Streszczenie

Czerniak skory jest stosunkowo rzadka choroba, jednak odpowiada za zdecydowang
wigkszo$¢ zgonow spowodowanych nowotworami skoéry. Niepokojacy jest fakt, ze
ogo6lnoswiatowe wskazniki zapadalnosci rosng systematycznie od kilku dekad. Pomimo
znacznego postepu w zakresie mozliwosci terapeutycznych czerniak jest chorobg obarczong
wysokg SmiertelnosScia, a jej przebieg bywa trudny do przewidzenia. Kliniczno-patologiczne
analizy dotyczace czynnikow i mechanizméw warunkujacych rozwdj i progresje nowotworow
w istotny sposob przyczyniaja si¢ do doskonalenia postgpowania diagnostyczno-
terapeutycznego z chorymi. Badania lezace u podstaw niniejszej rozprawy dotyczyty kilku
biatek, t.j. SMAD7, RhoA, ROCK1 oraz ROCK2, zwigzanych z onkogeneza poprzez wptyw
na takie procesy jak wzrost, adhezja, zdolno$ci migracyjne, polarno$¢ czy inwazyjnosc
komoérek oraz powstawanie przerzutdéw. Rola tych wybranych bialek byla wczesdniej
analizowana w oparciu o komorki i tkanki innych nowotworow, a takze hodowle komorkowe
czerniaka, jednak charakterystyka kliniczno-patologiczna ich ekspresji w tkankach
pochodzacych od chorych na czerniaka nie byla dotad zbadana. Wobec tego, podstawa
eksperymentéw opisanych niniejsza rozprawa byta duza kohorta pacjentdw z pierwotnym
czerniakiem skory oraz tkanki poszczegélnych guzoéw usunigtych na drodze zabiegow
operacyjnych. Z wykorzystaniem technik immunohistochemicznych dokonano oceny ekspresji
biatek SMAD7, RhoA, ROCK1 oraz ROCK2 w komorkach nowotworowych, a w przypadku
bialek ROCK takze w limfocytarnych naciekach towarzyszacych guzom (tumor-infiltrating
lymphocytes, TILs). Uzyskane dane dotyczace ekspresji byly nastgpnie analizowane
statystycznie w poszukiwaniu powigzan z profilem klinicznym pacjentéw (np. wiek, pte¢) oraz
detaliczng charakterystyka histopatologiczng (np. typ histologiczny czerniaka, glebokos¢
nacieku, indeks mitotyczny czy stopien nacieku przez TILs). Waznym elementem
eksperymentdéw byto przeprowadzenie analiz przezycia pacjentdéw grupowanych na podstawie
ekspresji poszczegolnych biatek, co umozliwilo oceng ich przydatnosci jako biomarkeréw

prognostycznych.

Pierwsza czg$¢ badan opisanych w rozprawie dotyczyla znaczenia ekspresji biatka
SMAD?7 begdacego inhibitorem szlaku sygnatowego receptorow dla transformujacego czynnika
wzrostu B (TGF-B), cytokiny o wiasciwosciach m.in. silnie hamujacych rozwdj nowotworow
w ich wczesnych stadiach. Potilosciowa ocena obecnosci SMAD7 w komorkach ponad dwustu
przypadkéw czerniaka skory oraz konfrontacja uzyskanych danych z innymi parametrami

mikroskopowymi oraz charakterystyka kliniczng pacjentow dowiodty, ze zwigkszona ekspresja



SMAD7 wiaze si¢ z agresywnoscig choroby. Guzy o wysokiej immunoreaktywnosci SMAD7
cechujg si¢ bardziej ztosliwym fenotypem mikroskopowym (np. wyzszym indeksem
proliferacyjnym, wigksza glebokoscia nacieku czy obecnoscia owrzodzenia) oraz
agresywnoscig kliniczng — rokowanie u chorych z czerniakami o wysokiej ekspresji SMAD7
jest znamiennie gorsze w porownaniu do chorych z guzami o niskiej ekspresji tego biatka. Co
warte podkreslenia, analiza wielowariantowa pokazala, ze ekspresja SMAD?7 jest niezaleznym,
silnym markerem prognozy u pacjentdw z czerniakiem skory (hazard wzgledny (HR) dla
przezycia wolnego od nawrotu = 2,88; HR dla przezycia catkowitego = 3,16). Jego ocena moze
okaza¢ si¢ pomocna przy planowaniu schematu kontroli po leczeniu chirurgicznym, jak tez
dalszego postepowania terapeutycznego. Uzyskane wyniki uprawdopodobniajg hipoteze, ze
jednym z mechanizmoéw umozliwiajacych progresje czerniaka od wczesnych do
zaawansowanych stadiow jest przelamanie antynowotworowego dziatania TGF- poprzez

nadekspresje biatka SMAD7 w komorkach guza.

W kolejnym eksperymencie przeprowadzonym w ramach przewodu doktorskiego
zbadano profil ekspresji biatkka RhoA w czerniaku. Jest to molekularny przetacznik
o aktywnos$ci GTPazy, ktory steruje kluczowymi z punktu widzenia onkogenezy procesami, jak
m.in. apoptoza, inwazyjno$¢ czy tworzenie przerzutow. Chociaz dane literaturowe wigzaty
hiperaktywno$¢ RhoA z wickszym zaawansowaniem i agresywnoscig réoznych nowotworow
nablonkowych, znaczenie kliniczne ekspresji RhoA w czerniaku skory pozostawato
niewiadom3. W wyniku badan po raz pierwszy wykazano korelacj¢ ekspresji RhoA
w nowotworowych melanocytach z prawdopodobienstwem wznowy choroby 1 zgonu
zwigzanego z nowotworem. Co szczegdlnie istotne, zaobserwowana zalezno$¢ jest odwrotna
niz w przypadku wiekszosci nowotwordw, a mianowicie w bardziej zaawansowanych
czerniakach wewnatrzkomorkowa ilos¢ biatka RhoA spada, a jego niska ekspresja jest
niezaleznym markerem niekorzystnej prognozy. Dane te dowodzg, iz aktywnos¢ 1 rola RhoA

w r6znych nowotworach nie stanowig paradygmatu.

Ostatnia czg$¢ rozprawy dotyczyla ekspresji w czerniaku skory biatek ROCKI1 oraz
ROCK?2 stanowigcych kinazy efektorowe dla RhoA, ktérych biologiczna aktywnos$¢ jest
bezposrednio regulowana przez t¢ GTPaz¢. Do najlepiej poznanych 16l tych enzymow nalezy
regulacja stabilnosci cytoszkieletu aktynowego oraz kurczliwo$ci komorek. Poprzez modulacje
tych procesow, a takze inne aktywnosci, biatka ROCK wplywaja m.in. na przyczepnos$¢,
migracj¢ 1 inwazyjno$s¢ komorek. W przedstawionej tu pionierskiej analizie wykazano, ze

obnizona ekspresja ROCK1 oraz ROCK2 wigze si¢ z wyzszym stopniem klinicznego



zaawansowania choroby oraz mikroskopowymi wyktadnikami jej agresywnosci, m.in. wigksza
grubo$cia wg Breslowa, wyzszym indeksem mitotycznym czy guzkowym typem
histologicznym. W analizie Kaplana-Meiera jedynie ekspresja ROCK2 w komorkach czerniaka
byla cecha rdznicujacg pacjentow wzgledem dlugosci przezycia, jednak prognostyczny
charakter tego parametru nie zostal potwierdzony w analizie wieloczynnikowej. Poniewaz
postuluje si¢ udziat biatek ROCK w regulacji odpowiedzi immunologicznej, w eksperymencie
przeanalizowano, poza komodrkami guza, ekspresj¢ ROCK1 i ROCK2 w TILs. Jednak tylko
w przypadku ROCK2 zaobserwowano istotng statystycznie, dodatnig zalezno$¢ pomiedzy
immunoreaktywnoscig limfocytow, a stopniem naciekania przez nie mikrosrodowiska
czerniaka. Ponadto, podobnie jak w przypadku melanocytow, ekspresja obu bialek ROCK
w TILs istotnie wigzala si¢ z charakterystyka kliniczno-patologiczng czerniaka. Znaczenie
kinaz ROCK w komorkach podscieliska nowotworowego, w tym komorkach uktadu
odpornosciowego, jest w =zasadzie niezbadanym aspektem onkogenezy. Przytoczone

obserwacje sugeruja, ze ta tematyka moze by¢ warta poglebionych analiz.

Podsumowujac, do najwazniejszych wynikow 1 wnioskow ptynacych z przeprowadzonych

badan nalezy zaliczy¢:

1. Nadekspresja SMAD7 przez komorki czerniaka moze by¢ mechanizmem ucieczki od
przeciwnowotworowego dziatania TGF-p.

2. Progresja czerniaka skory wiaze si¢ z supresja szlaku RhoA/ROCK.

3. Melanocytarna ekspresja biatek SMAD7 oraz RhoA ma niezalezng warto$¢
prognostyczng dla pacjentdow z czerniakiem skory.

4. Ekspresja GTPazy RhoA oraz kinaz ROCK nie jest bezposrednio skorelowana
w komorkach czerniaka, co sugeruje to odmienng regulacj¢ transkrypcji i/lub obrotu
wewnatrzkomorkowego tych biatek.

5. Ekspresja kinaz ROCK przez TILs moze funkcjonalnie wigza¢ si¢ z patogenezg
czerniaka skory.

6. Analizy kliniczno-patologiczne oparte si¢ o ekspresj¢ bialek w materiale tkankowym
pochodzagcym od pacjentow majg istotng rol¢ przy weryfikacji obserwacji

pochodzacych z badan na eksperymentalnych modelach nowotwordw.



Summary

Melanoma of the skin is a relatively rare disease, but accounts for a majority of deaths
caused by skin cancers. It is disturbing that global melanoma incidence has been on the rise for
several decades. Despite significant progress with regard to therapeutic modalities in
melanoma, mortality rates remain high and course of the disease is frequently unpredictable.
Clinicopathological analyses touching upon various mechanisms of cancer development and
progression substantially contribute to improvement of patient care. Studies that form the
foundation of this dissertation were related to several proteins, namely SMAD7, RhoA, ROCK1
and ROCKZ2, involved in oncogenesis though their influence on growth, adhesion, migration,
polarity and invasiveness of tumor cells as well as their metastatic potential. The roles of these
proteins have been previously analyzed in cell cultures and tissues of various cancers, however,
clinicopathological characteristics of their expression have not yet been determined in clinical
samples of cutaneous melanoma. Therefore, experiments described in this dissertation were
based on a large cohort of patients with melanoma of the skin and tissues of respective resected
tumors. Expression of SMAD7, RhoA, ROCK1 and ROCK2 was determined
immunohistochemically in melanoma cells as well as in tumor infiltrating lymphocytes (TILSs)
in the case of ROCK proteins. Subsequently, these observations were statistically tested for
correlations with clinical background of patients (e.g. age, gender) and histopathological
features of melanoma (e.g. histological type, tumor thickness, mitotic rate or TIL grade). The
prognostic utility of selected proteins was assessed through survival analyses of patients

stratified according to corresponding expression characteristics.

The first study concerned the significance of expression of SMAD?7, an inhibitor of
transforming growth factor B (TGF-P) signaling. Semiquantitative evaluation of SMAD7
protein in cancer cells of over two hundred primary melanomas and confrontation of acquired
results with other microscopic and clinical parameters revealed that SMAD7 expression is
associated with disease aggressiveness. Elevated SMAD7 immunoreactivity correlated not only
with aggressive microscopic phenotype (higher mitotic index and depth of invasion or presence
of ulceration) but also with the clinical course of melanoma (considerably worse prognosis for
patients with high SMAD7-expressing tumors). What is noteworthy, multivariable analyses
proved that SMAD?7 acts as an independent prognostic biomarker in relation to recurrence-free
survival and overall survival. In the future, assessment of SMAD7 expression in melanoma

might become useful in planning adequate treatment and follow-up regimens. Presented



findings are consistent with a hypothesis that overexpression of SMAD7 by malignant

melanocytes is an escape mechanism from TGF-p—related growth control.

Another experiment conducted within the PhD project was an investigation of RhoA
expression in primary melanomas. This molecular switch with GTPase activity affects several
processes closely associated with oncogenesis, such as apoptosis, invasiveness or metastatic
dissemination. Links between hyperactivity of RhoA and higher stages as well as
aggressiveness of various epithelial malignancies were reported in the scientific literature, but
the clinical significance of RhoA expression in melanoma has remained unknown. Presented
study for the first time revealed a correlation between melanocytic RhoA immunoreactivity and
probability of disease recurrence or melanoma-associated death. Importantly, this correlation is
opposite to observations of most types of cancer, i.e. intracellular levels of RhoA decrease in
advanced melanomas and low expression of this protein is an independent marker of
unfavorable prognosis. These results argue that activity and role of RhoA are not universal and

conserved among various tumors.

The last part of this dissertation is an analysis of ROCK1 and ROCK2 expressed in
cutaneous melanomas. These proteins are effector kinases whose biological activities are
intimately regulated by RhoA GTPase. The best studied functions of ROCK enzymes include
control of cytoskeleton dynamics and cell contractility. By these and other activities ROCK
proteins influence cellular adhesions, migration and invasiveness. The present study
pioneeringly demonstrated that downregulated expression of ROCK1 and ROCK2 in
melanoma cells is associated with higher clinical stage of the disease and microscopic features
of its aggressiveness, e.g. greater Breslow thickness, mitotic rate or nodular histotype.
According to Kaplan-Meier analysis melanocytic ROCK2 but not ROCK1 expression stratified
patients with regard to their survival, but prognostic value of this parameter was not confirmed
in a multivariate regression model. Since ROCK proteins seem to be involved in regulation of
immune responses, this study included assessment of their expression not only in melanocytes
but also in TILs. However, only in the case of ROCK2 there was a statistically significant
association between immunoreactivity of lymphocytes and TIL grade. Besides, similarly to
tumor cells, expression of either ROCK kinase in TILs was substantially associated with various
clinicopathological characteristics of skin melanoma. The role of ROCK1 and ROCK2
expressed by non-neoplastic stromal cells, including immune cells, remain a virtually

unexplored aspect of cancer pathogenesis that merits further investigations.



In summary, conducted research led to the following significant results and conclusions:

Overexpression of SMAD7 by melanoma cells may be a mechanism by which they
evade antitumor activity of TGF-p.

Progression of cutaneous melanoma is associated with downregulation of RhoA/ROCK
signaling.

Melanocytic SMAD7 and RhoA expression have independent prognostic value for skin
melanoma patients.

Expression of RhoA GTPase and ROCK kinases are not correlated in melanoma cells;
this agrues for independent regulation of transcription and/or cellular turnover of these
proteins.

ROCK kinases expressed by TILs may be functionally involved in the pathogenesis of
melanoma.

Clinico-pathological analyses based on evaluation of protein expression in tissue
samples from patients play a role in verifying conclusions derived from studies on

experimental models of cancer.



