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1. WYKAZ SKROTOW
AFP alfa-fetoproteina

AK ang. actinic keratosis, rogowacenie stoneczne

AN ang. acanthosis nigricans, rogowacenie ciemne

AZS atopowe zapalenie skory

BAT ang. brown adipose tissue, brgzowa tkanka thuszczowa

BCC ang. basal cell carcinoma, rak podstawnokomorkowy

bFGF zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow

BMI ang. body mass index, wskaznik masy ciata

CAFs ang. cancer-associated fibroblasts, fibroblasty towarzyszace guzom

EMT ang. epithelial-mesenchymal transition, przejscie epitelialno-mezenchymalne
FAK ang. focal adhesion kinase, kinaza ogniskowo-adhezyjna

HOMA-IR ang. Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance, Indeks HOMA-IR
HS hidradenitis suppurativa

IF-y interferon-gamma

IGF-1 ang. insulin-like growth factor 1, insulinowy czynnik wzrostu

ITHC immunohistochemia

IL-2, IL-3, IL-6, IL-13 interleukina-2, interleukina-3, interleukina-6, interleukina 13
IRS ang. Immunoreactive Score, skala IRS

KIN ang. keratotic intraepithelial neoplasia

MAPK ang. mitogen activated protein kinases, kinazy aktywowane mitogenami

MF ang. mycosis fungoides, ziarniniak grzybiasty

NMSC ang. non-melanoma skin cancers, niemelanocytowe raki skory

NSCLC ang. non-small cell lung cancer, rak niedrobnokomdérkowy ptuc

OSCC ang. oral squamous cell carcinoma rak ptaskonabtonkowy jamy ustnej

OSF-2 ang. osetoblast-specific factor, czynnik swoisty dla osteoblastow

PASI ang. Psoriasis Area and Severity Index

PDPN podoplanina

PGC-1o0. ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha,
koaktywator 1 alfa receptora gamma aktywowanego przez proliferatory peroksysomow
PLAG ang. platelet aggregation-stimulating domain

POSTN periostyna

Receptor CLLEC-2 ang. C-type lectin-like receptor 2



SCC ang. squamous cell carcinoma, rak kolczystokomorkowy

TAM ang. tumor-associated macrophages, makrofagi odpowiedzialne za rozw6j nowotworu
TGFp1 czynnik wzrostu 1

TNF- a ang. tumor necrosis factor -alpha, czynnik martwicy nowotwordw alfa

TNM ang. tumor, lymph nodes, metastasis

TSLP ang. thymic stromal lymphopoietin, limfopoetyna zr¢bu grasicy

UCP1 ang. uncoupling protein 1, biatko rozprzegajace, termogenina

UV ang. ultraviolet radiation, promieniowanie ultrafioletowe

WAT ang. white adipose tissue biata tkanka thuszczowa



2. WSTEP

IRYZYNA

Odkrycie, budowa i funkcje

Iryzyna jest adipomioking, bialkiem produkowanym przez migénie szkieletowe
1 tkanke tluszczowa pod wplywem wysitku fizycznego. Stanowi tacznik sygnalowy miedzy
wldknami miegéni szkieletowych 1 innymi tkankami. Poprzez analogi¢ do pelnionych funkcji,
jej nazwa pochodzi od imienia postanki bogdéw olimpijskich, Iris. Iryzyna po raz pierwszy
zostata opisana w 2012 roku przez Bostrom iwsp. Jest czasteczka o masie 12kDa, a jej
prekursorem jest biatko FNDCS5 (20-32 kDa), ktérego gen kodowany jest na chromosomie 1
w pozycji 35.1 (1p35.1). W migsniach iryzyna powstaje w wyniku odszczepienia fragmentu
zewnatrzkomorkowej domeny biatka FNDCS. Zkolei ekspresja biatkka FNDCS5 jest
stymulowana przez koaktywator 1-alfa receptora y aktywowanego przez proliferatory
peroksysomow — PGC1-a (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
I-alpha) w odpowiedzi na wysitek fizyczny. W tkance tluszczowej wzrost ekspresji iryzyny
stymuluje bragzowienie biatej tkanki thuszczowej, a tym samym termogeneze, wzrost ekspresji
biatka rozprzegajacego 1 (UCP1, ang. uncoupling protein 1), wzrost zuzycia energetycznego
organizmu, czego efektem jest pozytywny wptyw na insulinooporno$¢ zwiazang z otyltoscia
[1]. W swoim badaniu przekrojowym, Huh iwsp. opisali dodatnig korelacj¢ migdzy
poziomem krazacej iryzyny w krwi ludzkiej a wskaznikiem masy ciata — BMI (ang. body
mass index), stezeniem glukozy, greliny oraz insulinowego czynnika wzrostu—1 (IGF-1; ang.
insulin-like growth factor-1), natomiast ujemng korelacje¢ wykazano w stosunku do wieku,
poziomu insuliny, cholesterolu i1 adiponektyn [2]. Te wyniki moga wskazywa¢ na mozliwg

kompensacyjng rol¢ iryzyny w regulacji metabolizmu.

Interesujaca jest rola iryzyny w brazowieniu tkanki tluszczowej. Powszechnie
wiadomo, ze biata tkanka tluszczowa (WAT; ang. white adipose tissue) pelni funkcje
podporowa oraz magazynuje energie. WAT wykazuje rowniez zdolnos¢ do produkcji adipokin
majacych wplyw na rozwoj przewleklego stanu zapalnego, atakze na rozwdj
insulinooporno$ci, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do otylosci, rozwoju choréb
metabolicznych, chorob sercowo-naczyniowych, a nawet nowotworéw. Komorki brunatnej
tkanki thuszczowej (BAT; ang. brown adipose tissue), w przeciwienstwie do WAT, zawierajg

liczne mitochondria, aw ich wewnetrznej blonie mitochondrialnej znajduje si¢ biatko



rozprzegajace, UCP1. Z tego wzgledu to wlasnie brazowa tkanka thuszczowa jest zdolna do
produkcji ciepta na drodze termogenezy bezdrzeniowej [3,4]. Opisuje si¢ takze jeszcze jeden
typ komorek thuszczowych, okreslany mianem bezowych adipocytow (brite, beige). Sa to
komorki pochodzace z tej samej linii, co komorki WAT ale wykazuja charakterystyczne cechy
budowy oraz funkcji komorek BAT. Wedlug Spiegelmana 1 wsp. do bragzowienia bialej tkanki
tluszczowej dochodzi pod wpltywem stymulacji przez PGC1 a, pochodzacego z migsni
szkieletowych. Odkrycie iryzyny dopenilo tancuch sygnaléw indukujacych powstanie
bezowej tkanki tluszczowej, poczawszy od wysitku fizycznego, ekspresji PGC1-a, poprzez
odiaczenie si¢ fragmentu biatka FNDCS5 ipowstanie iryzyny do ostatecznej biogenezy
mitochondrialnej w bialych adipocytach oraz wzrostu ekspresji biatka UPC1. Proces ten
skutkuje przede wszystkim poprawa homeostazy glukozy i zmniejszeniem insulinoopornosci
[4,5,6]. Pierwsze doniesienia dotyczyly wystgpowania ekspresji iryzyny w mig¢$niach
szkieletowych po wysitku fizycznym. W kolejnych pracach wykazano obecno$¢ iryzyny
rowniez w ptynach organizmu tj. osoczu, $linie oraz ptynie mézgowo-rdzeniowym [7,8].
Oprocz miegsni szkieletowych oraz tkanki tluszczowej, ekspresje iryzyny potwierdzono
réwniez za pomocg badan immunohistochemicznych (IHC) w innych narzadach, takich jak
podwzgorze, §linianki, tkanka laczna w skorze, watroba, zotadek, migsien sercowy, nerki,
jadra, trzustka iotoczka mielinowa nerwow obwodowych [7,8,9]. Niestety bardzo mato
wiadomo o mechanizmie jej dziatania na komorki docelowe. Dopiero w 2019 roku, Kim
i wsp. opisali potencjalny receptor dla iryzyny na tkankach docelowych. Swoje badania
przeprowadzili na osteocytach wyr6zniajac kompleks integryn aoV/B5 jako miejsce
przylaczania si¢ iryzyny [10,11]. Jako dowdd wykazali zniesienie dziatania iryzyny w wyniku
inhibicji kompetycyjnej obecnego na powierzchni adipocytow kompleksu integryn aVB5
1aVP1 oraz CD81, posredniczacego w szlaku fosforylacji kinazy ogniskowo-adhezyjnej —
FAK (ang. focal adhesion kinase), ktory z kolei jest aktywowany przez iryzyne [10,12].
W swoich badaniach Oguri wyodrebnil lini¢ adipocytow CD81+, ktéra szczegolnie
predysponuje do brgzowienia tkanki thuszczowej. Obecno$¢ markera CD81 na powierzchni
adipocytow okazala si¢ niezb¢dna do utworzenia przez iryzyn¢ kompleksu z integrynami
aV/Bl 1aV/B5 iaktywacji szlaku fosforylacji FAK. Zkolei utrata czasteczki CD81
skutkowala rozwinigciem otytosci, nietolerancji glukozy i insulinooporno$ci, a takze
zapaleniem tkanki tluszczowej [12]. Ponadto, Bi i wsp. w swoich badaniach wykazali, ze
pofaczenie iryzyny z integrynami a V5 jako receptorem i aktywowanie szlaku AMPK-UCP 2
(AMP-activated protein kinase) wywiera pozytywny wplyw na odbudowe wczedniej

uszkodzonej w wyniku niedokrwienia bariery jelitowej [13].



Badania nad funkcjg iryzyny w organizmie ludzkim wykazaty nie tylko jej role
protekcyjng w procesach metabolicznych. Jej roznorodne dziatanie zostalo dotychczas
opisane roOwniez m.in. w chorobach sercowo-naczyniowych, chorobach nerek, ptuc, uktadu

nerwowego czy w zaburzeniach metabolizmu kosci [14,15].

Iryzyna w chorobach nowotworowych

W wielu badaniach udowodniono pozytywny wplyw wysitku fizycznego na procesy
kancerogenezy. Jednym z niedawno odkrytych biatek jest iryzyna, adipomiokina wytwarzana
w miesniach szkieletowych oraz tkance tluszczowej pod wpltywem wysitku fizycznego.
Dotychczas dobrze poznang funkcja iryzyny jest jej udzial w gospodarce weglowodanowej
organizmu. Ze wzgledu na pozytywny efekt wysitku fizycznego w profilaktyce oraz
przebiegu choroby nowotworowej, nie dziwi wzrost zainteresowania wielu naukowcow
w okresleniu  ewentualnej roli iryzyny w procesie nowotworowym. Wigkszo$¢
przeprowadzonych badan dotyczy analizy korelacji poziomu iryzyny w surowicy krwi
pacjentow z chorobg nowotworowg w poréwnaniu do os6b zdrowych, a tylko cze$¢ z nich
ocenia bezposredni wplyw iryzyny na komorki nowotworowe w hodowlach komoérkowych

[16,17,18].

W badaniach in vitro wykazano, ze iryzyna moze wykazywaé zaréwno dziatanie
hamujace, jak rowniez stymulujagce zywotno$¢ komorek nowotworowych. Istotne
zmniejszenie proliferacji, zywotnosci oraz migracji komorek nowotworowych po dodaniu do
hodowli iryzyny, bez istotnego wplywu na komorki prawidtowe obserwowano w liniach
komorkowych raka piersi, prostaty, ptuc, migsaka kosciopochodnego 1 glejaka
[19,20,21,22,23]. Ponadto, dodanie iryzyny do hodowli komorkowej raka piersi poddanych
dzialaniu doksorubicyny istotnie nasilato efekt chemioterapeutyczny leku na komorki [24].
Podobnie w przypadku raka trzustki, ekspozycja na iryzyn¢ hamowata wzrost, proliferacje
imigracj¢ komoérek nowotworowych oraz wzmacniata odpowiedz na dziatanie
chemioterapeutyczne  doksorubicyny igemcytabiny [25,26,27]. Zkolei w liniach
komoérkowych raka endometrium, okreznicy, tarczycy iprzetyku wykazano brak wptywu
iryzyny na zywotno$¢ tych komorek [28]. Zaskakujace wyniki uzyskano w badaniach na
komorkach raka watrobowokomoérkowego, w ktorych dodanie iryzyny do hodowli
stymulowalo proliferacj¢ i migracj¢ komorek nowotworowych, atakze znacznie obnizyto

dzialanie terapeutyczne doksorubicyny [29]. Nalezy zwroci¢é uwage, ze W wyzej



wymienionych badaniach, st¢zenia iryzyny oraz czas ekspozycji komorek na jej dzialanie
byly rozne, co z pewnoscig sugeruje koniecznos$¢ przeprowadzenia dalszych badan, w tym
réwniez w modelach in vivo. Jak wynika z powyzszych badan, w wigkszosci przypadkow
iryzyna wykazuje dziatanie protekcyjne iwplywa hamujaco na proces kancerogenezy.
Dotychczas nie poznano jeszcze mechanizmow dzialania iryzyny na komoérki nowotworowe,
jednak przypuszcza si¢, ze moze ona wywiera¢ wpltyw hamujacy na szlaki sygnatowe
regulujace kluczowe dla komorek procesy, jak proliferacja, cykl komérkowy czy naprawa
uszkodzen DNA: kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (PI3K/AKT), kinazy
mTOR, przekaznik sygnalu 1aktywator transkrypcji (STAT3), jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF-kappaB (NF-«xB), a takze na aktywacj¢ kinazy AMPK.

Badania dotyczace wystgpowania iryzyny w guzach nowotworowych u ludzi
wykazaty nierzadko niejednoznaczne wyniki. Obecno$¢ iryzyny za pomocg metody
immunohistochemicznej potwierdzono w komodrkach niektérych nowotworow [18]. W raku
tarczycy oraz nerki ekspresj¢ IHC tego biatka stwierdzono jedynie w komorkach
nowotworowych, ale nie w komorkach prawidtowych tych narzadow [30,31]. Te wyniki
mogtyby sugerowa¢ mozliwos¢ przydatnosci badania IHC w diagnostyce rdznicowej guzow
ztosliwych 1 tagodnych tarczycy oraz nerki, a takze w okres§laniu ich podtypow. Zwigkszenie
ekspresji iryzyny w komorkach raka piersi w pordwnaniu do komoérek prawidtowych opisali
réwniez m. in. Cebulski 1 wsp. [32]. Ponadto, ekspresja ta byla istotnie wyzsza u chorych bez
przerzutdw do weztéw chlonnych w porownaniu do chorych z przerzutami, co moze okresla¢
iryzyn¢ jako dobry marker prognostyczny. Natomiast komorki zmian tagodnych Ilub
prawidlowe tych narzadéw nie wykazywaly ekspresji iryzyny. Podobnie Nowinska i wsp.
wykazali wzrost ekspresji iryzyny w komoérkach raka niedrobnokomorkowego pluc (NSCLC)
lecz jednoczesnie iryzyna byla réwniez obecna w komoérkach podscieliska guza. Ci sami
badacze wykazali rowniez wzrost ekspresji genu kodujgcego prekursor iryzyny, biatko
FNDCS5 zarowno w komorkach raka NSCLC, jak i w komorkach podscieliska guza [33].
Z kolei Fan i wsp. obserwowali obnizong ekspresj¢ tego biatka w komorkach raka NSCLC
[34]. Jednoczesnie wykazali nasilenie dziatania leku na paklitaksel-oporne komoérki raka
NSCLC po dodaniu iryzyny do hodowli. Autorzy Ci sugeruja, ze obecno$¢ iryzyny moze
wywiera¢ korzystny wplyw na leczenie w wyniku zmniejszenia chemioopornosci komorek

nowotworowych [34].

Badania nad rakiem watrobowokomorkowym przyniosty rozbiezne wyniki. W pracy

Gagginiego 1 wsp. ekspresja FNDC5/iryzyny w komodrkach nowotworu byla istotnie wyzsza



niz w zdrowych hepatocytach [35]. Jednocze$nie poziom iryzyny w surowicy pacjentow
z rozpoznanym rakiem watrobowokomoérkowym, nie rdéznit si¢ istotnie od poziomu tego
biatka w surowicy os6b zdrowych. Przeciwne wyniki uzyskali Zhang i wsp., ktorzy opisali
Znaczaco nizszy poziom iryzyny w surowicy chorych na raka watrobowokomoérkowego
w poréwnaniu do grupy kontrolnej [36]. Dodatkowo, u chorych z niskim st¢zeniem iryzyny
przebieg pooperacyjny po hepatektomii byt obarczony wiekszg iloscig komplikacji 1 dtuzszym
okresem hospitalizacji. Zauwazyli, Ze jej niskie st¢zenie w wigkszo$ci przypadkow, tj. u 77%
chorych bylto zwiazane z plcig me¢ska, przebytym wirusowym zapaleniem watroby i wysokim
poziomem AFP (alfa-fetoproteiny) [36]. W innym badaniu réwniez stwierdzono ujemna
korelacje migdzy poziomem iryzyny w surowicy krwi a ci¢zko$cig uszkodzenia watroby
u pacjentéw z rakiem watrobowokomoérkowym [37]. Natomiast Zhu i wsp. wysungli nawet
hipoteze¢, ze poziom iryzyny w surowicy moglby by¢ potencjalnym markerem
diagnostycznym w rozpoznawaniu raka okr¢znicy. Zaobserwowali, Ze niski poziom biatka byt
zwigzany z wysokim prawdopodobienstwem wystgpienia choroby nowotworowej [38]. Niskie
poziomy iryzyny w surowicy zostaty rowniez potwierdzone u pacjentoéw z rakiem pecherza
moczowego oraz prostaty [39,40], natomiast wysokie jej stezenie dodatnio korelowalo
z wystepowaniem raka nerki iraka zotadka. [41,42] Panagiotou wykazal wyzsze st¢zenia
iryzyny u pacjentek z tagodnymi 1 zto§liwymi guzami piersi w poréwnaniu z grupg kontrolna.
[43] Natomiast Provatopoulou otrzymal odmienne wyniki swoich badan, w ktorych poziom
iryzyny byl znaczaco nizszy u pacjentek z rozpoznanym nowotworem piersi. Jednoczesnie
poziom iryzyny w surowicy krwi utych chorych dodatnio korelowat ze stadium
zaawansowania guza. [44] Wysokie stgzenie iryzyny, dodatnio korelujace z BMI u pacjentek
z rakiem piersi wg Zhang’a moze by¢ czynnikiem protekcyjnym powstania przerzutow do

kregostupa [45].

Wyniki tych badan sugeruja, ze iryzyna mogtaby petni¢ role markera diagnostycznego
1 prognostycznego w niektorych nowotworach. Powyzsze badania potwierdzajg rolg iryzyny
nie tylko w procesie kancerogenezy, roéwniez w progresji choroby nowotworowej. Jednak
mozliwo$¢ ewentualnego jej wykorzystania jako markera diagnostycznego, prognostycznego

lub predykcyjnego wymaga dalszych badan.
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Iryzyna w dermatologii

Jak juz opisano wczesniej, iryzyna jest adipomioking, czasteczka produkowang przez
m.in. adipocyty tkanki tluszczowej trzewnej ipodskornej, regulujaca procesy zapalne
i funkcje uktadu odpornosciowego. Dotychczas badania nad rolg iryzyny w przebiegu chorob
dermatologicznych dotycza jedynie szesciu jednostek chorobowych - tradziku zwyczajnego,
pokrzywki, tuszczycy, hydradenitis suppurativa, rogowacenia ciemnego (AN; ang. acanthosis

nigricans,) oraz choroby Behgeta.

Tradzik pospolity jest przewlekla chorobg zapalng skéry dotyczaca jednostki
wlosowo-tojowej. Na patomechanizm skiada si¢ kilka réznych czynnikéw: nadczynnosé
gruczotow lojowych, nadmierne rogowacenie przewodow wyprowadzajacych 1ujsé
gruczotow tojowych, kolonizacja przez bakterie beztlenowe (Cutibacterium acnes) oraz
rozwo0j lokalnego stanu zapalnego. W badaniu Mustafy i wsp. oceniono poziom iryzyny
w surowicy krwi pacjentow z tragdzikiem pospolitym oraz jej wptyw na przebieg choroby
w korelacji z wystgpowaniem insulinoopornos$ci. Insulinooporno$¢ byta oceniana za pomoca
wskaznika HOMA-IR (ang. Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance), na
podstawie zalezno$ci pomig¢dzy stezeniem insuliny i glukozy we krwi obwodowej na czczo.
U chorych z tragdzikiem wykazano istotnie nizszy poziom iryzyny w surowicy krwi oraz
wysoki wskaznik HOMA-IR w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wraz z nasileniem zmian
skérnych w przebiegu choroby, poziom iryzyny spadat, natomiast wzrastat wskaznik HOMA-
IR [46]. Spadek stezenia iryzyny u pacjentdw z rozpoznanym tradzikiem zwyczajnym oraz
ujemng korelacj¢ ze wskaznikiem HOMA-IR wykazano réwniez w badaniu Tang’a [47].
Wyniki tych badan nie tylko potwierdzaja udzial insulinoopornosci w patogenezie tradziku,

ale takze traktujg iryzyn¢ jako wskaznik zaawansowania choroby.

Pokrzywka jest chorobg charakteryzujaca si¢ wystepowaniem babli pokrzywkowych
lub obrzeku naczynioruchowego badz obu tych zmian jednoczesnie pod wptywem
réznorodnych bodzcow. Zaktada si¢, ze zmiany skorne ustgpuja do 24h, natomiast obrzek
naczynioruchowy moze utrzymywaé si¢ do 72h. Za powstanie babli pokrzywkowych
odpowiedzialne sg gtownie komorki tuczne, ktore uwalniajg liczne mediatory prozapalne,
przede wszystkim histaming, prostaglandyny i leukotireny. W wyniku uwolnienia tych
mediatoréw dochodzi do wzrostu przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych, a w konsekwencji
pojawienia si¢ charakterystycznych zmian skérnych [48]. W zwigzku z doniesieniami
o przeciwzapalnym dziataniu iryzyny, Us Altay jako pierwszy postanowil oceni¢ jej role

w etiopatogenezie pokrzywki. Poziom iryzyny w surowicy poréwnywal z poziomem
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interleukiny-2 (IL-2), interleukiny-3 (IL-3), czynnika martwicy nowotworéw (TNF-a;
ang. Tumor Necrosis Factor-alpha -) oraz interferonu-y (IF-y). U pacjentéw ze stwierdzong
pokrzywka spontaniczng poziom iryzyny byt istotnie nizszy niz u osob zdrowych. Przeciwnie
przedstawial si¢ poziom IL-2, IL-3, TNF- a i IF-y, ktory byt istotnie wyzszy u 0so6b chorych
niz zdrowych. Wyniki te pokazuja, ze iryzyna moglaby sta¢ si¢ markerem prognostycznym

wystepowania pokrzywki spontanicznej [49].

Luszczyca jest przewlekla dermatozg zapalna, nierzadko wspotistniejaca z chorobami
metabolicznymi 1 uktadu sercowo-naczyniowego. W patogenezie tej choroby zwraca si¢
uwage na rozwdj ogolnoustrojowego stanu zapalnego, wyzwalanego przez mediatory zapalne
uwalniane z adipocytow, co przy wspotdziataniu czynnikéw genetycznych i srodowiskowych
prowadzi do indukowania zmian skornych [50]. W badaniu Alatasa i wsp. wykazano, ze
poziom iryzyny byl znaczaco nizszy w grupie chorych w poréwnaniu z osobami zdrowymi.
Jednoczesnie jej poziom negatywnie korelowat ze nasileniem choroby mierzonym skalg PASI
(ang. Psoriasis Area and Severity Index) [51]. Podobne wyniki uzyskali Amborgio i wsp.,
ktorzy udokumentowali ujemng korelacje miedzy poziomem iryzyny a nasileniem luszczycy
[52]. Odmienne wyniki uzyskano w pracach Burula oraz Gamila, ktorzy niezaleznie od siebie
odnotowali istotnie znaczace dodatnie korelacje miedzy poziomem iryzyny a nasileniem
tuszczycy ocenianej w skali PASI [53,54]. Rozbieznos$¢ prezentowanych wynikow wskazuje
na potrzebe dalszych badan nad ewentualng rolg iryzyny w patogenezie oraz przebiegu

tuszczycy.

Hidradenitis suppurativa (HS) jest przewlekta, nawracajaca, zapalng choroba
objawiajaca si¢ wystgpowaniem charakterystycznych bolesnych guzoéw, ropni, przetok
1 bliznowacenia, najczesciej w obrebie pach, pachwin i okolicy anogenitalnej, co znacznie
uposledza funkcjonowanie 1iobniza jako$¢ zycia pacjentow [55]. U chorych istnieje
zwigkszone ryzyko wspolwystgpowania otylosci, cukrzycy, zespotu metabolicznego oraz
innych chorob przebiegajacych z ogdlnoustrojowym stanem zapalnym [56]. W przypadku tej
choroby wykazano, ze w surowicy krwi pacjentéw z HS poziom iryzyny byl nieistotnie
podwyzszony w poréwnaniu do osob zdrowych idodatnio korelowat ze wskaznikiem

HOMA-IR [57].

Rogowacenie ciemne (AN; ang. acanthosis nigricans) jest zmiang skorng
o charakterze ograniczonej hiperpigmentacji ibrodawkowania skory lokalizujacg si¢
najczesciej na szyi, karku, w okolicach pachowych, niekiedy w zgieciach lokciowych czy

podkolanowych. W wigkszosci przypadkow AN jest skornym objawem insulinoopornosci,
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otylosci, zespotu metabolicznego czy zespotu policystycznych jajnikdéw. Sugeruje si¢ tez, ze
AN moze by¢ rewelatorem choroby nowotworowej czy powaznych zespotéw endokrynnych
[58]. Biorac pod uwagg opisywany wczesniej 1 poruszany w wielu badaniach zwigzek iryzyny
z otylo$cia, insulinoopornos$cia i innymi zaburzeniami metabolicznymi, Chen ocenit poziom
iryzyny w surowicy krwi w grupie oséb otylych zrogowaceniem ciemnym lub bez niego
1 wykazal istotnie wyzszy poziom iryzyny w surowicy pacjentow z otyto$cig w poroOwnaniu
do os6b o prawidlowej masie ciata. Poziom iryzyny u osob z otyloscig dodatnio korelowat
m.in. z BMI, obwodem talii czy wykladnikami gospodarki lipidowej. Nastepnie w grupie
chorych zotyloScig wykazal takze istotnie wyzsze stezenie iryzyny w surowicy krwi
u pacjentow z AN w poréwnaniu do oséb bez AN. Te wyniki moga sugerowaé zwigzek
mi¢dzy podwyzszonym stezeniem iryzyny arozwojem zmian skornych. Grupa pacjentow
z otylo$cia z rogowaceniem ciemnym wykazywata lepsza tolerancje¢ glukozy i odpowiedz na

insuling, co wedlug Chen 1 wsp. moze sugerowac protekcyjng role iryzyny [59].

Choroba Behceta jest postacia ukladowego zapalenia naczyn. Do jej
charakterystycznych objawow nalezg nawracajace owrzodzenia jamy ustnej inarzadéw
rodnych oraz zaj¢cie narzagdu wzroku w postaci zapalenia btony naczyniowej. Zmiany skorne
w przebiegu tej choroby manifestujg si¢ pod postacig réznych zmian skornych (np. rumien
guzowaty, wykwity typu tradzikowego, zmiany pg¢cherzykowe lub wedrujace zapalenia zyt
powierzchownych). Proces chorobowy moze dotyczy¢é naczyn tetniczych 1 zylnych
wszystkich typow, stad réznorodno$¢ wystepujacych objawow [60]. W badaniu Icli i wsp.
wykazano, ze poziom iryzyny w surowicy krwi pacjentow z chorobg Behgeta byl znaczaco
nizszy w poréwnaniu osob zdrowych. Ponadto utych chorych istnieje ujemna korelacja
mi¢dzy poziomem iryzyny w surowicy a grubo$cia kompleksu btony $rodkowej
1 wewnetrznej tetnicy szyjnej, ktory pozwala na oceng ryzyka rozwoju miazdzycy. Te wyniki
pokazaly, ze obnizony poziom iryzyny moze by¢ traktowany jako marker predykcyjny

rozwoju miazdzycy u pacjentow z chorobg Behgeta [61].

13



PERIOSTYNA

Odkrycie, budowa i funkcje

Periostyna (POSTN), poczatkowo zwana czynnikiem swoistym dla osteoblastow
(OSF-2; ang. osetoblast-specific factor) jest glikoproteing macierzy zewnatrzkomorkowe;j
o masie molekularnej 93.3 kDa, sktadajaca si¢ z ok. 814 aminokwasow [62]. Zostata odkryta
w 1993 roku jako biatko produkowane przez komorki okostnej, a dalsze badania wykazaly, ze
jej ekspresja obecna jest w komodrkach tkanki facznej bogatej w kolagen (tj. w wigzadtach
przyzebia, Sciggnach oraz zastawkach serca) oraz pojawia si¢ w odpowiedzi na bodziec
mechaniczny. POSTN ma zdolno$¢ interakcji z komorkami oraz innymi biatkami macierzy
pozakomorkowej (za posrednictwem domeny FAS1, domeny EMI oraz domeny C-koncowe;j
CTD). Co ciekawe, oddzialywanie na komoérki odbywa si¢ za pomoca tego samego receptora
co receptor dla iryzyny, tj. avp3 and avp5, powodujac aktywacje m.in. szlakow sygnatlowych
FAK, kinazy PI-3 - AKT [63,64,65]. Przekazujac informacje do wnetrza komorki, szlaki te
regulujg wiele proceséw, m.in. cykl komérkowy, apoptoze, adhezj¢ komorek, ich zdolnos$¢ do
migracji, aw konsekwencji inwazj¢ itworzenie przerzutbw nowotworowych. W wielu
badaniach wykazano, ze aktywacja szlaku FAK przez POSTN w komorkach nowotworowych
odpowiada za wzrost proliferacji oraz hamowanie apoptozy [66,67]. Do podstawowych
funkcji POSTN w organizmie nalezy utrzymywanie prawidtowej struktury kosci izg¢bow,
a takze udziat wrozwoju zastawek serca. Fizjologicznie, jej ekspresja stabilizuje si¢ na
niskich poziomach w wielu réznych tkankach, natomiast w stanach patologicznych (np. uraz,
zapalenie, nowotworzenie) zdecydowanie rosnie. Jej obecnos¢ zostata potwierdzona w tkance
pozawatowej migsnia sercowego, stanach przebiegajacych z widknieniem, w procesie
gojenia, atakze, co interesujace w zrebie guzow nowotworowych [68]. W wielu stanach
patologicznych (m. in. zawal mi¢$nia sercowego, gojenie ran, przecigzenia nadci$nieniowe)
POSTN bierze udziat w remodelingu macierzy pozakomoérkowej, co prowadzi do przebudowy
tkanek [69,70,71,72]. Jak wykazano, POSTN poprzez wptyw na adhezje komorek iich
zdolno$¢ do migracji, moze wywiera¢ stymulujacy wplyw na przej$cie epitelialno-
mezenchymalne (EMT; ang. epithelial-mesenchymal transition) komoérek nowotworowych,
czego konsekwencjg jest utrata adhezji 1 wzrost inwazyjnosci tych komoérek oraz tworzenie

odlegltych przerzutéw [63].
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Periostyna w chorobach nowotworowych

W rozwoju 1 progresji nowotworu ogromng role przypisuje si¢ mikrosrodowisku,
w jakim si¢ rozwija. W sktad zrgbu guzéw nowotworowych wchodza liczne komorki
nienowotworowe (gt. fibroblasty, komoérki uktadu odpornosciowego, etc.), réznorodne biatka
macierzy pozakomoérkowej oraz naczynia krwionosne i limfatyczne. W wigkszosci
nowotworow ekspresja POSTN zostata wykazana w komodrkach podscieliska. W czesci badan
opisuje sie jej ekspresje réwniez w samych komorkach nowotworowych badz w obu tych
lokalizacjach jednoczesnie [73]. Jak wiadomo, POSTN dziata poprzez receptory integrynowe,
ktore sg obecne na komoérkach nowotworowych, aktywujac w ten sposob szlaki sygnatowe
prowadzace do proliferacji komorek ihamowania apoptozy. Jednoczesnie POSTN, jak
wykazano, dziata stymulujagco na proces angiogenezy oraz powstawania przerzutow. Baril
1 wsp. udowodnili, ze POSTN oddziatujaca poprzez receptory integrynowe na komorki raka
trzustki, promowala ich zdolno$¢ do migracji i inwazji. Jednocze$nie wywierala hamujacy
wplyw na proces apoptozy tych komorek, co prowadzito do zwigkszenia ich przezycia
w warunkach stresowych [74]. Podobne wyniki uzyskano réwniez w badaniach nad
komorkami raka okreznicy, raka zotadka, piersi [75,76,77]. W wielu innych eksperymentach
zaobserwowano, ze zwigkszona ekspresja tego biatka byta zwigzana z promocja angiogenezy,
co z kolei zwieksza ryzyko powstania przerzutow. Z tego wzgledu niektorzy badacze okreslili
POSTN jako marker prognostyczny przerzutowania m.in. raka kolczystokomorkowego jamy
ustnej oraz nowotwordéw gltowy i szyi, okr¢znicy i zotadka [78,79,80,81]. W swoim badaniu,
Sasaki 1 wsp. stwierdzili wyzsze st¢zenie POSTN w surowicy krwi pacjentek chorych na raka
przewodowego piersi z przerzutami do kosci w poréwnaniu do chorych bez przerzutow.
Z kolei upacjentow zrakiem drobnokomorkowym phuc stezenie POSTN w surowicy
utrzymywalo si¢ na zblizonym poziomie niezaleznie od wystgpowania przerzutow do kosci.
Jednakze utych pacjentow obserwowano wzrost poziomu POSTN w surowicy wraz ze
wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego guza i zajeciem weztéw chtonnych w skali
TNM [82]. Wigkszos¢ dostepnych badan opisuje POSTN jako czynnik prokancerogenny,
odpowiadajacy za gorsze rokowanie nowotworu. Jednak niektoérzy autorzy sugeruja
przeciwne jej dzialanie. W swoich badaniach wykazali supresyjne dziatanie tego biatka na
komorki niektorych nowotwordw, tj. raka zotadka czy raka pgcherza moczowego [83,84].
Dziatanie POSTN jako biatka macierzy pozakomorkowej 1 jej wplyw na progresj¢ nowotworu
zostalo potwierdzone w wielu badaniach. W wigkszosci z nich wykazano obecnos¢ ekspres;ji

POSTN w podscielisku guza, natomiast jej brak lub slaba ekspresj¢ w samych komorkach
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nowotworowych. Mimo ww. wynikoéw, jej rola nie jest do konca jednoznaczna i wymaga

dalszych poszukiwan.

Periostyna w dermatologii

W  warunkach fizjologicznych, POSTN w skoérze jest zlokalizowana gltownie
w keratynocytach w dolnych warstwach naskdrka oraz w fibroblastach w warstwie
brodawkowatej skory wiasciwej. Natomiast w stanach patologicznych (m.in. uszkodzenie
mechaniczne, stany zapalne, nadmierna odpowiedz immunologiczna, zwi¢kszone wtdknienie)
dochodzi do wzrostu jej ekspresji rowniez w komodrkach innych warstw skoéry oraz
w macierzy pozakomorkowej [85,86]. Jackson-Boeters iwsp. ocenili ekspresje POSTN
w skorze w warunkach fizjologicznych oraz podczas procesu gojenia rany powstalej po
urazie. Wykazali oni istotny wzrost ekspresji POSTN w macierzy zewnatrzkomorkowej
W miejscu urazu w pordwnaniu ze zdrowa skorg. Wzrost jej ekspresji w ranie byt przejsciowy,
z poczatkiem ok. 3 dnia i najwyzszym poziomem osiggni¢tym ok. 7 dnia od momentu urazu
oraz spadku w 28 dniu do stanu poczatkowego. Zjawisko to moze by¢ zwigzane ze stymulacja
ekspresji POSTN przez komorki tuczne oraz brakiem udziatu POSTN w poczatkowej fazie
zapalnej procesu gojenia. Mastocyty pojawiajace si¢ w okolicy rany wydzielaja histaming,
ktéra zkolei wptywa na remodeling macierzy pozakomorkowej w ziarninie, indukuje
angiogeneze, migracj¢ 1 proliferacje komorek. Histamina stymuluje réwniez ekspresje
transformujacego czynnika wzrostu B1 (TGFB1), zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow
(bFGF) 1 POSTN, ktore nast¢pnie wptywaja na syntez¢ kolagenu typu I. Dodatkowo, Autorzy
potwierdzili, ze wraz ze wzrostem ekspresji periostyny zwigkszata si¢ liczba miofibroblastow

a-SMA+ niezbgdnych w procesie gojenia rany [85,87].

Atopowe zapalenie skory (AZS; ang. atopic dermatitis,) jest czesta, przewlekla
dermatoza przebiegajaca z okresami zaostrzen iremisji, zwigzang z odpowiedzig
immunologiczng typu Th2. Przewlekty proces zapalny prowadzi do nadmiernej proliferacji
fibroblastow w skorze, gdzie obecne sg tez liczne komorki tuczne. Histamina, uwalniana
przez mastocyty, odpowiada przede wszystkim za silny §wiad skory, ale takze stymuluje
wzrost ekspresji POSTN. Shiraishi 1 wsp. wykazali, ze periostyna stymuluje proliferacje
keratynocytow poprzez aktywacje szlaku sygnalowego AKT, co prowadzi do pogrubienia
naskorka w zmianach skornych w przebiegu atopowego zapalenia skory. Dodatkowo, POSTN

bierze réwniez udzial w zaostrzeniach AZS stymulujac keratynocyty do produkcji cytokiny
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TSLP (limfopoetyna zrgbu grasicy, ang. thymic stromal lymphopoietin), biatka o funkc;ji
prozapalnej, niewykrywalnego w zdrowej skorze [88]. W przebiegu AZS jest ono
odpowiedzialne za potegowanie Th2-zaleznej odpowiedzi immunologicznej [89]. Z kolei Kou
1 wsp. stwierdzili wyzszy poziom POSTN w surowicy krwi pacjentdéw z AZS w pordwnaniu
do chorych na tuszczyce 1 0s6b zdrowych, a jej poziom obnizat si¢ po zastosowaniu leczenia.
Poziom badanego biatka dodatnio korelowal zzaawansowaniem i ci¢zkos$cig przebiegu
choroby. Wsrdd badanych pacjentow z AZS, osoby ze zmianami skornymi o rozlegtej
lokalizacji oraz u ktorych lichenifikacja zmian dotyczyta powyzej 5% powierzchni ciata
cechowaly si¢ wyzszymi poziomami periostyny niz pozostali chorzy. To samo badanie
potwierdzito réwniez zwigkszong ekspresje POSTN w skorze wiasciwej u tych chorych.
Wyzszy poziom ekspresji POSTN korelowal dodatnio z zaawansowaniem zmian skérnych, tj.

w stanach erytrodermii czy lichenifikacji [90].

Twardzina ograniczona (morphea) jest przewleklta chorobg tkanki taczne;,
charakteryzujaca si¢ miejscowym widknieniem skory, co prowadzi do jej stwardnienia.
W wigkszosci przypadkéw proces chorobowy toczy si¢ w skorze, ale moze takze obejmowac
migsnie, powiezi 1 kosci. W macierzy miedzykomorkowej zmian skérnych przewazaja wtokna
kolagenowe typu 11 III, co spowodowane jest ich nadprodukcja oraz nieprawidlowym
procesem degradacji. Ekspresja POSTN w bioptatach skory zmienionej chorobowo
wystepowata na catej grubosci skory wiasciwej oraz w tkance podskornej, w przeciwienstwie

do skory zdrowej, w ktorej POSTN lokalizowata si¢ na granicy skorno-naskérkowej [91].

Pecherzyca zwykla i pemphigoid to choroby pecherzowe skory i/lub bton §luzowych
o podlozu autoimmunologicznym. W pecherzycy wykazano udzial przeciwcial klasy IgG,
rzadko IgA w destabilizacji potaczen migdzykomoérkowych obecnych migdzy komorkami
naskorka (desmosoméw). W obrazie klinicznym obserwuje si¢ nadzerki na blonach
Sluzowych i/lub skorze oraz pecherze o wiotkiej pokrywie, wypetnione ptynem surowiczym.
W przebiegu pemfigoidu zmiany skérne maja forme¢ pegcherzy oraz zmian rumieniowo-
obrzekowych. W pemphigoidzie przeciwciata skierowane sg przeciwko hemidesmosomom,
potaczeniom keratynocytéw zbtong podstawng naskorka, stad wystepujace pecherze
podnaskorkowe maja dobrze napigta pokrywe isa wypetnione treScig surowiczg, niekiedy
krwistg. Fujimura iwsp. wykazali zwickszong ekspresje POSTN w zmianach skornych
u pacjentdw zrozpoznang pecherzyca czy pemphigoidem oraz zasugerowali jej role

w stymulowaniu makrofagéw do produkcji czynnikéw prozapalnych [92].
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Pokrzywke spontaniczng moze mie¢ posta¢ ostrg iprzewlekla, w ktorej objawy
utrzymuja si¢ powyzej 6 tygodni. Bae 1 wsp. wykazali, ze poziom periostyny w surowicy
chorych z rozpoznang pokrzywka przewlekla byt znaczaco nizszy niz u oséb zdrowych. Nie
wykazano korelacji poziomu POSTN z interleuking-13 (IL-13), catkowitym poziomem IgE
czy liczbg eozynofiléw. Natomiast stwierdzono istnienie negatywnej korelacji migdzy
poziomem ekspresji POSTN a nasileniem objawow choroby. Warto jednak podkresli¢ fakt, ze
badanie przeprowadzono na matej grupie chorych, a dodatkowo na wyniki mogto mie¢ wptyw
stosowane przez pacjentow leczenie (leki przeciwhistaminowe). Stad na podstawie
powyzszych badan nie mozna jednoznacznie okresli¢ roli POSTN w przebiegu przewlektej

pokrzywki spontanicznej [93].

Ziarniniak grzybiasty (MF; ang. mycosis fungoides) jest najczgstsza postacia
chloniaka pierwotnie skornego T-komorkowego, o przewlektym inawrotowym przebiegu.
Obraz kliniczny zalezy od stadium choroby. W pierwszym stadium, rumieniowym, widoczne
sa3 zmiany rumieniowe obejmujace ponizej 10% powierzchni ciata. Stadium naciekowe to
grudki i plaskie nacieki. Kolejne stadia wigza si¢ z gorszym rokowaniem. Moze doj$¢ do
stanu erytrodermii, gdy zajete jest powyzej 80% powierzchni ciata lub do stadium
guzowatego oraz do uogolnienia procesu chorobowego, w tym zajecia weztoéw chlonnych
i narzagdow wewngtrznych [94]. Badanie IHC uwidocznito ekspresj¢ POSTN w zmianach
skérnych w przebiegu MF wokot fibroblastow w skorze wiasciwej. W stadium guzowatym tej
choroby wykazano stabszg ekspresj¢ POSTN w poréwnaniu do stadium rumieniowego
1 naciekowego. Moze to sugerowa¢ zdolno$s¢ POSTN do indukowania populacji makrofagow
odpowiedzialnych za rozw6j nowotworu (TAM; ang. tumor-associated macrophages), a takze
do produkcji przez nie chemokin (w tym CCL7, CXCL5, CXCL9, CXCL10, CXCL11)
icytokin prozapalnych oddziatywujacych na komorki nowotworowe w poczatkowych

stadiach [95]

Czerniak (melanoma) jest nowotworem wywodzacym si¢ z neuroektodermalnych
komorek melanocytarnych, majacym zdolno$§¢ do tworzenia przerzutow do weziow
chtonnych oraz formowania przerzutow odlegtych. Badania IHC wykazaty ekspresj¢ POSTN
w podscielisku  inwazyjnego czerniaka, jak rowniez w weztach chlonnych objetych
przerzutami, natomiast nie obserwowano jej ekspresji w samych komorkach nowotworowych.
Badania in vitro wykazaly aktywujacy wptyw POSTN na proliferacje¢ komorek
nowotworowych poprzez aktywacje szlaku sygnalowego MAPK (kinazy aktywowane

mitogenami; ang. mitogen activated protein kinases) [96]. Tilman w swoim badaniu wykazat
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wyzszg ekspresje POSTN w zmianach przerzutowych czerniaka w poréwnaniu ze zmiang
pierwotng. Jednoczes$nie obserwowat tez dodatnig korelacje poziomu ekspresji POSTN ze

stopniem zaawansowania zmiany pierwotnej [97].

Badanie IHC raka kolczystokomorkowego wykazato ekspresje periostyny w zrebie
nowotworowym, ajej poziom dodatnio korelowal ze wzrostem agresywnosci raka. Nie
stwierdzono natomiast ekspresji omawianego markera w samych komorkach rakowych czy
keratynocytach [98]. Typ naciekajacy raka podstawnokomdérkowego charakteryzuje si¢
gorszym rokowaniem od typu guzkowego ipowierzchownego. Villani opisal w swoim
badaniu, udziat periostyny w stymulacji proliferacji iinwazji komorek nowotworowych
sugerujac powstanie postaci naciekajacej zinnego typu raka podstawnokomodrkowego

o nizszym ryzyku [99].
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PODOPLANINA

Odkrycie, budowa i funkcje

Podoplanina (PDPN) jest glikoproteing transblonowg typu mucynowego o masie 38-
kDa, zlozong z 162 aminokwasow, z ktorych tylko 9 tworzy domene¢ wewnatrzkomorkowa
[100]. Po raz pierwszy opisana i nazwana zostala przez Breiteneder-Geleft’a i wsp., ktorzy
w 1997r. wykazali jej obecno$¢ w podocytach kiebuszkow nerkowych [101]. Opisano ja
wowczas jako biatko, ktorego brak odpowiada za patologiczng transformacje podocytow
skutkujaca sptaszczeniem wyrostkow stopowatych, a w konsekwencji utratg integralnosci
bariery filtracyjnej prowadzaca do glomerulopatii i proteinurii. Rok wcze$niej, Wetterwald
opisal homologiczne biatko onazwie El11, biorgce udzial w procesie rdéznicowania si¢
osteoblastow w szczurzych liniach komorkowych [102]. Inne nazwy biatka o budowie
odpowiadajacej PDPN to glikoproteina 38 (gp38), OST-8, aggrus, antygen PA2.26,
RANDAM-2 (retinoic acid-induced neuronal differentiated-associated molecule-2), ktére
wyizolowano m.in. na powierzchni pecherzykdéw ptucnych typu I, w kiebuszkach nerkowych
szczurdOw czy mysich keratynocytach oraz ludzka glikoproteina 36 (gp36) i Tla [100]. Jednak
dopiero identyfikacja w 2005 r. specyficznego dla ludzkiej podoplaniny, monoklonalnego
przeciwciala D2-40 przez Schachta iwsp. umozliwita poszerzenie spektrum badan nad
PDPN, jej wystgpowaniem oraz rola wludzkim organizmie, wtym w procesach
kancerogenezy [103]. Autorzy ci wykazali obecnos¢ PDPN m. in. w komorkach drég
zotciowych, osteocytach, komorkach mioepitelialnych gruczotow piersiowych 1 §linowych,
miofibroblastach prostaty, pneumocytach typu I, komorkach miedzyblonka otrzewnej czy
komorkach wyscidtki (ependyma). Sporadycznie obserwowano réwniez jej ekspresje

w komorkach warstwy podstawnej naskorka, a takze w naczyniach limfatycznych.

W warunkach fizjologicznych PDPN odgrywa istotng funkcje w ksztattowaniu si¢
ptuc oraz ukladu limfatycznego. Pneumocyty typu Ipokrywaja 95% powierzchni
pecherzykéw phlucnych i odpowiedzialne sg za wymiang¢ gazowa. Podczas embriogenezy
1 formowania si¢ ptuc dochodzi do wzmozonej ekspresji homologicznego do PDPN biatka
Tla na powierzchni tych komorek. Badanie Ramirez 1 wsp. wykazato, ze myszy pozbawione
Tlo umieraly zaraz po porodzie w zwigzku uposledzeniem wymiany gazowej z powodu
nieprawidlowej funkcji pneumocytow typu 1[104]. PDPN zostala opisana jako marker
specyficzny dla naczyn limfatycznych [105]. Z kolei Schacht 1 wsp., na modelu zwierzecym,
wykazali, ze brak ekspresji PDPN w trakcie embriogenezy skutkuje zaburzeniem rozwoju

naczyn limfatycznych umyszy, czego efektem bylo wystapienie wrodzonego obrzeku
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limfatycznego. Jednocze$nie knockout genu PDPN nie wplywal na powstanie naczyn
krwionosnych [106]. Podoplanina jest rowniez niezbedna do prawidtowego funkcjonowania
ktgbuszkéw nerkowych. Jak wspomniano wcze$niej, jej obecno$¢ zapewnia odpowiednig

morfologi¢ podocytow, zapewniajaca prawidtows filtracje kiebuszkowa.

Podoplanina w chorobach nowotworowych

Ze zrozumiatych wzgledow, wiekszos¢ badan dotyczacych podoplaniny zwigzana jest
zjej rola wnowotworach, zwlaszcza w kancerogenezie oraz powstawaniu przerzutow.
W przebiegu procesu nowotworowego moze dochodzi¢ do rozwoju nowych naczyn
limfatycznych (limfangiogenezy), co z kolei wigze si¢ z gorszym rokowaniem. Wykazano, ze
wzrost ekspresji PDPN jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym choroby. Duza role
odgrywa wtym budowa PDPN, poniewaz jej zewnatrzkomérkowa domena zawierajgca
segment PLAG (ang. platelet aggregation-stimulating domain), odpowiada za udziat
w agregacji ptytek krwi. PLAG wiaze si¢ z ptytkami poprzez receptor CLLEC-2 (ang. C-type
lectin-like receptor 2), aproces ten odbywa si¢ bez udzialu osoczowych czynnikow
krzepnigcia [107]. Gay i Felding-Habermann opisali zwigzek miedzy aktywacja ptytek krwi
i uktadu krzepnigcia a powstawaniem krwiopochodnych przerzutdow nowotworowych [108].
Aktywowane ptytki krwi chronig komoérki nowotworowe przed limfocytami NK uktadu
immunologicznego, przyczyniajac si¢ do ich utrzymania na $rodbtonku naczyn, co sprzyja

powstawaniu zmian przerzutowych.

W wielu badaniach wykazano udzial PDPN w progresji nowotworo6w poprzez jej
udziat w przejsciu epitelialno-mezenchymalnym. EMT jest procesem zachodzacym zarowno
w warunkach fizjologicznych podczas embriogenezy, jak 1 patologicznych, tj. gojeniu si¢ ran,
remodelingu tkanek czy kancerogenezie. Wiaze si¢ ze zmiang fenotypu komorek
z nablonkowego na mezenchymalny i polega na utracie pofaczen pomi¢dzy komoérkami, ich
polaryzacji, przebudowie cytoszkieletu oraz nabyciu zdolno$ci  migracyjnych.
W konsekwencji dochodzi do zwigkszenia zdolnosci do migracji i inwazyjnosci komorek. Ma
to szczegbdlne znaczenie w progresji i przerzutowaniu nowotworoéw. Indukcja EMT wymaga
ztozonych procesow transkrypcyjnych iuruchomienia szlakéw sygnalizacyjnych [109].
Wykazano, ze PDPN jest zwigzana z nabywaniem inwazyjnego typu mezenchymalnego przez
komorki [110,111]. Stymuluje reorganizacje cytoszkieletu aktynowego i zwigksza zdolnos¢

komorek do wzrostu migracji komorek nowotworowych, a w konsekwencji do wzrostu ich
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inwazyjnosci 1 powstawania przerzutéw. Jednym z mechanizméw jest jej interakcja z ezryng
1 moezyng, bialkami nalezacymi do rodziny ERM, odpowiedzialnymi za kotwiczenie biatek
btonowych w cytoszkielecie aktynowym komorki oraz przekazywanie sygnatéw do wnetrza
komoérkowego [112]. PDPN faczac si¢ zezryna imoezyna powoduje ich fosforylacje,
doprowadzajac do zmiany konformacji przestrzennej kompleksu i odslonigcia miejsc
wigzania aktyny iinnych bialek. Martin-Villar 1 wsp. udowodnili w swoim badaniu, ze
indukowane przez PDPN przejscie epitelialno-mezenchymalne jest réwniez zwigzane
z aktywacja bialek z rodziny Rho bgdacych GTP-azami. Do aktywacji Rho dochodzi poprzez
zwigzanie si¢ z biatkami kompleksu ERM, co w konsekwencji prowadzi do fosforylacji
kompleksu biatek ERM promujac EMT. Zmiana fenotypu komorek na mezenchymalny
inabywanie zdolno$ci migracyjnych wiaze si¢ rowniez zindukowanym przez PDPN
zmniejszeniem ekspresji  E-kadheryn (biatek blonowych typowych dla komorek
nabtonkowych), odpowiedzialnych za prawidlowa adhezje komorek z jednoczesnym
wzrostem ekspresji N-kadheryn, nadajacych komoérkom zdolno$¢ do migracji [111].
W regulacji adhezji 1 migracji komodrek bierze tez udzial CD44, przezblonowa glikoproteina
typu I, opisywana w r6znych procesach patologicznych, jak np. stany zapalne, gojenie ran czy
powstawanie przerzutow. Ekspresje biatka CD44 zwigksza jego ligand — kwas hialuronowy,
ktory pobudzajac go indukuje liczne szlaki biochemiczne zwigzane m. in. zrozwojem
choroby nowotworowej [113]. Martin-Villar 1 wsp. wykazali iz PDPN 1 CD44 wspoétdziataja
w indukowaniu migracji komorek nowotworowych. W swoim badaniu udowodnili rowniez,

Ze ten proces jest niezalezny od interakcji podoplaniny z biatkami ERM [114].

Ekspresja PDPN obserwowana jest zar6wno w samych komodrkach nowotworowych,
jak réwniez w komorkach zrebu, w szczegdlnosci fibroblastach zwigzanych z nowotworem
(CAFs; ang. cancer-associated fibroblasts). CAFs s3a najliczniejszymi komorkami
wystepujacymi w podscielisku guzéw nowotworowych. Pod wplywem roznych czynnikow
mogg chroni¢ komoérki nowotworowe, moga rowniez indukowac zjawisko chemioopornosci
komorek nowotworowych oraz bra¢ udzial w progresji nowotworowej. CAFs wydzielaja
czynniki nieustannie stymulujace komoérki nowotworowe iindukujace EMT, przez co
nowotwoOr nabiera bardziej agresywnego charakteru. Wsrdd z tych czynnikéw znajdujg sie
POSTN 1 PDPN [115]. Zazwyczaj obecno$¢ PDPN wigze si¢ ze ztym rokowaniem, jednak
w przypadku raka plaskonablonkowego pluc oraz raka szyjki macicy ekspresja PDPN
stanowila dobry czynnik prognostyczny [116]. Jabour i wsp. potwierdzili obecnos¢ PDPN

w komorkach raka podstawnokomorkowego skory (BCC; ang. basal cell carcinoma). Ich
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badanie wykazato istotng statystycznie rdéznice w zaleznosci od typu histologicznego.
Najnizsza ekspresja PDPN dotyczyta typu mikroguzkowego i naciekajacego, natomiast
najwyzsza byla obserwowana w typie adenoidalnym, co moze czyni¢ PDPN mozliwym
markerem prognostycznym [117]. Wigkszo$¢ dostgpnych badan dotyczy ekspresji PDPN
w raku kolczystokomorkowym (SCC; ang. squamous cel carcinoma), a jej obecnos¢ wigze si¢
z gorszym rokowaniem. Wojciechowska-Zdrojowy i1 wsp. ocenili poziom ekspresji PDPN
w rogowaceniu stonecznym (AK; ang. actinic keratosis), BCC oraz SCC wykazujac istotng
statystycznie wyzszg ekspresje w komorkach rakowych SCC oraz w podscielisku tego
nowotworu niz w BCC czy AK. Ekspresja PDPN dodatnio korelowata takze z glebokoscig
naciekania SCC, oceniang w skali Clarka, co potwierdza jej udzial w kancerogenezie 1 wigze

si¢ z gorszym rokowaniem [118].

Podoplanina w dermatologii

W  zdrowej skorze, ekspresjc PDPN obserwuje si¢ jedynie w naczyniach
limfatycznych, komoérkach warstwy podstawnej gruczotow lojowych oraz pochewce
zewngtrznej korzenia wlosa bedacego w fazie anagenu [119]. W stanach patologicznych
przebiegajacych z hiperproliferacja komorek, tj. procesie gojenia si¢ ran czy tuszczycy oraz
kancerogenezie i pod wplywem czynnikéw prozapalnych, dochodzi do wzrostu jej ekspresji
w komorkach warstwy podstawnej naskorka oraz w fibroblastach skory wiasciwej [120].
W przebiegu gojenia si¢ ran, najwyzszg ekspresj¢ PDPN obserwuje si¢ w fazie epitelizacji.
Pod jej wplywem dochodzi wowczas do zmniejszenia ekspresji E-kadheryn odpowiadajacych
za adhezje komorkowa, co stymuluje migracj¢ keratynocytow [119]. W przebiegu tuszczycy
dochodzi do zaburzen immunologicznych z przewaga aktywnosci odpowiedzi typu Thl,
produkcji licznych czynnikow prozapalnych 1w konsekwencji do hiperproliferacji
keratynocytéw. Honma 1iwsp. przeprowadzili badanie poréwnujace ekspresjc PDPN
w keratynocytach w miejscu zmian chorobowych w zaleznosci od aktywno$ci choroby.
Wysoka ekspresja biatka dotyczyta =zmian =z nasilong hiperproliferacja komorek,
charakteryzujaca si¢ brakiem warstwy ziarnistej. Zmiany bedace w fazie regresji nie
wykazywaty obecno$ci PDPN. Wyniki dodatnio korelowaty z ekspresjg biatka Ki-67, co
potwierdza udzial podoplaniny w procesie proliferacji komorek [121]. Zanotowano réwniez,
ze ekspresja PDPN w keratynocytach byta stymulowana przez TGF-bl, IFN-g, IL-6, and IL-
22 na drodze roznych szlakow sygnatowych [121]. Podwyzszong ekspresje PDPN wykazano

réwniez w ziarniniaku grzybiastym, najczesciej wystepujacym typem skornego chioniaka T-
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komorkowego. Co istotne, wysoka ekspresja PDPN dodatnio korelowata ze stadium
zaawansowania choroby oraz zajeciem weziow chlonnych ibyla zwigzana z krétszym
przezyciem u tych pacjentow. Jankowska-Konsur 1 wsp. wykazali jej obecno§¢ w komorkach
warstwy podstawnej naskorka, zto§liwych limfocytach oraz naczyniach limfatycznych skory

wlasciwej zmian objetych procesem chorobowym [122].
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ROGOWACENIE SLONECZNE
Epidemiologia i etiopatogeneza

Rogowacenie stoneczne (AK) jest przewlekla i postepujaca zmiang skorna,
rozwijajaca si¢ wskutek nieprawidtowej proliferacji  keratynocytow. W niektérych
przypadkach moze wykazywa¢ potencjal transformacji nowotworowej w raka
kolczystokomorkowego skory. Pojecie ,,rogowacenie stoneczne” do terminologii medyczne;j
wprowadzit Pinkus w 1958 roku. Wczesniej okre§lano je zmiang przedrakows,
przedinwazyjng czy rakiem kolczystokomorkowym in situ, co wynika z faktu, iz zmiany
histopatologiczne nie przekraczaja granicy skorno-naskorkowej. Liczne iczgsto stosowane
zamiennie nazewnictwo spowodowane jest brakiem jednoznacznego okreslenia punktu
transformacji AK do SCC, mozna zatem zalozy¢, ze rogowacenie stoneczne nalezy do
spektrum ewolucyjnego raka kolczystokomorkowego [123]. Szacuje si¢, ze okoto 26% ognisk
AK ulega regresji w nieznanym dotad mechanizmie, natomiast 0,025% - 16% ewoluuje do

zmiany nowotworowej. Ryzyko ro$nie u pacjentow z mnogimi ogniskami AK [124,125].

Rogowacenie stoneczne najczesciej dotyczy rasy kaukaskiej, przede wszystkim osob
o fototypie I oraz II oraz oséb szczegdlnie narazonych na promieniowanie stoneczne. Szacuje
si¢, ze u 11-25% mieszkancéw potkuli potnocnej dojdzie do rozwoju ogniska rogowacenia
stonecznego [126]. Kolejnym waznym czynnikiem determinujagcym rozwoj AK jest wiek.
Obserwowany jest znaczacy wzrost rozpoznawalno$ci wraz z wiekiem. Dodatkowymi
czynnikami ryzyka sa immunosupresja oraz wczesniej rozpoznane juz zmiany AK czy

niemelanocytowe raki skory

Oprécz czynnikow indywidualnych i1 genetycznych, w patogenezie AK giowna role
odgrywa promieniowanie sloneczne. Nadmierna i przewlekta ekspozycja na promieniowanie
UV uszkadza DNA keratynocytow, prowadzac do powstawania mutacji w obrebie biatek
supresorowych i regulatorowych, przede wszystkim inaktywacji biatka p53, co promuje
procesy kancerogenezy. Mutacja w genie supresorowym p53 zostala wykryta w 30%-50%
przypadkach analizowanych zmian AK. Promieniowanie UVB jednocze$nie oslabia
odpowiedZ immunologiczng w skorze, skutkujac upo$ledzeniem apoptozy i obnizeniem
zdolnosci  ochronnej organizmu wzgledem czynnika sprawczego [127,128,129].
Wystepowanie licznych ognisk AK oznacza osiaggnigcie przez pacjenta krytycznej dawki
promieniowania UV i jest wskazaniem do czgstych i regularnych kontroli celem wczesnego

rozpoznania ewentualnego raka podstawno-, oraz kolczystokomoérkowego, a takze czerniaka.
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W powstaniu wszystkich wymienionych nowotwordéw rola promieniowania UV jest kluczowa

[130].

Obraz histopatologiczny

Obraz histopatologiczny zalezy od stadium zaawansowania zmiany oraz od typu
histologicznego. Wyrdznia si¢ sze$¢ odmian AK, a wspolnymi cechami dla wszystkich zmian
sg dysplazja iatypowe keratynocyty z hiperchromatycznymi i pleomorficznymi jadrami
widocznymi we  wszystkich  warstwach naskorka, liczne podzialy mitotyczne
z nieprawidlowym procesem rdéznicowania oraz akantoza. Dodatkowo stwierdza si¢
hiperkeratoz¢ warstwy rogowej naskorka z ogniskowa ortokertoza i parakeratoza. W skorze
wlasciwej stwierdza si¢ roznie obfite nacieki limfocytarno-histiocytarne [129,131]. Biorac
pod uwage obraz kliniczny oraz histopatologiczny, Cockerell zaproponowat klasyfikacje KIN

(ang. keratotic intraepithelial neoplasia) analogiczng do innych nowotworéw nabtonkowych:

1. Stadium I AK (KIN I), najwczes$niejsze, charakteryzujace si¢ jedynie drobnymi,
ptaskimi plamkami, bez cech hiperkeratozy. Histologicznie nie stwierdza si¢
nieprawidlowosci oprocz pojedynczych zmian ksztattu jader komorkowych.

2. Stadium II AK (KIN II). Zmiana staje si¢ bardziej rogowaciejaca na podiozu
rozowo-czerwonym. W obrazie histologicznym dominuje nadmierna proliferacja
keratynocytow, zlokalizowana zwykle w dolnych warstwach naskorka.

3. Stadium III (KIN III). Zmiana jest hiperkeratotyczna, czasami nawet obserwowane
sg strupy na skorze mocno uszkodzonej przez promieniowanie UV. Badanie
histopatologiczne uwidacznia proliferacje atypowych keratynocytdéw na catej
grubosci naskorka. Komorki charakteryzuja si¢ mocno zmieniong morfologia,

dochodzi do nieprawidtowych podziatow mitotycznych [132,133].
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NIEMELANOCYTOWE RAKI SKORY

Niemelanocytowe raki skory (NMSC; ang. nonmelanoma skin cancer) sg najczesciej
rozpoznawanymi nowotworami w populacji rasy kaukaskiej. Nalezy do nich rak
podstawnokomorkowy (BCC) oraz rak kolczystokomérkowy (SCC) [134]. Brak jest
swiatowych danych dotyczacych czesto$ci wystgpowania NMSC, ale szacuje si¢ ciagly
wzrost zachorowalno$ci na te nowotwory. W Stanach Zjednoczonych w 2012 roku zostato
rozpoznanych i leczonych ponad 5,4 mln przypadkéw. Na przestrzeni lat 2006-2012 w USA
zaobserwowano wzrost procedur medycznych zwigzanych z niemelanocytowymi rakami
skory 0 13% [135]. Wsréd niemelanocytowych rakéw skoéry, BCC jest najczestszg zmiang
ztosliwa (75-80%), zkolei SCC stanowi 15-20% NMSC, a pozostale postacie stanowig
niewielki ich odsetek. W Polsce ryzyko zachorowania na NMSC w ciggu zycia przekracza
20% [136]. W opublikowanych w 2021 r. badaniach retrospektywnych, dotyczacych
wystepowania NMSC w Polsce na przestrzeni lat 1999-2019 przedstawiono staly wzrost
zachorowan na NMSC. U 23% chorych rozpoznano wigcej niz jedng zmiang nowotworowa.
Ze wszystkich zmian NMSC 85,2% stanowil BCC, a wérdd jego typéw dominowat typ
guzkowy. Typ powierzchowny czesciej wystegpowat w okolicach nieeksponowanych na stofice

[137].

RAK PODSTAWNOKOMORKOWY

Epidemiologia i etiopatogeneza

Rak podstawnokomoérkowy (BCC) w 80% zlokalizowany jest na skérze gtowy i szyi.
Jest to wolno rosngcy guz pochodzenia naskérkowego, rozwijajacy si¢ z komorek warstwy
postawnej naskorka. W przypadku BCC zwykle nie dochodzi do rozwoju odlegtych
przerzutdw, jednak ma zdolnos¢ do miejscowego naciekania i w stadiach zaawansowanych
moze prowadzi¢ do destrukcji i1deformacji otaczajacych tkanek, wtym nawet struktur
chrzestnych ikostnych, co znacznie obniza jako§¢ zycia pacjentéw iniekiedy uposledza
funkcjonowanie [138]. Na bardziej agresywny przebieg BCC narazeni sg pacjenci w trakcie

leczenia immunosupresyjnego badz z genetyczng predyspozycja [139].

Na powstanie zmiany nowotworowej maja wplyw czynniki $rodowiskowe,
fenotypowe 1 genetyczne. Najwazniejszym czynnikiem ryzyka powstania BCC jest

ekspozycja na promieniowanie UV, zarowno stoneczne jak i sztuczne, tj. urzadzenia emitujgce
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UV. Najbardziej narazone sg osoby o jasnej karnacji ze sporadycznymi, ale intensywnymi
ekspozycjami na UV oraz osoby, ktére doswiadczyly oparzen stonecznych w dziecinstwie
[140]. Rola promieniowania UV w procesie kancerogenezy dotyczy powodowania mutacji
w genach supresorowych 7P53 (kodujacy biatko p53), PTCH (ang. protein patched
homoglog) 1 PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chormosome 10),
atakze  upo$ledzenia  funkcjonowania  ukladu  immunologicznego  iuwolnienia
z keratynocytow gtéwnie interleukiny 6 (IL-6) 1TNF-alfa oraz aktywacji stresu
oksydacyjnego. Zmiany te posrednio i bezposrednio uszkadzajg komorki naskérka i stymuluja
ich transformacj¢ nowotworowa [141,142]. W czasie rozwoju embrionalnego szlak hedgehog
odpowiada za prawidtowa proliferacj¢, roznicowanie komorek i tkanek, a w organizmie
dorostym reguluje procesy naprawcze iregeneracyjne. W sporadycznych postaciach BCC
szlak hedgehog-PTCH-SMO-Gli odgrywa kluczowa rolg, poniewaz dochodzi do jego
nadmiernej aktywacji poprzez inaktywacj¢ receptora PTCH1 (Patchedl) (w 90%
przypadkow) lub poprzez onkogennag aktywacje receptora SMO (Smoothened) (w 10%).
Analizy powyzszych mutacji doprowadzity do powstania terapii celowanych inowych
mozliwos$ci terapeutycznych [143,144]. Osobna grupg¢ ryzyka stanowig osoby o fototypie I'1 II
wg Fitzpatricka. Wigksza czujnos$¢ nalezy zachowac u pacjentéw z immunosupresja, w trakcie
radioterapii, zakazonych onkogennymi typami wirusa brodawczaka ludzkiego oraz
narazonych na czynniki kancerogenne, atakze u osoéb z dodatnim wywiadem w kierunku
rakow skory w przesziosci. U okoto 40-50% pacjentdw, u ktérych zostato zdiagnozowane
pierwotne ognisko BCC, istnieje zwigkszone ryzyko rozwoju nastgpnych zmian BCC
w kolejnych 5 latach i1wzrasta zkazdym nastgpnym rozpoznanym BCC [145]. Do
genetycznych czynnikow ryzyka rozwoju BCC nalezy zespdt Gorlina — Goltza (ang. nevoid
basal cell carcinoma syndrome), skoéra pergaminowata barwnikowa (xeroderma
pigmentosum), pecherzowe oddzielanie si¢ naskorka, zespdt Fergusona-Smitha, zespot

Muira-Torre’a, zespot Bazexa i zespot Rombo [143,145].

Metody diagnostyczne — obraz kliniczny i histopatologiczny

Rozpoznanie BCC ustala si¢ na podstawie obrazu klinicznego, dermatoskopowego
oraz histologicznego. Cechy charakterystyczne wyrdznia si¢ w zaleznosci od typu BCC.
Najczescie] wystepujacy typ guzkowy to btyszczaca, pertowa grudka lub guzek z dobrze
widocznymi drzewkowatymi naczyniami, czesto z obecng nadzerka i uniesionymi brzegami.

W wigkszosci przypadkow wystepuje na gtowie i szyi. Drugi co do czgstosci wystgpowania to
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typ powierzchowny BCC. Jest to dobrze odgraniczona ré6zowo-czerwona blaszka, niekiedy
pokryta strupem, lokalizujgca si¢ zazwyczaj na ramionach, klatce piersiowej czy plecach.
W niektorych podtypach BCC, szczegdlnie guzkowym i powierzchownym moga by¢
widoczne komorki barwnikowe charakterystyczne dla odmiany barwnikowej BCC. Pozostate,
rzadziej wystepujace typy, ale jednoczesnie bardziej agresywne to BCC twardzinopodobny
i1 naciekajacy. Posta¢ twardzinopodobna ma charakter stabo odgraniczonej, czerwonej lub
jasnej potlyskujacej blaszki mogacej przypomina¢ blizng. Typ naciekajacy zazwyczaj
wspolistnieje z inng odmiang juz wystepujaca, najczesciej typem guzkowym. W obrazie
histopatologicznym BCC obserwuje si¢ gniazda nabtonkowych komoérek o morfologii
komorek warstwy podstawnej naskorka (bazaloidalnych), zcechami atypii jadrowej
i cytoplazmatycznej, z nieprawidlowymi cechami podziatow komorkowych, czgsto
ograniczone do warstwy brodawkowatej skory. W sasiedztwie dominuje naciek zapalny oraz
witoknienie pods$cieliska lacznotkankowego. W niektérych przypadkach widoczne jest
owrzodzenie [143,145].

RAK KOLCZYSTOKOMORKOWY

Epidemiologia i etiopatogeneza

Inwazyjny rak kolczystokomoérkowy (SCC) jest zmiang zto§liwa, druga co do
czestotliwosci wystepowania wsréd wszystkich nowotworow skéry. Wywodzi sie z komorek
rogowaciejgcych warstwy kolczystej naskorka [146]. Podobnie jak BCC, w wigkszosci
przypadkéw jest miejscowo ztosliwy, jednak w 4 % moze dawaé przerzuty, najczesciej do
weztdw chtonnych. 10-letnie przezycie sigga 90%, natomiast znacznie spada w przypadku
powstania przerzutéw [147]. Najwazniejszymi czynnikami ryzyka powstania SCC sg wiek,
immunosupresja, jasny fototyp skory, nadmierna ekspozycja na promieniowanie stoneczne,
infekcje onkogennymi wirusami HPV, narazenie na substancje kancerogenne oraz wywiad
onkologiczny w kierunku innych rakow skory i stanéw przedrakowych. Moze tez powstawac
w bliznach pooparzeniowych czy miejscach wystepowania przewlektego stanu zapalnego
[146]. Wyniki badan przeprowadzonych przez Marksa 1 wsp., wykazaty, ze wigkszo§¢ SCC
rozpoznanych na skorze przewlekle eksponowanej na promieniowanie stoneczne rozwingta
si¢ z uprzednio istniejacego rogowacenia stonecznego [148]. W przeciwienstwie do BCC,
intensywna ekspozycja na stonce w dziecinstwie nie ma istotnego znaczenia dla rozwoju SCC
w dorostym zyciu. Wydaje si¢, ze na ryzyko powstania SCC ma wplyw przewlekle narazenie

na UV (np. zawodowe) w 10-letnim okresie poprzedzajagcym rozpoznanie [149]. Na poziomie
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molekularnym, gléwng rol¢ w kancerogenezie odgrywa mutacja w genie supresorowym
TP53, obecna w wigkszosci przypadkéw SCC (54% - 95%). Jest ona prowokowana przez
promieniowanie UV, gldownie UVB. Mutacja ta jest obserwowana w 75-90% ognisk
rogowacenia stonecznego, ktore najczesciej staje si¢ miejscem transformacji nowotworowe;j
do SCC. Biatko p53 odpowiada za regulacj¢ cyklu komoérkowego oraz indukcje procesu
apoptozy, dlatego przy jego mutacji dochodzi do ciagltego i1 nieprawidlowego dzielenia si¢

komorek posiadajacych inne zaburzenia w genomie [150,151].

Metody diagnostyczne — obraz kliniczny i histopatologiczny

Predysponowane okolice wystepowania raka kolczystokomoérkowego to szczegolnie
okolice eksponowane na promieniowanie stoneczne, ale SCC moze lokalizowac si¢ na skorze
catego ciata oraz btonach §luzowych. Inwazyjny SCC wystepuje zaréwno pod postacig wolno
rosnagcego, o niskim ryzyku przerzutéw, dobrze reagujacego na leczenie, jak i agresywnego,
przerzutujacego, o glebokim stopniu inwazji do tkanek gl¢bokich, co nie pozwala na
wyleczenie SCC metodami chirurgicznymi czy radioterapig [152,153]. Obraz kliniczny
wczesnej, minimalnie inwazyjne] zmiany przedstawia rumieniowg blaszke, niekiedy
o hiperkeratotycznej powierzchni. W pdzniejszych formach, dobrze zrdéznicowanych
obserwuje si¢ dobrze odgraniczony guzek lub guz, o uniesionych brzegach, z widocznym
rogowaceniem lub nadzerkami. Postacie stabo zréznicowane mogg przybiera¢ forme
krwotocznych, nawet zobszarami martwicy, mocno naciekajacych guzéw. Rozrost
atypowych keratynocytow ograniczony do naskorka, nie przekraczajacy granicy skorno-
naskorkowej charakteryzuje raka kolczystokomorkowego in situ. W przypadku wystepowania
SCC in situ na btonach sluzowych okolicy genitalnej moéwimy o erytroplazji Queyrata [146].
Odmiany morfologiczne inwazyjnego SCC to rak brodawkowaty — dobrze zroéznicowany,
o niskim stopniu zto§liwos$ci, powolnym wzro$cie, posta¢ wrzodziejaca - silnie naciekajaca,
bujajaca - egzofitycznie rosngcy guz oraz postaé rogowaciejaca [154]. Odmiana SCC
rozwijajaca si¢ na poditozu blizn, najczesciej pooparzeniowych, czy przewlekle niegojacych
si¢ ran okresla si¢ jako owrzodzenie Marjolina. Przebiega ono agresywniej niz pozostate

postacie i stanowi 2% - 5% wszystkich SCC [155].

Powszechnie uzywang klasyfikacja do oceny stopnia zaawansowania raka
kolczystokomdrkowego jest klasyfikacja TNM zaproponowana przez American Join
Committee on Cancer (AJCC) oraz the International Union Against Cancer (UICC), jednak

ma swoje ograniczenia, poniewaz dotyczy jedynie nowotworow zlokalizowanych na glowie

30



1 szyl. Najnowsze, 8. wydanie zostato opublikowane w 2017 roku. Opiera si¢ ono na ocenie
guza pierwotnego (T - tumor), regionalnych weztow chlonnych (N — nodes) i odleglych
przerzutow (M — metastasis). Zmiany w stadium T2 i wyzszym (o $rednicy wigkszej badz
rownej 2 cm) okreSlane s3 jako SCC o wysokim ryzku 1igorszym rokowaniu.
[156,157,158,159,160]. Alternatywna klasyfikacja jest skala Brigham and Women's Hospital,
2013 (BWH), ktora w swojej ocenie nie uwzglednia kryterium zajecia weztdw chionnych ani
wystepowania odlegtych przerzutow. Zaleta tej klasyfikacji w porownaniu ze skalg AJCC jest
fakt, ze na rowni z rozmiarem guza stawia tez inne czynniki ztego rokowania oraz zaktada
mozliwos¢ przerzutowania zmian nowotworowych mniejszych niz 2 cm. Do cech wysokiego
ryzyka nalezg: $rednica guza >2cm, stabo zréznicowane komorki nowotworowe w obrazie
histologicznym, naciekanie struktur nerwowych >0.1mm oraz inwazja zmiany poza tkanke
podskorng. Naciekanie struktur kostnych jest réwnowazne ze stadium T3, niezaleznie od

innych cech [161,162].

W obrazie histopatologicznym SCC w gérnych warstwach naskoérka wystepuja cechy
niepelnego rogowacenie (parakeratozy). We wczesnych stadiach inwazyjnego SCC widoczne
sg duze, atypowe keratynocyty posiadajace obfita, kwasochlonng cytoplazme i wyraznie
powigkszone jadra komorkowe, obecne na catej grubosci naskorka, wnikajace do skory
wlasciwej owalnymi guzkami lub jezykami nabtonka. Mozliwa jest obecno$¢ tzw. peret
rakowych $wiadczacych o nieprawidtowym rogowaceniu w dolnych czg¢$ciach utkania guza.
Im mniej zréznicowany nowotwor, tym stopien rogowacenia jest mniejszy. W postaciach
stabo zrdznicowanych atypowe keratynocyty posiadajg pleomorficzne jadra komoérkowe
1 czeste podziaty mitotyczne, a wokol komorek nowotworowych jest obecny odczyn zapalny
[163,146]. Badanie histopatologiczne pozwala jednoczesnie na oceng stopnia zrdznicowania
komorkowego, glteboko$¢ naciekania (okreslana w mm), oceng glebokosci naciekania
poszczegbdlnych warstw skory w klasyfikacji Clarka, ocen¢ marginesow a takze ewentualne

naciekanie na sgsiednie struktury limfatyczne, nerwowe czy naczyniowe.
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3. CELE PRACY

Raki skory sa najczes$ciej wystepujagcymi nowotworami u ludzi 1 dlatego stanowig
bardzo wazny problem kliniczny. Liczba pacjentéw dotknietych zarowno czerniakiem, jak
i niemelanocytowymi nowotworami skory wzrasta zroku na rok. Raki skory staty sie
schorzeniem cywilizacyjnym. Ekspozycja na promieniowanie UV jest uznanym czynnikiem
etiologicznym choréb nowotworowych skory. Raki niemelanocytowe skory stanowig bardzo
szerokie spektrum kliniczne zmian skory, zaczynajac od ogniskowych zmian przedrakowych
(m. in. rogowacenie stoneczne), akonczagc na raku podstawnokomorkowym
i kolczystokomoérkowym. Pomimo tak czgstego wystgpowania klinicznego rakow
niemelanocytowych skory, nadal brakuje wielu danych o ich specyficznych, molekularnych
markerach ich aktywnos$ci biologicznej. Raki niemelanocytowe skory sa nowotworami
w pelni wyleczalnymi, oile rozpoznanie iwdrozenie leczenia (gt radykalne leczenie

chirurgiczne) bedzie miato miejsce w ich wezesnym stadium.

Ze wzgledu na budowe histologiczng skory, w ktorej wystepuja nie tylko komorki
nabtonkowe lecz rowniez bogate podscielisko tacznotkankowe oraz na opisywang w innych
narzadach role¢ iryzyny 1iperiostyny w przebudowie tkanek, atakze w kancerogenezie,
podjetam si¢ badan dotyczacych ekspresji tych biatek w wybranych zmianach tagodnych oraz
nowotworowych skéry. Tym bardziej, ze zgodnie z danymi z literatury, iryzyna i periostyna
przypuszczalnie dziatajg na komorki docelowe w wyniku aktywacji tych samych receptorow.
Dotychczas ich wudzial w schorzeniach dermatologicznych byt przedmiotem bardzo
nielicznych doniesien, a ich wyniki sg niejednoznaczne. Z kolei podoplanina jest biatkiem,
bioragcym udzial m. in. w transformacji nowotworowej oraz migracji komorek, a takze jest
uznanym markerem naczyn limfatycznych pelniacych role w przerzutowaniu komorek
nowotworowych. Mimo, iz w dostgpnym piSmiennictwie istniejg nieliczne publikacje na
temat ekspresji podoplaniny w zmianach tagodnych oraz rakach skory, brakuje jednak badan
dotyczacych potencjalnych korelacji ekspresji podoplaniny z ekspresja iryzyny i periostyny.
Tym bardziej, ze wszystkie badane przeze mnie biatka moga petni¢ podobne role w procesie
nowotworowym. Poszukiwanie markerow aktywnos$ci biologicznej wtak czestych
schorzeniach jakim s3 niemelanocytowe nowotwory skory wydaje si¢ wigc by¢ w pelni

uzasadnione.

Bioragc pod uwage powyzsze dane gtéwnym celem podjetych przeze mnie badan byto
zbadanie wystepowania iryzyny, periostyny oraz podoplaniny oraz okreslenie ich wzajemne;j

korelacji w niemelanocytowych zmianach tagodnych i rakach skoéry.
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W tym celu wyznaczytam dwa cele szczegdtowe:

1. Okreslenie lokalizacji oraz poziomu ekspresji iryzyny, periostyny oraz podoplaniny

w rogowaceniu stonecznym, raku podstawnokomorkowym i raku kolczystokomorkowym.

2. Analiz¢ korelacji ekspresji iryzyny, periostyny oraz podoplaniny z ekspresja

antygenu proliferacyjnego Ki-67 oraz danymi klinicznymi w badanych przypadkach
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4. MATERIAL I METODY

Grupa badana

Materiat do badan stanowity archiwalne bloczki parafinowe pochodzace od 196
pacjentOw z rozpoznanym i potwierdzonym badaniem histopatologicznym rogowaceniem
stonecznym, rakiem podstawnokomérkowym oraz rakiem kolczystokomérkowym. Materiat
pochodzit od pacjentéw z Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii we Wroctawiu z lat

2013 -2019.

Dane kliniczne ustalono na podstawie archiwalnej dokumentacji medycznej
zakwalifikowanych do badania pacjentow. Szczegdlowa charakterystyka kliniczno-
patologiczna obejmowala nast¢pujace parametry: rozpoznanie kliniczne na podstawie wyniku
badania histopatologicznego, wiek, pte¢ pacjentow, lokalizacje guza (w tym czy dana okolica
byla eksponowana na promieniowanie stoneczne) czas trwania choroby oraz glebokos¢

nacieku w przypadku raka kolczystokomorkowego.

Badang grupe stanowilo tacznie 196 przypadkéw, wtym 42 przypadki AK, 104
przypadki BCC oraz 50 przypadkow SCC.

Grupa AK obejmowata 42 przypadki, wsrod ktorych 30 (71,43%) pochodzity od
kobiet, a pozostate 12 (28,57%) od mezczyzn. Wiek pacjentow wynosit od 39 do 87 lat
($rednio 70,9 + 12.39). Sredni czas trwania choroby to 1.97 + 2,31 lat. Zmiany chorobowe
w 80,95% lokalizowaty si¢ na skorze eksponowanej na UV, pozostate 19,05% na obszarach

ostonietych skory.

W grupie zrozpoznaniem BCC wséréd 104 przypadkéw 56 (53,85%) stanowity
kobiety, a 48 (46,15%) me¢zczyzni. Wiek pacjentéw wynosit od 37 do 99 lat (Srednio 71,28 +
12,6 lata). Czas trwania choroby do momentu usunigcia zmiany nowotworowej wynosit
srednio 1,91 + 1,88 roku. Zmiany chorobowe lokalizowaty si¢ najczesciej na skorze

eksponowanej na promieniowanie stoneczne (76,92% przypadkow).

Wsréd pacjentow z SCC mezezyzni stanowili 32 osoby (64%), a kobiety 18 (36%).
Wiek chorych zawierat si¢ w granicach 55-99 lat ($rednio 79,68 + 9,33). Czas trwania
choroby wynosil $rednio 1,62 + 1,57 roku. Wigkszos$¢, tj. 98.04% zmian SCC byla
zlokalizowana na skorze narazonej na dziatanie promieniowania stonecznego, a tylko jedna
zmiana znajdowala sie na obszarze skory nieeksponowanej na UV. Srednia gleboko$é nacieku

SCC wynosita 4,16 + 3,46.
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Prowadzone badania uzyskaly pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (opinia Komisji Bioetycznej nr KB - 100/2021)

Metody

Reakcje immunohistochemiczne (IHC)

Materiat zarchiwizowany w bloczkach parafinowych pokrojono na skrawki grubosci 4
um, ktore nastepnie byly gotowane w temperaturze 97°C w aparacie PTLink (Dako, Dania)
w buforze EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (dla iryzyny, periostyny
i podoplaniny) lub w buforze EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (dla
przeciwciala Ki-67) przez 20 minut celem deparafinizacji, uwodnienia oraz odslonigcia
determinant antygenowych. Kolejnym etapem byto studzenie, ktérego dokonano za pomoca
buforu phluczacego Wash Buffer (bufor TBS zTween 20). Wiasciwe reakcje IHC
przeprowadzono w aparacie AutostainerLink 48 (Dako, Dania) z zastosowaniem systemu do
wizualizacji En Vision FLEX+, Mouse, High pH (Link). Zablokowano aktywnos$¢ endogenne;
peroksydazy przy pomocy odczynnika EnVision FLEX Peroxidase Blochking Reagent (5
minut, temperatura pokojowa). Nastepnie, przeptukane preparaty w buforze ptuczacym,
poddano 60-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej z pierwszorzedowymi
przeciwcialami przeciwko iryzynie (krélicze, poliklonalne przeciwcialo, nr kat. NBP2-14024,
1:100, Novus Biologicals, Minnesota, Stany Zjednoczone) oraz 20-minutowe] inkubacji
w przypadku periostyny (krélicze, poliklonalne przeciwciato, 1:100, Novus Biologicals),
podoplaniny (mysie, monoklonalne przeciwciato, nr kat. IR072, klon D2-40, ready-to-use,
Dako) oraz Ki-67 (mysie, monoklonalne przeciwciato, nr kat. IR626, klon MIB-1, ready-to-
use, Dako). Celem usunig¢cia nadmiaru przeciwciat preparaty przeptukano za pomoca Wash
Buffer. Tak przygotowane preparaty poddano 20-minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej z drugorzedowym przeciwcialem sprzezonym z peroksydaza chrzanowa (EnVision
FLEX/HRP). Kolejnym etapem bylo przeptukanie w buforze phuczacym 1 dodanie
tetrachlorowodorku 3,3’-diamonobenzydyny (DAB), bedacym substratem dla peroksydazy
chrzanowej. Cato$¢ inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Celem
catkowitego usunigcia resztek odczynnika, dwukrotnie przeplukano preparaty w buforze
pluczacym. Nastepnie wykonano barwienie kontrastujgce hematoksyling (EnVision FLEX
Hematoxylin) przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j. Ostatniego plukania dokonano przy

uzyciu wody destylowanej. Odwodnienie materialu uzyskano poprzez S5-minutowe kapiele
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w szeregu alkoholu etylowego o wzrastajagcym stezeniu (70, 96 199,8%) w temperaturze
pokojowej, anastepnie przeprowadzono je przez 5 minut przez ksylen réwniez
w temperaturze pokojowej. Preparaty zabezpieczono szkietkiem nakrywkowym w aparacie

Coverslipper zywicg syntetyczng Dako Mounting Medium (Dako, Dania).

Ocena nasilenia reakcji immunohistochemicznych

Preparaty, z uzyskang reakcja przy uzyciu metody immunohistochemicznej, oceniano
przy pomocy mikroskopu optycznego Olympus BX41. Zastosowano powigkszenia 100x,
200x oraz 400x.

W zalezno$ci od lokalizacji ekspresji badanych antygenow stosowano odmienne
metody oceny jej nasilenia. Nasilenie reakcji immunohistochemicznej dla iryzyny, periostyny
oraz podoplaniny zostato ocenione za pomocg skali IRS (Immunoreactive Score) wg
Remmele 1 Stegner [164] przedstawiong w Tabeli 1. W preparatach oceniany byt odsetek
komorek nowotworowych i/lub komoérek podscieliska wykazujacych pozytywna reakcje
w stosunku do wszystkich komoérek nowotworowych oraz intensywno$¢ reakcji barwne;j.

Ostatecznym wynikiem byt iloczyn tych dwoch wartosci, dajacy wskaznik IRS.

Odsetek pozytywnych komorek (%) Intensywnos$¢ reakcji barwnej
0 0 pkt Brak reakcji barwnej | 0 pkt
<10 1 pkt Staba 1 pkt
10— 50 2 pkt Srednia 2 pkt
51-80 3 pkt Silna 3 pkt
>80 4 pkt

Ilo$¢ uzyskanych punktow Interpretacja wyniku

0-1 Negatywny

2-3 Pozytywny: staba ekspresja
4-8 Pozytywny: $rednia ekspresja
9-12 Pozytywny : silna ekspresja

Tabela 1. Skala IRS wg Remmele i Stegner
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Ekspresje antygenu Ki-67 oceniano liczac liczbg pozytywnych jader komorkowych
raka w stosunku do wszystkich komoérek nowotworowych wedtlug skali przestawionej

w Tabeli 2.

Odsetek pozytywnych jader | Wartos¢ punktowa
komorkowych (%)

0 0 pkt

1-10 1 pkt

11-25 2 pkt

26 -50 3 pkt

51-100 4 pkt

Tabela 2. Skala nasilenia ekspresji Ki-67

Dokumentacj¢ fotograficzng wykonano stosujagc program SlideViewer (3D HISTECH,
Wegry).

Analiza statystyczna

Wyniki badan zostaly zebrane w arkuszu kalkulacyjnym Excel, a nastgpnie poddane
analizie statystycznej przy uzyciu programu Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, Kalifornia, USA)
1 STATISTICA 10 (StatSoft Inc. Tulsa, Oklahoma, USA). W celu okres$lenia rozktadu
badanych cech ilosciowych wykorzystany zostal test Kotmogorowa-Smirnowa, a roznice
pomiedzy $rednimi w grupach byly poréwnane za pomocag testu t-Studenta lub Manna
Whitneya (dla porownania cechy w dwodch grupach) oraz ANOVA lub testem Kruskala
Wallisa ztestem wielokrotnych porownan Dunna (dla wigcej niz dwoch grup). Cechy
jakosciowe w poszczegolnych grupach pordwnane zostaty za pomocg testu Chi-kwadrat oraz
testu Fischera. Dla poréwnania badanej cechy w réznych grupach, w réznym czasie byla
wykorzystana wielowymiarowa analiza wariancji (MANOVA). Dodatkowo zastosowany

zostal test Pearsona 1 Spearmana do analizy istniejgcych korelacji.

W zastosowanych testach statystycznych wartosci testow i wspotczynnikow na poziomie
p<0,05 zostaly przyjete za statystycznie istotne. Prezentacja danych zostata przygotowana

W oparciu o tabele 1 wykresy.
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5. WYNIKI

Ekspresja iryzyny, periostyny, podoplaniny oraz Ki-67 w rogowaceniu
slonecznym
Ekspresja iryzyny w rogowaceniu slonecznym

Analize ekspresji iryzyny w AK przeprowadzono na 40 przypadkach. Pozytywna
ekspresje iryzyny obserwowano w 39 przypadkach (97,5%) co przedstawiono na Rycinie 1.
Ekspresje iryzyny obserwowano w komorkach ognisk rogowacenia stonecznego oraz
w komoérkach warstwy podstawnej naskorka. Sredni poziom ekspresji iryzyny oceniony wg
skali IRS wynosit 4,075 + 2,464. Stabe natgzenie reakcji zaobserwowano w 19 przypadkach
(45,5%), srednie natezenie w 18 przypadkach (45%), a duze w 2 przypadkach (5%). Brak
reakcji wystgpowal w 1 przypadku (2,5%).

Rycina 1. Ekspresja IHC iryzyny w komorkach ognisk rogowacenia stonecznego oraz

w komorkach warstwy podstawnej naskorka (powigkszenie 100x).
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy ekspresjg iryzyny w AK
u pacjentdw w zaleznosci od ptci (p=0,4056), wieku (p=0,9465), lokalizacji w zaleznosci od

ekspozycji na promieniowanie UV (p=0,4133) czy czasu trwania choroby (p=0,0737).

Ekspresja periostyny w rogowaceniu stonecznym

Ekspresja periostyny oceniana byla w42 przypadkéw AK. Ekspresj¢ periostyny
obserwowano w podscielisku tacznotkankowym rogowacenia stonecznego. Sredni poziom
ekspresji periostyny oceniony wg skali IRS wynosit 3,095 + 2.387. Pozytywna ekspresj¢
periostyny w AK obserwowano w 31 przypadkach (73,8%), co przedstawiono na Rycinie 2.
W 19 przypadkach (45,2%) stwierdzono stabe natezenie reakcji, w 11 przypadkach (26,2%)
$rednie natezenie, aw jednym przypadku (2,4%) silne. Brak reakcji obserwowano w11

przypadkach (26,2%).

0.200 mm

Rycina 2. Ekspresja IHC periostyny w podscielisku tgcznotkankowym rogowacenia

stonecznego (powigkszenie 100x).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie roéznic mig¢dzy ekspresja periostyny w AK
u pacjentéw w zaleznos$ci od plci (p=1), lokalizacji w zalezno$ci od ekspozycji na UV (p=1),

wieku (p=0,2136) czy czasu trwania choroby (p=0,5097).
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Ekspresja podoplaniny w rogowaceniu slonecznym

Analize ekspresji podoplaniny w AK przeprowadzono na 38 przypadkach. Pozytywna
ekspresje podoplaniny obserwowano w cytoplazmie oraz btonie komorek ognisk rogowacenia
stonecznego, atakze w naczyniach limfatycznych. Pozytywna ekspresje podoplaniny
obserwowano jedynie w 7 przypadkach (18,42%) co przedstawiono na Rycinie 3. W 31
przypadkach (81,58%) odnotowano brak reakcji. Sredni poziom ekspresji podoplaniny
oceniony wg skali IRS wynosil 0,92 + 1,42. Stabe nasilenie reakcji zaobserwowano w 3
przypadkach (7,89%), s$rednie w4 przypadkach (10,53%), asilnego nie obserwowano
w zadnym przypadku (n=0).

Rycina 3. Ekspresja IHC podoplaniny w cytoplazmie oraz btonie komorek ognisk

rogowacenia stonecznego (powickszenie 100x).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic migdzy ekspresja podoplaniny w AK
u pacjentdow w zaleznosci od pici pacjentow (p=0,89), wieku (p=0,86), lokalizacji
uwzgledniajacej narazenie na promieniowanie stoneczne (p=0,45) czy czasu trwania choroby

(p=0,45).
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Ekspresja Ki-67 w rogowaceniu stlonecznym

Analize ekspresji markera proliferacyjnego Ki-67 przeprowadzono na 42 przypadkach
AK. Pozytywna ekspresj¢ Ki-67 obserwowano w jadrach komoérkowych w komoérkach ognisk
rogowacenia slonecznego oraz w warstwie podstawnej naskoérka, co przedstawiono na
Rycinie 4. Pozytywna ekspresja biatka Ki-67 obecna byla we wszystkich badanych
przypadkach AK (100%). Najwigcej badanych przypadkéw (n=19) wykazalo stosunkowo
niewielkie nasilenie reakcji, tj. od 1% do 10% pozytywnych jader komorkowych (45,24%).
W 18 przypadkach obserwowano $rednie nasilenie reakcji, tj. od 11 do 25% pozytywnych
jader komoérkowych (42,86%), natomiast w 4 przypadkach zanotowano od 26% do 50%
pozytywnych jader (9,52%). Tylko w jednym przypadku (2,38%) obserwowano silne
natezenie reakcji, tj. wysoki odsetek (>50%) pozytywnych jader komorkowych.

¥l 18
& % §

2

Rycina 4. Ekspresja IHC markera proliferacyjnego Ki-67 w jadrach komorkowych komorek

ognisk rogowacenia stonecznego oraz w warstwie podstawnej naskérka (powigkszenie 100x).

Analiza ekspresji Ki-67 w zalezno$ci od lokalizacji zmian (miejsca eksponowane na
UV vs miejsca nieeksponowane) wykazata, ze wAK wystepujacym w miejscach

nieeksponowanych na promieniowanie stoneczne ekspresja tego markera byta istotnie wyzsza

41



(wynik $redni 2,286 + 0,4880) niz w miejscach przewlekle eksponowanych (wynik $redni

1,588 + 0.7434). Wyniki przedstawiono na Rycinie 5.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic miedzy ekspresja Ki-67 wAK
u pacjentdow w zalezno$ci od pozostatych danych klinicznych, tj. plci pacjentow (p=0,11),

wieku (p=0,63) czy czasu trwania choroby (p=0,37).

IRS + SD

exposed covered

Rycina 5. Analiza ekspresji Ki-67 w zalezno$ci od lokalizacji AK (obszar eksponowany oraz

nieeksponowany na UV), (test Mann-Whitney’a, p=0.0108)

Ekspresja  iryzyny, periostyny, podoplaniny oraz Ki-67 wraku

podstawnokomorkowym

Ekspresja iryzyny w raku podstawnokomorkowym

Analize ekspresji iryzyny przeprowadzono na 104 przypadkach BCC. Ekspresje
iryzyny obserwowano w cytoplazmie komoérek raka podstawnokomorkowego. Pozytywna
ekspresje iryzyny zanotowano w 90 przypadkach (86,54%), co przedstawiono na Rycinie 6.
Sredni poziom ekspresji iryzyny oceniany w skali IRS wynosit 3,648 + 2,325. Stabe natezenie
reakcji zaobserwowano w 43 przypadkach (41,35%), Srednie nat¢zenie w 46 przypadkach
(44,23%), a silng reakcje zanotowano w 1 przypadku (0,96%). Brak reakcji wystepowat w 14
przypadkach (13,46%).
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Rycina 6. Ekspresja IHC iryzyny w komoérkach raka podstawnokomoérkowego (powigkszenie
200x).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy ekspresjg iryzyny w BCC
u pacjentéw w zaleznosci od plci (p=0,3722), wieku (p=0,1084), lokalizacji w zalezno$ci od

ekspozycji na promieniowanie stoneczne (p=0,6851) czy czasu trwania choroby (p=0,3410).

Ekspresja periostyny w raku podstawnokomérkowym

Ekspresja periostyny oceniana byla w 104 przypadkach BCC. Ekspresj¢ periostyny
obserwowano w podscielisku raka podstawnokomoérkowego. Pozytywna ekspresj¢ periostyny
w BCC obserwowano w 89 przypadkach (85,58%), co przedstawiono na Rycinie 7. Srednia
ekspresja periostyny wynosita 4,471 + 3,081. W 37 przypadkach (35,58%) stwierdzono stabe
nategzenie reakcji, w 44 przypadkach (42,31%) $rednie natezenie, a w 8 przypadkach (7,69%)
silng reakcje¢. Brak reakcji obserwowano w 15 przypadkach (14,42%).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy ekspresjg periostyny
w podscielisku tgcznotkankowym BCC u pacjentow w zaleznosci od wieku (p=0,1446), ptci
(p=0,362) czy lokalizacji w zaleznosci od ekspozycji na UV (p=0,1258).
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Rycina 7. Ekspresja IHC periostyny w podscielisku  tacznotkankowym  raka

podstawnokomoérkowego (powigkszenie 200x).

Przeprowadzona analiza korelacji wykazata istotng, ujemnag korelacje miedzy

ekspresja periostyny wBCC aczasem trwania choroby (p=0,0106, r=-0,266), co

przedstawiono na Rycinie 8.
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Rycina 8. Ujemna korelacja miedzy ekspresja periostyny w BCC a czasem trwania choroby
(p=0,0106, r=-0,266)
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Ekspresja podoplaniny w raku podstawnokomorkowym

Ekspresja podoplaniny byta oceniana w 87 przypadkach BCC. Ekspresje podoplaniny
obserwowano w cytoplazmie oraz btonie komorek raka podstawnokomorkowego. Pozytywna
ekspresje podoplaniny w BCC obserwowano w 51 przypadkach (58,62%), co przedstawiono
na Rycinie 9. Srednia ekspresja podoplaniny wynosita 2,494 + 2,118. W 25 przypadkach
(28,74%) stwierdzono stabe natgzenie reakcji, w 25 przypadkach (28,74%) $rednie nat¢zenie,
aw 1 przypadku (1,15%) silng reakcje. Brak reakcji obserwowano w 36 przypadkach
(41,38%).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic migdzy ekspresja podoplaniny

u pacjentow z BCC w zaleznosci od pici pacjentow (p=0,1435), wieku (p=0,1852), lokalizacji

uwzgledniajacej narazenie na promieniowanie stoneczne (p=0,9447) czy czasu trwania

choroby (p=0,4673).

Rycina 9. Ekspresja IHC podoplaniny w cytoplazmie oraz blonie komorek raka

podstawnokomoérkowego (powigkszenie 200x).
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Ekspresja Ki-67 w raku podstawnokomorkowym

Analize ekspresji markera proliferacyjnego Ki-67 przeprowadzono na 103
przypadkach BCC. Pozytywna ekspresje Ki-67 obserwowano w jadrach komoérkowych
w komoérek BCC, co przedstawiono na Rycinie 10. Pozytywna ekspresja biatka Ki-67 obecna
byta we wszystkich badanych przypadkach BCC (100%). Najwigcej badanych przypadkow
(n=40) wykazalo stosunkowo niewielkie nasilenie reakcji, tj. od 10% do 25% pozytywnych
jader komoérkowych (38,83%). W 31 przypadkach obserwowano $rednie nasilenie reakcji, tj.
od 26 do 50% pozytywnych jader komorkowych (30,1%), a w 20 przypadkach (19,42%) silne
natezenie reakcji, tj. wysoki odsetek (>50%) pozytywnych jader komoérkowych. W 12
przypadkach (11,65%) zanotowano slaba reakcje, tj. niski odsetek (<10%) pozytywnych jader

komorkowych.
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Rycina 10. Ekspresja IHC markera proliferacyjnego Ki-67 w jadrach komoérkowych komorek

raka podstawnokomorkowego (powigkszenie 100x).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy ekspresja Ki-67 u pacjentow
zBCC wzaleznosci od wieku pacjentow (p=0,3734), pici (p=0,5716), lokalizacji
w zalezno$ci od ekspozycji na UV (p=0,4166) czy czasu trwania choroby (p=0,6404)
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Ekspresja  iryzyny, periostyny, podoplaniny oraz Ki-67 w raku

kolczystokomorkowym

Ekspresja iryzyny w raku kolczystokomoérkowym

Analize ekspresji iryzyny przeprowadzono na 49 przypadkach SCC. Ekspresj¢ biatka
obserwowano w cytoplazmie komoérek raka kolczystokomdrkowego. Ekspresje iryzyny
obserwowano w 44 przypadkach (89,8%), co przedstawiono na Rycinie 11. Sredni poziom jej
ekspresji oceniony wg skali IRS wynosil 4,633 + 2,797. Stabe natg¢zenie reakcji
zaobserwowano w 14 przypadkach (28,57%), srednie natezenie w 28 przypadkach (57,14%),
asilng reakcje zanotowano w2 przypadkach (4,08%). Brak reakcji wystepowal w5
przypadkach (10,2%).

Rycina 11. Ekspresja IHC iryzyny w komorkach raka kolczystokomdrkowego (powigkszenie
100x).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w ekspresji iryzyny w SCC
w zaleznos$ci od pici (p=0,2313), wieku (p=0,6114), czasu trwania choroby (p=0,6577) czy

glebokosci nacieku zmiany nowotworowej (p=0,4596).
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Ekspresja periostyny w raku kolczystokomorkowym

Ekspresja periostyny oceniana byta w49 przypadkach SCC. Ekspresj¢ periostyny
obserwowano w podscielisku lacznotkankowym raka kolczystokomorkowego. Pozytywna
ekspresje periostyny w SCC obserwowano w 28 przypadkach (57,14%), co przedstawiono na
Rycinie 12. Srednia ekspresja periostyny wynosila 2,673 + 2,025. W 10 przypadkach (20,4%)
stwierdzono slabe, aw 18 przypadkach (36,73%) S$rednie nat¢zenie reakcji, w zadnym
przypadku nie wykazano silnej ekspresji. W 21 przypadkach zaobserwowano brak

pozytywnej reakcji (42,86%).
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Rycina 12. Ekspresja IHC periostyny w podscielisku tacznotkankowym  raka

kolczystokomoérkowego (powiekszenie 200x).

Analiza ekspresji periostyny w zalezno$ci danych kliniczno-patologicznych pacjentow
wykazata, ze ekspresja periostyny w SCC byla istotnie statystyczne wyzsza (wynik $redni
3,625 + 2,527) u kobiet w porownaniu z me¢zczyznami (wynik $redni 2,100 £+ 1,470). Wyniki
przedstawiono na Rycinie 13. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w ekspresji
iryzyny w SCC w zaleznosci od wieku (p=0,6114), czasu trwania choroby (p=0,6577) czy

glebokosci nacieku zmiany nowotworowej (p=0,4596).
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Male Female

Rycina 13. Analiza ekspresji periostyny w zaleznosci od ptci w przypadku SCC, test Mann-
Whitney’a, p=0,0459)

Ekspresja podoplaniny w raku kolczystokomorkowym

Ekspresja podoplaniny byta oceniana w 35 przypadkach SCC. Ekspresj¢ podoplaniny
obserwowano gléwnie w cytoplazmie oraz blonie komorek raka kolczystokomoérkowego.
Pozytywna ekspresje podoplaniny w SCC obserwowano w 34 przypadkach (97,14%), co
przedstawiono na Rycinie 14. Srednia ekspresja podoplaniny wynosita 8,371 + 3,671. W 2
przypadkach (5,71%) obserwowano stabe nasilenie reakcji, w 14 przypadkach (40%) $rednie
natgzenie oraz w 18 przypadkach (51,43%) silne nate¢zenie reakcji. Tylko w jednej zmianie

nowotworowej (2,86%) zanotowano brak reakcji.
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Rycina 14. Ekspresja IHC podoplaniny w cytoplazmie oraz blonie komodrek raka

kolczystokomodrkowego (powigkszenie 100x).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w ekspresji podoplaniny w komoérkach
SCC w zaleznosci od wieku (p=0,3137) oraz plci (p=0,2388). Jednak w przypadku zaleznosci
ekspresji podoplaniny od lokalizacji zmiany uwzgledniajacej narazenie na promieniowanie
stoneczne ekspresja podoplaniny byla istotnie statystycznie wyzsza (p=0,0277) w zmianach
na skorze eksponowanej na promienie UV w stosunku do skory nieeksponowanej (Rycina
15). Nalezy bra¢ pod uwage, ze jedynie dwa przypadki (5,51%) znajdowatly si¢ na skorze
ostonigtej przed promieniowaniem UV. Przeprowadzona analiza korelacji nie wykazala
zalezno$ci w ekspresji podoplaniny w zalezno$ci od czas trwania choroby (p=0,9081) oraz

glebokosci nacieku nowotworowego (p=0,0966).
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Rycina 15. Ekspresja podoplaniny w zaleznos$ci od lokalizacji uwzgledniajgcej narazenie na

promieniowanie stoneczne w przypadku SCC (test Mann-Whitney’a, p=0,0277)

Ekspresja Ki-67 w raku kolczystokomorkowym

Analize ekspresji markera proliferacyjnego Ki-67 przeprowadzono na 50 przypadkach
SCC. Pozytywna ekspresje Ki-67 obserwowano w jadrach komoérkowych w komoérek SCC, co
przedstawiono na Rycinie 16. Pozytywna ekspresja biatka Ki-67 obecna byta we wszystkich
badanych przypadkach SCC (100%). Najwigcej badanych przypadkéw (n=18) wykazato
stosunkowo S$rednie nasilenie reakcji, tj. od 26% do 50% pozytywnych jader komorkowych
(36%). W 16 przypadkach (32%) zanotowano nizszy odsetek pozytywnej reakcji (od 11% do
25% pozytywnych jader), natomiast stabg reakcje, tj. niski odsetek (<10%) pozytywnych
jader komorkowych w 6 przypadkach (12%). W 10 przypadkach (20%) wykazano silne
natezenie reakcji, tj. wysoki odsetek (>50%) pozytywnych jader komorkowych.
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Rycina 16. Ekspresja IHC markera proliferacyjnego Ki-67 w jadrach komérkowych komorek

raka kolczystokomorkowego (powickszenie 100x).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w ekspresji Ki-67 w SCC w zaleznosci
od ptci (p=0,2313) oraz wieku (p=0,6114). Przeprowadzona analiza korelacji nie wykazata
réwniez zalezno$ci migdzy ekspresja Ki-67 aczasem trwania choroby (p=0,4340) oraz
glebokoscig nacieku nowotworowego (p=0, 7358). Tylko jedna ze wszystkich poddanych
analizie zmian SCC lokalizowala si¢ na obszarze skéry nienarazonej na przewlekle dziatanie

promieniowania stonecznego. Tak mata liczba uniemozliwia badanie statystyczne.

Ocena nasilenia ekspresji iryzyny w AK, BCC oraz SCC
Srednie wartosci nasilenia ekspresji iryzyny wAK, BCC oraz SCC wynosity
odpowiednio 4,075 + 2,464, 3,648 + 2,325, 4,633 £ 2,797. Wsrdd wszystkich ocenianych

zmian $rednia ekspresja iryzyny byta najwyzsza w SCC, najnizsza w BCC.

Nie wykazano istotnych réznic w ekspresji biatka migdzy grupami AK, BCC, SCC (p > 0.05).

Wyniki otrzymane na tym etapie badania przedstawiono na rycinie 17.

52



nuclear + SD

0-

AK BCC SCC

Rycina 17. Ocena ekspresji iryzyny w AK, BCC oraz SCC

Ocena nasilenia ekspresji periostyny w AK, BCC oraz SCC

Srednie wartoéci nasilenia ekspresji periostyny w AK, BCC oraz SCC wynosity
odpowiednio 3,095 + 2,387, 4,471 + 3,081, 2,673 + 2,025. Najwyzsza $rednia ekspresja
dotyczyta BCC, natomiast najnizsza SCC.

Wykazano istotng statystycznie roznicg¢ w ekspresji tego biatka w BCC w poréwnaniu
do AK, jak réwniez BCC do SCC (Dunn’s Multiple Comparision Test, p<0,05). Nie

wykazano statystycznie istotnej roznicy w poziomie ekspresji periostyny w AK w stosunku do

SCC. Wyniki przedstawiono na rycinie 18.
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Rycina 18. Ocena ekspresji periostyny w AK, BCC oraz SCC
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Ocena nasilenia ekspresji podoplaniny w AK, BCC oraz SCC

Srednie wartoéci nasilenia ekspresji podoplaniny w AK, BCC oraz SCC wynosity
odpowiednio 0,9211 + 1,421, 2,494 + 2,118, 8,371 £ 3,671. Otrzymane wyniki wskazuja
najwyzsza ekspresj¢ badanego biatka w SCC, najnizszag w AK.

Wykazano istotng statystycznie réznicg¢ w ekspresji tego biatka w BCC w poréwnaniu
do AK oraz SCC, jak rowniez AK do SCC (Dunn’s Multiple Comparision Test, p<0,05).

Wyniki otrzymane na tym etapie badania przedstawiono na rycinie 19.
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Rycina 19. Ocena ekspresji podoplaniny w AK, BCC oraz SCC

Ocena nasilenia ekspresji Ki-67 w AK, BCC oraz SCC

Srednie wartosci nasilenia ekspresji Ki-67 wAK, BCC oraz SCC wynosity
odpowiednio 1,690 + 0,7486, 2,573 + 0,9352, 2,608 + 0,9608. Obecnos¢ biatka Ki-67 byta na
zblizonym poziomie w komoérkach BCC oraz SCC, natomiast na znaczgco nizszym w AK.
Wykazano istotng statystycznie roéznice w poziomie ekspresji miedzy AK i BCC oraz AK
1 SCC (Dunn’s Multiple Comparision Test, p<0,05). Wyniki przedstawiono na rycinie 20.
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Rycina 20. Ocena ekspresji Ki-67 w AK, BCC oraz SCC

Ocena zaleznoSci ekspresji iryzyny, periostyny, podoplaniny oraz Ki-67
w rogowaceniu stonecznym
Wyniki nie wykazaly istotnych statycznie korelacji migdzy ekspresja biatek: iryzyny,

periostyny, podoplaniny czy Ki-67 w badanych przypadkach rogowacenia stonecznego.

Ocena zaleznoSci ekspresji iryzyny, periostyny, podoplaniny oraz Ki-67 w raku
podstawnokomorkowym

W przypadku raka podstawnokomoérkowego, wykazano istotng statystycznie ujemng
korelacje migdzy ekspresjg periostyny a ekspresjg iryzyny (p = 0,0114), co obrazuje rycina
21. Bliskg statystycznej istotno$ci ujemng korelacje uzyskano pomigdzy periostyng
a podoplaning (p = 0,0607) oraz dodatniag pomiedzy iryzyng a Ki-67 (p = 0,0644). Wynik

przedstawiono na rycinie 22 oraz rycinie 23.
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Rycina 21. Ujemna korelacja migdzy ekspresja periostyny a ekspresjg iryzyny (p = 0,0114)
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Rycina 22. Ujemna korelacja miedzy ekspresja periostyny a ekspresja podoplaniny
(p=0,0607)
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Rycina 23 Dodatnia korelacja miedzy ekspresja iryzyny a ekspresja Ki-67 (p = 0,0644)

Ocena zaleznosci ekspresji iryzyny, periostyny, podoplaniny oraz Ki-67w raku
kolczystokomorkowym

Wyniki nie wykazaly istotnych statycznie korelacji migdzy ekspresja biatek: iryzyny,
periostyny, podoplaniny czy Ki-67 w badanych przypadkach raka kolczystokomoérkowego.
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6. DYSKUSJA

Niemelanocytowe raki skory (NMSC) sg najczgsciej rozpoznawanymi nowotworami
u rasy kaukaskiej. Cho¢ ta grupa nowotworow charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem, to
jednak zdarzaja si¢ rowniez przypadki o bardziej agresywnym przebiegu, z naciekiem
sasiednich struktur, dajagce wznowy oraz, znacznie rzadziej, przerzuty do odlegtych narzadéw
[139]. Wielu badaczy koncentruje si¢ wigc na poszukiwaniu czynnikow majacych wptyw na
rozwo0j 1progresjc NMSC [165]. Jednym zniedawno odkrytych biatek jest iryzyna,
adipomiokina, ktora powstaje w procesie indukowanym przez wysitek fizyczny. Rola wysitku
fizycznego w prewencji nowotwordw zostala juz wielokrotnie wykazana w badaniach
naukowych. Zkolei znany jest fakt, ze otylo$§¢ isiedzacy tryb zycia sa jednymi
z istotniejszych czynnikow ryzyka kancerogenezy [166]. Wplywaja one mi¢dzy innymi na
stymulacj¢ ukladu hormonalnego, immunologicznego oraz regulacj¢ metabolizmu
insulinowo-glukozowego. Nadmiar tkanki tluszczowej prowadzi do uwolnienia czynnikow
prozapalnych, stymuluje nasilenie stresu oksydacyjnego, a posrednio indukuje proliferacje
komorek doprowadzajac do neoangiogenezy i kancerogenezy [166,167]. Wysitek fizyczny
jako czynnik zmniejszajacy ryzyko nowotworzenia wymieniany jest w przypadku wielu
nowotworow, m.in. jelita grubego, piersi, nerki, endometrium, pecherza moczowego, zotadka,
przetyku czy ptuca. Wsrdd nich nie znajduje si¢ zaden z typow raka skory, wrecz przeciwnie,
American College of Sports Medicine opublikowato raport, w ktorym podaje, ze wysilek
fizyczny zwicksza ryzyko powstania czerniaka skory. Jest to jednak prawdopodobnie
zwigzane z wigksza ekspozycja na promieniowanie sloneczne podczas aktywnosci na
$wiezym powietrzu przy braku odpowiedniej ochrony przeciwstonecznej [168]. Nie dziwi
wiec, ze obecnie wiele badan skupia si¢ na wykazaniu ewentualnej roli iryzyny
w kancerogenezie [16]. Wprawdzie ich wyniki nie sg jednoznaczne, aczkolwiek wiele z nich
wskazuje na mozliwo$¢ pelnienia przez iryzyng roli protekcyjnej [18]. Stad moje
zainteresowanie tym bialkiem w rakach niemelanocytowych skory, w ktorych dotychczas nie
przeprowadzono takich badan. Wyniki moich badan wykazaty, ze ekspresja iryzyny
w badanych przeze mnie grupach zmian skoérnych byta zréznicowana, tj. najwyzsza
w komorkach raka kolczystokomorkowego, nizsza w rogowaceniu stonecznym a najnizsza
w raku podstawnokomorkowym. Podobnie do otrzymanych przeze mnie wynikow, ekspresje
iryzyny w komodrkach nowotworowych wykazato wielu innych badaczy, m. in. w raku
tarczycy, pluc czy gruczotu piersiowego [30,31,33,32]. Jednak w przeciwienstwie do tych

Autordéw, w badanych przez mnie przypadkach nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
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w nasileniu ekspresji iryzyny pomi¢dzy zmianami tagodnymi (AK) a nowotworowymi (BCC
oraz SCC). Te rozbieznosci mogg wynika¢ z niewielkiej liczebnosci badanych przeze mnie
grup oraz z odmiennej biologii tych nowotworéw. Jak wiadomo, zaréwno w BCC, jak
réwniez w SCC, mimo ze s3 nowotworami zlo$liwymi, rzadko dochodzi do powstania
odlegltych przerzutow, ktéore moga przyczyni¢ si¢ do $mierci. A badania wspomnianych
powyzej Autorow zostaly przeprowadzone na typach nowotwordw  znacznie
agresywniejszych w swojej naturze. Pomimo, Ze promieniowanie sloneczne i czynniki
genetyczne stanowia gldwne 1iniepodwazalne czynniki ryzyka rozwoju raka
podstawnokomoérkowego oraz  kolczystokomorkowego, to wzadnej zgrup nie
zaobserwowatam istotnej korelacji pomigdzy ekspresjg iryzyny a lokalizacjg tych zmian
w zalezno$ci od ekspozycji na slonce. Moze to oznaczaé, ze promieniowanie stoneczne i jego
rola w uszkodzeniu komorek, indukowanie stanu zapalnego czy udzial w powodowaniu
mutacji genetycznych nie wptywa na poziom ekspresji iryzyny. W dostgpnym pi§miennictwie
wprawdzie nie ma doniesien o wystgpowaniu iryzyny w NMSC, jednak przeprowadzone
przeze mnie badania wykazaty, zgodnie z mojg wiedza, po raz pierwszy pozytywng ekspresje
tego biatka we wszystkich badanych grupach. Niestety, wyniki te nie pozwalaja na obecnym

etapie na jednoznaczne okres$lenie jej roli w rogowaceniu stonecznym czy rakach skory.

Kolejnym badanym w mojej pracy biatkiem byla periostyna, glikoproteina
wydzielana gtownie przez komorki tkanki tacznej. Jako biatko macierzy pozakomoérkowej ma
zdolno$¢ do interakcji z réznymi komoérkami i biatkami, a dzigki temu wywiera wptyw na
regulacje wielu proceséw, m.in. cykl komorkowy, apoptoze, zdolnos¢ do migracji czy adhezji
komorek. Procesy te odgrywaja istotng role w transformacji komoérek nowotworowych oraz
w progresji guza. Periostyna wptywa roéwniez aktywujgco na proces angiogenezy w otoczeniu
guza, co sprzyja tworzeniu przerzutéw odlegtych [65]. Jej wielokierunkowe dziatanie i udziat
w kancerogenezie czyni ja obiektem badan w wielu nowotworach. Prace dotyczace wptywu
periostyny na choroby nowotworowe w zdecydowanej wigkszosci opisuja jej udziat
w stymulacji proliferacji izdolnosci do migracji komodrek nowotworowych, czego
konsekwencja jest wzrost ich inwazyjno$ci, powstawanie przerzutdw i gorsze rokowanie.
Dotychczas nie powstalo wiele doniesien o jej roli w NMSC, co moze by¢ podyktowane
niskim  ryzykiem  przerzutowania iniska  S$miertelno$cia  tych  nowotwordow.
W przeprowadzonych przeze mnie badaniach, ekspresja periostyny zostata wykazana
w podscielisku  tacznotkankowym, natomiast nie uwidoczniono jej w komorkach

nowotworowych BCC, SCC ani w AK. Wyniki te sg zgodne wynikami innych autorow, ktorzy
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zdefiniowali periostyn¢ jako biatko macierzy pozakomorkowej oddzialujace na komorki
docelowe [63]. W wigkszosci dotychczasowych badan opisywano periostyne jako czynnik
prokancerogenny oraz niekorzystny prognostyczne [73]. Jednak w mojej pracy najwyzsza
ekspresje periostyny obserwowatam w raku podstawnokomoérkowym, nizszg w rogowaceniu
stonecznym, anajnizsza wraku kolczystokomérkowym. Co wazniejsze, jej ekspresja
w grupie BCC byta istotnie wyzsza niz w obu pozostatych badanych grupach, tj. AK czy
SCC. Moje wyniki czgsciowo potwierdzaja doniesienia Villani iwsp., ktdrzy rowniez
wykazali nasilenie ekspresji periostyny w macierzy mig¢dzykomorkowej [99]. Co wigcej,
Autorzy Ci wykazali zroznicowang ekspresj¢ periostyny w zaleznosci od molekularnego
podtypu tego nowotworu oraz istotny wzrost ekspresji periostyny w gleboko naciekajacych,
agresywniejszych typach BCC. Te wyniki mogg sugerowa¢ mozliwo$¢ wykorzystania badania
ekspresji periostyny w okre$laniu podtypow molekularnych BCC. Z kolei badanie ekspresji
periostyny w rakach kolczystokomdrkowych wykazato istotnie wyzsza ekspresje¢ periostyny
w podscielisku  zmian o0 najwyzszym stopniu zaawansowania, anajnizszg Ww raku
kolczystokomdérkowym in situ, co potwierdza powyzsze wyniki [98]. Celem moich badan
byta ocena ekspresji periostyny wobu typach NMSC niezaleznie od ich podtypow
molekularnych oraz wykazanie ro6znic migdzy nimi Ww porOwnaniu ze zmianami
nienowotworowymi o typie rogowacenia slonecznego. Istotnie wyzsza ekspresj¢ periostyny
wykazatam  w podscielisku  raka  podstawnokomoérkowego ~ w stosunku do  raka
kolczystokomorkowego oraz rogowacenia slonecznego. Rezultat ten jest zgodny z wynikami
wigkszosci dotychczasowych badan, w ktérych periostyna jest opisywana jako czynnik
prokancerogenny [73]. Jednak istotnie wyzsza ekspresja periostyny w macierzy
zewnatrzkomorkowej] BCC w porownaniu do SCC jest trudna do interpretacji, zwlaszcza
biorac pod uwage, ze BCC nie sa z reguly klinicznie bardziej agresywne w poréwnaniu do
SCC. Jedng zprzyczyn moze by¢ nieréwna liczebno$¢ grup w poszczegdlnych typach
badanych przeze mnie zmian. Ponadto, zblizony poziom ekspres;ji biatkka w SCC 1 AK moze
by¢ zwigzany z faktem, iz czg$¢ zmian ze spektrum AK ulega progresji nowotworowej
wiasnie w kierunku SCC. Ws$rdd zebranych przeze mnie danych klinicznych brakuje
informacji czy zmiana rakowa byla zmiang pierwotng czy ewoluowala ze zmiany
przedrakowej, tj. AK. W badaniach dotyczacych ekspresji periostyny w raku zotadka
obserwowano podobne wyniki, czyli brak jej ekspresji w podscielisku wczesnych zmian, tj.
Tis oraz Tl wklasyfikacji TNM w przeciwienstwie do zmian o wyzZszym stopniu

zaawansowania [76].
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W wielu badaniach przeprowadzonych in vitro udowodniono stymulujace dziatanie
periostyny na komoérki nowotworowe. Poprzez rézne szlaki sygnatowe, m.in. FAK, kinazy PI-
3 — AKT, wptywa ona na cykl komérkowy, hamuje proces apoptozy, indukuje proliferacje
iinwazj¢ komorek, a nawet stymuluje angiogenezg¢ [64]. W swoich badaniach grupie BCC
zaobserwowatam istotng statystycznie ujemng korelacje pomiedzy poziomem ekspresji
periostyny aczasem trwania choroby. Zakladajac, ze formy bardziej agresywne
charakteryzuja si¢ szybszym rozwojem, moje wyniki zgadzaja si¢ z wynikami Villaniego
iwsp., ktorzy zaobserwowali wicksza 1irozleglejsza ekspresje periostyny w typie
naciekajagcym BCC, ktory charakteryzuje si¢ gorszym rokowaniem niz pozostate [99]. Ryzyko
rozwoju przerzutow odlegtych w przypadku BCC jest niskie, szacuje si¢ ponizej 0,5%, jednak
moze dochodzi¢ do jego powolnego wzrostu izaawansowania —miejscowego,
aw konsekwencji do destrukcji otaczajacych tkanek. Otrzymane przeze mnie wyniki
niewatpliwie wskazuja potrzebe dalszych, bardziej zaawansowanych badan nad rola
periostyny w BCC, szczegolnie z uwzglednieniem podziatu na zmiany o niskim i wysokim
stopniu ryzyka (dane obejmujace m.in. wielko$¢ zmiany, lokalizacje, nawrotowos¢, podtyp
histologiczny). Pozwoli to na wczesniejsza ocen¢ ryzyka miejscowego zaawansowania
i ewentualnych przerzutéow, a takze wybor odpowiedniej metody terapeutycznej czy oceng

ryzyka nawrotu.

Podoplanina (PDNP), kolejne badane przeze mnie bialko odgrywa istotng role
w kancerogenezie, m. in. ze wzgledu na jej udziat w limfangiogenezie [105]. W wielu
nowotworach przerzuty odlegte powstajg wiasnie na drodze limfatycznej. Stad podoplanina,
uznana jako marker naczyn limfatycznych, w wigkszosci nowotworow okreslana jest jako
czynnik niekorzystny rokowniczo [105]. Wykazano réwniez, ze obecno$¢ podoplaniny
w fibroblastach podscieliska guza (CAFs) jest zwigzana z nabywaniem przez komorki raka
inwazyjnego typu mezenchymalnego w wyniku przej$cia epitelialno-mezenchymalnego
(EMT). Promujac EMT komorek nowotworowych, podoplanina wplywa na zmiang fenotypu
komorek raka z nablonkowego na mezenchymalny, czego efektem jest zwigkszenie zdolnosci
do migracji i inwazyjnos$ci tych komorek. Zjawisko EMT odgrywa wigc istotne znaczenie
w progresji 1 przerzutowaniu nowotworow [100,110,111]. CAFs cechujg si¢ nie tylko
ekspresja podoplaniny, ale rowniez periostyny. Zhao 1iwsp. wykazali, ze periostyna
wydzielana przez CAFs o wysokiej ekspresji podoplaniny stymulowaty komorki
nowotworowe do progresji ipromowaly przerzutowanie [169]. Jednoczesna obecno$¢

periostyny 1podoplaniny w podscielisku guza wigzala si¢ z wigkszym wzrostem guza
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nowotworowego in situ oraz promowaniem powstania przerzutow odlegtych, co sugeruje
istnienie zalezno$ci miedzy ekspresja podoplaniny i periostyny a progresja nowotworu,
aobecno$¢ obu bialek jest zwigzana zgorszym rokowaniem [169]. Cho¢ NMSC
charakteryzuja si¢ niskim ryzykiem rozwoju przerzutow odlegtych, szacuje si¢, ze w ponizej
4% SCC oraz w ponizej 0,5% BCC [143,146], to jednak moze do$¢ do zaawansowania
miejscowego 1 destrukcji otaczajacych tkanek. Raki kolczystokomoérkowe w pordéwnaniu
zrakami podstawnokomérkowymi cechuje wigksza zdolno$¢ inwazji. [143,146] Schwab
1 wsp. w swoich badaniach wykazali, Ze utrata genu dla podoplaniny skutkowata zmniejszong
migracjg 1 inwazjg komorek nowotworowych w badaniu przeprowadzonym in vitro na mysich
komorkach SCC, a w badaniach in vivo mniejszym rozmiarem guza w porownaniu do grupy
kontrolnej [170]. W innych badaniach wykazano réwniez, ze wysoka ekspresja podoplaniny
w leukoplakii, zmianie $§luzoéwkowej jamy ustnej o zwigkszonym ryzyku transformacji
nowotworowej, jest zwigzana z istotnie wyzszym ryzykiem ewolucji zmiany w raka jamy
ustnej. Z kolei nowotwory powstate na podiozu leukoplakii, w ktérych nie obserwowano
ekspresji PDPN rozwijaty si¢ znacznie dluzej [171]. W przeprowadzonych przeze mnie
badaniach wykazalam, Ze nasilenie ekspresji podoplaniny pomi¢dzy badanymi grupami zmian
skornych wykazato istotne zrdznicowanie. Najwyzsza ekspresja podoplaniny byla
obserwowana w raku kolczystokomérkowym, nizsza wraku podstawnokomoérkowym,
anajnizsza w rogowaceniu stonecznym. Wyniki moich badan s3 zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Wojciechowska-Zdrojowy 1wsp. ktoére wykazaly znaczaco wyzsza
ekspresje tego biatka w komodrkach SCC w poroéwnaniu do komoérek BCC i AK, co §wiadczy
o wyzszej ekspresji podoplaniny w zmianach o wyzszym typie ztosliwosci [118]. Dodatkowo,
wyniki przedstawione przez Kreppel’a 1 wsp. pokazaly, ze upacjentow zinnym typem
nowotworu, tj. z rakiem ptaskonabtonkowym jamy ustnej (OSCC), w przypadkach z wysoka
ekspresja PDPN, 5-letnie przezycie bylo istotnie nizsze niz w przypadkach raka o niskiej
1 sredniej ekspresji PDPN [172]. Wedlug tych badaczy, nasilenie ekspresji podoplaniny
dodatnio korelowalo ze stadium OSCC oraz wystgpowaniem przerzutow do weztow
chtonnych. Moje wyniki potwierdzaja doniesienia sugerujace udziat podoplaniny
w kancerogenezie, atakze jej zwickszong ekspresje w zmianach o gorszym rokowaniu

[117,118,172].

Ekspresje podoplaniny obserwowano nie tylko w komoérkach nowotworowych, lecz
réwniez ~ w mikro$rodowisku  guza, w szczeg6lno$ci  w fibroblastach  zwigzanych

z nowotworem (CAFs). Wojciechowska-Zdrojowy 1 wsp. wykazali istotnie wyzsza ekspresj¢
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komorkowg podoplaniny w SCC 1 AK w poréwnaniu z podscieliskiem tych zmian [118].
W moim badaniu, bliskg istotno$ci statystycznej, ujemng korelacje miedzy ekspresja
podoplaniny 1 periostyny zaobserwowatam jedynie w grupie BCC. Ekspresja periostyny
w podscielisku nowotworu malata wraz z rosngca ekspresja podoplaniny w komorkach raka.
W zwiagzku z licznymi doniesieniami w innych nowotworach na temat prokancerogennej roli
zarOwno periostyny, jak i podoplaniny, fakt ich ujemnej zaleznosci w przypadku BCC jest
trudny do interpretacji i wymaga dalszych badan na wigkszej liczbie przypadkow z podziatem
na podtypy histologiczne. Dodatkowo, w moich badaniach zaobserwowatam istotnie
statystyczng roznice ekspresji  podoplaniny w zalezno$ci od lokalizacji zmiany
uwzgledniajacej narazenie na promieniowanie stoneczne. Ekspresja podoplaniny byta istotnie
wyzsza w przypadku zmiany na skérze eksponowanej na promienie UV w stosunku do skory
nieeksponowanej na promieniowanie UV wgrupie SCC. Te wyniki potwierdzaja
dotychczasowe dane =z piSmiennictwa na temat wiodacej roli promieniowania UV

w transformacji nowotworowej niemelanocytowych rakéw skory [143,146].

Biatko Ki-67, znane takze jako antygen Ki-67, jest markerem proliferacji
komorkowej. Jest obecny w komoérce podczas faz czynnych cyklu komoérkowego (Gl, S, G2
1 mitoza) i nie stwierdza si¢ go w komorce bedacej w fazie spoczynkowej (GO0). Biatko Ki-67
jest szeroko stosowane w dziedzinie patologii, szczegdlnie w onkologii, gdzie jest uzywane
do oceny stopnia proliferacji komoérek nowotworowych [173]. W moich badaniach, najwyzsza
ekspresja antygenu Ki-67 byla obserwowana w komoérkach SCC, nizsza w komoérkach BCC,
a najnizsza w komorkach AK, co potwierdza duzg aktywno$¢ mitotyczng komorek obu typow
raka skory w pordwnaniu do zmian tagodnych. Réznice w nasileniu ekspresji migdzy grupa
SCC apozostatymi byly istotne statystycznie. Te wyniki potwierdzaja dane o bardziej
agresywnej naturze  rakéw  kolczystokomoérkowych ~ w poréwnaniu  z rakami

podstawnokomoérkowymi czy fagodnymi zmianami typu AK [147].

W dostepnym pismiennictwie nie opisano dotychczas potencjalnego zwigzku iryzyny
oraz periostyny w niemelanocytowych rakach skéry. Pomimo szeregu réznic, poczynajac od
mechanizmu powstawania poprzez sposob dziatania, atakze miejsce ich ekspres;ji
w tkankach, sugeruje si¢, ze wspolng cecha obu biatek jest przypuszczalnie ich dziatanie na
komorki docelowe poprzez ten sam receptor btonowy [10,64]. Wedlug niektorych autorow
oba te biatka tacza si¢ z komodrka docelowa poprzez receptory integrynowe, uczestniczace
w komunikacji mi¢dzykomorkowej, atakze w komunikacji migedzy komoérkami i macierza

zewnatrzkomorkows. Integryny sg ztozone z dwoch podjednostek alfa (o) 1 beta (). Badania
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Kim i wsp. oraz Oguri 1 wsp. wskazuja, ze iryzyna lgczy si¢ zreceptorem integrynowym
aVPB5, aczkolwiek nie mozna wykluczy¢ rowniez jej oddzialywania na komoérki poprzez inne
biatka btonowe. [10,11,12]. Z kolei periostyna posiada w swojej budowie cztery domeny
FAS1 (ang. fascilin-like domain) poprzez ktére oddziatuje zreceptorami integrynowymi
avp3, avpS, a6p4 aktywujac podobne szlaki sygnatowe jak iryzyna (m.in. FAK, PI3K-AKT).
[64] Biorgc pod uwage fakt wspolnego oddzialywania na receptor aVBS chciatam sprawdzi¢
czy istnieje korelacja migdzy iryzyna a periostyng w NMSC. Przeprowadzone przeze mnie
badania wykazaly wkazdej zbadanych grup ekspresj¢ iryzyny w komorkach
nowotworowych oraz ekspresje periostyny w podscielisku tych nowotworéw. Ponadto,
miedzy ekspresja iryzyny 1 periostyny wykazano istotng ujemng korelacj¢ w rakach
podstawnokomorkowych. Wyniki te moga wskazywa¢ na istnienie potencjalnego zwigzku
miedzy ekspresja iryzyny a periostyny w NMSC. Ujemna korelacja mi¢dzy tymi biatkami
moze potwierdza¢ protekcyjng rol¢ iryzyny oraz przeciwng, tj. promujaca rozwoj
nowotworow periostyny w NMSC. Jednak wyniki te wymagajg jeszcze dodatkowych,
szczegotowych badan na znacznie wigkszych grupach poszczegdlnych typow

niemelanocytowych rakow skory.

Podsumowujgc, na podstawie przeprowadzonych badan mozna przypuszczaé, ze
iryzyna, periostyna oraz podoplanina moga bra¢ udziat w procesie powstawania rogowacenia
stonecznego oraz niemelanocytowych rakow skory. Jednakze do okreslania jednoznacznych

funkcji tych biatek wymagane sg dalsze szczegdétowe badania.
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7. WNIOSKI

W przeprowadzonym przeze mnie badaniu zrealizowatam wyznaczone cele pracy:

1. Wykazana obecnos$¢ ekspresji iryzyny, periostyny oraz podoplaniny w AK, BCC

1 SCC moze sugerowac ich potencjalng rol¢ w powstawaniu tych zmian i/lub ich progres;ji.

2. Brak istotnych statystycznie réznic w ekspresji iryzyny miedzy rogowaceniem
stonecznym, rakiem podstawnokomorkowym oraz rakiem kolczystokomérkowym skory nie

potwierdza jej protekcyjnej roli w rozwoju niemelanocytowych rakow skory.

3. Zblizony poziom ekspresji periostyny w zmianie tagodnej (AK) i nowotworowe;j

(SCC) sugeruje mozliwos¢ transformacji nowotworowej komorek.

4. Jedynie w raku podstawnokomoérkowym analiza korelacji wykazata istotng ujemnag
zalezno$¢ miedzy ekspresja iryzyny 1 periostyny, co moze sugerowac ochronng role iryzyny

oraz prokancerogennag periostyny.

5. Istotne statystycznie roznice w nasileniu ekspresji podoplaniny wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci badanych zmian skoérnych moze wskazywaé na role tego biatka

w transformacji nowotworowej oraz progresji zmian.

6. Jedynie w raku kolczystokomorkowym wyzsza ekspresja podoplaniny w zmianach
zlokalizowanych na skorze eksponowanej na promienie UV potwierdza doniesienia

o wiodacej roli promieniowania UV w transformacji nowotworowej NMSC.
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8. STRESZCZENIE
Wstep

Niemelanocytowe raki skory (NMSC), w tym rak podstawnokomoérkowy (BCC) oraz
rak kolczystokomorkowy (SCC), sa najczgsciej wystepujagcymi nowotworami ztosliwymi
cztowieka. Ws$rod nich przewaza BCC stanowigcy 75-80% wszystkich NMSC.
Charakteryzuje si¢ miejscowa ztosliwoscig 1 niewielkg tendencja do tworzenia przerzutow
odlegtych. SCC, drugi pod wzgledem czgstosci wystepowania, w duzej mierze powstaje na
podlozu stanow przedrakowych, atakze wigze si¢ z wigkszym ryzykiem tworzenia
przerzutéw odlegtych w zaawansowanych stadiach niz BCC.

Iryzyna jest fragmentem domeny zewnatrzkomoérkowej biatka FNDCS. Bodzcem do
jej uwolnienia jest wysilek fizyczny oraz stymulacja PGC-1a. Jej funkcja w etiopatogenezie
nowotworow nie jest do konca wyjasniona, chociaz istniejg liczne doniesienia o zwigzku tego
biatka z procesem kancerogenezy. Badania wykazaly, ze iryzyna w konkretnych przypadkach
moze hamowacé proliferacje komorek nowotworowych, pozwala rdéznicowaé typy
histologiczne danego nowotworu oraz guzy tagodne od zlosliwych, wzmacnia
cytotoksycznos¢ wybranych chemioterapeutykow, a takze moze by¢ markerem wystepowania
przerzutdw. Do tej pory nie ma doniesien na temat jej roli w NMSC. Periostyna jest biatkiem
macierzy pozakomorkowej. Odgrywa role w procesie gojenia si¢ ran, wptywa na produkcje
kolagenu 1 przebudowe skory. Jej zwiazek z chorobami skory zostal potwierdzony m.in.
w dermatozach przebiegajacych ze wzmozonym stanem zapalnym oraz wioknieniem.
Dostepne badania wykazaly ogromng rol¢ mikrosrodowiska nowotwordw w rozwoju
i progresji komoérek rakowych. Liczne badania udowodnity oddzialywanie periostyny na
wzrost guza, apoptoze komorek, angiogenezg, atakze promowanie powstania przerzutow.
Podoplanina, bedaca markerem specyficznym dla naczyn limfatycznych, jest obiektem wielu
badan dotyczacych procesu kancerogenezy jak i powstawania przerzutow. Udowodniony jest
udziat tego biatka w indukowaniu migracji komoérek nowotworowych, przej$ciu epitelialno-
mezenchymalnym, atakze promowaniu inwazji nowotworu poprzez reorganizacj¢
cytoszkieletu aktynowego komorek, co zwigksza ich ruchliwos¢. W konsekwencji, jej

zwigkszona ekspresja, w wigkszo$ci badanych przypadkow, wiaze si¢ z gorszym rokowaniem.
Cel pracy

Celem pracy byla ocena ekspresji iryzyny, periostyny oraz podoplaniny

w rogowaceniu stonecznym, raku podstawnokomérkowym 1raku kolczystokomorkowym
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oraz analiza korelacji ekspresji tych biatek z ekspresjg antygenu proliferacyjnego Ki-67 oraz

danymi klinicznymi.
Material i metody

Badanie przeprowadzono na grupie 196 przypadkéw. Archiwalne bloczki parafinowe
pochodzity od pacjentéw leczonych w Klinice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii we
Wroctawiu z rozpoznanym 1 potwierdzonym badaniem histopatologicznym rogowaceniem
stonecznym (42 przypadki), rakiem podstawnokomérkowym (104 przypadki) oraz rakiem
kolczystokomorkowym (50 przypadkéw). W celu okreslenia ekspresji iryzyny, periostyny,
podoplaniny oraz Ki-67 wykonano badanie immunohistochemiczne z wykorzystaniem
przeciwcial przeciwko badanym biatkom. Nastepnie dokonano oceny ekspresji przy pomocy
mikroskopu optycznego Olympus BX41. Nasilenie reakcji immunohistochemicznej dla
iryzyny, periostyny oraz podoplaniny zostalo ocenione za pomoca skali IRS wg Remmele
1 Stegner uwzgledniajacej odsetek komodrek nowotworowych i/lub komodrek podscieliska
wykazujacych pozytywna reakcje w stosunku do wszystkich komoérek nowotworowych oraz
intensywno$¢ reakcji barwnej. Ekspresje antygenu Ki-67 oceniano wedlug skali
uwzgledniajacej liczbe pozytywnych jader komoérkowych raka w stosunku do wszystkich

komorek nowotworowych.

Wyniki

Wsréd wszystkich ocenianych zmian $rednia ekspresja iryzyny byla najwyzsza
w SCC, najnizsza w BCC. Nie wykazano istotnych réznic w ekspresji biatka miedzy grupami
AK, BCC, SCC (p>0.05). W przypadku periostyny, najwyzsza $rednia ekspresja dotyczyta
BCC, natomiast najnizsza SCC. Wykazano istotng statystycznie rdznice w ekspresji tego
biatka w BCC w porownaniu do AK, jak rowniez BCC do SCC (p<0,05). Nie wykazano
statystycznie istotnej réznicy w poziomie ekspresji periostyny w AK w stosunku do SCC.
Najwyzsza $rednia ekspresja podoplaniny byta w SCC, najnizsza w AK. Wykazano istotng
statystycznie roznice w ekspresji tego biatka w BCC w poréwnaniu do AK oraz SCC, jak
réowniez AK do SCC (p<0,05). Obecno$¢ biatka Ki-67 byta na zbliZzonym poziomie
w komorkach BCC oraz SCC, natomiast na znaczaco nizszym w AK. Wykazano istotng
statystycznie roznice w poziomie ekspresji miedzy AK i BCC oraz AK 1 SCC (p<0,05).
W przypadku raka podstawnokomoérkowego, wykazano istotng statystycznie ujemng korelacje
miedzy ekspresja periostyny a ekspresja iryzyny (p = 0,0114). Bliska statystycznej istotnosci
ujemng korelacj¢ uzyskano pomigdzy periostyng a podoplaning (p = 0,0607) w BCC oraz
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dodatnig pomigdzy iryzyng a Ki-67 (p = 0,0644) w BCC. Analiza ekspresji Ki-67 wykazata,
ze w AK wystepujacym w miejscach nieeksponowanych na UV ekspresja tego markera byta
istotnie wyzsza niz w miejscach przewlekle eksponowanych. Wykazano ujemng korelacje
miedzy ekspresja periostyny w BCC a czasem trwania choroby, a takze istotnie wyzsza

ekspresje periostyny w SCC u kobiet.
Dyskusja

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty zréznicowane nasilenie ekspresji
iryzyny, podoplaniny 1Ki-67 w komoérkach  rogowacenia  stonecznego, raka
podstawnokomorkowego 1iraka kolczystokomorkowego, atakze ekspresj¢ periostyny

w podscielisku zmian rogowacenia stonecznego i niemelanocytowych rakéw skory.

Zgodnie z moja wiedza, jest to pierwsze badanie demonstrujace obecno$¢ iryzyny
w AK oraz NMSC. Nie stwierdzono istotnych statystyczne roznic w ekspresji iryzyny
pomiedzy zmianami tagodnymi a nowotworowymi idlatego na podstawie otrzymanych
wynikéw nie mozna jednoznacznie okresli¢ roli iryzyny w rogowaceniu stonecznym 1w

rakach skory. Niewatpliwie wymagane sg dalsze badania na wiekszych grupach.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach, pozytywna ekspresja periostyny
wystepowala jedynie w podscielisku lacznotkankowym wszystkich badanych zmian, nie
wykazano jej w komorkach nowotworowych BCC, SCC ani w AK. Ekspresja periostyny
w grupie BCC byla istotnie wyzsza niz w obu pozostatych badanych grupach, tj. AK czy
SCC. Trudno wyjasni¢ wyzszy poziom ekspresji periostyny w mniej agresywnych BCC
w poréwnaniu z SCC, jednak jedng mozliwych z przyczyn moze by¢ nierowna liczebnos¢
grup w poszczegdlnych typach badanych przeze mnie zmian. Z kolei zblizony poziom
ekspresji biatka w SCC 1 AK moze by¢ zwigzany z faktem, iz cz¢$¢ zmian ze spektrum AK
ulega progresji nowotworowej wilasnie w kierunku SCC. Ze wzgledu na brak danych czy
w badanej grupie zmiana nowotworowa byla zmiang pierwotng czy ewoluowata ze zmiany
przedrakowej, teza ta wymaga dalszych badan. Przeprowadzona analiza korelacji wykazata
istotng statystycznie ujemng zalezno$¢ miedzy ekspresja iryzyny i periostyny jedynie
w przypadku raka podstawnokomodrkowego, co moze sugerowac ochronng rol¢ iryzyny oraz

prokancerogenng periostyny.

Ekspresja podoplaniny, w moich badaniach wystepowala w komorkach AK oraz
badanych NMSC, a takze w komoérkach podscieliska zmian (CAF). Najwyzszg jej ekspresje

obserwowano w komorkach raka kolczystokomorkowego, nizsza w komorkach raka
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podstawnokomoérkowego, a najnizsza w komorkach rogowacenia stonecznego. Roznice
w nasileniu ekspresji podoplaniny pomiedzy badanymi grupami byty istotne statystycznie co
niewatpliwie potwierdza rol¢ podoplaniny jako czynnika niekorzystnego rokowniczo.
Dodatkowo, wykazatam istotnie statystycznie wyzsza ekspresj¢ podoplaniny w zmianach
SCC w przypadku zmian na skorze eksponowanej na promienie UV w stosunku do skory
nieeksponowanej, co potwierdza doniesienia o wiodacej roli promieniowania UV

w transformacji nowotworowej NMSC.

Podsumowujgc, na podstawie przeprowadzonych badan mozna przypuszczaé, ze
iryzyna, periostyna oraz podoplanina mogg bra¢ udziat w procesie powstawania rogowacenia
stonecznego oraz niemelanocytowych rakow skory. Jednakze do okreslania jednoznacznych

funkcji tych bialek wymagane sg dalsze szczegdlowe badania.
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9. SUMMARY

Introduction

Nonmelanoma skin cancers (NMSC), including basal cell carcinoma (BCC) and
squamous cell carcinoma (SCC), are the most common type of malignancy in the white
population. BCC predominates among them accounting for 75-80% of all NMSC. It is
characterized by local malignancy and a low risk of metastases. SCC, second most common
skin cancer, is most often formed on the basis of precancerous conditions, and has a higher

potential for metastasis in more advanced forms than BCC.

Irisin is a proteolytic cleavage product of the extracellular domain of the protein
FNDCS5 and its expression is increased by exercise and stimulated by PGC-1a. Its role in the
etiopathogenesis of cancer is not fully explained, although there are numerous reports of the
association of this protein with the process of carcinogenesis. Studies have shown that irisin in
specific cases can inhibit the proliferation of cancer cells, allows for the differentiation of
histological types or distinguish benign and malignant tumours, enhances the cytotoxicity of
selected chemotherapeutics and may also be a marker of metastases. So far, there are no
reports on its role in NMSC. Periostin is an extracellular matrix protein. It plays an important
role in the wound healing process, affects collagen production and skin remodeling. Its
connection with skin diseases has been proved , among others, in dermatoses with increased
inflammation and fibrosis. Studies have demonstrated the important role of the tumor
microenvironment in the development and progression of cancer cells. Numerous studies have
proven the effect of periostin on tumor growth, cell apoptosis, angiogenesis, and promoting
the development of metastases. Podoplanin, a marker specific for lymphatic vessels, is the
subject of many studies on the process of carcinogenesis and the formation of metastases. The
role of this protein in inducing cancer cell migration, epidermal-mensenchymal transition, and
promoting tumor invasion by reorganizing the actin cytoskeleton of cells, which increases
their motility, has been proven. Consequently, its increased expression, in most cases, is

associated with a worse prognosis.
Objective

The aim of the study was to evaluate the expression of irisin, periostin and podoplanin
in actinic keratosis, basal cell carcinoma and squamous cell carcinoma and to analyze the
correlation of the expression of these proteins with the expression of the proliferative antigen

Ki-67 and clinical data.
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Material and methods

The study was conducted on a group of 196 cases. Archived paraffin blocks came from
patients treated at the Department of Dermatology, Venereology and Allergology in Wroclaw
with diagnosed and histopathologically confirmed actinic keratosis (42 cases), basal cell
carcinoma (104 cases) and squamous cell carcinoma (50 cases). In order to determine the
expression of irisin, periostin, podoplanin and Ki-67, immunohistochemical examination was
performed using antibodies against the tested proteins. Expression was then assessed using an
Olympus BX41 optical microscope. The intensity of the immunohistochemical reaction for
irisin, periostin and podoplanin was assessed using the IRS scale according to Remmele and
Stegner, taking into account the percentage of tumor cells and/or stromal cells showing
a positive reaction in relation to all tumor cells and the intensity of the color reaction. Ki-67
antigen expression was assessed according to a scale that took into account the number of

positive cancer cell nuclei in relation to all cancer cells.
Results

Among all the assessed lesions, the average irisin expression was the highest in SCC
and the lowest in BCC. There were no significant differences in protein expression between
the AK, BCC and SCC groups (p>0.05). In the case of periostin, the highest average
expression was in BCC, while the lowest was in SCC. There was a statistically significant
difference in the expression of this protein in BCC compared to AK, as well as BCC to SCC
(p<0.05). There was no statistically significant difference in the level of periostin expression
in AK compared to SCC. The highest average podoplanin expression was in SCC, the lowest
in AK. There was a statistically significant difference in the expression of this protein in BCC
compared to AK and SCC, as well as AK to SCC (p<0.05). The presence of Ki-67 protein was
at a similar level in BCC and SCC cells, but significantly lower in AK cells. There was
a statistically significant difference in the expression level between AK and BCC and AK and
SCC (p<0.05). In the case of basal cell carcinoma, a statistically significant negative
correlation was found between periostin expression and irisin expression (p = 0.0114).
A negative correlation close to statistical significance was obtained between periostin and
podoplanin (p = 0.0607) and a positive correlation between irisin and Ki-67 (p = 0.0644) in
BCC. Analysis of Ki-67 expression showed that in AK localized on the sites not exposed to
UV, the expression of this marker was significantly higher than on chronically UV-exposed

sites. A negative correlation was found between the expression of periostin in BCC and the
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duration of the disease, as well as a significantly higher expression of periostin in SCC in

women.
Discussion

My research showed differential expression of irisin, podoplanin and Ki-67 in actinic
keratosis, basal cell carcinoma and squamous cell carcinoma cells, as well as periostin

expression in the stroma of actinic keratosis lesions and non-melanocytic skin cancers.

To my knowledge, this is the first study demonstrating the presence of irisin in AK
and NMSC. There were no statistically significant differences in irisin expression between
benign and cancerous lesions, and therefore, based on the results obtained, the role of irisin in
actinic keratosis and skin cancer cannot be clearly determined. Further research on larger

groups is undoubtedly required.

In the research, positive expression of periostin occurred only in the cancer stroma of
all examined lesions; it was not detected in tumor cells of BCC, SCC or AK. Periostin
expression in the BCC group was significantly higher than in both other studied groups, i.e.
AK and SCC. It is difficult to explain the higher level of periostin expression in less
aggressive BCCs compared to SCCs, but one possible reason may be the unequal group sizes
in the different types of lesions I examined. The similar level of protein expression in SCC
and AK may be related to the fact that some lesions from the AK spectrum undergo cancer
progression towards SCC. Due to the lack of data whether the cancerous lesion in the study
group was a primary lesion or evolved from a precancerous lesion, this thesis requires further
research. The performed correlation analysis showed a statistically significant negative
relationship between the expression of irisin and periostin only in the case of basal cell
carcinoma, which may suggest the protective role of irisin and the procarcinogenic role of

periostin.

In my studies, podoplanin expression occurred in the cells of AK and the examined
NMSCs, as well as in the stromal cells of the lesions (CAF). Its highest expression was
observed in the cells of SCC, lower in BCC, and the lowest in AK. The differences in the
intensity of podoplanin expression between the studied groups were statistically significant,
which undoubtedly confirms the role of podoplanin as an unfavorable prognostic factor.
Additionally, I showed statistically significantly higher expression of podoplanin in SCC in
the case of lesions on skin exposed to UV rays compared to unexposed skin, which confirms

the reports on the leading role of UV radiation in the neoplastic transformation of NMSC.
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In summary, based on conducted research, it can be assumed that irisin, periostin, and
podoplanin may be involved in the process of actinic keratosis and nonmelanoma skin
cancers. However, further detailed studies are required to determine the specific functions of

these proteins.
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