP-9 NT ,06 ,03 ,01
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5 ODCHYLENIE |BEAD STANDARDOWY
GRUPA SREDNIA i
STANDARDOWE SREDNIE]J

KOLIT ,85 23 ,04

KOLINT 46 21 ,03

KOLIIT ,26 ,09 ,01
b v

% =< KOLIII NT 11 ,03 ,01
Q

5 ﬁ KOLIVT 14,40 2,75 44

8 =3 KOLIVNT | 42,11 12,43 1,97

s % MMP-2T 94 28 04
-

MMP-2 NT 23 ,09 ,01

MMP-9 T ,52 ,16 ,03

MMP-9 NT ,06 ,01 ,00
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Tabela 20. Réznice pomiedzy pomiarami ekspresji mRNA
dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
pod wzgledem badanych parametréw w grupie T i NT w raku guzkowym

i odmianie naciekajacej BCC w poszczegdlnych lokalizacjach
wraz z wynikami testu t Studenta i istotnoscia

ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH
Blad 95% przedziat IsTOT-
1 . .. 2z
p QOdchyle- ufnosci dla réz- NOS$C
GRuUPA Sred-| . W | standar- ., . T
.| niestan- d nicy $rednich (pwu-
(0)
ma dardowe | , WY .| Dolna | Gorna STRONNA)
$redniej ) )
granlca gramca
KOLIT-KOL
1,09 26 05 99 | 1,19 (22,95 ,000
INT
g KOLIIT- 12 02 42 51 |21,49] ,000
5 KOLTINT |’ : . : > ’ ’
N KOLIVT- 1 oo | 341 61 512 | 7,62 |1040 ,000
= KOLIVNT | ’ ’ ’ ’ ’ ’
g MMP-2T - 54 11 02 50 58 (27,65 ,000
)4 MMP-Z NT > 5 > > > b Bl
§ MMP-9T - 30 18 03 24 37 1937 ,000
a MMP_9 NT > bl > > > gl E
N KOLIT-KOL
=) 98 26 07 83 | 1,13 |1396 ,000
T INT
= KOLIIT - 39 13 03 31 46 (11,27 ,000
5 KOLIINT |’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
< KOLIVT -
N 477 | 273 73 319 | 635 |654| ,000
= KOLIVNT
§ MMP-2T - 56 14 04 48 63 |15,09] ,000
8 MMP-Z NT > b b bl bl ) bl
MMP-ST-1 03 01 18 22 [22,10] ,000
MMP_9 NT > b B 5 > > Bl
KOLIT-KOL
39 20 03 33 45 12,60 ,000
INT
> ¢ KOLIIT- 09 01 12 18 |10,44| ,000
< S | KOLIINT |’ : : : : i
E N ROLIVT =101 | 1283 203 | 2361 | 31,82 |13,66] ,000
= = KOLIVNT |°” ’ ’ ’ ’ ’ ’
2 % MMP-2T - 71 31 05 61 81 |1442| ,000
~ = | MMP2NT | ’ ’ ’ : i
MMP-9T - 45 16 03 40 51 (17,84 ,000
MMP_9 NT bl bl > bl > ) >




4. Wyniki 917

4.7. Taleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu |,
kolagenu typu IlI, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
w raku podstawnokomarkowym guzkowym
i odmianie naciekajgcej pomiedzy tkankg nowotworowg (T),
a tkankg zdrowg pobrang z marginesu guza (NT)
U pacjentow w zaleznosci od pici

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono seri¢ analiz testem t Stu-
denta dla préb zaleznych w obydwu grupach chorych. Analiza wykazala, ze istotna
réznica pomigdzy pomiarami ekspresji mRNA wystgpila w kazdym z parametréw,
w obydwu grupach raka oraz dla kazdej z pici.

U kobiet, u ktérych zdiagnozowano rak guzkowy wystepowal istotnie wyzszy
wynik ekspresji mRNA dla KOL I (T) niz ekspresji mRNA dla KOL I (NT), ekspre-
sja mRNA dla KOL III (T) byta wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOL III (NT), eks-
presja mRNA dla KOL IV (T) byta nizsza niz dla KOLIV (NT), ekspresja mRNA dla
MMP-2 (T) byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT), ekspresja mRNA
dla MMP-9 (T) byta wyzsza niz MMP-9 (NT).

Analiza wykazala, ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy pomiarami
mieli mezczyzni.

W przypadku raka naciekajacego kobiety mialy istotnie wyzszy wynik ekspresji
mRNA dla KOL I (T) niz ekspresji mRNA dla KOL I (NT), ekspresja mRNA dla
KOL III (T) byta wyzsza niz ekspresja mRNA dla KOL IIT (NT), ekspresja mRNA
dla KOL IV (T) byla nizsza niz dla KOL IV (NT), ekspresja mRNA dla MMP-2 (T)
byla wyzsza niz ekspresja mRNA dla MMP-2 (NT), ekspresja mRNA dla MMP-9
(T) byta wyzsza niz MMP-9 (NT).

Analiza wykazala, ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy pomiarami
mieli mezczyzni.

Wyniki przedstawiaja tabele 21 oraz 22.
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Tabela 21. Statystyki opisowe badanych parametréw ekspresji mRNA
dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV
oraz MMP-2 i MMP-9 w raku podstawnokomoérkowym guzkowym
i odmianie naciekajgcej BCC w grupie kobiet i mezczyzn

GRUPA SREDNIA ODCHYLENIE BLI)D ?TANDARDOWY
STANDARDOWE SREDNIE]
KOLIT 1,50 23 05
KOLINT 41 10 02
KOL I T 54 13 03
KOLIINT | 12 03 01
E KOLIVT | 1391 2,06 49
§ KOLIVNT | 19,07 2,56 60
MMP-2 T 82 16 04
MMP2NT | 27 08 02
9 MMP-9 T 32 10 02
z MMPONT | ,07 03 01
§ KOLIT 1,45 26 05
© KOLINT 42 14 03
KOL I T 57 12 02
. KOLIINT | 12 02 00
E KOLIVT | 1345 2,89 56
§ KOLIVNT | 19,80 4,92 95
= MMP-2 T 86 10 02
MMP2NT | 31 07 01
MMP-9 T 35 19 04
MMPONT | 07 03 01
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GRUPA SREDNIA ODCHYLENIE |Brap ?TANDARDOWY
STANDARDOWE SREDNIE]

KOLIT 83 25 06

KOLINT A7 20 05

KOLIII T 25 08 02

& KOLIINT | 12 04 01

E KOLIVT 15,28 3,47 87

g KOLIVNT | 37,9 7,99 2,00

MMP-2 T 1,00 36 ,09

= MMP-2 NT 26 12 03
= MMP-9 T 52 20 ,05
S MMP-9 NT 06 01 ,00
2 KOLIT 86 21 04
~ KOLINT 45 21 04
KOLIII T 27 ,10 02

= KOL III NT 11 03 01

E KOLIVT | 1381 2,03 42
N KOLIVNT | 44,88 14,15 2,89

g MMP-2 T 90 21 04

MMP-2 NT 21 06 01

MMP-9 T 52 13 03

MMP-9 NT 06 01 ,00
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Tabela 22. Réznice pomiedzy pomiarami ekspresji mRNA dla kolagenu typu I,
kolagenu typu III, kolagenu typu IV oraz MMP-2 i MMP-9
pod wzgledem badanych parametrow w grupie T i NT

w raku guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC u kobiet i mezczyzn
wraz z wynikami testu t Studenta i istotnoscia

ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH
IsToT-
GRUPA 95% przedziat T NOSC
i Blad stan- ufnosci dla rézni- (Dwu-
Sred- | Odchylenie dardowy cy érednich STRONNA)
nia | standardowe | |, o
$redniej | polna | Gorna
granica | granica
KOLIT- 1,09 18 04 1,00 1,18 |25,08| ,000
KOL I NT bl 3 b > bl p b
KOLII'T - 42 14 03 35 49 |13,17| ,000
. KOLIINT]| ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
-
B |KOLIVT-
= 5,16 2,52 ,59 3,90 641 | 868| ,000
& |KOLIVNT
2
MMP2T- - 15 03 47 62 |1577| ,000
MMP—Z NT > b b bl b el b
§ MMPST ) s 10 02 20 30 |10,74| ,000
o MMP—9 NT b 3 > > > ¢l b
Z
> ROLIT- 1,03 31 06 91 1L16 |17,28| ,000
w KOL I NT bl > b bl bl ) b
KOLIIT- 45 12 02 40 50 (19,42 ,000
& |KOLIINT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
N
q |KOLIVT- 6,35 3,65 70 4,90 7,79 | 9,03 000
_H KOL IV NT > ) > > > ¢l >
=
* [Mmp2T- 55 10 02 51 59 |29,69| ,000
MMP—2 NT > 3 > > > $ b
MMP-9T = g 18 04 21 36 | 797| ,000
MMP_9 NT > > b > > b b
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ROZNICE W PROBACH ZALEZNYCH

IsTOT-
GRUPA 95% przedzial | NoSC
) Blad stan- ufnosci dla roz- (pwu-
Sred- | Odchylenie dardowy nicy érednich STRONNA)
nia | standardowe | L
$redniej Dolna | G6rna
granica | granica
ROLIT- | o 24 06 23 49 | 6,04 000
KOLINT |’ ’ : ’ ’ ’ ’
KOLIIT - 08 02 09 17 |6,69| ,000
. [xoLmNT]| ) ’ ’ ’ ’ ’
E KOLIVT -1 ) o8 8,94 2,23 17,92 | 27,44 |10,15| ,000
2 |KOLIVNT|™ ’ ’ ’ ’ ’ ’
=z
MMP-2T -, 41 10 52 | 96 |715| 000
MMP-2NT | ’ ’ ’ ’ ’ ’
>
% MMP-9T - 46 20 05 35 57 | 907 000
E MMP_9 NT bl > bl > bl bl b
E KOLIT- | 16 03 34 48 (12,28 ,000
Z KOLINT |’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
KOLIIIT - 16 10 02 12 20 | 816 000
5 |KOLINT|’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
N
] [KOLIVT- 31,07 14,07 2,87 | 2513 | 37,01 |10,82] ,000
L [koLvNT|™” : : ’ ’ ’ ’
[aag
= |MMP-2T- 69 23 05 59 | 79 |14,84| ,000
MMP-2NT | ’ ’ ’ ’ ’ ’
MMP-9T - 45 13 03 40 51 |16,78| ,000
MMP-9NT | ’ ’ ’ ’ ’ ’
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4 8. Taleznos¢ pomigdzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-2
i spadkiem ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV,
w raku guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono seri¢ analiz testem ko-
relacji Pearsona. Analiza wykazata w grupie raka guzkowego brak zwigzku poziomu
ekspresji mRNA dla MMP-2 (T) z poziomem ekspresji mRNA dla KOL IV (T).
Stwierdzono takze brak istotnego zwigzku pomiedzy ekspresja mRNA dla MMP-2
(NT) a ekspresja mRNA dla KOL IV (NT).

W przypadku raka naciekajacego analiza wykazata brak zwigzku pomiedzy eks-
presja mRNA dla MMP-2 (T) a ekspresja mRNA dla KOL IV (T). Stwierdzono jed-
nak zwigzek pomiedzy ekspresjs mRNA dla MMP-2 (NT) a ekspresja mRNA dla
KOL IV (NT) r=-0,35; p=0,027, wraz ze spadkiem poziomu ekspresji mRNA dla
KOL1V (NT) rost poziom ekspresji mRNA dla MMP-2 (NT). Sila tego zwigzku byta
umiarkowana. Rezultaty analizy przedstawia tabela 23.

Tabela 23. Zalezno$¢ pomigdzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-2

i spadkiem ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV, w raku guzkowym

i odmianie naciekajacej BCC

GRUPA KOLIVT | KOLIVNT
Korelacja Pearsona ,103
MMP-2T
Istotnoé¢ (dwustronna) ,500
GUZKOWY
Korelacja Pearsona ,060
MMP-2 NT
Istotno$¢ (dwustronna) ,697
Korelacja Pearsona ,068
MMP-2T
Istotno$¢ (dwustronna) ,677
NACIEKAJACY
Korelacja Pearsona -,350"
MMP-2 NT
Istotnoé¢ (dwustronna) ,027

**. Korelacja jest istotna na poziomie 0.01 (dwustronnie).

*. Korelagja jest istotna na poziomie 0.05 (dwustronnie).




4. Wyniki 103

4.9. Taleznos¢ pomigdzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-9
i spadkiem ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV,
w raku guzkowym i odmianie naciekajgcej BCC

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono seri¢ analiz testem ko-
relacji Pearsona. Analiza wykazala, ze ekspresja mRNA dla KOL IV nie byta powia-
zana z poziomem ekspresji mRNA dla MMP-9 w probkach T i NT w raku guzko-
wym i odmianie naciekajacej BCC. Wyniki przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 24. Zalezno$¢ pomigdzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-9
i wzrostem ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV, w raku guzkowym
i odmianie naciekajacej BCC

GRUPA KOLIVT KOLIVNT
Korelacja Pearsona ,100
MMP-9T
Istotnos$¢ (dwustronna) ,513
GUZKOWY
Korelacja Pearsona - ,191
MMP-9NT
Istotnos$¢ (dwustronna) - ,210
Korelacja Pearsona -,103
MMP-9T
Istotnos$¢ (dwustronna) ,529
NACIEKAJACY
Korelacja Pearsona - ,171
MMP-9 NT
Istotnos$¢ (dwustronna) - ,291

** Korelacja jest istotna na poziomie 0.01 (dwustronnie).

*. Korelacja jest istotna na poziomie 0.05 (dwustronnie).
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4.10. Zaleznos¢ pomigdzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-2
i wzrostem ekspresji mRNA dla kolagenu typu |,
w raku guzkowym i naciekajgcej odmianie BCC

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono seri¢ analiz testem
korelacji Pearsona. Analiza wykazala, ze ekspresja mRNA KOL I nie byta powiazana
z poziomem ekspresji mRNA dla MMP- 2 w prébkach T i NT w raku guzkowym
i odmianie naciekajgcej BCC. Wyniki przedstawiono w tabeli 25.

Tabela 25. Zalezno$¢ pomigdzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-2
i wzrostem ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, w raku guzkowym
i odmianie naciekajacej BCC

GRUPA KOLIT KOLINT
Korelacja Pearsona -,049
MMP-2T
Istotno$¢ (dwustronna) ,749
GUZKOWY
Korelacja Pearsona - ,202
MMP-2 NT
Istotno$¢ (dwustronna) - ,183
Korelacja Pearsona -,130
MMP-2T
Istotno$¢ (dwustronna) ,425
NACIEKAJACY
Korelacja Pearsona - ,004
MMP-2 NT
Istotno$¢ (dwustronna) - ,978

**_ Korelacja jest istotna na poziomie 0.01 (dwustronnie).

*. Korelacja jest istotna na poziomie 0.05 (dwustronnie).




5. Dyskusija

5.1. Rak podstawnokomarkowy

Nowotwory stanowig istotny problem dla wspotczesnej medycyny [38]. Schorzenia
te zajmujg drugie miejsce wérdd przyczyn zgonéw na $wiecie [40,43]. Mimo wielu
przeprowadzonych badan i stale wzrastajacej wiedzy, patomechanizm choroby no-
wotworowej nadal nie jest do konca poznany. Trwaja badania nad przyczynami oraz
mozliwo$ciami diagnozy i leczenia. W tej grupie choréb znajduja si¢ réwniez nie-
czerniakowe raki skory (NMSC), ktére s najczesciej wystepujacymi nowotwora-
mi zlo$liwymi i stale notowany jest wzrost liczby zachorowan [49,52,125]. Sposréd
calej grupy rakéw NMSC duzy odsetek, bo az 75-80%, stanowi rak podstawno-
komoérkowy skoéry (BCC) [6,59,67]. W Europie, Stanach Zjednoczonych i Australii
czesto$¢ diagnozowania BCC w ostatnich latach dynamicznie wzrasta, szczegélnie
wsrod osob rasy biatej [35,58]. Pomimo wiarygodnych danych, ze BCC najczesciej
wystepuje w wieku starszym, wspolczesnie srednia wieku zachorowania na BCC
ciagle sie obniza, zdarza si¢ nawet wystepowanie tego raka u nastolatkéw [52].

BCC charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem, a podstawowa cecha kliniczna
tego guza jest naciekanie okolicznych tkanek i niszczenie sgsiadujacych struktur.
W wigkszosci przypadkow rak ten wykazuje niski stopien miejscowej zlosliwosci
[14,67]. Guz BCC bardzo rzadko daje przerzuty i réwnie rzadko zagraza zyciu pa-
cjenta, mimo to przy kilkuletnim przebiegu choroby, znaczne zaawansowanie miej-
scowe guza moze doprowadzi¢ do zajecia sasiadujacych tkanek, co jest szczegolnie
widoczne w obrebie twarzy [33,62]. BCC stanowi istotny problem ze wzgledu na
liczbe notowanych przypadkéw oraz lokalizacje guza, gléwnie na twarzy, co w kon-
sekwencji po szerokim wycieciu zaniedbanej zmiany, doprowadzi¢ moze do znacz-
nych znieksztalcen i deformacji anatomicznych [49,133]. Z tego powodu BCC staje
sie przyczyng powaznych defektow kosmetycznych, majacych istotny wplyw na ja-
ko$¢ zycia chorych [18,63].

Wazny element stanowi diagnostyka BCC. Rak ten wykryty we wstepnym sta-
dium choroby jest wyleczalny. Rak podstawnokomoérkowy skéry z duzym prawdo-
podobienstwem zostaje rozpoznany podczas badania pacjenta [3,52]. Makrosko-
powa ocena guza najczesciej pozwala na trafne rozpoznanie. W przypadku jednak
watpliwosci, co do stusznoséci postawionej diagnozy, pozostaje potwierdzenie po-
przez analizg histopatologiczng [67]. Pobranie bioptatu ze zmiany ulatwia podjecie
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wlasciwej decyzji co do dalszego sposobu leczenia i przede wszystkim umozliwia
wybodr odpowiedniej techniki chirurgicznego usunigcia zmiany. Niestety, guz czesto
nie jest usuwany w calosci, co prowadzi do nawrotu choroby [61]. Przyczyng tego
faktu sg trudnosci w ocenie marginesu zmiany. Rozwdj biologii molekularnej po-
zwolil na wprowadzenie nowego podejscia, zaréwno do diagnostyki, jak i leczenia
nowotwor6w [119,238]. Pobranie bioptatu pozwala réwniez na wdrozenie technik
biologii molekularnej w ocenie stopnia zaawansowania zmiany nowotworowej,
a takze umozliwia wyznaczenie granicy tkanki prawidlowe;.

W niniejszej pracy badano ekspresje transkryptow mRNA dla kolagenéw typu
I, IIT i IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w raku podstawnokomodrkowym
skory. Prowadzono ilosciowg ocene dojrzalych transkryptéw mRNA, co pozwala
wlasciwie oceniac ekspresje biatek, poniewaz biosynteza tych bialek jest regulowana
przede wszystkim na etapie transkrypcji i modyfikacji potranskrypcyjnej. Ekspresja
gendw rozpoczyna sie od przepisania informacji genetycznej z genomowego DNA
na RNA, a konczy biosyntezg biatka na matrycy mRNA. Obecnos¢ mRNA w ba-
danych tkankach jest zatem potwierdzeniem ekspresji genu. W wyniku translacji
powstaje na matrycy mRNA bialko, spelniajace w komorce funkcje biologiczne.
W trakcie ekspresji genu wystepuja dwa etapy regulacji biosyntezy biatka - mo-
dyfikacja potranskrypcyjna i modyfikacja potranslacyjna. Badanie transkryptéow
mRNA pozwala na oceng jakosci ekspresji genu po modyfikacji potranskrypcyjne;.
Ocena ekspresji na poziomie RNA jest mozliwa przy uzyciu wielu metod biologii
molekularnej.

W niniejszej pracy zastosowano szczegdlnie przydatng w tym zakresie techni-
ke RT-PCR. Dzieki metodzie tej mozliwe jest oszacowanie ekspresji RNA poprzez
ilosciowg ocene dojrzatych transkryptéw mRNA (dzieki wykorzystaniu odpowied-
nich primer6w). Stosowana w tym celu technika RT-PCR charakteryzuje si¢ wyso-
ka czuloscia, pozwalajac na wykrycie sladowych nawet ilosci mRNA.

W celu wykonania analiz pobrano bioptaty z ognisk guzéw BCC guzkowego
i odmiany naciekajacej oraz z marginesu zdrowej tkanki u tych samych pacjentéw.
Na podstawie otrzymanych wynikéw oceniono jako$¢ rozkladu dla wszystkich uzy-
skanych parametréw. Dla zdecydowanej wiekszosci badanych parametrow stwier-
dzono rozklad normalny, stad do analizy statystycznej uzyto parametryczny test
t Studenta. W przypadku oznaczen poziomu ekspresji mRNA dla MMP-2 w od-
mianie naciekajacej dla probek pobranych z ognisk guza, w kilku wariantach tego
oznaczenia (szczegétowe dane przedstawiono w rozdziale Wyniki na s. 71) oraz dla
oznaczen poziomu ekspresji mRNA dla MMP-9, probek pobranych z ognisk guza
w raku guzkowym w kilku wariantach tego oznaczenia (s. 71) uzyskano rozktad
inny od normalnego. Jednakze nie zastosowano tu testu nieparametrycznego, po-
niewaz zawsze w parze oznaczanych parametrow tylko jeden pomiar nie wykazywat
rozktadu normalnego.
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Ponadto ze wzgledu na liczebno$¢ prob, przy probach N>30, wraz ze wzrostem
liczebnosci, wigkszo$¢ parametréw zmierzala do rozkladu normalnego.

5.2. Ekspresja mRNA dla kolagenu typu |, IIl, IV
i MMP-2 i MMP-9

Badano zalezno$¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III i kolage-
nu typu IV oraz dla MMP-2 i MMP-9 w raku podstawnokomoérkowym guzkowym
i odmianie naciekajacej BCC pomigdzy probkami tkanki nowotworowej, a probka-
mi tkanki zdrowej pobranej z marginesu guza od tych samych pacjentow.

W grupie pacjentéw z rakiem guzkowym, ekspresja mRNA dla kolagenu typu I,
kolagenu typu III oraz dla MMP-2 i MMP-9 byla zawsze istotnie wyzsza w tkankach
guza niz w tkance zdrowej pobranej z marginesu guza u tych samych pacjentéw. Na-
tomiast poziom ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV byl istotnie nizszy w tkance
guza niz w tkance pochodzacej z marginesu guza u tych samych pacjentéw.

W grupie pacjentéw z rakiem podstawnokomorkowym typu naciekajacego ana-
liza statystyczna wykazata wyniki podobne. Ekspresja mRNA dla kolagenu typu I,
kolagenu typu III oraz dla MMP-2 i MMP-9 byla zawsze istotnie wyzsza w tkankach
guza niz w tkance zdrowej pobranej z marginesu guza u tych samych pacjentéw. Na-
tomiast poziom ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV byl istotnie nizszy w tkance
guza niz w tkance pochodzacej z marginesu guza u tych samych pacjentéw.

Uzyskane dane wynikaja z faktu, ze kolagen typu IV stanowi bariere pomigdzy
komoérkami naskérka a strukturg skory wlasciwej [5]. Bariera ta jest zabezpiecze-
niem przed naciekaniem poprzez komoérki nowotworowe kolejnych warstw skory
i rozprzestrzenianiem sie komoérek nowotworowych w organizmie. Zaréwno w raku
guzkowym, jak i odmianie naciekajacej, rozwijajacy si¢ guz niszczy strukture blony
podstawnej, w tym przede wszystkim kolagen typu IV. Wiadomo, ze kolagen typu
IV jest skladnikiem tkanki tacznej, buduje blony i blaszki podstawne w tkankach,
tworzy struktury sieciowe w blonie podstawnej naskorka, a takze znajduje si¢ wokadt
wiodkien nerwowych i mig$niowych zawartych w skorze [17]. Najwieksze ilo$ci tego
biatka znajduja si¢ w skorze i srodblonku naczyn krwionosnych.

Enzymami katalizujagcymi proteolize kolagenu typu IV, a tym samym niszcza-
cymi barier¢ blony podstawnej sa metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9. Tworzace
grupe zelatynaz, MMP-2 i MMP-9 posiadaja charakterystyczng domeneg katalitycz-
ng, dzigki ktorej zdolne sg do trawienia wszystkich sktadnikéw blony podstawne;j.
Komorki nowotworowe, szczegdlnie nowotwordw zlosliwych, moga wydziela¢ me-
taloproteinazy lub stymulowaé prawidtowe komorki do ich produkeji np. poprzez
bialko EMMPRIN [221,222]. Ponadto same transformowane komorki maja zdol-
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nos¢ syntezy metaloproteinaz [154]. Zwigkszona proteoliza sktadnikéw macierzy
pozakomodrkowej umozliwia wzrost guza, a takze warunkuje przechodzenie komo-
rek nowotworowych. Degradacja kolagenu typu IV, bedacego gtéwnym skladni-
kiem blony podstawnej warunkuje migracje komérek nowotworowych do naczyn
krwiono$nych, a nastepnie do odleglych tkanek i narzadéw, co w przypadku raka
podstawnokomorkowego skory ma miejsce rzadko [52]. Ponadto hydroliza biatek
ECM, w tym bialek adhezyjnych, takich jak E-kadheryna powoduje zmniejszenie
przylegania komorek nowotworowych do blony podstawnej. Zmiany w genotypie
komorki, warunkujgce odmienny fenotyp komoérek nowotworowych, moga by¢
oceniane przez oznaczanie molekularnych markeréw nowotworowych.

Struktura przestrzeni pozakomoérkowej ulega ciggtym przemianom warunkowa-
nym aktywno$cig enzymoéw proteolitycznych, w tym MMPs. Przeprowadzono wiele
badan, ktore wykazaly podwyzszong ekspresje metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9
w licznych przypadkach nowotworéw zlosliwych [45,112,148,216,217,239,240].
Zdaniem cytowanych Autoréw ekspresja MMP-2 i MMP-9 moze stanowi¢ mar-
ker zmian nowotworowych. W obecnie przeprowadzonych badaniach uzyskano
podobne wyniki, ktére pozwalaja na formowanie takich samych wnioskow. We-
diug Vempati i wsp. [208], Zlatarovej i wsp. [148], Fu i wsp. [216], El-Khalawa-
ny i wsp. [117] i Vanjaka-Rogosi¢ i wsp. [240] oznaczanie MMP-9 w BCC moze
stanowi¢ marker molekularny dla zmian toczacych sie w tkance nowotworowej
BCC. Ciurea i wsp. [103] natomiast uwazajg, ze MMP-9 jest wskaznikiem malo
przydatnym w odréznieniu guza od tkanki zdrowej i wskazuja na inne marke-
ry molekularne, takie jak p-katenina czy MMP-13, szczegolnie dla odrdzniania
typow BCC.

Innym markerem molekularnym w raku BCC wydaje sie by¢ COX -2, ktéra
jest obecna zardwno w zdrowej skdrze, w fagodnych rozrostach naskorka, a takze
w nowotworach ztosliwych skory [69]. COX-2 ulega ekspresji rowniez w innych
rodzajach nowotwor6w, a poziom ekspresji, koreluje z ich inwazyjnoscig. Fakt ten
wskazuje na to, ze COX-2, spelnia istotng role zar6wno w rozwoju jak i progresji
guza [106,107,108,109]. Mozna zatem sugerowac, ze oznaczanie COX-2 mogloby
postuzy¢ jako marker odrézniajacy tkanke guza od tkanki zdrowej przy zabiegu chi-
rurgicznym usuniecia guza BCC [57,117].

Varani i wsp. [241] podjeli si¢ oceny aktywnosci MMPs wzgledem lokalizacji,
biorgc pod uwage: naskorek, tkanke faczng oraz tkanke guza BCC. Zaobserwowano
wysoka ekspresje MMP-9 w komorkach naskorka przylegajacych bezposrednio do
guza w stosunku do obecnosci tego enzymu w tkance guza czy tkance facznej. Wy-
daje sie¢ to wazne z dwojakiego powodu. Po pierwsze lokalizacja MMP-9 w tkance
otaczajacej guz moze $wiadczy¢ o tym, ze ten enzym odpowiada za okologuzowsa
proteolize tkanek warunkujgcg inwazyjno$¢ BCC. Jednak z drugiej strony niska
obecno$¢ MMP-9 w pozostalych dwodch lokalizacjach moze $wiadczy¢ o inhibicji
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tego enzymu poprzez efektywne dziatanie TIMP-1, ktdry to reguluje aktywnos¢
tego enzymu na skutek wytworzenia kompleksu enzym-inhibitor lub eliminacje
MMP-9. W niniejszej pracy poziom ekspresji mRNA dla MMP-9 byl réwniez wy-
soki w guzie. Moze to wynikac¢ z faktu, ze Varani i wsp. [241] badali ekspresje bialek,
aw przedstawionej obecnie pracy badana byla ekspresja mRNA - matrycy, na ktorej
po translacji powstaje biatko, podlegajace jeszcze modyfikacji potranslacyjnej po-
przez TIMPs. W procesie powstawania nowotworu nastepuje zwiekszenie ekspresji
genéw MMPs oraz wzrost aktywnos$ci enzymatycznej MMPs. Wzrost ekspresji ge-
ndw zwigzany jest z regulacjg na poziomie transkrypcji poprzez czynniki transkryp-
cyjne takie jak AP-1i AP-2. W komoérkach nowotworowych dochodzi do nasilenia
procesow aktywacji nieczynnych form MMPs. Dodatkowo zmniejsza si¢ ekspresja
inhibitoréw metaloproteinaz takich jak TIMPs czy a,-makroglobulina [191].

Varani i wsp. [241] rozpatrujac lokalizacje MMP-2 zauwazyli obecnos¢ tego en-
zymu zaréwno w blonie podstawnej, jak i w komoérkach zdrowego naskorka oraz
guza BCC. By¢ moze brak obecnosci TIMP-2 blokujacego aktywno$¢ tej metalopro-
teinazy determinuje tak rozlegly lokalizacje tego enzymu. Wyniki tych samych ba-
dan, wykonanych przez Varani i wsp. [241] potwierdzaja, iz w tkance guza podobnie
jak w tkance zdrowej wystepuja zaréwno formy latentne, jak i aktywne formy en-
zymu. W tkance guza dominuje gtéwnie forma aktywna MMP-2 i MMP-9; nato-
miast w tkance zdrowej wystepuja gtéwnie formy latentne. Ekspresja genu MMP-2
jest jedynie w ograniczony sposoéb modyfikowana przez czynniki transkrypcyjne,
dlatego gen ten mozna traktowac jako gen referencyjny. W obrebie sekwencji pro-
motora MMP-2 wystepuja miejsca konserwatywne, charakterystyczne dla genéow
metabolizmu podstawowego czyli tzw. housekeeping genes [150,156,173]. W niniej-
szych badaniach potwierdzono, ze ekspresja genu MMP-2 pozostaje w komoérkach
zdrowych otaczajacych guz na poréwnywalnym poziomie w obu typach BCC, stad
tez MMP-2 moze by¢ traktowany w tkankach zdrowych jako gen referencyjny. Ori-
moto i wsp. [217] twierdzg, ze MMP-2 jest wskaznikiem bardzo przydatnym dla
odrdznienia tkanki guza BCC od tkanek zdrowych otaczajacych guz. Chen i wsp.
[230] natomiast uwazaja, ze ekspresja MMP-2 jest hamowana w guzach BCC, stad
przydatno$¢ diagnostyczna oznaczen dla MMP-2 zdaniem cytowanych Autoréw
jest dyskusyjna.

Wiadomo, ze zaréwno kolagen typu IV jak i metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9
biorg udzial w procesie angiogenezy, ktéry ma duze znaczenie w rozwoju zmian
nowotworowych i tworzeniu naciekéw [165,227]. Wzrost ekspresji mRNA dla me-
taloproteinaz, odzwierciedlajacy ekspresje tych enzyméw w ECM, prowadzi do
nadmiernej degradacji macierzy pozakomorkowej [156].

W prawidlowych warunkach proces degradacji sktadnikow ECM jest $cisle
kontrolowany przez regulacje ekspresji oraz aktywnos$ci enzymoéw proteolitycz-
nych [154]. W warunkach patologicznych wystepujacych w przypadku raka pod-
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stawnokomorkowego kontrola ekspresji i aktywacji metaloproteinaz jest zaburzo-
na [67].

W obecnej pracy stwierdzono, ze ekspresja mRNA dla MMP-2 i MMP-9 byla
zawsze istotnie wyzsza w tkankach guza raka BCC guzkowego oraz odmiany na-
ciekajacej BCC, niz w tkankach zdrowych pobranych z marginesu guza od tych
samych pacjentéw, co jednoznacznie sugeruje udzial metaloproteinaz w procesie
powstawania nowotworu. Powyzsze zmiany w ekspresji metaloproteinaz MMP-2
i MMP-9 (odzwierciedlone ekspresjg mRNA dla tych enzyméw) powoduja wyste-
powanie zaburzen w réwnowadze blony podstawnej i macierzy pozakomodrkowej
[225], przez co komorki $rodblonka mogg swobodnie wedrowa¢, a ich kumulacja
w obrebie nowotworu odzwierciedla sie powstawaniem nowych naczyn krwiono-
$nych. Przez te nowo powstale naczynia dostarczane sg do guza sktadniki odzywcze
niezbedne do jego wzrostu [122,242].

5.3. BCC quzkowy a odmiana naciekajgea

W niniejszej pracy badano réwniez zaleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu
I, kolagenu typu III i kolagenu typu IV oraz dla metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9,
oznaczanych w tkance nowotworowej pobranej z ognisk guza BCC, w raku pod-
stawnokomorkowym guzkowym w stosunku do odmiany naciekajacej oraz tych sa-
mych parametréw oznaczanych w tkance zdrowej pobranej z marginesu guza raka
guzkowego w stosunku do raka naciekajacego.

Na podstawie analizy statystycznej uzyskanych wynikow stwierdzono, ze w gru-
pie pacjentow z rakiem guzkowym poziom ekspresji mRNA dla kolagenéw typu
Ii IIT w tkankach pobranych z ognisk guza byl istotnie wyzszy niz u chorych z od-
miang naciekajacg. Stan ten wynika z faktu, ze BCC typu guzkowego jest odizolo-
wany od reszty tkanek otoczka kolagenowa, ktora ogranicza ztosliwos¢ tego guza,
co ma przelozenie na poziom syntezy mRNA dla tych typéw kolagenéw. W skorze
wystepuje najwigcej kolagenu typu I III. Kolagen typu I stanowi 80% masy calego
kolagenu skory, a kolagen typu III stanowi 15% masy kolagenu skory [2]. Kolagen
typu III wystepuje w postaci widkien siateczkowych, aktywnie utrzymujac pola-
czenia miedzy naskorkiem a skorg wlasciwa. Kolagen typu III zlokalizowany jest
najczesciej koncentrycznie wokot naczyn krwionosnych oraz adipocytéw. Widkna
kolagenu typu III i kolagenu typu I tworza gesta sie¢ [6]. Powyzsze proporcje po-
szczegdlnych typow kolagenéw skory zaobserwowano réwniez w przedstawione;j
pracy w ocenie pozioméw transkryptéow mRNA, w tkankach pobranych z margine-
su guza, w obu typach raka BCC.

W przypadku ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV w tkance nowotworowej
chorzy z rakiem guzkowym mieli nieznacznie nizszy poziom ekspresji niz w raku
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naciekajacym w prébkach pochodzacych z ognisk guza [243,244]. Swiadczy to
o réwnowazeniu ekspresji kolagenu IV w zwigzku ze znaczaco wigkszg inwazyjno-
$cig odmiany naciekajgcej BCC, w stosunku do BCC guzkowego [6], ktory odizo-
lowany jest od otaczajacych tkanek otoczka z kolagendw typu I'i III i dzieki temu
nie ma tak duzego potencjatu inwazyjnego, jak odmiana naciekajaca BCC. Ponadto
wykazano istotnie nizszy poziom ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV w préb-
kach pobranych z marginesu guza w raku guzkowym w stosunku do naciekajacego,
co moze sugerowac, ze w odmianie naciekajacej BCC, komorki zdrowe sgsiadujace
z tkankg nowotworowg zwigkszaja ekspresje mRNA dla kolagenu typu IV, w celu
ochrony przed naciekaniem komoérek nowotworowych.

Ekspresja mRNA dla MMP-2 w ogniskach guza BCC guzkowego wykazata istot-
nie nizszy poziom niz ekspresja mRNA dla MMP-2 oznaczona w ogniskach guza
w odmianie naciekajacej. Potwierdza to inwazyjny charakter odmiany naciekajacej
BCC, gdyz metaloproteinazy, katalizujac proteolize blon podstawnych umozliwia-
ja komoérkom nowotworowym naciekanie przyleglych tkanek. Natomiast ekspresja
mRNA dla MMP-2 w probkach pobranych z marginesu guza u chorych z BCC guz-
kowym wykazata istotnie wyzszy poziom niz ekspresja mRNA dla MMP-2 w mar-
ginesie guza w odmianie naciekajacej BCC, co sugeruje znaczace wyciszenie eks-
presji mRNA w komorkach sasiadujacych z BCC naciekajgcym. Wzrost ekspres;ji
mRNA dla MMP-2 w tkankach przyleglych do BCC typu guzkowego moze sugero-
wa¢ mechanizm przeciwwagi wlaczany przez komorki nowotworowe, otoczonego
kolagenem guza, przez stymulacje komorek zdrowych otaczajacych guz do produk-
cji MMP-2 przez biatko EMMPRIN [222].

W pracy wykazano réwniez, ze chorzy w grupie z rakiem guzkowym mieli istot-
nie nizszy poziom ekspresji mRNA dla MMP-9 w ogniskach guza niz chorzy z od-
miang naciekajacg. Potwierdza to liczne spostrzezenia, méwiace, ze potencjal inwa-
zyjny odmiany naciekajacej zalezny jest od ekspresji MMP-9 [45,166,208,241].

Wedtug El-Bahrawy i wsp. [245] za wiekszg inwazyjnos¢ odmiany naciekajg-
cej BCC, ktora uznawana jest za bardziej agresywna niz guzkowa, odpowiada brak
blonowej ekspresji 3-kateniny z jednoczesng jej ekspresja w jadrze komérkowym.
Kompleks B-kateniny wraz z E-kadheryna prawidtowo jest zlokalizowany w bto-
nie i odpowiada za regulacje przekazywania sygnatéw komorkowych. Uszkodzenie
tego kompleksu moze stanowi¢ o wigkszej inwazyjnosci i przerzutowosci nowotwo-
ru [102,103].

5.4. Wiek pacjentow

Badano zaleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolage-
nu typu IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w raku podstawnokomérko-



12 5. Dyskusja

wym guzkowym i odmianie naciekajacej pomiedzy tkanka nowotworows, a tkanka
zdrowg, pobrang z marginesu guza u pacjentéw w poszczegélnych przedziatach
wiekowych. Analiza wykazala, ze istotna roznica pomiedzy pomiarami wystapila
w kazdym z parametréw, tzn. w ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu
I1I, kolagenu typu IV oraz MMP-2, MMP-9, w obydwu grupach raka BCC oraz
w kazdej grupie wiekowej. U chorych z rakiem guzkowym we wszystkich grupach
wiekowych - tzn. w grupie oséb majacych mniej niz 68 lat, osdb w przedziale wie-
kowym 69-78 lat oraz w wieku powyzej lat 79 — poziom wszystkich parametréow
oznaczonych w tkance nowotworowej byl wyzszy niz poziom parametréw oznaczo-
nych w tkance stanowigcej margines guza, z wyjatkiem ekspresji mRNA dla kola-
genu typu IV.

Podobnie w grupie badanych z rakiem naciekajacym, chorzy majacy mniej niz
68 lat, osoby w przedziale wiekowym 69-78 lat oraz osoby w wieku powyzej lat 79
mialy zawsze wyzsze wartosci parametréw oznaczanych w tkance nowotworowej
niz warto$ci parametrow oznaczanych w tkance zdrowej pochodzacej z marginesu
guza u tych samych pacjentdw, z wyjatkiem ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV.

Ryzyko zachorowania na BCC wzrasta po 55 roku zycia [6,246]. Potwierdzajg to
badania przeprowadzone w niniejszej pracy oraz badania opublikowane przez Deje
iwsp. [247], w ktorych najliczniejszg grupg wiekowa byta grupa 60-69 lat oraz 70-79
lat. Rowniez Stojanovic i wsp. [248] podaja, ze pacjenci w szdstej i siddmej dekadzie
zycia stanowig wiekszos$¢ przypadkéw wsrod ogoétu chorych z BCC. W przedsta-
wionej pracy w szostej i sibddmej dekadzie zycia byto 62 pacjentéw, a 6smej tylko 23.
Podobne wyniki badan uzyskali Hakverdi i wsp. [65] i Dahl i wsp. [246].

5.5. Fototyp skéry

Badano zaleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolage-
nu typu IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w raku podstawnokomorko-
wym guzkowym i odmianie naciekajacej pomiedzy tkanka nowotworows, a tkanka
zdrowg pobrang z marginesu guza u pacjentéw wg podzialu na rodzaje fototypow
w skali Fitzpatricka (fototyp II, fototyp III, fototyp IV). Analiza wykazata, ze istotna
réznica pomiedzy pomiarami wystgpila w kazdym z parametréw w obydwu gru-
pach raka oraz w kazdej grupie fototypowej.

Wiréd badanych, u ktérych zdiagnozowano raka guzkowego, osoby z fototy-
pem II mialy istotnie wyzszy wynik ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu
typu III, MMP-2 i MMP-9 w probkach pobranych z ognisk guza w poréwnaniu do
poziomu tych parametréw w probkach pobranych z marginesu guza u tych samych
pacjentow. Ekspresja mRNA dla kolagenu typu IV natomiast byla istotnie nizsza
w tkankach guza w poréwnaniu do tkanek zdrowych. Podobne wyniki istotnych
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réznic pomiedzy pomiarami mialy osoby w grupie fototypu III oraz w grupie foto-
typu IV.

Analiza wykazata, ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy pomiarami
mialy osoby w grupie fototypu II, fototypu III oraz w grupie fototypu IV wséréd
badanych ze zdiagnozowang odmiang naciekajaca BCC.

BCC zaliczany jest do niemelanocytowych nowotwordéw skory (NMSC), ktdre
najczesciej wystepuja w populacji ludzi z I, II, III fototypem skory. Czestos¢ wyste-
powania tego typu nowotwordw jest 19-krotnie wieksza w populacji bialej wzgle-
dem czarnej [65]. Najczesciej BCC wystepuje u 0s6b z fototypem 111 I11, co réwniez
potwierdzone zostalo w niniejszej pracy, gdzie fototyp II wystepowal u 15 oséb a fo-
totyp III u 46 osob. Promieniowanie sfoneczne jest najwazniejszym czynnikiem $ro-
dowiskowym wplywajacym na zjawisko fotoimmunosupresji oraz fotokanceroge-
nezy, promujgc tym samym rozwoj nowotwordw skory, w wyniku nagromadzenia
w genomie zmian mutacyjnych [47]. W zwigzku ze stale wzrastajacg liczbg zachoro-
wan na NMSC prowadzone sg liczne badania w celu zaréwno poznania patogenezy
tych nowotworéw, jak i opracowania skutecznych metod terapeutycznych.

5.6. Lokalizacja quza

Badana byla takze zalezno$¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu
II1, kolagenu typu IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w raku podstawno-
komoérkowym guzkowym i odmianie naciekajacej BCC pomiedzy tkanka nowo-
tworows, a tkanka zdrowg pobrang z marginesu guza u pacjentéw, w zaleznosci od
lokalizacji guza na glowie i tutowiu.

Wykazano, ze istotna réznica pomiedzy pomiarami wystapila w kazdym z para-
metréw, w obydwu grupach raka oraz w kazdej lokalizacji.

Wiréd badanych, u ktérych zdiagnozowano BCC guzkowy, zlokalizowany na
glowie, wystepowal istotnie wyzszy poziom ekspresji mRNA dla kolagenu typu I,
kolagenu typu III, MMP-2 i MMP-9 w probkach pobranych z ognisk guza w po-
réwnaniu do poziomu tych parametréow w probkach pobranych z marginesu guza
u tych samych pacjentow. Ekspresja mRNA dla kolagenu typu IV natomiast byta
istotnie nizsza w tkankach guza w poréwnaniu do tkanek zdrowych. Stwierdzono,
ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy pomiarami mialy osoby z rakiem
guzkowym, u ktérych guz wystepowal na tulowiu.

U badanych z odmiang naciekajaca BCC guz zlokalizowany byt wylacznie na
glowie i chorzy ci mieli istotnie wyzszy wynik ekspresji mRNA dla kolagenu typu
I, kolagenu typu III, MMP-2 i MMP-9 w probkach pobranych z ognisk guza w po-
réwnaniu do poziomu tych parametréow w probkach pobranych z marginesu guza
u tych samych pacjentéw. Ekspresja mRNA dla kolagenu typu IV natomiast byta
istotnie nizsza w tkankach guza, w poréwnaniu do tkanek zdrowych.
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Intensywnos¢ oraz czas trwania ekspozycji na promieniowanie UV ma istotny
wplyw na rodzaj zmian zachodzacych w skorze [34]. BCC rozwija si¢ w czg$ciach
ciala szczegdlnie narazonych na ekspozycje stoneczng. Odmiana guzkowa raka
podstawnokomorkowego czesciej lokalizuje si¢ na skorze gtowy niz ciata, tak samo
jak typ naciekajacy BCC jest czesciej spotykany na skorze gtowy niz reszty ciala.
Zauwazona zalezno$¢ jest zbiezna z wynikami badan przeprowadzonymi przez
Deje i wsp. [247], ktorzy przebadali grupe 374 pacjentéw pod wzgledem czestosci
wystepowania poszczegdlnych typéw histologicznych raka podstawnokomarkowe-
go i lokalizacji zmian. Za najczestszg lokalizacje uznano nieowlosiong skore glowy
[247,249]. Powyzsza prawidlowos¢ stwierdzono takze wsrod badanych chorych,
u ktorych BCC guzkowy zlokalizowany byl na glowie u 31 pacjentéw, natomiast
odmiana naciekajgca wystepowata wylacznie na gtowie u wszystkich 40 chorych.

5.7. Pte¢ pacjentow

Badano zaleznos¢ ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu
typu IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 w raku podstawnokomorkowym
guzkowym i odmianie naciekajacej pomigdzy tkanka nowotworows, a tkanka zdro-
wa pobrang z marginesu guza u pacjentéw w zaleznosci od plci. Analiza wykazata,
ze istotna réznica pomiedzy pomiarami ekspresji mRNA wystapila w kazdym z pa-
rametréw, w obydwu grupach raka oraz dla kazdej z pici.

U kobiet, u ktérych zdiagnozowano rak guzkowy wystepowal istotnie wyzszy
wynik ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, MMP-2 i MMP-9
w probkach pobranych z ognisk guza w poréwnaniu do poziomu tych parame-
trow w probkach pobranych z marginesu guza u tych samych pacjentéw. Ekspresja
mRNA dla kolagenu typu IV natomiast byla istotnie nizsza w tkankach guza w po-
réwnaniu do tkanek zdrowych. Stwierdzono, ze podobne wyniki istotnych réznic
pomiedzy pomiarami mieli mezczyzni.

W przypadku raka naciekajacego kobiety mialy istotnie wyzszy wynik ekspresji
mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, MMP-2 i MMP-9 w prébkach po-
branych z ognisk guza w poréwnaniu do poziomu tych parametréw w prébkach
pobranych z marginesu guza u tych samych pacjentéw. Ekspresja mRNA dla ko-
lagenu typu IV natomiast byla istotnie nizsza w tkankach guza w poréwnaniu do
tkanek zdrowych. Analiza wykazala, ze podobne wyniki istotnych réznic pomiedzy
pomiarami mieli mezczyzni.

Rak ten wystepuje czesciej u mezczyzn i potwierdzaja to niniejsze badania gdzie
w grupie 85 0s6b, byly tylko 34 kobiety i 51 me¢zczyzn, pomimo iz pacjenci dobiera-
ni byli losowo. Podobne wyniki uzyskali Deja i wsp. [247] i Hakverdi i wsp. [65].
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5.8. Wazrost ekspresji mRNA dla MMP-2 a spadek ekspresji mRNA
dla kolagenu typu IV

Badano zalezno$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-2 i spadkiem
ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV, w raku guzkowym i odmianie naciekajacej
BCC.

Analiza korelacji Pearsona wykazala w grupie raka guzkowego brak zwiazku
poziomu ekspresji mRNA dla MMP-2 z poziomem ekspresji mRNA dla kolagenu
typu IV, zaréwno w tkankach nowotworowych, jak i tkankach zdrowych. W przy-
padku raka naciekajacego analiza wykazata brak zwigzku pomiedzy ekspresja
mRNA dla MMP-2 a ekspresja mRNA dla kolagenu typu IV w tkankach nowo-
tworowych. Stwierdzono jednak zwigzek pomiedzy ekspresjs mRNA dla MMP-2
a ekspresja mRNA dla kolagenu typu IV w tkankach zdrowych. Wraz ze spadkiem
poziomu ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV rést poziom ekspresji mRNA dla
MMP-2 w tkankach zdrowych otaczajacych guz nowotworowy. Sila tego zwiazku
byla umiarkowana.

W ukladzie biatko-bialko, kolagen IV stanowi substrat dla MMP-2, stad potrze-
ba poznania zaleznosci pomiedzy poziomami ekspresji mRNA dla kolagenu typu
IV i MMP-2. Szczegélnie interesujacym faktem byla stwierdzona znamienna zalez-
nos$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-2 i réwnoczesnym spadkiem
ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV w tkance traktowanej jako zdrowa w badaniu
histopatologicznym. Swiadczy to o widocznym zaburzeniu struktury macierzy po-
zakomorkowej i blony podstawnej, co moze wskazywa¢ na wstepny rozwdj procesu
nowotworowego toczacy si¢ juz na poziomie molekularnym, pomimo zaklasyfiko-
wania tkanki jako prawidiowej poprzez badanie histopatologiczne.

5.9. Wzrost ekspresji mRNA dla MMP-9 a spadek ekspresji mRNA
dla kolagenu typu IV

Badano zalezno$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-9 i spadkiem eks-
presji mRNA dla kolagenu typu IV, w raku guzkowym i odmianie naciekajacej BCC.

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono seri¢ analiz testem
korelacji Pearsona. Analiza wykazala, ze ekspresja mRNA dla kolagenu typu IV
nie byla powigzana z poziomem ekspresji mRNA dla MMP-9 w prébkach T i NT
w raku guzkowym i odmianie naciekajacej BCC. Zalezno$¢ enzym-substrat pomie-
dzy MMP-9 a kolagenem typu IV nie sg odzwierciedlone na poziomie mRNA w ba-
danych tkankach.
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5.10. Wazrost ekspresji mRNA dla MMP-2 a wzrost ekspresji mRNA
dla kolagenu typu |

Badano zalezno$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji mRNA dla MMP-2 i wzrostem eks-
presji mRNA dla kolagenu typu I, w raku guzkowym i naciekajacej odmianie BCC.

W celu weryfikacji problemu badawczego przeprowadzono seri¢ analiz testem
korelacji Pearsona. Analiza wykazala, ze ekspresja mRNA kolagenu typu I nie byta
powiazana z poziomem ekspresji mRNA dla MMP- 2 w probkach T i NT w raku
guzkowym i odmianie naciekajacej BCC. Mozliwa jest kompensacja syntezy kola-
genu typu I w odpowiedzi na wzrost poziomu ekspresji MMP-2, lecz zaleznos¢ ta
nie jest istotna statystycznie.

5.11. Molekularne markery procesu powstawania nowotworu

Jak wiadomo proteoliza macierzy pozakomodrkowej jest wynikiem dziatania po-
szczegolnych metaloproteinaz produkowanych przez rézne typy komorek, zaréwno
nowotworowych, jak i prawidlowych [194]. Nie bez znaczenia jest réwniez udzial
licznych hormonéw, cytokin czy czynnikéw wzrostu indukujacych synteze enzy-
mow proteolitycznych czy ich inhibitoréw [156].

W guzach zlosliwych obecne sg komdrki wykazujace cechy fenotypu inwazyjne-
go, ktory charakteryzuje sie wystepowaniem czynnikéw, warunkujacych zdolnosé
guza do wzrostu, migracji oraz patologicznej angiogenezy. Poznanie markeréw
swiadczacych o nabyciu przez komoérke fenotypu inwazyjnego jest szczegdlnie istot-
ne dla prawidtowego odroézniania tkanek guza od tkanek prawidlowych. Diagnosty-
ka nowotworéw polega obecnie na badaniu histopatologicznym. Okre$lenie komo-
rek o fenotypie inwazyjnym pozwala na precyzyjne wyznaczenie granicy pomiedzy
tkanka nowotworowg, a tkankg zdrowg na poziomie molekularnym.

W zwigzku z faktem, ze wystepuje czasem niewlasciwe rozpoznanie margine-
su guza poprzez analize histopatologiczng, zmiany BCC nie zawsze s3 usuwane
w calosci. Rozpoznanie komoérek nowotworowych na podstawie ich cech fenotypu
umozliwia radykalne usuniecie zmiany nowotworowej. Pozwala to unikng¢ pozo-
stawiania komorek, ktore wedlug oceny histopatologicznej klasyfikowane sg jako
prawidlowe, a w istocie rozpoczal si¢ juz w nich proces karcynogenezy, zatem ko-
morki te sg przyczyna wznowy procesu chorobowego.

W przypadku wystapienia BCC, poszerzenie diagnostyki zmian nowotworowych
o badania poréwnujace ekspresje mRNA i/lub bialek MMPs w zmianie nowotwo-
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rowej w odniesieniu do tkanki prawidlowej, mogloby znacznie zwigkszy¢ prawdzi-
wo$¢ oceny marginesu zmiany, a tym samym zwiekszylyby przydatno$¢ oznaczen
dla potwierdzenia lub wykluczenia rozwoju procesu nowotworowego na bardzo
wczesnych etapach [250]. W przypadku dziatan terapeutycznych, u chorych z BCC
stosuje si¢ najczesciej chirurgiczne usuniecie zmiany. Stad tez stale poszukiwane sg
markery molekularne umozliwiajgce odréznienie tkanki zmienionej nowotworowo
od marginesu tkanki zdrowe;j. Za takie markery mogg by¢ uznane metaloproteinazy
MMP-2 i MMP-9. Uzyskane obecnie wyniki dotyczace ekspresji mRNA dla MMP-2
i MMP-9 potwierdzajg przydatnos¢ tych oznaczen dla diagnostyki molekularnych
zmian nowotworowych w raku podstawnokomorkowym skory.






6. Whnioski

1. W przebiegu raka podstawnokomoérkowego skory wystepuja istotnie odmienne
poziomy ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu
IV i MMP-2 oraz MMP-9 w poréwnaniu do tkanek zdrowych pobranych z mar-
ginesu guza od tych samych pacjentow.

2. W odmianie naciekajacej raka podstawnokomorkowego skdry wystepuje istot-
nie wyzsza ekspresja mRNA dla metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9, co $wiadczy
o bardziej inwazyjnym charakterze tej postaci guza.

3. W obrebie guza BCC guzkowego wystepuje znamiennie wyzsza ekspresja mRNA
dla kolagenu typu I i III, co warunkuje otoczenie guza przez biatka kolagenowe,
tym samym zapewniajac mniejszy potencjat inwazyjny guza w BCC guzkowym
niz w odmianie naciekajacej.

4. W podziale pacjentéw wedtug wieku, fototypu skory, lokalizacji guza na ciele
oraz plci, w kazdej z grup wystepuja zawsze istotnie wyzsze poziomy ekspresji
mRNA dla kolagenu typu I, III oraz MMP-2 i MMP-9, a takze zawsze nizszy
poziom ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV w tkance guza w poréwnaniu
do tkanki marginesu guza pobranych od tych samych pacjentéw, w obu typach
guza BCC. Postrzegane réznice swiadczg o odmiennej roli kolagenéw I i I1I oraz
kolagenu IV w patomechanizmie raka BCC.

5. Metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9 moga by¢ wykorzystane jako molekularne
markery toczacego si¢ procesu nowotworowego w przebiegu raka podstawno-
komoérkowego skory.
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Aneks

1. Metody biologii molekularnej uzyte w prezentowanej pracy

1.1. lzolacja RNA z homogenatu tkanek — zasada metody

Poddawane homogenizacji tkanki zawieraja mieszanine zwigzkéw organicznych,
w tym bialek, cukréw, lipidéw, kwaséw nukleinowych i innych waznych dla bu-
dowy i funkcjonowania komorek zwigzkow [251]. Gléwna przeszkoda w izolacji
kwaséw nukleinowych z komorek jest obecno$¢ biatek, poniewaz czasteczki kwa-
séw nukleinowych DNA i RNA wykazujg cechy polianionéw, ktére w komoérkach
bardzo chetnie asocjuja z kationowymi biatkami [252]. Zatem podstawa procesu
izolacji jest oddzielenie kwaséw nukleinowych od, zwigzanych z nimi, bialek. Pre-
parat musi zosta¢ wiec odbialczony. Ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi
jest jedng z czedciej stosowanych metod stuzacych do usuwania bialek z zawiesin
kwaséw nukleinowych. W procedurze tej wykorzystywany jest Trizol oraz chloro-
form [251]. Odczynniki te pozwalaja denaturowac biatka i jednocze$nie stanowia
rozpuszczalnik dla czasteczek RNA. Chloroform dodatkowo ufatwia rozdzielenie
fazy wodnej od fazy organicznej. Polarny charakter reszt fosforanowych kwasu nu-
kleinowego sprawia, ze w wyniku ekstrakcji uzyskany jest koloid czasteczek kwasu
nukleinowego w fazie wodnej. Uzyskany koloid nalezy zagesci¢ [252]. W tym celu
wykorzystywany jest etanol lub izopropanol, ktére powoduja wytracenie kwasu
nukleinowego z roztworu. Bardziej lotnym alkoholem jest etanol, dlatego nawet
w przypadku zastosowania izopropanolu, uzyskane precypitaty powinny zosta¢
przemyte etanolem, celem podniesienia efektywnosci izolacji. Odparowanie alko-
holu pozwala oczysci¢ preparat z pozostatosci odczynnika. Precypitaty na tym eta-
pie nie powinny wyschna¢ [251].

W sytuacji, kiedy izolowanym kwasem nukleinowym jest RNA, nalezy zwro-
ci¢ szczegolng uwage na koniecznos¢ dezaktywacji RNaz, ktére degraduja preparat
RNA. W tym celu stosuje si¢ inhibitory RNaz lub tez zwigzki powodujace inaktywa-
cje tych enzymdw. Podczas wykonywania procedury nalezy réwniez zabezpieczy¢
preparat przed RNazami pochodzenia zewnetrznego. Jako inhibitory RNaz stoso-
wane s3 zwigzki takie: jak izotiocyjanian guanidyny, piroweglan dietylu (DEPC) czy
SDS (siarczan dodecylu sodu) [252].
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1.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji RT-PCR (Reverse Transcription PCR)
— zasada metody

Ekspresja gendw w komorce to proces dwuetapowy, rozpoczynajacy sie od przepi-
sania informacji genetycznej z genomowego DNA na RNA, a konczacy na biosyn-
tezie biatka na matrycy mRNA [253]. Obecno$¢ mRNA w badanych tkankach jest
potwierdzeniem ekspresji genu. W wyniku translacji powstanie na matrycy mRNA
bialko, spelniajace w komorce funkcje biologiczne. W trakcie ekspresji genu wyste-
puja jeszcze dwa etapy regulatorowe — modyfikacja potranskrypcyjna i modyfikacja
potranslacyjna [254].

W zwigzku z istotg pojawienia si¢ w komdérce mRNA dla danego genu, ocena
ekspresji na poziomie RNA jest mozliwa przy uzyciu wielu metod biologii moleku-
larnej. Szczegolnie przydatna w tym zakresie jest reakcja RT-PCR. Metoda ta opiera
sie na przepisaniu wyizolowanego z badanej tkanki RNA na bardziej stabilne cDNA
z uzyciem odwrotnej transkryptazy (RT — Reverse Transcriptase), ktora jest gene-
tycznie zmodyfikowanym enzymem wytwarzanym przez retrowirusy. Dzieki me-
todzie tej mozliwe jest oszacowanie ekspresji RNA poprzez ilosciowa oceng trans-
kryptéw [254]. Charakterystyczng cechg powstajacego cDNA jest brak sekwencji
intronowych.

W reakcji RT-PCR wyréznia sie dwa etapy. Pierwszym etapem jest reakcja od-
wrotnej transkrypcji, etap konieczny ze wzgledu na fakt, ze amplifikacja RNA nie
moze zachodzi¢ w reakeji fancuchowej polimerazy, drugi etap to wykladnicze zwie-
lokrotnienie ilosci wczesniej otrzymanego cDNA w reakeji PCR [253]. Wymagany-
mi skladnikami do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji sa: matrycowa
czasteczka RNA; wlasciwe startery (primery) — jednoniciowe oligonukleotydy, ktore
rozpoczynajg reakcja odwrotnej transkrypcji i s3 komplementarne do odpowied-
nich sekwencji przepisywanego RNA; odwrotna transkryptaza; dNTPs — mieszani-
na deoksyrybonukleotydéw, jest konieczna do syntezy cDNA; bufor RT-PCR, za-
pewniajgcy optymalne fizjologiczne srodowisko dzialania odwrotnej transkryptazy;
inhibitory rybonukleaz; wode traktowang DEPC (dietylopiroweglan), blokujacy
RNazy obecne w wodzie [254].

Obecnie RT-PCR jest rutynowa metoda wykorzystywang w pracy z transkryp-
tami RNA w biologii molekularnej. Stata sie technika preparatywng poprzedzajaca
metody takie jak: konstruowanie sond do hybrydyzacji, sekwencjonowanie, tworze-
nie bibliotek cDNA, klonowanie oraz wiele innych.
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1.3, tancuchowa reakcja polimerazy — PCR (Polymerase Chain Reaction)
— zasada metody

Technika PCR jest obecnie jednym z podstawowych narzedzi biologii molekular-
nej. Metoda ta pozwala na amplifikacje sladowych nawet ilosci DNA, dzigki czemu
mozliwe s3 dalsze badania. Prostota, czuto$¢, stosunkowo krotki czas wykonania
reakcji, czy niski koszt to tylko czes¢ z zalet metody PCR. Wysoka czulos¢ metody,
w tym przypadku jest jednoczesnie najwigksza wada reakcji fancuchowej polimera-
zy. Jezeli dojdzie do zanieczyszczenia probki nawet minimalng ilo$cig obcego DNA,
dochodzi réwniez do amplifikacji tego materiatu, co powoduje zafalszowanie wy-
niku [255].

Reakcja tancuchowej polimerazy jest enzymatycznym powieleniem fragmentu
DNA, ktore zachodzi w warunkach in vitro. Metoda ta jest odzwierciedleniem pro-
cesu replikacji DNA. W wyniku pojedynczego procesu amplifikacji otrzymywane
jest do 10° — 10° razy poczatkowej ilosci kopii amplifikowanego fragmentu DNA.
Kazda nieuszkodzona czasteczka DNA moze by¢ uzyta jako matryca do reakeji PCR,
jezeli zapewnione zostang odpowiednie dla reakcji warunki [255]. Warunkiem nie-
zbednym jest znajomos¢ sekwencji flankujacych powielany odcinek DNA, aby bylto
mozliwe zaprojektowanie primeréw komplementarnych do koncéw 3” obydwoch
nici powielanego odcinka matrycy. To wlasnie hybrydyzacja starteréw do zdena-
turowanego, wyjsciowego DNA jest inicjatorem procesu syntezy $cisle okreslonego
odcinka. W sytuacji gdy sekwencje flankujace nie s znane, projektowane sg zdege-
nerowane startery [256].

PCR obejmuje trzy cyklicznie powtarzajace si¢ etapy. Trwajg one od kilkunastu
do kilkudziesieciu sekund i przebiegaja w odmiennych temperaturach. Pierwszym
etapem jest termiczna denaturacja dwuniciowej struktury matrycowego DNA,
wyjsciowego oraz namnozonego w poprzednich cyklach [257]. Etap ten jest prze-
prowadzany w temperaturze 95°C a jego wynikiem jest pekniecie wigzan wodo-
rowych pomiedzy tancuchami DNA. W drugim etapie dochodzi do hybrydyzacji
oligonukleotydowych starteréw do jednoniciowych fragmentéw DNA, powstatych
w pierwszym etapie [256]. Primery laczg si¢ komplementarnie z dwiema naprze-
ciwlegtymi ni¢mi DNA w rejonie flankujacym powielany fragment. Temperatura
annealingu zawiera si¢ najczesciej w przedziale od 40°C do 65°C. Precyzyjny dobdr
temperatury warunkuje wlasciwy przebieg reakcji. Temperatura w tym etapie jest
uzalezniona od sekwencji i dlugosci primeréw, gdyz zbyt niska temperatura powo-
duje powstanie niespecyficznych wigzan. Dlugos¢ stosowanych starteréw wynosi
od 18-30 nukleotydow, najczesciej okoto 20 nukleotydéw. Primery zawierajg takze
zblizong ilos¢ zasad G+C [255]. Ostatnim etapem lancuchowej reakcji polimerazy
jest elongacja. Proces ten obejmuje wydluzanie sekwengcji startera od konca 3’ po-
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przez dolaczanie komplementarnych dNTP do czasu zakonczenia syntezy catej am-
plifikowanej nici. Elongacja prowadzona jest przez termostabilng polimeraze¢ DNA
i zachodzi w obecnosci jonow Mg?*. Temperatura 72°C jest temperaturg optymalng
dla wydajnej polimeryzacji [256].

Powyzej opisane etapy skladaja sie na jeden pelny cykl reakcji PCR, ktory jest
powtarzany 25-40 razy. W pierwszym cyklu powielany fragment DNA zostaje sko-
piowany od miejsca przyfaczenia startera na rézng diugos¢. W kolejnym cyklu pri-
mery hybrydyzuja réwniez do nowo zsyntezowanych fragmentéw nici DNA, po
czym termostabilna polimeraza amplifikuje je az do miejsca przyfaczenia pierw-
szego startera, tym samym zawezana zostaje dlugos¢ powielanego odcinka [257].
Powoduje to, Ze w ostatnim etapie drugiego cyklu otrzymywane sg fragmenty DNA
o pozadanej dlugosci. Przyjmujac 100% wydajno$¢ kazdego cyklu taricuchowej re-
akeji polimerazy, to ilo$¢ namnozonych kopii fragmentéw DNA wzrasta wykltadni-
czo i réwna jest 2", gdzie n oznacza liczbe cykli [257].

1.4, Elektroforeza DNA w zelu agarozowym — zasada metody

Elektroforeza jest to ruch naladowanych czastek w przytozonym zewnetrznie polu
elektrycznym. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym umozliwia identyfikacje,
rozdzial a takze oczyszczanie fragmentéw DNA. Aparaty uzywane do elektroforezy
w zelu agarozowym zazwyczaj ustawione sg poziomo. W buforach elektroforetycz-
nych o pH zblizonym do obojetnego, czasteczki DNA posiadaja ujemny tadunek
wypadkowy, zatem w przytozonym polu elektrycznym migruja do dodatnio nala-
dowanej anody [257].

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna czasteczek DNA jest zalezna od kilku czynnikow.
Jednym z takich czynnikéw jest masa — szybkos$¢ migracji czastek jest odwrotnie
proporcjonalna do logarytmu dziesi¢tnego z liczby par zasad. Ruchliwos$¢ czaste-
czek DNA zalezy tez od konformacji tych czasteczek, a mianowicie koliste DNA
migruje szybciej niz liniowe. Migracja DNA w polu elektrycznym zalezy tez od
skladu buforu elektroforetycznego oraz pH i sily jonowej tego buforu uzytego do
elektroforezy, tzn. jesli jest zbyt mala ilo§¢ jondw to ruchliwo$¢ czasteczek DNA jest
niewielka, natomiast roztwor o zbyt duzej sile jonowej moze prowadzi¢ do dena-
turacji DNA, poniewaz podczas elektroforezy w takim buforze wydzielane sa duze
ilosci ciepta. Buforami stosowanymi najczesciej sa: TPE (Tris-phosphate-EDTA),
TAE (Tris-acetate-EDTA) czy TBE (Tris-boran-EDTA).

Innym czynnikiem wptywajacym na ruchliwo$¢ elektroforetyczng jest napiecie
pola elektrycznego, gdzie optymalna wartos¢ nie powinna by¢ wigksza niz 5V na
lcm odleglosci pomigdzy elektrodami. Temperatura otoczenia tylko w niewielkim
stopniu wplywa na ruchliwos¢ elektroforetyczng kwaséw nukleinowych. Skiad
zasad azotowych natomiast nie powoduje zmian w szybko$ci migracji czasteczek
DNA.
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Agaroza jest oczyszczong frakcjg agaru izolowanego z krasnorostéw. Agaroza
jest polisacharydem zlozonym z okoto 400 czasteczek agarobiozy, utozonych linio-
wo. Agarobioza natomiast, jest dwucukrem sktadajacym sie z D-galaktozy i 3,6-
anhydro-L-galaktozy. Zel agarozowy otrzymywany jest przez dodanie do buforu
odpowiedniej ilo$ci agarozy i ogrzewanie mieszaniny do catkowitego rozpuszczenia
[257]. Zel powstaje w wyniku odwracalnej reakcji egzotermicznej, a do zestalenia
agarozy dochodzi w temperaturze ponizej 40°C, wowczas polisacharyd ten osigga
posta¢ porowatego zelu. Pojedyncze tancuchy agarobioz tworzg rozgaleziajace sie
dwuniciowe, helikalne struktury prowadza do powstania przestrzennej sieci. Roz-
miar poréw zalezny jest od zastosowanej procentowosci agarozy. Im mniejsze steze-
nie agarozy, tym nizsze usieciowanie zelu, a tym samym wigksze pory. Dzieki temu
mozliwy jest rozdzial DNA o szerokim zakresie mas czasteczkowych. Zakres ten
mozna dodatkowo zwigkszy¢, stosujac agarozy o niskiej temperaturze topnienia.
Zazwyczaj wykorzystuje sie zele, ktdrych stezenie agarozy waha sie¢ w zakresie od
0,4-4%. Taki zakres umozliwia rozdzial czasteczek DNA o wielkosci od 0,1 - 60kpz
[237].

Uzycie zelu agarozowego do rozdzialu czgsteczek kwaséw nukleinowych gwa-
rantuje fatwo$¢ w przygotowaniu oraz niskie koszty wykonania. Zele agarozowe
niestety rowniez posiadaja pewne wady, do ktorych nalezy niska trwalos¢, trud-
nosci w archiwizowaniu zeli, a takze stabg rozdzielczos¢ frakcji DNA, gorsza niz
w przypadku zeli poliakrylamidowych.

Elektroforeza w zelu agarozowym umozliwia bezposrednig lokalizacje rozdzie-
lanego fragmentu DNA w Zelu. W tym celu stosowane sg fluorochromy, zwtaszcza
ich szczegdlny typ - zwigzki interkalujgce, ktére oddzialujg z kwasami nukleinowy-
mi. Przyktadowym zwigzkiem tego typu jest bromek etydyny (EtBr). Moze by¢ on
dodawany do zelu przed polimeryzacja, lub zel moze by¢ inkubowany w roztworze
bromku etydyny po rozdziale elektroforetycznym [237]. Bromek etydyny jest sil-
nym karcynogenem, ktory interkaluje pomiedzy ulozone réwnolegle ptaszczyzny
komplementarnych zasad azotowych dwuniciowego DNA. Jest to mozliwe dzieki
plaskiej, hydrofobowej strukturze fluorochromu. Wzbudzenie bromku etydyny
swiattem UV o dlugosci okoto 300nm, umiejscowionego pomiedzy dwoma tan-
cuchami DNA, wyzwala pojawienie sie¢ pomaranczowej barwy, co umozliwia uwi-
docznienie DNA. W pojedynczym prazku DNA zawiera si¢ od okoto 10ng tego
kwasu nukleinowego. Dla jednoniciowych kwaséw nukleinowych RNA, wydajnos¢
barwienia jest znacznie mniejsza. W czasie rozdziatu elektroforetycznego bromek
etydyny porusza si¢ w kierunku ujemnej elektrody - katody, co prowadzi do jego
wyplukiwania z zelu do buforu [256].

Zwigzki interkalujgce pomiedzy fanicuchy DNA, zmniejszaja ruchliwos¢ elektro-
foretyczng o okoto 15%. Oprdcz bromku etydyny czesto stosowanym barwnikiem
jest SYBR Green. Czulo$¢ barwienia dwuniciowego DNA przez ten barwnik jest
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okolo 25 razy wieksza od bromku etydyny. Ilosciowej oceny zawartosci DNA lub
odpowiednio RNA mozna dokona¢ wykonujac pomiar §wiatla emitowanego przez
EtBr. Metoda ta stosowana jest w przypadku niewielkiej zawartosci kwaséw nukle-
inowych czy zanieczyszczenia probki. W takiej sytuacji analiza ta moze by¢ metoda
alternatywng dla ilosciowych oznaczen kwaséw nukleinowych przy uzyciu techniki
spektrofotometrycznej. Metody spektrofotometryczne nie sg zalecane przy steze-
niu DNA ponizej 250ng/pl czy tez w przypadku znacznego zanieczyszczenia probki
substancjami, ktore absorbujg promieniowanie UV [257].

Zanim badany preparat zostanie nalozony na zel nalezy obcigzy¢ probke podda-
wang elektroforezie buforem obciazajacym, zawierajacy sktadniki, ktore zwiekszaja
gestos$¢ probki oraz barwniki. Wérdd najczesciej stosowanych substancji obcigza-
jacych znalazly sie: glicerol, sacharoza i ficoll. Dzieki nim mozliwe jest opadanie
badanego DNA na dno studzienki zelu, co chroni prébke przed dyfuzjg do buforu
elektroforetycznego. Barwniki takie jak blekit bromofenolowy lub cyjanian ksylenu
uzywane w elektroforezie, pozwalaja nie tylko na obserwacje procesu wprowadza-
nia probki do studzienki, ale umozliwiajg takze okreslenie polozenia probki w trak-
cie rozdziatu elektroforetycznego. Stosowane barwniki moga posiada¢ odmienng
od badanej probki ruchliwos¢ elektroforetyczng. Blekit bromofenolowy wedruje
z predkoscig przyblizong do fragmentéw DNA o wielkosci 300-500bp, cyjanian
ksylenu natomiast migruje analogicznie do fragmentéw DNA o wielkosci 3-5kbp.
Czasem bufor obcigzajacy zostaje wzbogacony o EDTA. Chroni on material przed
degradujacym dziataniem nukleaz, a takze hamuje reakcje enzymatyczne [258].

Mozna okresli¢ wielkosci badanych fragmentéw DNA przez odniesienie poloze-
nia prazka badanego do polozenia prazka markera masowego. Jako wzorzec uzywa-
ny jest preparat skladajacy si¢ z odcinkéw DNA o znanej masie, ktora wyrazona jest
jako liczba par zasad. Podczas rozdzialu wzorzec migruje w zelu, w wyniku czego
pojawiaja sie sa prazki. Kazdy z powstajacych prazkow reprezentuje odcinek DNA
o znanej masie. Pomiar intensywnosci §wiecenia badanego prazka w odniesieniu
do wzorcowego prazka pozwala na okreslenie ilosciowej zawartosci badanego pre-
paratu [237].

Analiza elektroforegramu pozwala takze na ocene czystosci produktow otrzy-
manych w reakcji PCR. Dodatkowe prazki lub smuzenia mogg $wiadczy¢ o zanie-
czyszczeniu probki. Powstajg one w wyniku obecnosci niespecyficznych produktow
czy tez degradacji badanego materialu. Natomiast pojawienie si¢ pragzkéw o masie
nizszej od masy wzorca moze by¢ wynikiem niezuzycia wszystkich sktadnikéw PCR
[237].

Ze wzgledu na fakt, ze zele agarozowe charakteryzujg si¢ niskg trwaloscia, dlate-
go tez najlepszym sposobem na prowadzenie dokumentacji i archiwizacji jest wyko-
nanie fotografii cyfrowej Do tego celu uzywa si¢ transluminatora UV w polaczeniu
z aparatem cyfrowym. Otrzymane w ten sposob obrazy przechowywane sg w for-
mie elektronicznej.
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2. Wykaz odczynnikow

Agaroza (Eurogentec, Belgia)

Blekit bromofenolu (Sigma-Aldrich, USA)

Bromek etydyny (Sigma-Aldrich, USA)

Bufor do elektroforezy DNA 6X Orange Loading Dye Solution (Fermentas, Litwa)

Bufor reakcyjny 10x AmpliBufferB (EURx, Polska)

Butanol (POCh, Polska)

Bufor obcigzajacy do elektroforezy kwaséw nukleinowych (Fermentas, Litwa)

Deoksyrybonukleotydy dNTP (EURx, Polska)

Etanol (POCh, Polska)

Eter dietylowy kwasu piroweglowego DEPC (Sigma, USA)

Izopropanol (POCh, Polska)

Kwas borowy (POCh, Polska)

Marker wielkosci kwaséw nukleinowych GeneRuler™ 1kb Plus DNA ladder
(Fermentas, Litwa)

Metanol (POCh, Polska)

Odczynniki do ekstrakcji RNA: Trizol, chloroform, izopropanol, etanol

Polimeraza Perpetual OptiTaq DNA Polymerase (EURx, Polska)

Startery komplementarne do sekwencji w genie COL1A1 (DNA Gdansk, Polska)

HU COL1A1 F 5°- ACGCATGAGCGGACGCTAACC -3’

HU COL1A1 R 5°- AGTGTCTCCCTTGGGTCCCTCG -3’

Startery komplementarne do sekwencji w genie COL3A1 (DNA Gdansk, Polska)

HU COL3A1 F 5°- GGACACAGAGGCTTCGATGGACGA -3’

HU COL3A1 R 5°- GGGGATCCAGGGAATCCGGCA -3’

Startery komplementarne do sekwencji w genie COL4A4 (DNA Gdansk, Polska)

HU COL4A4 F 5°-CCC CTC AGG ACC AGG GTG CAA-3;

HU COL4A4 R 5°-AGG GGC GGATCGCCTCTTCCA-3

Startery komplementarne do sekwencji w genie MMP-2 (DNA Gdansk, Polska)

HU MMP-2 F 5-CAC TTT CCT GGG CAA CAA AT-3’

HU MMP-2 R 5-CTC CTC AAT GCC CTT GAT GT-3°

Startery komplementarne do sekwencji w genie MMP-9 (DNA Gdansk, Polska)

HU MMP-9 F 5-TCC CTG GAG ACC TGA GAA CC-3’

HU MMP-9 R 5-GTC GTC GGT GTC GTA GTT GG-3’

Startery komplementarne do sekwencji w genie ACTB (DNA Gdarnisk, Polska)

HU ACTB F5-GGACTTCG AGCAAGAGATGG-3

HU ACTB R 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3

RevertAid H Minus First stand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Litwa)

RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen, Niemcy)
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Tris (hydroksymetylo) aminometan (POCh, Polska)
Wapnia chlorek CaCl, (POCh, Polska) Winian sodowo potasowy (POCh, Polska)
Wodorotlenek sodu (POCh, Polska)

3. Bufory i roztwory

Sktad buforéw uzytych do elektroforezy:

Bufor 5M TBE pH 8,13-8,23

TRIS 54g

kwas borowy 275¢g
EDTA 2,92¢

H,O dest. do 1000 ml

Bufor 0,5M TBE pH 8,13 -8,23
5M bufor TBE 100 ml

H,0 dest. 900 ml

Bufor obciazajacy - stock solution:

50% glycerol 6,0 ml
2% blekit bromofenolowy 1,5ml
2% cyjanoxylen 1,5ml
H,O dest. 1,0 ml
Zel do elektroforezy
1,2 % agaroza, grubos$¢ zelu 5mm
agaroza 1.8g
bufor TBE 0,5 mol/ml 120 ml

bromek etydyny 6ul
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4. Wykaz aparatury wykorzystanej do badan

Aparat cyfrowy (Olympus, USA)

Homogenizator Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik, Niemcy)

Kamera DS Digital Science Electrophoresis Documentation and Analysis System
(Kodak, USA)

Komora DNA/RNA UV- Cleaner UVC/T-AR (Biosan, Lotwa)

Mieszadto magnetyczne MS 11H (Wigo, Polska)

pH-metr Seven Easy (Mettler Toledo, Szwajcaria)

Spektrofotometr Cary 100 Bio UV- Visible (Varian Medical Systems, USA)

Termocykler Mastercycler gradient EP 5331 (Eppendorf, Niemcy)

Waga elektroniczna (RADWAG, Polska)

Wiréwka laboratoryjna (Qualiton, USA)

Wiréwka laboratoryjna MPW- 350 R (MPW Med.- Instruments, Polska)

Wiréwka laboratoryjna MPW- 52 (MPW Med.- Instruments, Polska)

Wytrzasarka Polymax 1040 (Heidolph Instruments, Niemcy)

Zasilacz Power Pac HC (Bio-Rad, USA)

Zestaw do elektroforezy horyzontalnej (Kucharczyk, Polska)
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Streszczenie

Wstep: Nowotwory stanowig istotny problem wspolczesnych czaséw, powodu-
jac znaczng liczbe zgonéw wsrod ludzi. Rak podstawnokomdrkowy skéry (BCC),
zajmuje drugie miejsce wsrod wszystkich wystepujacych nowotworéw zlosliwych.
BCC dotyczy przede wszystkim ludzi rasy bialej i wystepuje czesciej u mezczyzn niz
u kobiet. Ryzyko zachorowania wzrasta z wiekiem, szczego6lnie w szdstej i siodmej
dekadzie Zycia. Rak ten wystepuje na odslonietych czesciach ciala, narazonych na
promieniowanie sfoneczne, najcze¢sciej na twarzy. Guz BCC charakteryzuje si¢ po-
wolnym wzrostem, miejscowg zlosliwoscia i rzadko daje przerzuty.

Problem wystepowania BCC jest czgsto bagatelizowany, poniewaz rak ten nie
stanowi bezposredniego zagrozenia zycia, jednak po szerokim wycieciu zaniedba-
nej zmiany doprowadzi¢ moze do znacznych znieksztalcen i deformacji. Z tego po-
wodu BCC staje si¢ przyczyna powaznych defektow kosmetycznych, obnizajacych
jako$¢ zycia. Rozpoznanie BCC ustalane jest gtéwnie na podstawnie badania hi-
stopatologicznego wycinkéw tkanki zmienionej nowotworowo. Leczenie raka BCC
prowadzone jest najczesciej poprzez chirurgiczne usuniecie zmiany. Niestety guz
czesto nie jest usuwany w catosdci, co prowadzi do nawrotu. Powodem tego sg trud-
nosci w ocenie marginesu zmiany. Obecnie dla rozpoznania BCC obok diagnostyki
histopatologicznej, coraz czesciej wprowadzane sa metody biologii molekularne;j.
Sledzenie zmian na poziomie molekularnym czestokroé¢ wyprzedza zmiany, ktére
mozna oceni¢ w preparatach histologicznych. Jako markery rozrdézniajace tkan-
ke nowotworowg od zdrowej moga by¢ wykorzystane metaloproteinazy (MMPs).
Rozpoznanie histopatologiczne, uzupelnione o badania molekularne pozwoli na
poszerzenie diagnostyki BCC, co znacznie zwigkszy skuteczno$¢ oceny marginesu
zmiany, a tym samym zwigkszy skutecznos¢ leczenia.

Cel: Celem niniejszej pracy byto wykazanie i poréwnanie ekspresji transkryp-
tow mRNA dla kolagenu typu I, III, IV oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9
w bioptatach skornych pobranych od chorych na raka podstawnokomoérkowego
skory oraz w bioptatach skory zdrowej pobranej z marginesu guza, od tych samych
pacjentow

Material i metody: Badania zostaly wykonane w bioptatach tkanki nowotwo-
rowej guzéw podstawnokomoérkowych skoéry uzyskanych od chorych z Oddziatu
Klinicznego Dermatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Grupe kontrolng
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stanowily bioptaty zdrowej tkanki, pochodzacej z marginesu guza, od tych samych
pacjentow. Material zostal pobrany chirurgicznie, w trakcie zabiegu usuniecia guza,
od 85 pacjentow.

Obecnos¢ nowotworu oraz jego typ zostaly rozpoznane badaniem klinicznym
i potwierdzone badaniem histopatologicznym. Badaniem objeto 34 kobiety i 51
mezczyzn. U 45 pacjentow zmiana zostala sklasyfikowana jako BCC guzkowy,
a u 40 pacjentow stwierdzono odmianeg naciekajacg BCC. W kazdym przypadku
znany byl fototyp skory pacjenta oceniony wg klasyfikacji Fitzpatricka oraz loka-
lizacja zmiany nowotworowej na ciele chorego. W bioptatach skory pobranych od
chorych na raka podstawnokomorkowego skéry wykonano oznaczenie ekspresji
mRNA dla genéw kolagenu typu I (COL1A1) kolagenu typu III (COL3A 1), kolage-
nu typu IV (COL4A4), metaloproteinazy 2 (MMP-2), metaloproteinazy 9 (MMP-9)
oraz genu reporterowego dla B-aktyny (ACTB). Oznaczenia wykonano zaréwno
w tkankach pobranych z guza BCC, ktére oznaczono jako T (tumor), jak i w tkan-
kach zdrowych pochodzacych z marginesu guza od tych samych pacjentéw, ktdre
oznaczono jako NT (non-tumor). Z wszystkich pobranych bioptatéw wyizolowano
calkowite RNA.

Wyniki: W grupie pacjentow z rakiem guzkowym, ekspresja mRNA dla kolage-
nu typu I, kolagenu typu III oraz dla MMP-2 i MMP-9 byla zawsze istotnie wyzsza
w tkankach guza niz w tkance zdrowej pobranej z marginesu guza u tych samych
pacjentow. Natomiast poziom ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV byt istotnie
nizszy w tkance guza niz w tkance pochodzacej z marginesu guza u tych samych
pacjentow.

W grupie pacjentéw z rakiem podstawnokomoérkowym typu naciekajgcego ana-
liza statystyczna wykazata wyniki podobne. Ekspresja mRNA dla kolagenu typu I,
kolagenu typu III oraz dla MMP-2 i MMP-9 byla zawsze istotnie wyzsza w tkankach
guza niz w tkance zdrowej pobranej z marginesu guza u tych samych pacjentéw. Na-
tomiast poziom ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV byt istotnie nizszy w tkance
guza niz w tkance pochodzacej z marginesu guza u tych samych pacjentéw. Uzyska-
ne wyniki ekspresji mRNA dla oznaczanych parametréw mialy podobng charakte-
rystyke bez wzgledu na wiek chorych, pte¢, fototyp skdry, a takze lokalizacje zmiany
nowotworowej na ciele.

Whioski: W przebiegu raka podstawnokomorkowego skdry wystepuja istotnie
odmienne poziomy ekspresji mRNA dla kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolage-
nu typu IV i MMP-2 oraz MMP-9 w poréwnaniu do tkanek zdrowych pobranych
z marginesu guza od tych samych pacjentéw. Metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9
mogg by¢ wykorzystane jako molekularne markery toczacego si¢ procesu nowo-
tworowego w przebiegu raka podstawnokomoérkowego skory.

Stowa kluczowe: BCC, MMP-s, MMP-2, MMP-9, kolagen typu I, kolagen
typu I11, kolagen typu IV, ekspresja mRNA



Abstract

Introduction: Presently, cancers have become one of the most significant problems
as a disease that often results in thousands of deaths. Basal cell carcinoma (BCC)
cancer has been ranked second in malignant tumors group. BCC symptoms most
often appear among women than men and are connected with the white race. The
risk increases with age, especially in the sixth and seventh decade of life. The can-
cer occurs on the parts of body that are exposed to the sunlight, most often on the
face. BCC tumor grows slowly and is characterize by local malignancy and rarely
metastasis. The BCC problem is often underestimated, because this type of cancer
is not life endangered but after wide excision, neglected changes can lead to many
deformations. For this reason BCC causes body, skin defects that seriously affect the
quality of life. Diagnosis of BCC is mainly determined on histopathological exami-
nations of pathological tissues. BCC treatment is usually carried out by the surgical
removal of the pathological tissues. Unfortunately the tumor is not removed in it
is entirety, what leads to the cancer recurred. The reason for this is the difficulty in
evaluating the change margin. Currently in BCC diagnosis molecular biology meth-
ods is being introduced more and more often as well as histopathological methods.

Following though the changes at the molecular level, very often precedes the
changes that can be estimated at the histopathological level. Metalloproteinases
(MMPs) are used as markers to differentiate cancerous and healthy tissue. Histo-
pathological diagnosis complemented by molecular studies will enhance the diag-
nosis of BCC that will greatly increase the effectiveness of evaluation the change
margin and will lead to better effectiveness of treatment.

Objective: The aim of the study is to determine and compare the expression
of mRNA transcripts for collagen type I, III, IV and metalloproteinases MMP-2,
MMP-9 in skin biopsies taken from patients with BCC of the skin and healthy skin
biopsies taken from tumor margin, from the same patients.

Material and Methods: The study was performed in biopsies of tumor tissue of
basal skin obtained from patients from Clinical Department of Dermatology at the
University Hospital in Cracow. The biopsies of healthy tissues from the margin of the
tumor taken from the same group of patients has become the group of control. The
material has been obtained by surgery, during surgery that led to tumor removed
from 85 patients. The presence of the tumor and its type has been identified by the
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clinical examinations and confirmed by histopathological study. The study has in-
cluded 34 women and 51 men. Among the 45 patients the change has been classified
as nodular BCC, while 40 patients had infiltrative BCC. In every case a known skin
phototype patient was assessed by Fitzpatrick classification and localization of the
cancer tissue on the body of the patient.

In the biopsies of the skin taken from the patients with BCC was performed for
determination of mRNA expression of type I collagen gene ( COL 1A1I) of type III
(COL3A1I) and collagen type IV (COL4A4) metalloproteinase 2 (MMP-2), metal-
loproteinase 9 (MMP-9) and reporter gene -actin (ACTB). Probes were taken from
BCC that were labeled as T tumor and in healthy tissues taken from tumor margins
from the same patients, labeled as NT (non-tumor). From all the collected biopsies
total RNA were isolated.

Results: In the patients classified to have nodular cancer the expression of mRNA
for collagen type I, collagen type III and MMP-2, MMP-9 were significantly higher
in tumor tissue than in healthy tissue taken from the same patients. In contrast, the
expression level of mRNA for collagen type IV was significantly lower in tumor
tissue than in tissue taken from the margin of the tumor in the same patients. In
patients with type- invasive BCC statistical analysis showed the similar results.

The expression of mRNA for collagen type I, collagen type III, for MMP-2 and
MMP-9 was always significantly higher in tumor tissues than in healthy tissues,
taken from the margin of the tumor, in the same patients. In contrast the mRNA
expression level for collagen type IV was significantly lower in tumor tissues than in
tissues from the margin of the tumor, in the same patients. The results of mRNA ex-
pression determined parameters have similar characteristics regardless of patients
age, sex, skin phototype and the location of the tumor on the body.

Conclusion: In the course of basal cell carcinoma of the skin, one can perceived
different expression levels of mRNA for collagen type I, collagen type II, collagen
type IV and MMP-2, MMP-9 in comparison with healthy tissues that have been
taken from the margin of the tumor tissue from the same patients.

Metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 can be used as molecular markers of
ongoing process in the course of BCC of the skin.

Keywords: BCC, MMP-2, MMP-9, collagen type I, collagen type II, collagen
type IV, the expression of mRNA



Indeks

5-fluorouracyl 42, 45

a,-makroglobulina 52, 53, 55, 56, 109

adipocyty 21

adipokiny 21

adiponektyna 21

adipsyna 21

agrekan 55, 56

aktyna 17

amplifikacja 36, 66, 67, 68

androgeny 13, 22

angiogeneza 33, 38, 39, 40, 57, 58, 59, 109,
116

angiotensynogen 21

apelina 21

apolipoproteina E 21

apoptoza 32, 34, 39, 45, 52, 58

B-katenina 37,38, 111

B-aktyna 64,68, 156

BCC 9, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46,47, 57, 59, 61, 63, 64, 105, 106,
117

BCC barwnikowy 29

BCC guzkowy 28, 29, 39, 61, 63,71, 72, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 86, 88, 89, 91,
93, 94, 96, 97, 98, 100, 102, 103, 104, 106,
107, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
119

BCC posta¢ wrzodziejaca 30

BCC powierzchowny 28, 29, 36, 39

BCC twardzinopodobny 28, 29

BCC typu naciekajacego 29, 39, 61, 63, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 86, 88, 89, 91,
93, 94, 96, 97, 98, 100, 102, 103, 104, 106,

107, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
119

biatka AP-1 9,47, 51, 109

biatka AP-2 9, 51, 109

bialka glidynylowe GLI 10, 34, 35, 46

biatko C-JUN 47

bialko FOS 51

biatko JUN 51

biatko KI-67 37

biatko P53 33, 34, 36, 38, 40

bialko RAS 33

biatko SHH 34, 35

biatko SMO 11, 34, 35, 46

bialko transportujace estry cholesterolu 21

biatko von Hippel-Lindau (VHL) 11, 40

blaszka ciemna 16

blaszka jasna 16

blona podstawna 16, 17, 19, 20, 28, 40, 47,
56, 58, 107

brachyterapia 9, 44

brewikan 55

bromek etydyny 68, 145, 146, 147

cDNA 9, 48, 65, 66, 142, 147
cetuksymab 46

chirurgia Mohsa 10, 42, 43, 45
cholesterol 22

chondroblasty 18

choroba Bowena 25, 29, 33, 36
chrzastka 19,27,44

COX-1 cyklooksygenaza 1 9, 38, 39
COX-2 cyklooksygenaza 2 9, 38, 39, 108
COX-3 cyklooksygenaza 3 9, 38
cyklina B 34

cyklina B1 35

cyklina D 35, 36



160

cyklina D1 35, 36

cytokiny 21,23, 38, 56, 59

czerniak 24, 25, 46, 57

czynnik martwicy nowotwordw (TNF-tu-
mor necrosis factor), 21

DNAzym Dz13 46
domena hemopeksynopodobna 49
domena katalityczna 48, 49

EGF 9, 10, 16, 50, 51, 55
E-kadheryna 37,111
elektrodesykacja 42,43
elektroforegram 68, 146
elektroforeza 68, 144, 147, 148, 149
EMMPRIN 9, 58,107, 111
entaktyna 16, 55, 56
epiligryna 16

epilizyna 54

erlotinib 46

estrogeny 13, 22, 23

fenotyp inwazyjny 116

FGF 9,47

FGEF-b (fibroblast growth factor-b) 40

FGFR 10, 40

fibroblasty 9,17, 18, 20, 21, 23, 48, 58

fibrocyty 17

fibronektyna 16, 17, 55, 56

fibronektyna II 48, 49, 56

fibryna 55, 56

fibrynogen 55, 56

fluorochrom 145

fototyp skory 15, 61, 63, 76, 88, 89, 90, 91,
92,112, 113,119

fragment NClkolagenu 55, 56

gefitinib 46

gen ACTB 64, 68
gen BCL 2 47
gen C-JUN 46, 47
gen COLIAI 66
gen COL3A1 67
gen COL4 67

Indeks

gen FOS 51

gen HER2 50

gen H-RAS 33

gen hTR 37

gen JUN 46, 51

gen P53 33, 34, 39, 40, 47

gen PATCHED 10, 34, 35, 46

gen PRAD (CCND1) 36

gen RAS 32,33

gen trombospondyny-1 40

gen VEGF 39, 40, 41

gen VHL 40, 41

geny supresorowe 24, 32, 33, 40
glikozaminoglikany 20

gospodarka wodno-elektrolitowa 13, 20
gruczoly holokrynowe 22

gruczoly lojowe 13,21, 22

gruczoly potowe apokrynowe 13, 21, 22
gruczoly potowe ekrynowe 13,21, 23
GTP 10, 32

hemidesmosomy 19

HIF-1 10, 40

histiocyty 21

HIV (human immunodeficiency virus) 10
HLH (Helix-Loop-Helix) 10

hormony piciowe 21

HPV (human papiloma virus) 10, 31

IGF-BP 10

Imiquimod 42, 45

immunosupresja 31

inhibitory kinazy tyrozynowej (tyrosine ki-
nase inhibitors — TKI) 46

integryny 16, 40

interferon 10, 45, 53

interleukina 10, 21, 50, 53, 58

interleukiny 10, 21, 23, 48, 50, 53, 55

jednostki mieszkowo-tojowe 21, 22
kancerogeneza 30, 32, 33, 36, 116

kazeina 55, 56
keloidy 15



Indeks

keratyna 22

keratynocyty 16, 23, 33, 48, 14

kolagen 16, 17, 18, 19, 20, 23, 30, 40, 53, 55,
56, 58, 59, 18, 61, 64, 68, 110

kolagenazy 48, 54

kolagen typu I 17, 19, 20, 53, 55, 56, 15, 18,
61, 68, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 86,
88, 89, 91, 93, 94, 96, 97, 98, 100, 104,
107,110, 111, 112, 113, 114, 116, 119

kolagen typuII 17, 19, 20, 53, 55, 56, 15

kolagen typu III 17, 19, 53, 55, 56, 15, 18, 61,
64, 68,110

kolagen typu IV 16, 17, 19, 20, 53, 54, 55, 56,
58, 59, 15, 61, 63, 64, 68, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 86, 88, 89, 91, 93, 94, 96,
97, 98, 100, 102, 103, 107, 109, 110, 111,
112,113,114, 115, 116, 119

kolagen typu V 19, 20, 53, 55, 15

kolagen typu VI 19, 20, 55, 15, 18

kolagen typu VII 19, 20, 53, 55

kolagen typu VIII 19, 55

kolagen typuIX 19, 55

kolagen typu X 17, 19, 49, 55, 18

kolagen typu XI 19, 55

kolagen typu XII 19, 55

kolagen typu XIII 19, 55

kolagen typu XIV 19, 55

kolagen typu XV 19, 55

kolagen typu XVI 19, 55

kolagen typu XVII 19, 55

kolagen typu XVIII 19, 55, 57

kolagen typu XIX 19

komorki Langerhansa 23

komorki macierzyste 22

komoérki nowotworowe 20, 28

kriochirurgia 42, 43

kwas hialuronowy 20, 40

kwas metyloaminolewulinowy 45

laminina 16, 20, 49, 53, 55, 56, 57
laseroterapia 42, 44

leptyna 21

limfocyty T 23

LPL 10,21
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macierz pozakomoérkowa 9, 10, 16, 17, 40,
47, 48, 50, 52, 56, 57, 58, 59, 108, 109,
110, 115

matrylizyny 54

matuzumab 46

melanina 20, 30, 14

melanocyty 20, 22

melanosomy 15, 14

melanotropina 10

MMP-1 17,48, 51, 52, 53, 54, 55

MMP-2 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 61, 63, 64, 67, 68, 71, 72, 74,
75,77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99, 100, 101, 102, 104, 76, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
117,119, 147

MMP-3 48, 51, 52, 54, 55, 58

MMP-7 48, 49, 53, 54, 55, 58

MMP-8 53, 54, 55

MMP-9 47, 48, 49, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 61, 63, 64, 67, 68, 71, 72, 74, 75,
77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100, 101, 103, 76, 106, 107, 108, 109, 110,
111,112,113, 114, 115,117, 119, 147

MMP-10 54, 55

MMP-11 51, 52, 54, 55

MMP-12 53, 54, 56

MMP-13 51, 54, 55, 56

MMP-14 53, 54, 56

MMP-15 53, 54, 56

MMP-16 53, 54, 56

MMP-17 53, 54, 56

MMP-19 54, 56

MMP-20 54, 56

MMP-21 54, 56

MMP-23 48, 49, 54, 56

MMP-24 54, 56

MMP-25 54, 56

MMP-26 49, 54, 56

MMP-27 54, 56

MMP-28 54, 56
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MMPs metaloproteinazy 9, 10, 11, 40, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59,
61

MT-MMPs metaloproteinazy blonowe 50

naskoérek 9,13, 16, 19, 21, 22, 23, 25, 26, 27,
30, 37, 38, 41, 15, 18,107, 108, 110

NBCCS 10, 35

neuropilina-1 41

nieczerniakowe raki skory NMSC 10, 26,
27, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 105, 113

nowotwory 22, 23, 24, 25, 105

nowotwory tagodne 23, 24

nowotwory skory 24, 25, 26, 28, 31, 32, 35,
41, 42,57

nowotwory ztodliwe 23,24, 59, 105

osteoblasty 18

PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)
21

panitumumab 46

PATCHED 34, 35, 46

paznokcie 13,21, 22

PCR 10, 65, 66, 67, 68, 106, 142, 143, 144,
146

PDGF 10, 40, 51

peptyd sygnalowy 48, 49

perlekan 16, 55, 56

PGF (placental growth factor) 10

popromienne zapalenie skory 26

primery 65, 66, 67, 68, 142, 144, 147

promieniowanie jonizujace 31, 36, 44, 45

promieniowanie UV 23, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 35, 39,50, 114

propeptyd 48, 49, 50, 51, 52

prostaglandyny 10, 38, 48, 53

proteoglikan 16, 17, 40, 53,57, 18

protoonkogen fos 50

przydatki skory 21

PTCH 34, 35

radioterapia 36, 42, 43, 44, 45, 46
rak skory 23,24, 25

Indeks

rasa biata 24

rasa celtycka 15, 14

rasa czarna 26

rasa kaukaska 26, 27, 15, 14
rasy ludzkie 20, 14
rezystyna 21

rogowacenie starcze 25, 28
rég skérny 28

RT 11, 106, 142

SALT (skin associated lymphoid tissues) 11,
23

SCC 11, 24, 25, 26, 27, 28, 31, 36, 37, 57

siarczan chondroityny 20

siarczan dermatanu 20

siarczan heparanu 16, 20

siarczan keratanu 20

SIS (skin immune system) 23

skora 13, 15,17, 18, 19, 20, 22, 23, 26, 27, 28,
29, 30, 38, 48, 15, 18,107, 108, 110, 114

skora barwnikowa 28

skéra pergaminowata 25, 28

skora whasciwa 13, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 18,
110

skwalen 22

SMO 34, 35, 46

stany przedrakowe 25,28

stromielizyny 17, 54

szlak sygnalowy Hedgehog 10, 34, 46

szlak sygnalowy sonik Hedgehog 34

teleangiektazje 44
teleradioterapia 9, 44
telopeptyd 17

tenascyna 17, 55, 56

terapia fotodynamiczna 42, 45
termoregulacja 13, 22,23

TFPI2 52

TF (tissue factor) 11,21

TGF 48,51,52

TGFB 11,51, 52, 55

TIMPs 11, 49, 52, 53, 58, 59, 109
tkanka tgczna 17, 18, 19, 21, 56, 107
tkanka taczna wiotka 21
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tkanka faczna zbita 17 warstwa zrogowaciala 13
tkanka podskoérna 21,22, 18,110 warstwy podstawna 16, 25
tkanka tluszczowa 13, 21, 27 wisfatyna 21
TNF czynnik martwicy nowotworu 9, 11,  witamina D, 13, 32
21,23, 48, 50 witronektyna 55, 56
transformacja nowotworowa 22,24, 25,33  wlosy 13,21, 22,27, 15, 14
trombospondyna-1 39, 40 wiodkna klejorodne 18
trojglicerydy 22 wiodkna kolagenowe 16, 17, 20, 21, 18
widkna siateczkowe 18, 110
VEGF 11, 39, 40, 41, 47, 48, 50 widkna sprezyste 20
VEGER 11, 39, 40
Vismodegib 42, 46 zebopochodne guzy NBCCS 35
VLA (very late antigens) 11, 16 zesp6l nabloniakéw znamionowatych 26,
31
warstwa brodawkowata 17
warstwa jasna 13 zel agarozowy 145
warstwa kolczysta 13 zelatyna 20, 49, 55, 56, 59
warstwa podstawna 13,22 zelatynaza A 54
warstwa siateczkowa 20, 18 zelatynaza B 54

warstwa ziarnista 13 zelatynazy 59






