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WYKAZ CZESCIE) UZYWANYCH OZNACZEN

ADP - autoimmunizacyjne dermatozy pecherzowe

AKT - kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

AS - alternatywne sktadanie genow (ang. alternative splicing)

BCC - rak podstawnokomdrkowy (ang. basal cell carcinoma)

DC - kadheryny desmosomalne (ang. desmosomal cadherins)

DSGs - desmogleiny (ang. desmogleins)

DSCs - desmokoliny (ang. desmocollins)

EHFP - zarodkowe komorki progenitorowe mieszka wtosowego (ang. embrionic hair

follicle progenitors)
ERK - kinazy regulowane przez sygnaty zewnatrzkomdrkowe, tez MEK

(ang. mitogen/extracellular signal-requlated kinases)

H+E - rutynowe badanie histologiczne hematoksyling i eozyna

IgG - immunoglobulina G

IIF - metoda immunofluorescencyjna posrednia (ang. indirect
immunofluorescence)

mRNA - informacyjny (matrycowy, przekaznikowy) kwas rybonukleinowy

(ang. messenger ribonucleic acid)

n - liczba badanych
nBCC - postac guzkowa raka podstawnokomoérkowego (ang. nodular BCO
NF-xB - czynnik jadrowy «B (ang. nuclear factor x B)

p38MAPK - kinaza proteinowa p38 aktywowana miogenem (ang. p38 mitogen-activated

protein kinase)

PBS - bufor fosforanowy (ang. phosphate - buffered saline)

PF - pecherzyca lisciasta (ang. pemphigus foliaceus)

PI3K - 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol-3-kinase)
PV - pecherzyca zwykta (ang. pemphigus vulgaris)

r — wspotczynnik korelacji rangowej Spearmana (ang. Spearman’s rank

correlation coefficient)

Ryc. - Rycina

sBCC - postac powierzchowna raka podstawnokomodrkowego (ang. superficial BCO
SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SCC - rak kolczystokomérkowy (ang. squamous cell carcinoma)

SSC - bufor cytrynianowy (ang. saline-sodium citrate buffer)

STAT3 - przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji (ang. signal transducer and

activator of transcription)

Tab. - Tabela
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LEGENDA

Nazwy genow ludzkich oznaczono kursywa i wielkimi literami (np. DSG2), mysich
- kursywa, z wielkiej litery i dalej matymi literami (Dsg2). Nazwy biatek ludzkich
pisano wielkimi literami (DSG2). Biatka mysie oznaczono z wielkiej litery i dalej

matymi literami (Dsg2).

W pracy uzyto czcionki Apolonia autorstwa dr. Tomasza Wetny, ktdra w zamysle jej twdrcy ma odzwierciedlac
ducha pisanego jezyka ojczystego. Czcionka jest dostepna do pobrania pod adresem http://www.polskalitera.pl/
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1. WSTEP
1.1 Kadheryny desmosomalne jako rodzina biatek budujacych desmosom

Kadheryny desmosomalne (DC) naleza do nadrodziny kadheryn
- glikoprotein przezbtonowych zaleznych od jondw wapnia (calcium-dependent
adherins), bioracych udziat w adhezji miedzy sgsiadujacymi komorkami poprzez
zorganizowane struktury zwane desmosomami (Ryc. 1) (Angst i wsp. 2001; Bazzi
i wsp. 2006; Franke 2009). Biatka te uczestniczg rowniez w okreslaniu sposobu
i czasu komunikacji, migracji i dojrzewania okreslonych komorek, a w efekcie
roznicowania tkanek (Gumbiner 2005; Saburi i wsp. 2005; Halbleib i wsp. 2006;
Pokutta i wsp. 2007; Niessen i wsp. 2008; Delva i wsp. 2009; Hulpiau i wsp. 2009,
2011; Zhang Ying i wsp. 2011). Ponadto DC biorg udziat w inicjacji adhezji pomiedzy
komdrkami, a takze jej podtrzymywaniu niezaleznie od klasycznych kadheryn
(Garrod i wsp. 2002). Wszystkie kadheryny wspdtdziela podstawowy uktad
powtarzajacych sie pozakomorkowych domen (ectocytoplasmic domains, EC1-EC5),
z ktorych kazda sktada sie z okoto 110 reszt aminokwasowych, usztywnionych przez
3 jony wapnia zwigzane z nimi w regionach taczacych domeny (Boggon i wsp.
2002; Ciatto i wsp. 2010; Leckband i wsp. 2012; Thiery i wsp. 2012). Kazda
z kadheryn posiada miejsce rozpoznawania przylegania (cell adhesion recognition,
CAR) w obrebie pozakomorkowej N-koncowej domeny ECI, charakteryzujace sie
obecnoscia sSrodkowej reszty alaninowej (Garrod i wsp. 2002). W sktad DC,
wystepujacych w nabtonku i tkance migsnia sercowego, wchodza 2 nadrodziny
biatek: desmogleiny (DSG1-4) oraz desmokoliny (DSC1-3), posiadajgce w blisko 30%
sekwencji aminokwasow homologicznych do tych obecnych w tancuchach
polipeptydowych klasycznych kadheryn, takich jak E- i N-kadheryny (Koch i wsp.
1992; Brennan i wsp. 2004; Bazzi i wsp. 2006; Ishii 2007; Gornowicz-Porowska
i wsp. 2011a). Co ciekawe, w proteomie myszy zidentyfikowano ponadto
desmogleiny 51 6 (Dsg5, Dsg6) (Whittock 2003).

Geny kodujace DC u cztowieka zlokalizowane sg na ramieniu dtugim (q)
chromosomu 18 (Hennies i wsp. 1995) i wydaja sie uktada¢ zgodnie z gradientem
ich ekspresji nabtonkowej, co moze wskazywa¢ na ich Kluczowa role
w roznicowaniu nabtonka 1 jego przydatkow - mieszkow wtosowych, tozysk
paznokciowych oraz gruczotéow skornych (Cserhalmi-Friedman i wsp. 2001; Garrod

i wsp. 2002; Gornowicz-Porowska i wsp. 2011a). Dotychczas u cztowieka

Pawet Pietkiewicz — Rozprawa doktorska



dowiedziono istnienia 3 gendw desmokolin (DSCI-3) oraz 4 gendw desmoglein
(DSG1-4) (Garrod i wsp. 2002; Ishii 2007; Brennan i wsp. 2004; Gornowicz-
Porowska i wsp. 2011a; Saito i wsp. 2012). Kazdy z produktow ekspresji gendw
desmokolin podlega zjawisku alternatywnego sktadania genow (alternative
splicing, AS), w efekcie dajac 2 warianty odpowiedniej DSC - dtuzszy wariant ,,a”
oraz krotszy wariant ,b”, pozbawiony domeny srodkomorkowego segmentu
kadherynowego (intracellular cadherin segment, 1CS), czyli miejsca wiazania dla
plakoglobiny (y-kateniny; junctional plakoglobin, JUP) (North i wsp. 1999; Garrod
i wsp. 2002; Green i wsp. 2007; Saito i wsp. 2012). Co ciekawe,
o zjawisku AS donoszono réwniez w kontekscie DSGs. Opisywano 2 warianty
DSG4 (izoformy 1 DSG4 i izoforma 2 DSG4), a takze w pojedynczym doniesienu
wariant DSG3 - kadtubowy N-koncowy fragment okreslony przez badaczy nazwa
ANDg3 (Lee J.S. i wsp. 2009). W przypadku pozostatych DSGs nie opisywano
innych wariantdw splicingowych, co jednak nie przeczy ich hipotetycznemu
istnieniu, ze wzgledu na powszechnos¢ zjawiska AS. Geny DSGs uktadaja si¢
w locus genowym kadheryn w nastepujacej kolejnosci, w kierunku od centromeru
do telomeru: DSGI, DSG4, DSG3, DSG2 (Ryc. 2) (Mahoney i wsp. 2006).
Wspotgranie kolejnosci genow z uktadem warstwowym ekspresji DSGs w naskorku
(Mahoney i wsp. 2006), ktdre zostato potwierdzone w obserwacjach na modelach
ludzkich i zwierzecych (Arnemann i wsp. 1993; King i wsp. 1993b; King
i wsp. 1997) daje podstawy do twierdzenia, ze odmienne tkanki cechujg sie
obecnoscia desmosomow o odmiennym sktadzie biatkowym, a zatem
przypuszczalnie rowniez odmiennych biochemicznie i czynnosciowo (Delva i wsp.
2009). Ze wzgledu na wzglednie tatwy do uchwycenia, charakterystyczny obraz
ultrastrukturalny desmosomu w mikroskopii elektronowej, struktury te byty
pierwszymi opisanymi przy pomocy tej metody potaczeniami
miedzykomodrkowymi w ludzkiej skorze (Peltonen i wsp. 2010). Kazdy desmosom
zbudowany jest z przynajmniej jednej DSC i jednej DSG, ale wydaje sie, ze nie
istnieja zadne ograniczenia dotyczace obecnosci ,,nadprogramowych” DC w jego
strukturze (North i wsp. 1996; King i wsp. 1997; Chidgey 2002). Fragmenty DC
za posrednictwem plakoglobin, plakofilin i desmoplakin wiaza si¢ z cytoszkieletem
keratynowych filamentow  posrednich  stabilizujacych  strukture  komorki
(EI-Amraoui i wsp. 2010). Nabtonki jednowarstwowe ptaskie charakteryzujg sie

jedynie  obecnoscia  par DSG2-DSC2, podczas gdy w  nabtonkach
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wielowarstwowych, np. naskorku czy nabtonku mieszkowym, moga wystepowac
uktady wszystkich DSGs i DSCs (Delva i wsp. 2009). Chociaz dane dotyczace
ekspresji DC, zwtaszcza na poziomie mRNA sg bardzo skape, a wiekszos¢ doniesien
dotyczy ich ekspresji na poziomie biatka (Gornowicz-Porowska i wsp. 2011a),
na podstawie analizy ekspresji mRNA, zasugerowano istnienie wzorca
przestrzennego transkrypcji gendw DC oraz hierarchicznosci ekspresji konkretnych
genow (King i wsp. 1997). Zauwazono ponadto zwigzek wystepowania konkretnych
izoform DC ze stopniem zroznicowania tkanek (Moll i wsp. 1997). Zauwazono,
ze jedynie 2 biatka z rodziny DC, mianowicie DSG2 and DSC2, mozna
przyporzadkowac intensywnie dzielacym si¢ komorkom - tworzacym nabtonki
jednowarstwowe,  warstwe  podstawna  nablonkéw wielowarstwowych,
pajeczynowke, grasice, miesien sercowy i grudkowe komorki dendrytyczne (FDO)
obecne w weztach chtonnych (Nuber i wsp. 1995, 1996; Schafer i wsp. 1994, 1996;
Presland i wsp. 2000; Amagai 1 wsp. 2012). Dla odmiany, w komorkach nabtonkow
wielowarstwowych o wysokim stopniu zroznicowania przewazajg DSG1 i DSCI,
ktorym czesto towarzysza DSG3 i DSC3 (King i wsp. 1993; Theis i wsp. 1993;
Arnemann i wsp. 1993; Legan i wsp. 1994; Nuber i wsp. 1996). Udowodniono,
ze DSGs sa pierwotnie syntetyzowane w postaci nieaktywnych probiatek
w siateczce endoplazmatycznej, a nastepnie transportowane przez strefy cis i trans
aparatu Golgiego, gdzie sa poddawane enzymatycznej obrobce konwertazy
probiatkowej (Gornowicz-Porowska i wsp. 2010). Czynne biologicznie biatka
sa transportowane do desmosomdOw lub magazynowane w okolicy potgczen
przylegania (Yokouchi i wsp. 2009).

Badania nad desmosomami przez lata ogniskowaty sie na poznaniu struktur
molekularnych zapewniajacych adhezje komorek - mechaniczng stabilizacje
nabtonkéw. Od podznych lat 90’ badacze zwrocili uwage na udzial desmosomow
i ich poszczegolnych biatek w roznicowaniu tkanek oraz utrzymaniu homeostazy.
Obecnie w obszarze zainteresowan znajduja sie zagadnienia dotyczace znaczenia
zaburzonego przylegania komorkowego oraz zaburzen komdrkowych szlakow
sygnatowych w rozwoju raka i zdolnosci do przerzutowania. Istniejg dane
literaturowe  sugerujace duza aktywnos¢ proliferacyjng komorek raka
podstawnokomorkowego. Stoi to w sprzecznosci z obrazem klinicznym powolnego,
nawet wieloletniego wzrostu guza. Istniejg przestanki, by podejrzewac, ze jego
wzrost i réznicowanie moze zaleze¢ od ekspresji tkankowej DC. Czynnosciowe

znaczenie tych biatek przylegania w adhezji komodrek BCC oraz w zdolnosci raka
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do naciekania czyni z DC uzyteczne narzedzie pomocne w ocenie charakteru,

potencjatu wzrostowego i rokowania BCC.

L

Dommea” Desmoplakina e Desmokolina { Plakoglobina
Fllamen‘_t I Desn]og]ejna . Plakofilina
posredni

Ryc. 1 Schemat budowy desmosomu. Na podstawie Fuchs i wsp. 2002.

Ryc. 2 Skupisko genow ludzkich kadheryn desmosomalnych na ramieniu dtugim
chromosomu 18. Na podstawie: Gornowicz-Porowska i wsp. 2011b.

1.2 Ekspresja DSGs w zdrowych tkankach

DC sa statym elementem desmosomow kregowcow we wszystkich
nabtonkach wielowarstwowych, nabtonkach jednowarstwowych (np. jelitowym,

gruczotow sutkowych, tchawicy, pecherza moczowego, watroby, prostaty) i innych
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tkankach, gdzie desmosomy sg obecne — jak miesienn sercowy czy grasica (Amagai
i wsp. 2012). Charakteryzujg sie one ekspresja zalezng od typu komorki oraz formy
organizacji tkankowej (Parrish i wsp. 1990; Buxton i Magee 1992; Koch i wsp. 1992,
1994; Buxton i wsp. 1993; King i wsp. 1993a i b, 1995, 1996, 1997). Uwazane
poczatkowo jedynie za czasteczki adhezyjne, kadheryny sa zaangazowane w wiele
procesow biologicznych. Ws$rod nich mozna wymieni¢ mechanizmy wzajemnego
rozpoznawania si¢ komorek, miedzykomdrkowe przesytanie informagji,
uczestnictwo w szlakach sygnatowych, udziat w rozwoju tkanek, tworzeniu naczyn
oraz prawdopodobnie transmisji sygnatow nerwowych (Angst i wsp. 2001).
Poznanie roli DSGs, sterujacych fizjologicznie roznicowaniem tkankowym
w konkretnych tkankach, daje podstawy do dalszych badan nad wptywem
ekspresji DC w tkankach patologicznie zmienionych, w tym objetych procesem

nowotworowym.

1.2.1 Zdrowy naskorek w zyciu ptodowym

Badania dotyczace budowy skéry w fazie rozwoju sa nieliczne i opieraja sie
w przewazajacej liczbie na obrazach mikroskopii elektronowej, a sktad biatkowy
ptodowych desmosomoéw i mechanizmy regulacji dojrzewania skory nie zostat
dotychczas dostatecznie zgtebiony. Wymienia sie liczne czynniki, ktore moga miec
wpltyw na organizowanie si¢ desmosomow z biatek strukturalnych i ich
dekompozycje. Sa to: poziom i gradient jonow wapnia, regulacja enzymatyczna
(aktywnos¢ kinaz/fosfataz), obrébka enzymatyczna biatek, zjawisko cross talk
z potaczeniami zwierajacymi oraz poziom EDGF (Yin i wsp. 2004; Leinonen i wsp.
2009; Peltonen i wsp. 2010). Medyczne bazy naukowe zawieraja okoto 100
publikacji dotyczacych budowy skory w okresie ptodowym (Peltonen i wsp. 2010).

Uwaza sie, ze pierwsze z rzadka rozlokowane potaczenia desmosomalne
powstaja pomiedzy warstwg podstawna naskorka a peryderma - pierwsza,
sptaszczona wierzchnia warstwa naskorka lezaca ponad warstwa podstawna, ktdra
cechuje sie rowniez zdolnoscia do proliferacji. Ich obecno$¢ wykazuje sie juz w 5-8
tygodniu zycia ptodowego (Holbrook i wsp. 1975; Hentula i wsp. 2001). Badanie
desmosomdOw we wczesnym okresie ptodowym (5 tydzien) z surowicy
pecherzycowa nie pozwolito uzyskac¢ typowego obrazu “sieci rybackiej/kabaretek”
(Delpech-Stewart 1971), ktéry uzyskiwano dopiero po 11 tygodniu zycia ptodowego

(Lane i wsp. 1985). Podczas dojrzewania ptodu liczba desmosomow stopniowo
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wzrasta (Hentula i wsp. 2001). W sSwietle powyzszych badan wydaje sieg,
ze we wczesnym okresie zycia ptodowego, pomimo wykazania obecnosci
desmosomoOw, nie mozna udowodni¢, ze w ich sktad wchodzg DSGs.
Co ciekawe, badanie naskorka z 8 tygodnia zycia ptodowego z surowicg
zawierajacg przeciwciata przeciwko ludzkim DSGs w obrazie uzyskanym za pomoca
skanujacej laserowej mikroskopii konfokalnej (confocal laser scanning microscopy,
CLSM) wykazato punktowe Swiecenie rownomiernie w obrebie bton komorkowych
komorek warstwy postawnej i perydermy, co wskazuje na obecnos¢ DC, lecz
rowniez brak polaryzacji potaczen w komorkach warstwy podstawnej na tym
etapie rozwoju (Hentula i wsp. 2001). W 11 tygodniu zycia ptodowego pomiedzy
warstwa podstawng a peryderma tworzy sie warstwa posrednia, dajgca poczatek
nabtonkowi warstwowemu i réznicowaniu tkankowemu naskdrka.

W okresie pomiedzy 9 a 20 tygodniem zycia ptodowego pojawia si¢ wiecej
filamentdw posrednich zwiazanych z desmosomami (Holbrook i wsp. 1975).
Zauwaza sie¢, ze komorki warstwy posredniej zawierajg ich wiecej niz komorki
warstwy podstawnej i perydermy. Co ciekawe, wraz z roznicowaniem warstwy
posredniej zauwaza sie ogdlny spadek liczebnosci potaczen desmosomalnych
w warstwie podstawnej i polaryzacje budowy jej komdrek typowa dla dojrzatej
skéry. Przybywa natomiast desmosomow w wyzszych warstwach (Hentula i wsp.
2001). W badaniu immunofluorescencyjnym posrednim (indirect immuno-
fluorescence study, 11F) na skorze ptodu w potowie Il trymestru ciazy
z przeciwciatami anty-DSG3 obecne jest miedzykomorkowe Swiecenie typu
pemphigus w obrebie warstwy podstawnej i warstwy posredniej (Lane i wsp. 1985;
Hentula i wsp. 2001). Jego ziarnisty charakter ewoluuje w IIF w jednolita ,siec
rybacka” do 21 tygodnia zycia ptodowego (Peltonen i wsp. 2010). Swiadczy to
o obecnosci DSG3 w desmosomach ptodowych w tym okresie. DSG 1 wykrywa sie
w komorkach warstwy posredniej i perydermy juz w 14. tygodniu zycia
ptodowego, natomiast warstwa podstawna nie wykazuje jej ekspresji (Kurzen
i wsp. 1998). W tym samym okresie, w obrebie komorek warstwy podstawnej
obserwuje sie silng ekspresje DSG2, oraz niewielka jej ekspresje w obrebie
perydermy (Kurzen i wsp. 1998). Zarowno w 14, jak i 18. tygodniu zycia ptodowego,
wzorzec ekspresji DSG3 pokrywa sie z wzorcem ekspresji DSG2 (Kurzen i wsp. 1998).

W 111 trymestrze peryderma przestaje sie dzieli¢ i ulega keratynizacji, tworzac
ochronna ,koperte” zrogowaciatych komorek, ktéra nastepnie w wyniku utraty

potaczen desmosomalnych ulega ztuszczeniu do ptynu owodniowego (Peltonen
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i wsp. 2010). Do 21-24 tygodnia zycia ptodowego, warstwa posrednia rozwija sie
w warstwy: kolczysta, ziarnistg i rogowqg (Holbrook i wsp. 1980; Akiyama i wsp.
1999). Dwie pierwsze z nich stajg sie bogate w desmosomy. Skora przypomina
wowczas histologicznie skore noworodka.

Wuysunieto teze, ze istnieja mechanizmy kontrolujgce ekspresje danej
izoformy w perspektywie czasu i przestrzeni, w oparciu o obserwacje wysokiej
homologicznosci DSGs zarbwno na poziomie genow, jak i biatka (Mahoney i wsp.
2002). Uwaza sie zatem, ze DSGs moga odgrywac kluczowa role w przyleganiu

komorek podczas rozwoju ptodowego (Mahoney i wsp. 2002).

1.2.2 Dojrzaty zdrowy naskorek

Wzory ekspresji DSGs w naskdérku zostaty przedstawione graficznie na
Ryc. 3. DSG1 wykazuje niska ekspresje w komdrkach mtodych lezacych w warstwie
podstawnej, stopniowo zwiekszajgca sie wraz z ich dojrzewaniem w Kkierunku
warstwy rogowej (Wu H. i wsp. 2003). DSG2 wykazuje najwyzsza ekspresje
w najnizszych warstwach naskorka - tj. komdrkach warstwy podstawnej, ktora
zmniejsza sie wraz z dojrzewaniem komorek (Ryc. 4A) (Brennan i wsp. 2010;
Bowszyc-Dmochowska i wsp. 2010). Dowodzono, ze warstwa podstawna naskorka
dtoni jest bardziej bogata w DSG2 niz warstwa podstawna zdrowego naskorka
innych okolic (Brennan i wsp. 2009). DSG3 wykazuje najwyzsza ekspresje
w warstwie podstawnej, a nagly jej zanik wraz przejsciem Kkeratynocytu
do warstwy kolczystej (Ryc. 4B) (Wui wsp. 2003; Bowszyc-Dmochowska i wsp.
2010). Wykazano pozytywna Kkorelacje ekspresji DSG2 i DSG3 w naskdrku
(Gornowicz-Porowska i wsp. 2011b). Wystepowanie DSG1 i DSG3 ogranicza sie
jedynie do nabtonkéw warstwowych (Brennan i wsp. 2010). Ekspresja DSG4
wzrasta wraz z przesuwaniem sie Keratynocytow z warstwy ziarnistej
do wysokozréznicowanej warstwy rogowej (Kljuic i wsp. 2003; Mahoney i wsp.
2006; Ishii 2007). Zaleznosc¢ ta zostata potwierdzona na obu poziomach biosyntezy
biatka (biatko, mRNA) przez Bazziego i wsp. (Bazzi i wsp. 2006). W materiale
wtasnym wykazano ekspresje DSG4 m.in. w przewodach wyprowadzajgcych
gruczotow potowych (Ryc. 4D). Klonowanie, wraz z ocenag organizacji intronow
i egzonow, mysich gendw Dsgs ujawnito istotny konserwatyzm ich uktadu
(Mahoney i wsp. 2002). Ta sama grupa badaczy wskazywata na zroznicowanie

ekspresji Dsgs w tkankach ptodow muysich i dorostych osobnikow. Wydaje sig,
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ze w przypadku dorostych myszy Dsg2 wystepuje w licznych tkankach, natomiast
ekspresja Dsgl i Dsg3 ogranicza sie do wybranych tkanek (Mahoney i wsp. 2002).
W zwiazku z odrebnoscig ewolucyjna, w tym rowniez na poziomie genow DSGs,
korzystniejszy od modelu mysiego (6 Dsgs) dla ekstrapolacji wynikéw badan dla

cztowieka bytby dla przyktadu model psi, blizszy ludzkiemu (4 DSGs).

psas | Warstwa rogowa

Warstwa ziarnista

=
/

Warstwa kolczysta

Warstwa podstawna

Ryc. 3 Wzory ekspresji desmoglein w dojrzatym naskérku.

1.2.3 Mieszek wtosowy w zyciu ptodowym

Skora daje sygnat komorkom naskorka do przemiany w zawiazek wtosa
przed 9 tygodniem zycia ptodowego (Weller i wsp. 2011). Jest on litym tworem
o ksztatcie walca, zagtebionym skosnie w skore wtasciwa (Weller i wsp. 2011). Pod
wptywem sygnatow przekazywanych z zawiazka wtosa do skory wtasciwej jego
dolna czes¢ zostaje wpuklona do wewnatrz przez zgrupowanie komorek
mezenchymalnych (zwane plakoda), tworzac brodawke wtosa zawieraca naczynia
krwionosne odzywiajace zawigzek (Sperling 1991). Plakoda pobudza komorki
zawiazka wtosa do roznicowania w pochewke wtosa i zstepowania wraz
z brodawka wtosa w gtab skory wtasciwej (Harris i wsp. 2010). Mieszek wiosowy
w zyciu ptodowym posiada obszar znany jako ptodowy obszar wybrzuszenia
(embryonic bulge), zawierajacy komorki pluripotencjalne, o wuysokiej ekspres;ji
DSG2 (Wu H. i wsp. 2003), posiadajace zdolnos¢ samoodnowy, proliferacji
i réznicowania si¢ w komdrki mieszka wtosowego, gruczoty tojowe, apokrynowe,
ich przewody oraz naskorek (Cotsarelis i wsp. 1990; Ma i wsp. 2004; Ohyama 2007).
Ptodowa macierz wtosa (embryonic hair germ) jest odpowiednikiem warstwy

podstawnej naskorka. Zawiera ona komorki macierzyste o wysokim potencjale
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proliferacyjnym, ktdre wytwarzaja wewnetrzng pochewke wtosa oraz jego todyge
(Sperling 1991; Alonso i wsp. 2006).

Ekspresja DSG1 byta obserwowana juz w 14. tygodniu zycia ptodowego
i lokalizowata si¢ w obrebie wewnetrznej pochewki wtosa (Kurzen i wsp. 1998).
W  przypadku wtosow typu Ilanugo, DSG1 w lokalizowata sie¢ podobnie
- w wewnetrznej pochewce wtosa, podczas gdy macierz wtosa i komorki opuszki
tworzace wtos (trichocyty) wykazywaty sladowa jej obecnosc. Komorki gornej
potowy, w przeciwienstwie do dolnej potowy zewnetrznej pochewki wtosa,
rowniez wykazywaty ekspresje DSG1 (Kurzen i wsp. 1998). Niewielka ekspresja
DSG1 obecna byta takze w komorkach ptodowego obszaru wybrzuszenia (Kurzen
i wsp. 1998). Od 14. tygodnia zycia ptodowego wykazywano obecnos¢ DSG2 i DSG3
w komdrkach zewnetrznej pochewki mieszka wtosowego, macierzy, trichocytach
oraz wszystkich komodrkach ptodowego obszaru wyrzuszenia, lecz nie obserowano
ich w wewnetrznej pochewce wtosa (Kurzen i wsp. 1998). Te obserwacje pokrywaty
sie w przypadku zawigzkow mieszkow wtosowych, jak i mieszkach wtosowych
wtoséw typu lanugo. Lokalizacjia ekspresji DSGI-3 na poziomie mRNA byta
analogiczna do ich ekspresji na poziomie biatka (Kurzen i wsp. 1998). Brak jest

danych na temat ekspresji DSG4 na poziomie mRNA w tym okesie.

1.2.4 Dojrzaty mieszek wlosowy

Proces wzrostu mieszka wtosowego w dojrzatej skorze przypomina jego
wzrost w zyciu ptodowym. Pojedyncze mieszki wtosowe podlegajg regularnemu
cyklowi wzrostu i wypadania wtosdw. Podaje sie 3 fazy cyklu wtosowego: anagen,
katagen i telogen. Anagen jest pierwsza, aktywna faze wzrostu wtosa. Katagen jest
krotkim okresem przejscia z fazy wzrostu do fazy spoczynku, ktorej koniec
przestajacego rosna¢ wtosa przybiera maczugowaty ksztatt. Telogen jest faza
spoczynku wtosa, ktora konczy sie jego wypadnieciem. Niektorzy badacze daza do
wprowadzenia czwartej fazy cyklu - egzogenu, zwigzanego z krotkim okresem
wypadania wtosa. W zaleznosci od okolicy ciata obserwuje si¢ rozny czas trwania
poszczegolnych faz zycia wtosa (Weller i wsp. 2011).

Potozony u podstawy zewnetrznej pochewki wtosa obszar wybrzuszenia
(bulge region) jest odpowiednikiem ptodowego obszaru wybrzuszenia. Podobnie,
zawiera on komorki pluripotencjalne (Alonso i wsp. 2006). Lezaca réwniez

u podstawy zewnetrznej pochewki wtosa, ale w odrebnym obszarze niz
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wybrzuszenie, macierz wtosa (germinative matrix) odpowiada ptodowej macierzy
wtosa (Hardy 1992). Podstawa i boczne sciany mieszka wtosowego po utworzeniu
brodawki wtosa zagtebiaja sie przez skore wtasciwg nawet na gtebokosc¢ tkanki
ttuszczowej (Harris i wsp. 2010).

Mieszki wtosowe wykazujg ciagtos¢ z naskorkiem zarowno pod wzgledem
budowy, jak i pochodzenia tkankowego. Na podobienstwo naskorka, komorki
mieszka wtosowego tworzg warstwy w oparciu o stopien zroznicowania (Wu H.
i wsp. 2003). Wzory ekspresji DSGs w dojrzatym mieszku wtosowym zostaty
przedstawione graficznie na Ryc. 5. DSG1 wystepuje w wewnetrznej oraz
najbardziej wewnetrznych warstwach zewnetrznej pochewki wtosa. DSG2 ulega
wysokiej ekspresji w najmniej zroznicowanych komdrkach naskdérka, w tym
komdrkach okolicy wybrzuszenia, komorkach macierzy opuszki wtosa, oraz
warstwy podstawnej zewnetrznej pochewki wtosa (Wu H. i wsp. 2003).
Wskazywano, ze jej ekspresja mieszkowa jest istotnie wyzsza niz naskorkowa
(Brennan i wsp. 2009). DSG3 wystepuje w mieszku wiosowym w komorkach
o réoznym stopniu Kkeratynizacji — wszystkich warstwach komdrek zewnetrznej
pochewki wtosa w obszarach rogowacenia typu wtosowego (Ryc. 40)
oraz we wszystkich komorkach warstwy podstawnej zewnetrznej pochewki wtosa
z naskorkowym typem Kkeratynizacji, w tym obszarze lejka (infundibulum)
(Wu H. i wsp. 2003; Dmochowski 2006). DSG3 odpowiada za kotwiczenie wtosa
telogenowego w mieszku (Dmochowski 2006). DSG4 wykazuje ekspresje w korze
todygi wtosa, dolnej czesci nabtonka wilosowego oraz goérnym odcinku
wewnetrznej pochewki wtosa (Bazzi i wsp. 2009). Dane o ekspresji DSG4
na poziomie biatka wspotgraja z wczesniej uzyskanymi danymi na poziomie
mRNA (Bazzi i wsp. 2006). Te DC uwaza sie za kluczowa dla adhezji
miedzykomorkowej w mieszku wlosowym 2z powodu jej znaczenia dla
modulowania przejscia od proliferacji do réznicowania (Kljuic i wsp. 2003; Brennan

i wsp. 2010).
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Ryc. 4 Wzory ekspresji nabtonkowej desmoglein. Ekspresja DSG2 w dolnych warstwach
naskorka (A). Ekspresja DSG3 w dolnych i srodkowych warstwach naskdrka (B). Ekspresja
DSG3 w zewnetrznej pochewce mieszka wtosowego (C). Ekspresja DSG4 w przewodach
wyprowadzajacych gruczotéw potowych (D). Powiekszenie 400x, IHC.
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wlos

gruczot tojowy

pochewka skorna

okolica wybizuszenia

= pochewka zewne¢tizna

warstwa graniczna
(companion layer)

pochewka wewne¢tizna

\ todyga wtosa
migsien przywlosny

pochewka wewnetizna

komorki prekursorowe todygi wtosa
brodawka wtosa

Ryc. 5 Wzory ekspresji desmoglein w dojrzatym mieszku wtosowym. Desmogleiny oznaczono
nastepujacymi kolorami: niebieskim — DSG1, czerwonym - DSG2, zielonym - DSG3, zéttym
- DSG4. Na podstawie: Gornowicz-Porowska i wsp. 2011a.

1.3 Choroby zwiazane z DSGs, istotne dla zrozumienia ich fizjologicznej roli

Mutacje gendw z rodziny DSGs warunkuja liczne zespoty genetyczne.
W 1999 roku udowodniono, ze mutacje DSGI, zwigzane z zaburzeniami architektury
desmosomow i keratynowych filamentdw posrednich powodujg dziedziczny zespo6t
striate palmoplantar keratoderma (SPPK) (Rickman i wsp. 1999; Wan i wsp. 2004).
Dotychczas w SPPK zidentyfikowano 16 odrebnych mutacji DSG1, w wiekszosci
typu nonsesnownego (Dua-Awereh i wsp. 2009; Hershkovitz i wsp. 2009). Pacjenci
cierpiacy na SPPK, w obrebie dtoni i stop prezentuja podtuzne zmiany
hiperkeratotyczne, zazwyczaj najbardziej nasilone w obszarach narazonych
przewlekle na tarcie i ucisk. Mimo, ze zidentyfikowano 3 geny DSGI u myszy
(Dsgla, Dsgi1p, Dsgly), dotychczas nie opisano modelu zwierzecego tej choroby.
Podejrzewa sie, ze do jej zaistnienia na modelu mysim musiatoby dojs¢
do celowanej delecji w obrebie wszystkich 3 gendw o lezacych blisko siebie loci

(EI-Amraoui i wsp. 2010). Ocena chorej skory dtoni za pomocg mikroskopii
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elektronowej udowodnita obnizenie licznosci desmosomoOw, znaczne zmniejszenie
ich wielkosci 1 zaburzenia architektoniki w warstwach ponadpodstawnych naskorka
(El-Amraoui i wsp. 2010). Ponadto na poziomie molekularnym wykazywano
zmniejszenie ekspresji keratyn K5, K14 i K10, a wzrost ekspresji keratyny K16
- markera aktywnosci proliferacyjnej i odbudowy, co moze wiagza¢ sie
z niedojrzatoscig keratynocytow i pogrubieniem naskorka typowym dla SPPK
(Wan i wsp. 2004). Drugi, niedawno opisany zespot zwiazany z homozygotyczna
mutacja DSGI wiaze sie z zapaleniem skory o ostrym przebiegu, alergia
poliwalentng i zespotem SAM. Wuykazano, ze obnizenie ekspresji DSGI1
wspotwystepuje w nim z zwiekszong ekspresja licznych gendw kodujacych
cytokiny zwiazane z alergia (Samuelov i wsp. 2013; Ishida-Yamamoto i wsp. 2014).
Heterozygotyczne mutacje genowe DSG2 oraz DSC2, budujacych potaczenia
pomiedzy kardiomiocytami leza u podtoza arytmogennej kardiomiopatii prawe;j
komory (arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy, ARVC). Wiekszos¢
z 22 opisanych mutacji DSG2 ma charakter mutacji nonsensownych kodujgcych
domeny EC (Awad i wsp. 2008). ARVC przewaznie dziedziczy sie autosomalnie
dominujaco, lecz mutacje moga mie¢ rozny poziom penetracji u poszczegolnych
cztonkow rodziny. U tych pacjentow opisuje sie powiekszenie 1 niewydolnosc
prawej, lecz co warto podkresli¢, rowniez lewej lub obu komor serca, na co zwraca
sie ostatnio uwage postulujac zmiane nomenklatury tej jednostki na arytmogenng
kardiomiopatie komorowa (AVC) (Saguner i wsp. 2014). Zmiany w AVC moga
prowadzi¢ do nagtej smierci sercowej (Saguner i wsp. 2014). Chorobie towarzysza
ponadto  charakterystyczne zmiany w  zapisie elektrokardiograficznym
z komorowymi zaburzeniami rytmu. Na poziomie tkankowym obserwuje sie
przebudowe miesnia sercowego zwigzang z zanikiem kardiomiocytow
i zastepowaniem ich przez tkanke¢ wtoknista i ttuszczowa (Awad i wsp. 2006).
Obraz histologiczny kardiomiocytéw pacjentdw z AVC cechuje sie poszerzeniem
przestrzeni miedzykomorkowych i zmniejszeniem licznosci  desmosomow
(EI-Amraoui i wsp. 2010). W badaniu na modelu mysim, wykazano, ze utrata
unikalnego C-koncowego fragmentu Dsg2 powoduje zaburzenia stabilnosci Dsg?2
na powierzchni komorek, a w efekcie jego szybka endocytoze w komorce miesnia
sercowego (Chen J. i wsp. 2012). Myszy pozbawione obu kopii Dsg2 umieraja
niedtugo po implantacji zarodka, co wskazuje na letalny charakter mutacji (Eshkind
i wsp. 2002). Uwaza sie, ze Dsg2 jest kluczowym biatkiem utrzymujacym

przyleganie i czynnos¢ kardiomiocytow (Schlipp 1 wsp. 2014). Wydaje sig,
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ze mutacje pojedynczego genu DSG2 u czlowieka nie powoduja zaburzenia
czynnosci naskorka, ani mieszka wtosowego dzieki kompensacji DSG2 w tych
tkankach przez inne geny DSGs (Awad i wsp. 2006; Pilichou i wsp. 2006).

Mutacja genu DSG4 wigze sie z zespotem localized autosomal recessive
hypotrichosis (LAH). Wydaje sie, ze ta choroba o dziedziczeniu autosomalnie
recesywnym wystepuje czesciej wsrod pacjentow pochodzenia pakistanskiego
(Schweizer 2006). Pierwsza z opisywanych mutacji powodowata rozlegta delecje
fragmentu kodujgcego domene EC2 oraz cze$¢ domen EC1 i EC3 DSG4 (Kljuic i wsp.
2003). Kolejne opisywane mutacje miaty charakter zmiany sensu lub mutacji typu
null (Wajid i wsp. 2007). W obrebie owtosionej skory gtowy, tutowia i konczyn
pacjentow, wtosy sa kruche i tamliwe (Kljuic i wsp. 2003). Na owtosionej skorze
gtowy dodatkowo w charakterystyczny sposob sie przerzedzajg (Kljuic i wsp. 2003).
Wtosy w obrebie twarzy, okolicy tonowej i pachwinowej sa w przewaznie
oszczedzone przez chorobe (Kljuic i wsp. 2003). Kora wtosa pacjentow z LAH
wykazuje obfitg ekspresje DSG4. Obraz histologiczny ich skory przedstawia
poszerzenie przestrzeni miedzykomorkowych na catej ciggtosci naskorka poza
warstwg podstawng, co mozna tlumaczy¢ obserwowanym w mikroskopii
elektronowej zmniejszeniem licznosci desmosomow, ich zmniejszong wielkoscia
i zaburzeniami struktury. Ciekawym zagadnieniem pozostaje u niektorych
pagjentow naktadanie sie¢ objawow LAH z zespotem wtoséw paciorkowatych
(monilethrig) (Schweizer 2006). Ta genodermatoza o dziedziczeniu autosmoalnie
dominujgcym, o manifestacji we wczesnym wieku dzieciecym, spowodowana jest
mutacja genow KRT81, KRT83 i KRT86, ktore koduja keratyny wtosowe typu Il:
Hb1, Hb3 i Hb6. Posta¢ zwigzana z LAH, spowodowana homozygotyczna mutacja
genu DSG4 dziedziczona jest autosomalnie recesywnie (Schaffer i wsp. 2006;
Shimomura i wsp. 2006; Zlotogorski i wsp. 2006). Rdznice fenotypowe
w poszczegolnych rodzinach chorych moga wynika¢ z odmiennych charakterow
mutacji, wspotistnienia roznych mutacji czy obecnosci epigenetycznych czynnikow
kontrolujacych zmutowany gen DSG4 (EI-Amraoui i wsp. 2010).

Innymi jednostkami, w ktdrych etiopatogenezie DSGs odgrywajg istotng
role sa gronkowcowe ztuszczajace zapalenie skory (Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome, SSSS, Choroba Rittera) i liszajec zakazny (impetigo contagiosa).
Wytwarzana przez szczepy gronkowca toksyna — eksfoliatyna A, powoduje utrate

potaczen desmosomalnych zwiazanych z DSG1, co wigze si¢ z powstawaniem
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ptytkiego, podrogowego pecherza, identycznego morfologicznie z pecherzem
podrogowym obserwowanym w PF (Amagai 1 wsp. 2000). Kolejnym przyktadem
zwiazku infekcji z DSGs jest przyktad adenowirusa ludzkiego o serotypie B,
powodujacego infekcje drog oddechowych i moczowych (Wang Hongjie i wsp.
2011). Odmiennie do wiekszosci ludzkich adenowirusdéw (serotypy A, C-F), ktére
wiazg z receptorem dla adenowirusa Coxsackie, serotyp B wiagze sie z DSG2 jako
pierwotnym receptorem o wysokim powinowactwie, powodujgc przebudowe
komorki nabtonka w komorke o cechach mezenchymalych, by w efekcie czasowo
rozewrzec¢ potaczenia miedzykomorkowe w celu umozliwienia wirusowi wnikniecia
do warstw skory ponizej nabtonka i dalej do krwioobiegu (Amagai i wsp. 2012).
Nieprawidtowa ekspresja izoform DSGs powoduje zaburzenia réznicowania
komdrki, co ukazuje jasno, ze nie sa to jedynie biatka zapewniajace adhezje
(Amagai i wsp. 2012). Ekspresja Dsg3 w powierzchownych warstwach naskdrka,
gdzie w warunkach prawidtowych sie jej nie obserwuje, wywotuje zaburzone
roznicowanie komodrek naskorka, nieprawidtowg budowe warstwy Kkolczystej
oraz zwiekszong przeznaskorkowaq utrate wody (transepidermal water loss, TEWL)
(Elias i wsp. 2001). Pozbawione Dsg2 zarodki myszy obumieraja w stadium
blastocysty (Eshkind i wsp. 2002), natomiast ekspresja Dsg2 w powierzchownych
warstwach naskorka powoduje nasilona proliferacje oraz aktywacje licznych
szlakow sygnatowych - PI3K (3-kinaza fosfatydyloinozytolu, phosphatidylinositol-
3-kinase)/AKT (kinaza biatkowa B, protein kinase B), MEK (kinazy regulowane
przez sygnaty zewnatrzkomodrkowe, mitogen/extracellular signal-requlated kinase,
ERK)/p38MAPK (kinaza proteinowa p38 aktywowana miogenem, p38 mitogen-
activated protein kinase), STAT3 (przekaznik sygnatu i aktywator transkrypgji,
signal transducer and activator of transcription) i NF-xB (czynnik jadrowy «B,
nuclear factor xB) (Brennan i wsp. 2007). Powyzsze obserwacje jasno dowodza
kluczowej roli DSGs w sterowaniu proliferacja i roznicowaniem keratynocytow
(Amagai i wsp. 2012). Wydaje sie, ze wtasnos¢ ta wynika wtasnie z aktywacgji
licznych sciezek sygnatowych, ktorych znaczenie nie jest dotychczas w petni
wyjasnione. Jedng z nich moze byc sSciezka zwiazana z plakoglobina. Biatko to,
bedace y-katening wykazuje znaczng homologie z p-katening (Zhurinsky i wsp.
2000), czastka bedaca elementem sciezki sygnatowej WNT, istotnej dla proliferacji,
roznicowania i rozwoju zarodkowego. DSG1 wydaje sie byc¢ natomiast kluczowym

biatkiem sterujgcym warstwowa organizacja naskorka i jego roznicowaniem
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niezaleznie od adhezji i1 sciezki zwiazanej z plakoglobing, a w wyniku wygaszania
aktywnosci sciezki EGFR-ERK1/2 poprzez interakcje z erbing (erbin) oraz Tcles
(Getsios i wsp. 2009; Amagai i wsp. 2012; Green i wsp. 2013). Erbina - biatko
wigzace ErbB2, wchodzac w reakcje z DSG1 hamuje Sciezke p38MAPK stymulujgc
ekspresje czastek zwiazanych z roznicowaniem, natomiast TcTex — lekki fancuch
dyneiny, biatka odpowiedzialnego za transport dosrodkowy wzdtuz mikrotubul,
wiazac sie z DSG1 moduluje architekture wtokien aktynowych réznicujacych sie

keratynocytow (Green i wsp. 2013; Harmon i wsp. 2013).

1.4 DSGs w autoimmunizacyjnych dermatozach pecherzowych

Dowodd na wptyw DC, a w szczegdlnosci DSGs na stabilnos¢ potaczen
desmosomalnych, a wiec i mechaniczng stabilizacje tkanki zostat przedstawiony
w oparciu o badania dwoch jednostek chorobowych - pecherzycy zwyktej
(pemphigus vulgaris, PV) (Ryc. 6-7) i pecherzycy lisciastej (pemphigus foliaceus, PF)
(Ryc. 8). Krag chordob pecherzycy nalezy do autoimmunizacyjnych dermatoz
pecherzowych (ADP), u podstaw ktorych lezy obecnos¢ krazacych surowiczych
autoprzeciwciat wobec biatek desmosomalnych nabtonka wielowarstwowego,
a w efekcie powstawanie pecherza srod-naskorkowego (Amagai 1996; Gornowicz-
Porowska i wsp. 2010, 2013; Pietkiewicz i wsp. 2012, 2013a i b). Obie z tych
potencjalnie Smiertelnych choréb dotycza naskdrka oraz przydatkow (mieszkow
wtosowych, gruczotdw tojowych i ekrynowych), natomiast jedynie PV zajmuje
rowniez btone sluzowa (gtdwnie btone Sluzowa jamy ustnej) (Dmochowski 2007).
Zmiany Ssluzowkowe w PV przewaznie wyprzedzaja zmiany skorne, natomiast
opisuje sie¢ rowniez mniej typowe przypadki poprzedzone tzw. szankrem
pecherzycowym (Pietkiewicz i wsp. 2011; Gornowicz-Porowska i wsp. [w druku]).
Wsrod  rozlicznych  czynnikdw  przyczynowych/spustowych/podtrzymujacych
wymienia si¢ leki posiadajace w swojej strukturze lub potencjalnie tworzace grupy
tiolowe, amidowe i fenolowe (Dmochowski i wsp. 2014a; Pietkiewicz i wsp. 2015).

Obraz histologiczny PV zmienia si¢ w czasie. Chociaz jest charakterystyczny,
nie jest typowy jedynie dla PV. Poczatkowo, w nieczestym okresie
pokrzywkowatym PV (zwtaszcza w opryszczkowatej odmianie PV), w warstwie
brodawkowatej skory wtasciwej obserwuje sie mierny okotonaczyniowy naciek
eozynofilowy lub mieszany eozynofilowo-neutrofilowy (Dmochowski 2006).

Naskorek z rozproszonym naciekiem eozynofilow i neutrofilow wykazuje cechy
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zwyrodnienia gabczastego (spongiosis), a w warstwie podstawnej i Kkolczystej
nabtonka i jego przydatkow obserwuje sie wakuolizacje (Dmochowski 2006).
W dojrzatym wykwicie PV widoczna jest ciggta szczelina pomiedzy warstwag
podstawng a kolczysta w naskorku i nabtonkowych strukturach przydatkow
(Dmochowski 2006). Szczelina ta moze zawiera¢ eozynofile i neutrofile,
a takze typowo okragte akantolityczne Kkeratynocyty. Komorki warstwy
podstawnej nabtonka w dnie szczeliny opisywane sa w literaturze anglojezycznej
jako tworzace rzad nagrobkow (row of tombstones) (Ryc. 7). Zmiany sluzéwkowe
morfologicznie sa tozsame ze zmianami w naskorku. Podstawa pecherza w PV moze
leze¢ na komorkach warstwy podstawnej pokrywajgacej wydtuzone brodawki
skérne przedstawiajac obraz kosmkow (Dmochowski 2006). Pdézna zmiana
wykazuje cechy naskérkowania, zatem dno pecherza wuysciela wowczas Kilka
warstw keratynocytow. U pacjentow z bujajgca postacig PV obserwuje sie obfity
naciek eozynofilowy w hiperplastycznym naskorku, ktory moze powodowac
powstawanie mikroropni srodnaskérkowych bez wyraznej szczeliny (Dmochowski
2006). Obraz zmian histologicznych w PF przypomina obraz naskorkujacego
pecherza w PV.

W PV organizm wytwarza przeciwciata w Klasie 1gG przeciwko DSG3,
a czesto takze DSG1 (Amagai 1999). Przeciwciata pecherzycowe wigza sie
z desmosomami naskorka i bton sluzowych powodujgc powstanie wiotkiego,
tatwopekajacego ponadpodstawnego pecherza wypetnionego zazwyczaj surowiczg
trescia, ktory ewoluuje w bolesna nadzerke. U pacentdow pecherzycowych
opisywano rowniez krzyzowe reakcje surowic z DSG4 (Dmochowski 2006). Czes¢
surowic pacjentow chorych na pecherzyce zawiera dodatkowo przeciwciata
przeciwko DSCs (DSC1-3, a i b) w Klasie IgG oraz IgA (Dmochowski 2006).
Obecnos¢ przeciwciat skierowanych przeciwko DSG3 i DSG1 wykazuje sie rowniez
w zwiazane] z choroba nowotworowa jednostce z grupy ADP - pecherzycy
paraneoplastycznej (Kershenovich i wsp. 2014). Przeciwciata przeciwko innym
sktadowym desmosomu, desmoplakinom, obserwuje sie¢ w surowicach pacjentow
chorujacych na endemiczna posta¢ PF (Kunte i wsp. 1997; Jiao i wsp. 1998).
Wydaje sie, ze wyjasnieniem tego fenomenu jest zjawisko srodczasteczkowego
i miedzy-czasteczkowego rozprzestrzeniania epitopow (epitope spreading)
lub krzyzowa reakcja typu heteroclitic, w ktorej dochodzi do silniejszego wiazania
przez dane przeciwcialo antygenu wtornego w porownaniu do antygenu

pierwotnego (Dmochowski 2006).
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Przeciwciata przeciwko DSG1 wytwarzane w PF powodujg powstawanie
ptytkich pecherzy podrogowych w obrebie naskorka, ale niezajmujgcych bton
Sluzowych. Prawdopodobnie jest to wynik ich odmiennej budowy zwigzanej
z nizszym poziom ekspresji DSG1 niz w naskdrku, ktora kompensowana jest
wyzszym poziomem ekspresji DSG3 (Shirakata i wsp. 1998). Role autoprzeciwciat
przeciwko DSGs w powstawaniu pecherza na skutek akantolizy, czyli utraty
potaczen desmosomalnych miedzy komdrkami, udowodniono na modelu mysim
(Amagai i wsp. 1998). Interesujacym fenomenem jest istnienie wariantu DSGI,
wynikajacego z AS - insercji 101 par zasad pochodzacych z 3’-koricowego intronu 6
DSG1 wprowadzajacej wcezesniejszy kodon stop (Mouquet i wsp. 2006). Kadtubowe
biatko obecne w btonie komdrkowej keratynocytéw, posiada sekwencje swoiscie
wiazaca sie ze zwiazang z PF czasteczkga HLA (human leucocyte antygen, ludzki
antygen leukocytarny) klasy Il DRP1*0102, przekazujgc sygnat proliferacyjny
dla PF-swoistych autoagresywnych limfocytow T (Mouquet i wsp. 2006).

Zauwazono, ze taczeniu sie przeciwciat pecherzycowych z ich antygenami
(DSG3, DSG1) na powierzchni Kkeratynocytu towarzysza aktywacje Sciezek
sygnatowych. Najlepiej zbadanymi z nich sa te, w ktorych uczestnicza p38MAPK
oraz plakoglobina. Wydaje sie¢, ze do aktywacji tych sciezek sygnatowych moze
dochodzi¢ dopiero po utracie potaczen pomiedzy komorkami (Hartlieb i wsp. 2014).
Tym niemniej sugeruje sie¢, ze ich aktywacja moze potegowac¢ akantolize
mediowang przeciwciatami  pecherzycowymi, a ich zablokowanie moze
powodowac zmniejszenie aktywnosci choroby (Hartlieb i wsp. 2014).

Sciezka p38MAPK wydaje sie by¢ najwazniejsza pobudzana przez wiazanie
antygen-przeciwciato w obu postaciach pecherzycy. Odpowiada ona za regulacje
cyklu zyciowego, w tym proliferacje, réoznicowanie i apoptoze (Coulthard i wsp.
2009). Obserwowano, ze aktywacja p38MAPK w ludzkich keratynocytach przez
przeciwciata pecherzycowe w Klasie IgG prowadzi do nastepczej fosforylagji
kompleksu sygnatowego (signalosome) tworzonego przez p38MAPK i aktywowane
kinazy biatkowe 2/3 (mitogen-activated protein kinase-activated protein kinases 2/3,
MAPKAPK) oraz biatko szoku cieplnego (heat shock protein) HSP27 (Berkowitz
i wsp. 2006). W efekcie, dochodzi do przebudowy cytoszkieletu aktynowego,
akantolizy, oraz co ciekawe - internalizacji DSG3 i jej nastepczej degradacji
w endosomach (Berkowitz i wsp. 2006; Zheng i wsp. 2006; Jolly i wsp. 2010;
Hartlieb i wsp. 2014). Wykazano, ze znaczna czes¢ niezwiazanej z desmosomami

DSG3 pozostaje w cytoplazmie i kolokalizuje sie z p38MAPK (Hartlieb i wsp. 2014).
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Ten sam zespot badaczy wskazywat na role DSG3 w utrzymywaniu struktury
komorki poprzez modulacje przebudowy keratynowych filamentow posrednich
zalezng od p38MAPK (Hartlieb i wsp. 2014). Wykazano, ze komorki nabtonka
pozbawione plakoglobiny w wyniku inzynierii genetycznej, byty mniej podatne
na akantolize pod wptywem przeciwciat pecherzycowych niz klasyczne komorki
nabtonka. Na skutek tego doswiadczenia udato sie zidentyfikowac szlak
sygnatowy, ktérego elementem byt protoonkogen c-Myc, ktorego wzrost ekspresji
obserwowano w Kkeratynocytach narazonych na przeciwciata pecherzycowe
(Williamson i wsp. 2006, 2007). Dotychczas wykazano jego role w procesie migracji
komorek macierzystych i ich réoznicowania w wyspecjalizowane komarki naskorka
wielowarstwowego plaskiego rogowaciejacego (Watt 2001). Wykazywano
na modelach mysich, ze aktywacja c-Myc w keratynocytach warstwy podstawne;j
prowadzi do redukcji liczebnosci komorek macierzystych i intensywnego rozrostu
naskorka (Arnold i wsp. 2001; Waikel i wsp. 2001; Frye i wsp. 2003), natomiast
inaktywacja c-Myc wiaze si¢ poczatkiem roznicowania si¢ komorki w komorke
docelowa (Kolly i wsp. 2005). Aktywacja tego protoonkogenu w komorkach
warstw ponadpodstawnych wyzwala impuls do proliferacji, zaburza réznicowanie
keratynocytow, zmniejsza aktywnosc¢ apoptotyczng indukowana promieniowaniem
UVB oraz prowadzi do rozwoju zmian przednowotworowych (Pelengaris i wsp.
1999; Waikel i wsp. 1999).

W badaniu prowadzonym nad znaczeniem Dsg2 i Dsg3 dla utrzymania
potaczen miedzykomdrkowych wykazywano w oparciu o model PV,
ze przeciwciata anty-Dsg3 powodowaty akantolize¢, natomiast przeciwciata anty-
Dsg2 miaty wptyw na trwatos¢ tych potaczen w nabtonku jelitowym Caco-2
pozbawionym Dsg3, lecz nie w naskdrku (Hartlieb i wsp. 2013). Obserwacje
dotyczace keratynocytow pozbawionych Dsg3, wskazywaty na pewna kompensacje
jej funkcji przez Dsg2 poprzez zwiekszenie jej ekspresji, lecz jedynie
w keratynocytach warstwy podstawnej (Hartlieb i wsp. 2014).

Wspdtczesnie pojawiaja sie coraz wiecej argumentow za teoria,
ze patologiczna autoimmunizacja (w tym ADP) moze wspotistnie¢ ze ztosliwym
nowotworzeniem (Cristaldi i wsp. 2011; Pietkiewicz i wsp. 2013a i b; Maumi i wsp.
2013), a biatka przylegania miedzykomorkowego stanowig naturalny tacznik
pomiedzy tymi dwoma zjawiskami. Opisywano pacjentow, zdiagnozowanych
pierwotnie jako chorujacych na BCC lub SCC u ktdérych rozwijaty sie choroby
z kregu ADP (Ryc. 8) (Pietkiewicz i wsp. 2013b; Maumi i wsp. 2013). Mozliwe,
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ze czeSC z tych osob byta pierwotnie nieprawidtowo zdiagnozowana,
a pecherzycowe zmiany morfologiczne w badaniu histopatologicznym byty
uznawane przez niedoswiadczonego histopatologa za cechy dysplazji, ale nalezy
rowniez bra¢ pod wuwage mozliwos¢ rozwoju autoimmunizacji zwigzanej
ze ztosliwym nowotworzeniem (Pietkiewicz i wsp. 2013a i b, Gornowicz-Porowska
i wsp. 2014b). Wuydaje sie, ze poczatkowa reakcja obronna uktadu
immunologicznego  skierowana  przeciwko  komorkom nowotworowym,
wykazujacym  ekspresje swoistych biatek powierzchniowych, moze ulec
przemodelowaniu w autoagresje poprzez zjawisko rozprzestrzeniania epitopow
i efekt sasiedztwa (bystander effect) (Fujinami i wsp. 2006). Spotegowana
prezentacja autoantygenow, na skutek miejscowego stanu zapalnego zwigzanego
z obecnoscia nowotworu, chemioterapii lub radioterapii moze prowadzic
do patologicznej aktywacji limfocytow T i dalej do poszerzania puli antygenow
wilasnych, w tym strukturalnych biatek naskorka, ktore organizm uzna za obce
(Lehmann i wsp. 1992), zwtaszcza jesli obserwuje sie nadekspresje danych
antygenow w komorkach nowotworu. W przypadkach zaprzestania leczenia
nowotworu lub leczenia immunosupresyjnego, wobec nasilenia osobniczych
mechanizmow walki z rakiem, moze dochodzi¢ do rozwoju autoimmunizacji wobec

autoantygenow (Pietkiewicz i wsp. 2013b).
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Ryc. 6 Pecherzyca zwykta (pemphigus vulgaris, PV). Nadzerki i pecherze w obrebie uda
u pagjentki z PV przypominajaca toksyczng nekrolize naskorka (A). Krwisty pecherz w obrebie
jezyka u pacjentki z PV polekowa (B). Obraz histologiczny zmiany sluzéwkowej w PV (H+E).
Widoczny pecherz ponadpodstawny zawierajacy w szczelinie akantolityczne keratynocyty (C).
Pecherzycowe ztogi mieszkowe w badaniu immunopatologicznym bezposrednim na
wyszarpnietym wtosie (DIFh 1gG4). Wykorzystano w Pietkiewicz i wsp. 2013b. (D). Surowicze
pecherzycowe przeciwciata I1gG4 w badaniu IIF na przetyku matpim (E). Pecherzycowe ztogi
naskorkowe w Klasie 1gG w badaniu DIF skéry z pogranicza zmiany PV uktadajace sie w ,,obraz
sieci rybackiej” (fishing net) lub ,obraz kabaretek” (fish net stockings). Widoczny pecherz
srodnaskdrkowy (F).

Ryc. 7 Obraz histologiczny nabtonka w PV (H+E). Warstwa podstawna nabtonka uktada si¢
w obraz rzedu nagrobkow (row of tombstones).
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Ryc. 8 Pecherzyca lisciasta (pemphigus foliaceus, PF) wspdtistniejaca ze ztosliwym
nowotworzeniem. Zmiany pecherzycowe w obrebie skéry plecdw u pacjena z PF. Objaw
ciasta francuskiego (puff-pastry) (A). Rozlegty egzofityczny guz SCC w obrebie Klatki
piersiowej (B). Pecherz podrogowy. Akantoliza (H+E) (C). Wuysokozréznicowany SCC
z zaznaczonymi pertami rogowymi (H+E) (D). Pecherzycowe ztogi naskérkowe w klasie 1gG4
w badaniu DIF skéry z pogranicza zmiany PF uktadajace sie w ,obraz sieci rybackiej”
(fishing net) lub ,obraz kropel rosy na sieci pajecze]” (dew drops on spider web) (E).
Pecherzycowe ztogi mieszkowe IgG4 w badaniu immunopatologicznym bezposrednim na
wtosie wyszarpnietym ze skéry gtowy (DIFh) (F). Dokumentacja fotograficzna dzieki
uprzejmosci prof. dr. hab. n. med. Mariana Dmochowskiego. Obrazy fluorescencyjne i obraz
histopatologiczny dzieki uprzejmosci dr hab. n. med. Moniki Bowszyc-Dmochowskiej.
Wykorzystano w Pietkiewicz i wsp. 2013b.
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1.5 Nowotworzenie
1.5.1 Rak podstawnokomodrkowy (BCC) - typy kliniczno-histologiczne

Rak podstawnokomorkowy (basal cell carcinoma, BCC), zwany czesto
niezbyt udatnie ,nabtoniakiem”, po raz pierwszy zostat opisany w literaturze
medycznej w 1824 jako ulcus rodens (Jacob 1824). Termin ,rak
podstawnokomorkowy” zostat zaproponowany przez Krompechera w 1903r.
(Rubin i wsp. 2005). Ten wolnorosngcy niemelanocytowy guz pochodzenia
naskorkowego jest najczestszym nowotworem ztosliwym populacji pochodzenia
europejskiego, a zarazem najczestszym (75%) nowotworem ztosliwym skory w tej
grupie (Marks 1995; Tilli i wsp. 2005; Richmond-Sinclair i wsp. 2009). Zapadalnos¢
na BCC ma wynosi¢ odpowiednio 65, 146 i 726 na 100 tys. osob w Europie, USA
i Australii (Giles i wsp. 1988; Miller i wsp. 1994; Raasch i wsp. 2006). Opracowania
naukowe wskazuja, ze ryzyko zachorowania na BCC w populacji kaukaskiej wynosi
30%, a aktualne dane wskazuja na tendencje wzrostowg o 3-8% rocznie od lat 60,
zatem nowotwar ten wydaje sie istotnym problemem spotecznym (Lear i wsp. 1997;
Roewert-Huber i wsp. 2007; Riefenberger i wsp. 2011). Chociaz przewaznie choruja
dorosli powyzej 40 roku zycia, zachorowania na BCC wsrod dzieci nie naleza
do rzadkosci (Gornowicz-Porowska i wsp. 2011a; Hakverdi i wsp. 2011). Okolicami
predysponowanymi do rozwoju BCC sa te eksponowane na sSwiatto stoneczne
- przewaznie gtowa i szyja (80-85%), a szczegolnie okolica nosa (20%) (Sartore
i wsp. 2011). Pomimo znikomego ryzyka przerzutowania (<0.1%) (von Domarus
i wsp. 1984; Snow i wsp. 1994) - gtdwnie do weztow chtonnych, ptuc, kosci
i watroby (Lo i wsp. 1991; Ting i wsp. 2005; Tilli i wsp. 2005), nabtoniak moze
cechowac sie agresywnym, naciekajacym wzrostem deformujac okoliczne tkanki
miekkie, chrzastki, miesnie i kosci, oraz tworzyc rozlegte owrzodzenia. Szacuje sie,
ze ryzyko rozwoju BCC u pacjenta z wczesniejszym wywiadem BCC siega 1000%
ryzyka populacyjnego (Rubin i wsp. 2005). Innymi czynnikami predysponujacymi
do rozwoju kolejnych BCC sa postacie mnogie, starszy wiek i rozmiar nowotworu
powyzej 1cm sSrednicy (Telfer i wsp. 2008). Donoszono tez, ze zdiagnozowanie BCC
w obrebie tutowia wiaze sie z wiekszym ryzykiem powstania nowotworu w tej
samej okolicy (Telfer i wsp. 2008). Uwaza sie, ze ryzyko powstanie kolejnego BCC

w okresie 10-letnim wynosi okoto 46% (Richmond-Sinclair i wsp. 2009).
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W oparciu o cechy histologiczne powstaty liczne Kklasyfikacje BCC.
Najbardziej rozlegty podziat przedstawito dwoje badaczy amerykanskich, dzielgc
BCC na 28 odmiennych podtypow (Wade i wsp. 1978). Potrzeba systematyzagcji
w celu opracowania wtasciwych algorytmow leczniczych pozwolita na stworzenie
nowej, uproszczonej klasyfikacji w oparciu nie tylko o obraz histologiczny
i kliniczny, ale réwniez o rokowanie i ryzyko wznowy nowotworu (Rippey 1998;
Mosterd i wsp. 2008). Podziat BCC opiera sie¢ na odmiennych cechach
poszczegdlnych podtypow - innym sposobie wzrostu i charakterze réznicowania
tkankowego. Wydaje sie, ze sposob wzrostu guza moze miec¢ znaczenie dla ryzyka
procesu wznowy (Vantuchova i wsp. 2006). W swietle tych obserwagji, niektdrzy
badacze przedstawiajg hipoteze, ze odmienne typy moga mie¢ odmienng etiologie
(McCormack i wsp. 1997; Scrivener i wsp. 2002; Raasch i wsp. 2006). Wspdlnymi
cechami wszystkich typéw BCC obecnos¢ zaokraglonych gniazd, kolumn lub pasm
matych, aktywnych mitotycznie, zasadochtonnych komdrek o okragtym
lub owalnym jadrze, przypominajacych komorki warstwy podstawnej naskorka
(basaloid cells), posiadajacych skapa ilos¢ cytoplazmy. Cechujg sie typowym
»palisadowym” uktadem na obwodzie ogniska BCC, otoczonego zrebem wtdkien
kolagenowych i mucyny. W obrazie histologicznym widoczne jest czesto , halo”
- szczelina otaczajaca guz pozbawiony +tacznosci z otoczeniem na skutek
przygotowywania preparatu (artefakt preparacyjny) i braku naturalnego spoiwa
taczacego komorki warstwy podstawnej z btona podstawng - poétdesmosomow
(Riefenberger i wsp. 2011; Kossard i wsp. 2013). Chociaz wykazano, ze komorki BCC
posiadaja wysoki potencjat proliferacyjny, jednak nowotwor ten cechuje sie
powolnym wrostem. Ttumaczy sie to wieksza podatnoscig na apoptoze komorek
BCC niz innych guzéw (Kerr i wsp. 1972; Heenen i wsp. 1973; Mooney i wsp. 1995;
Murphy i wsp. 2002). Ogniska BCC typowo nie ulegaja martwicy. W obrebie
niektorych guzéw moga proliferowa¢ komorki barwnikowe wytwarzajace
melaning, ktora przekazuja otaczajagcym komdrkom zernym, zatem postacie
z obecnoscia barwnika moga Klinicznie przypomina¢ czerniaka (Kossard i wsp.
2013). Klasyfikacia WHO 2z 2013 roku (Kossard i wsp. 2013) dzieli BCC
na nastepujace podtypy ktore szerzej beda omowione w ponizszych akapitach:
guzkowy (nodularis, solidum, nBCC) (~60-80%), powierzchowny (superficiale,
sBCC) (~10-30%), twardzinopodobny (morpheiforme) (~2%), drobnoguzkowy
(micronodularis) (~1,5%), naciekajacy (infiltrans), rogowaciejacy

(keratoticum/keratodes), z  roznicowaniem  przydatkowym,  barwnikowy
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(pigmentosum), torbielowaty (cycticum), gruczotowy (adenoides) i lejkowo-
torbielowaty (infundibulocysticum) (Kossard i wsp. 2013).

Klinicznie nBCC wystepuje jako wyniosty egzofityczny, czerwony badz
pertowy, potyskliwy guzek z obecnoscia poszerzonej siatki naczyniowe;j
(teleangiectasiae) na szczycie lub/i obwodzie (Ryc. 9). Guz moze tworzyc torbiele
(typ torbielowaty, BCC cysticum) lub ewoluowac¢ w owrzodzenie, nieraz znacznych
rozmiarOw. Posta¢ ta najczesciej lokalizuje sie na skorze gtowy (Riefenberger
i wsp. 2011; Kossard i wsp. 2013). Histologicznie, ta odmiana BCC przedstawia sie
jako powierzchowne ognisko komorek przypominajacych komdrki warstwy
podstawnej, odchodzace od naskorka, mieszka wtosowego Ilub przewodow
potowych w gtab skéry wiasciwej. Najczesciej nBCC wystepuje w postaci mnogich
ognisk oddzielonych fragmentami zdrowej skory.

Posta¢ sBCC cechuje sie obecnoscig pojedynczego ogniska lub mnogich
ognisk nowotworowych, o wymiarach od kilku mm do 10 c¢m, rozciagajacych si¢
podnaskorkowo, bez nacieku warstwy siatkowatej skory witasciwej (Ryc. 10).
Zmiana typu powierzchownego posiada gtadkie brzegi i typowy palisadowy uktad
komorek. Ogniskowe widknienie lub powierzchowne owrzodzenie czasami bywa
obserwowane w centrum, a drobne peretki na marginesie zmiany (Ryc. 10A).
Klinicznie sBCC przypomina ognisko wyprysku, tuszczycy czy choroby Bowena
- jest ptaskie, czerwone i potozone w poziomie lub ponizej poziomu zdrowej skory
(Kossard i wsp. 2013).

Posta¢ drobnoguzkowa przypomina posta¢ guzkowa - rosnie w postaci
drobnych okragtych guzkow, ktore posiadaja ledwie zaznaczony uktad palisady.
Typ ten moze tworzy¢ naciek okotonerwowy. Makroskopowo, BCC
drobnoguzkowy charakteryzuje si¢ niewielkim naciekiem. Lokalizujgca si¢
przewaznie w obrebie skory plecow ptaska, dobrze odgraniczona zmiana ma kolor
zotto-biatawy (Kossard i wsp. 2013).

Posta¢ twardzinopodobna tworzy rozsiane ogniska nowotworowe,
o nierownych brzegach, otoczone bogatym widknistym zrebem, czesto z obecnoscia
,wypustek” 1 stabo zaznaczonym uktadem palisady. Makroskopowo jest ona
nacieczona, potyskliwa plama, staboodgraniczong od zdrowej skory
i przypominajaca blizne zanikowa (Riefenberger i wsp. 2011; Kossard i wsp. 2013).

Posta¢ naciekajaca BCC mikroskopowo wyroznia sie obecnoscia cienkich
pasm i kolumn matych, ubogich w cytoplazme komdrek wnikajacych pomiedzy

wtokna kolagenowe skory wtasciwej i do nizej potozonych tkanek. Zazwyczaj
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nie obserwuje sie w tej postaci ani typowego ,palisadowania”, ani obrazu , halo”.
Nalezy zwroci¢ uwage, ze przeciwnie do postaci twardzinopodobnej, widknienie
w tym typie nie wystepuje. Wzrost nastepuje wzdtuz wiokien nerwowych,
objawiajac sie niekiedy przeczulica lub utrata czucia, zwtaszcza w obrebie twarzy.
Makroskopowo ten typ nowotworu, wystepujacy przewaznie w obrebie gorne;j
czesci tutowia lub twarzy, tworzy staboodgraniczong od otoczenia blada plame
(Kossard i wsp. 2013).

BCC z roznicowaniem przydatkowym jest rzadko spotykanym typem BCC.
Klinicznie nie posiada cech mogacych go wyroznic¢ na tle innych typow. W obrazie
histologicznym widoczne sa elementy typowe dla przydatkow. Gniazda komorek
podstawnych wplecione sg pomiedzy elementy przypominajace przewody potowe,
gruczoty tojowe czy mieszki wtosowe (Kossard i wsp. 2013).

Guz widknisto-nabtonkowy (fibroepithelioma Pinkus) jest wyjatkowa,
odmienna od pozostatych zmiana przypisywang do kategorii BCC. Klinicznie
wystepuje w formie rozowego lub cielistej barwy guzka w obrebie tutowia
- zazwyczaj pojedynczo w okolicy ledzwiowo-krzyzowej. Przypomina on
makroskopowo widkniaka lub znamie ttuszczakowate. Obraz histologiczny
przedstawia pasma komorek podstawnych o uktadzie koronkowatym wpuklajace
sie do zrebu tkanki wtoknistej. Niemal nigdy nie obserwuje sie¢ utkania
charakterystycznego dla BCC, cho¢ opisywano przypadki transformacji guza
Pinkusa w typowy BCC. Trwa dyskusja czy guz Pinkusa jest forma BCC, czy nie.
Przez wielu autorow jest on uwazany za blizszy tagodnym guzom mieszkow
wlosowych - jak wtokniak trichoblastyczny 1 nabtoniak wtosowy, ktore rowniez
charakteryzuja si¢ obecnoscia mutacji w genie PTCHI (Riefenberger i wsp. 2011),
do Kktdrego to twierdzenia sktania si¢ autor rozprawy. Wsrod czynnikow
predysponujacych do rozwoju guza Pinkusa wymienia si¢ radioterapie.

W wielu opracowaniach zwraca si¢ uwage na mozliwos¢ wystepowania
roznych typow/form wzrostu guza w tym samym ognisku (10-40%), a takze
wspotwystepowania BCC z SCC pod postacia raka podstawnokolczysto-
komorkowego (carcinoma basospinocellulare) (Tilli i wsp. 2005; Madan i wsp.
2010; Pietkiewicz i wsp. 2014). Najczestszym ztozeniem wydaje sie byc¢ postac
guzkowa/drobnoguzkowa, natomiast  rzadsze  guzkowa/twardzinopodobna,
czy guzkowa/gruczotowa (Sexton i wsp. 1990). Rak podstawnokolczystokomorkowy
(zwany czesto metatypowym) wystepuje zazwyczaj w postaci guzka. Zmiana

histologicznie ma charakter ogniskowej hiperkeratozy jak w SCC. Cze$¢ autorow
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uwaza, ze postac ta jest guzem kolizyjnym (Riefenberger i wsp. 2011). Wzrost raka
podstawnokolczystokomodrkowego jest agresywny, a sam nowotwor moze dawac
przerzuty do okolicznych weztéw chtonnych oraz przerzuty odlegte (Kossard i wsp.
2013).

BCC rogowaciejacy wystepuje w postaci rogowaciejacego guzka. W centrum
ognisk BCC moga wystepowac prosaki (perty rogowe). Histologicznie guz
przedstawia obraz podobny do nBCC. Rogowacenie moze przebiega¢ warstwowo.
Charakterystyczne dla postaci rogowaciejacej sa ogniska wapnienia (Kossard i wsp.
2013).

Istniejg tez rzadsze postacie BCC, ktorych typ trudno ustali¢ w badaniu
przedmiotowym. Posta¢ torbielowata w ognisku guza posiada jedng lub wiecej
torbieli roznej wielkosci, czasami wypetnionych mucyna. W postaci gruczotowej
komdrki rakowe posiadajg uktad siatkowaty, charakterystyczny dla tkanki
gruczotowej. Pomiedzy nimi obserwuje sie elementy mucynowego zrebu. Postac ta
wystepuje czesto w jednym ognisku z postacig nBCC. Postac lejkowo-torbielowata
charakteryzuje sie wystepowaniem drobnych struktur przypominajacych lejek
z potozonym centralnie czopem rogowym otoczonym obwodowo komorkami
podstawnymi. Gniazda BCC tego typu sa potaczone wypustkami z sasiednimi
gniazdami. Posta¢ barwnikowa posiada komorki barwnikowe rozsiane w ogniskach
guza - najczesciej o architekturze nBCC, sBCC, typu drobnoguzkowego
lub rogowaciejacego (Ryc. 11). Melanofagi przyjmujace melanine obecne sa
w zrebie otaczajacym nowotwor (Kossard i wsp. 2013).

Postaci nBCC i sBCC, bedace 2 gtdwnymi typami BCC (Raasch i wsp. 2006),
sa przez wielu uwazane za raki o nizszej agresywnosci niz postacie drobnoguzkowa
i twardzinopodobna, ktore wymieniane sg jako typy zwigzane z wyzszym ryzykiem
nawrotu (Jacobs i wsp. 1982). Posta¢ twardzinopodobna i podstawno-
kolczystokomorkowa opisywane sa ponadto jako czynniki wyzszego ryzyka
powstawania przerzutdw obok rozmiaru guza powyzej 10cm’ nacieku
okotonerwowego i wieloletniego zwlekania z usunieciem nowotworu (Walling

i wsp. 2004).
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Ryc. 9 Rak podstawnokomérkowy guzkowy (nBCC). Egzofityczny guzek z centralnym
owrzodzeniem, z obecnoscig pertowego watu i teleangiektazjami (A). Zaokraglone gniazdo
komorek nowotworowych z palisadowym uktadem na brzegu. Powiekszenie 600x, H+E (B).

Ryc. 10 Rak podstawnokomérkowy powierzchowny (sBCC). Ptaska zmiana rumieniowa
w pouwierzchni skory z zaznaczonym perfowym brzegiem (A). Ognisko podnaskorkowe
z palisadowym uktadem na brzegu. Powiekszenie 400x, H+E (B).

Ryc. 11 Ognisko raka podstawnokomoérkowego powierzchownego barwnikowego.
Powiekszenie 600x, H+E.
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1.5.2 Rola czynnikow genetycznych, srodowiskowych oraz szlakow sygnatowych

w rozwoju BCC

Etiologia BCC jest wieloczynnikowa 1 dotychczas nie zostata w petni
poznana. Role w rozwoju tego lokalnie ztosliwego nowotworu odgrywajg zarowno
czynniki  Srodowiskowe, jak i genetyczne. Najwazniejszym czynnikiem
srodowiskowym wydaje sie byc¢ ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe
(ultraviolet radiation, UV), na co wskazuja dane dotyczace zapadalnosci na BCC
w zaleznosci od szerokosci geograficznej. Najnizsza zapadalnos¢ notuje sie
w Finlandii, natomiast najwyzsza w strefie miedzyzwrotnikowej (Samarasinghe
i wsp. 2010). Wydaje sie, ze wazniejszym czynnikiem niz przewlekta ekspozycja
na UV jest ekspozycja w dziecinstwie i okresowe narazenie na UV (Kricker i wsp.
1995; Rosso i wsp. 1996; Efron i wsp. 2008; Karagas i wsp. 2014). BCC wystepuje
przewaznie w miejscach eksponowanych na Swiatto, a do grup ryzyka naleza osoby
o jasnej karnacji (fototypy I, Il wg skali Fitzpatricka) (Pathak i wsp. 1976; Lesiak
i wsp. 2010; Riefenberger i wsp. 2011).

Promieniowanie UVB (290-320nm), o najlepiej udokumentowanym
dziataniu kancerogennnym, powoduje uszkadzanie nici DNA i RNA w wyniku
tworzenia si¢ dimerow cyklobutano-pirymidynowych lub dwupirymidynowych
- tj. dimeréw tyminy (T), cytozyny (C) i uracylu (U), mogacych powodowac
zaburzenia stabilnosci genomu podczas wadliwej naprawy enzymatyczne;j
- najczesciej C>T 1 CC>TT, a w efekcie onkogeneze poprzez utrate
heterozygotycznosci genow supresorowych jak TP53 czy PTCH1 (Dourmishev i wsp.
2013; Riefenberger i wsp. 2011) lub mutacje genu telomerazy TERT (Griewank i wsp.
2013). Mimo to, wydaje sie, ze mechanizmy uszkadzania nici DNA odgrywaja
wieksza role w rozwoju raka kolczystokomorkowego (squamous cell carcinoma,
SCCO) niz BCC (Tilli i wsp. 2005). UVA powoduje natomiast powstawanie
reaktywnych form tlenu (Roewert-Huber i wsp. 2007), mogacych uszkadzac¢ biatka
szlakow sygnatowych sterujacych fosforylacja/defosforylacja, a wiec kluczowe
dla zdolnosci komorek do migracji. Sposrod czynnikow srodowiskowych wymienia
sie rowniez promieniowanie jonizujace, zwiazki arsenu, chlorek winyluy,
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne czy zwiazki czyszczace uzywane
w pralniach chemicznych (Chan P.C. i wsp. 1986; Kubasiewicz i wsp. 1989; Gallagher
i wsp. 1996; Karagas i wsp. 1996; Cabrera i wsp. 2003; Tilli i wsp. 2005; Martinez
V.D. i wsp. 2011; Leonardi i wsp. 2012). W pojedynczym badaniu sugeruje sie,
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ze narazenie na pyty wtokna szklanego moze zwieksza¢ ryzyko BCC, jednak wyniki
te uwazane sa za dyskusyjne (Gallagher i wsp. 1996; Tilli i wsp. 2005). Ryzyko
rozwoju  BCC, jakie wiazano niedawno ze stosowaniem psolarenow
w PUVA-terapii wydaje sie nie byc¢ powigzane z tg grupa zwigzkow chemicznych,
a raczej z ekspozycja na UVA (Stern R.S. 1990; Tilli i wsp. 2005; Stern R.S. i wsp.
2012). Pojawity sie prace sugerujace zwiazek BCC z infekcjg HPV, jednak
interpretacja obecnosci wirusa w materiale nabtoniakow pozostaje kwestia
kontrowersyjna (Karagas i wsp. 1996; Harwood i wsp. 2000; Sass i wsp. 2002;
Zakrzewska 1 wsp. 2012; Ally i wsp. 2013; lannacone i wsp. 2013). Stan
immunosupresji wymienia sie jako czynnik ryzyka rozwoju BCC jako, ze obserwuje
sie wieksza zapadalno$¢ na ten nowotwor w populagji pacjentow transplanto-
logicznych i chorujacych na AIDS (zespét nabytego uposledzenia odpornosci,
Acquired Immunodeficiency Syndrome) (Ragni i wsp. 1993; Franceschi
i wsp. 1998; Moloney i wsp. 2006; Mertz i wsp. 2010). Uwaza si¢, ze ryzyko
rozwoju BCC u tych pacgentow jest 10-100 razy wieksze od populacyjnego
(Roewert-Huber i wsp. 2007). W tych przypadkach, zmiany nowotworowe czesciej
lokalizuja sie na skorze nieeksponowanej na UV (Dourmishev i wsp. 2013).
Doniesienia o roli UV w indukcji BCC sa znane od lat, cho¢ wiecej informacji
pojawia sie w mediach na temat ryzyka rozwoju czerniaka. Moda na opalanie
narastata od poczatu lat 50. Jej nieustajaca popularnos¢ owocuje ciaggtym wzrostem
czestotliwosci zachorowan na ztosliwe nowotwory skory. Uwaza sie, ze uszkodzenie
spowodowane przez UV ujawnia si¢ w postaci BCC najczesciej po 20-50 latach
od ekspozygji (Situm i wsp. 2008). Z tego powodu szczyt zapadalnosci obserwuje si¢
u pacjentow w starszym wieku, w okolicach eksponowanych na storice. W obliczu
naptywajacych informacji o dobroczynnych wiasciwosciach witaminy D3,
koniecznosci korzystania ze stonca dla lepszej jej syntezy, a takze mody, na catym
Swiecie coraz popularniejsze staja sie¢ sztuczne zrédta promieniowania UV, takie jak
lampy opalajace i solaria, zwtaszcza wsréd mtodych dorostych i kobiet (de Vries
i wsp. 2004; Delfino i wsp. 2006; Faurschou i wsp. 2007; Balk 2011).
Dane epidemiczne wskazuja, ze 25% ekspozycji na stonce zachodzi do 18 roku zycia
(Balk 2011). Ze wzgledu na spodziewane ryzyko indukcji czerniaka ztosliwego, SCC
i BCC, cho¢ brak na ten temat szerszych badan (Oliphant i wsp. 1994), podnosi sie
temat ograniczenia nieletnim dostepu do solariow. Glos w tej sprawie zabrata
nawet American Academy of Pediatrics (Balk 2011). Ustawodawcze ograniczenie

w korzystaniu z solarium przez nieletnich wprowadzity juz Belgia, Holandia,
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Finlandia, Francja, Hiszpania, Islandia, Niemcy, Norwegia, Litwa i czes¢ krajow
zwiazkowych Wielkiej Brytanii, prowingji Kanady, stanow USA, natomiast zakaz
ich uzywania w Brazylii i Australii (,Tanning Bed” 2014). Podobne zmiany forsuja
rodzimi politycy i Rzecznik Praw Dziecka (Dobron i wsp. 2014). Ze wzgledu
na znaczng zapadalnos¢ na BCC obowigzek edukacji, zwtaszcza najmtodszych,
na temat zwiazku tego nowotworu z promieniowaniem UV i istotnosci ochrony
przeciwstonecznej dla zdrowia spoczywa na pracownikach stuzby zdrowia (Situm
i wsp. 2008). Zmiana nawykow wsrod tej populacji ma istotng szanse zmniejszyc
zapadalnos¢ na BCC. Pacjenci korzystajacy z fototerapii i fotochemioterapii wydaja
sie swiadomi szkodliwego dziatania UV. To promieniowanie znajduje jednak
zastosowanie rowniez w przemysle Kkosmetycznym - przy wykonywaniu
tzw. manicure hybrydowego, gdzie UV jest czynnikiem utwardzajacym tworzywo.
Opublikowano pojedyncze badania dotyczace ryzyka stosowania w tym celu lamp
UV (MacFarlane i wsp. 2009; Curtis i wsp. 2013; Shipp i wsp. 2014).

Czynnikami genetycznymi mogacymi odpowiada¢ za powstawanie BCC
sa polimorfizmy genow zwiazane z nadwrazliwoscia na UV, m.in. kodujacych
transferaze  glutationu-S  (GSTT1, GSTM1, GSTM3, GSTPI), receptor dla
melanokortyny-1 (MCIR), czy cytochrom P450 (CYP2D6) (Lear i wsp. 1996, 2000;
Ramachandran i wsp. 2001a i b). Uwaza si¢, ze kluczowa role w rozwoju raka
odgrywa mechanizm utraty heterozygotycznosci (loss of heterozygosity, LOH)
pojedynczej kopii genu w DNA (Gailani i wsp. 1996). Ten fenomen obserwuje si¢
dla przyktadu w SCC (Chidgey i wsp. 2007), gdzie wigze sie on ze znacznie gorszym
rokowaniem (Petersen i wsp. 2000; Takebayashi i wsp. 2000). W kontekscie BCC,
zjawisko to zachodzi de novo najczesciej (69%) w obrebie ramienia diugiego
chromosomu 9 (9q), gdzie znajduje sie locus genu PTCHI (99q22.3) (Teh i wsp. 2005).
Jest to ludzki odpowiednik genu Patched wystepujacego u wywilzni kartowatej
(Drosophila melanogaser). Jego produktem jest biatko nalezace do rodziny biatek
posiadajacych domeny wrazliwe na sterole (sterole-sensing domains, SSD),
o wysokiej homologii z rodzing biatkowych transporterow ABC (Ingham i wsp.
2011). Mutacja genu PTCHT jest tak czesta, ze pojawity sie nawet sugestie, ze jest
ona niezbednym warunkiem dla rozwoju BCC (Gailani i wsp. 1996; Jayaraman
i wsp. 2014). Powoduje ona posrednio hamowanie czynnosci biatka SMOH
(Smoothened), przezbtonowego biatka sygnatowego podobnego do

protonozaleznych bakteryjnych biatek transportowych, bedacego elementem Sciezki
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sygnatowej Hedgehog, ktora obecnie uwazana jest za kluczowa dla rozwoju BCC
(Ingham i wsp. 2000; Taipale i wsp. 2002; Grachtchouk V. i wsp. 2003; Kasper
i wsp. 2012). Biatko SMOH zmieniajac swoja konformacje aktywuje izoforme P
kinazy syntazy glikogenu 3 (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3p), ktdra
powoduje fosforylacje GLI3, biatka transkrypcyjnego z obecnoscig domeny typu
palca cynkowego. Odpowiada ono za przemieszczanie si¢ kompleksu Su(Fu)
(Suppressor of Fused) do jadra komorkowego, gdzie bierze on udzial w regulacji
genow — m.in. WNT, BNP i samego PTCH1 (Monnier i wsp. 1998; Kise i wsp. 2009;
Zhang Yan i wsp. 2013; Athar i wsp. 2014; Falkenstein i wsp. 2014). Gen WNT
(wingless) bierze udzial w regulacji rozwoju ptodowego (u wywilzni steruje
m.in. biegunowoscig segmentacji czy rozwojem skrzydet), regulacji cyklu
komorkowego, podziatbw komdrkowych oraz migracji komdrek, a takze
onkogenezy (Wu J. i wsp. 2002). Sciezka sygnatowa Wnt poprzez regulacje
aktywnosci GSK3p steruje rowniez poziomem p-kateniny, biatka zwigzanego
z kadherynami zaangazowanego w rozwdj mieszkéw witosowych (Chan E.F. i wsp.
1999; Battistella i wsp. 2014). Wskazuje sie rowniez na znaczenie aktywacji
p-kateniny w naskorku dla zwiekszenia ekspresji PDGRF-a i wimentyny
w komorkach podscieliska oraz przebudowy macierzy pozakomdrkowej i produkcje
mtodych wtokien kolagenowych, czyli przeprogramowanie podscieliska pod BCC
w stan przypominajacy zarodkowa skore wtasciwa (Collins i wsp. 2011).

Rola genu PTCHI1 dla prawidtowego funkcjonowania sciezek sygnatowych
sterujacych rozwojem mieszkow wtosowych wydaje si¢ byc istotna dla badan nad
rozwojem BCC. Dane literaturowe wskazuja, ze mutacje genu PTCHI spotykane
sa w 30-68% przypadkow pojedynczych ognisk BCC (Bonifas i wsp. 1994; Hahn
i wsp. 1999; Samarasinghe i wsp. 2010). Autosomalnie dominujaco dziedziczony
zespot nabtoniakow znamionowych (basal cell naevus syndrome, BCNS), znany tez
pod nazwa zespotu Gorlina-Goltza (Ryc. 12) jest wynikiem mutacji PTCHI
o charakterze delecji, insercji, mutacji typu zmiany sensu lub mutagji
nonsensownych (Gorlin i wsp. 1960; Hahn i wsp. 1996; Lindstrom i wsp. 2006;
Joshi i wsp. 2012). Jego czestoS¢ szacuje sie na 1/57000 osob (Pratt i wsp. 1987;
Evans i wsp. 1991). W 80% przypadkow BCNS efektem mutacji jest kadtubowe
biatko PTCHT1, ktore nie posiada aktywnosci hamowania SMOH, czego efektem jest
ciggta aktywnos¢ GLI3 i genow od niego zaleznych (Donovan 2009). Obok

zebotworczych torbieli, torbieli naskdorkowych w obrebie konczyn, punktowatych
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wgtebien w obrebie podeszwy i powierzchni dtoniowej reki (palmar/plantar pits),
wad szkieletowych, wieloblaszkowego zwapnienia sierpu mozgu, agenezji ciata
modzelowatego, jedna z jego cech jest powstawanie w mtodym wieku (20-30 rok
zycia) mnogich ognisk BCC (Gorlin 2004; Pereyra-Rodriguez i wsp. 2010;
Riefenberger i wsp. 2011; Joshi i wsp. 2012). BCC w zespole BCNS sg nierozréznialne
histologicznie od postaci sporadycznej BCC (Athar i wsp. 2006). W wymienionym
zespole istnieje rowniez wigksze ryzyko rozwoju rdzeniaka mozdzku, wtokniakow
i miesniakomiesakow prazkowanokomorkowych serca oraz widkniakow jajnikow
(Gorlin 2004; Riefenberger i wsp. 2011). W kontekscie BCNS wymienia si¢ rowniez
zespot dziedzicznych lejkowo-torbielowatych rakow podstawnokomdrkowych,
gdzie poza mnogimi BCC nie obserwuje sie zadnych cech zespotu Gorlina-Goltza
(Requena i wsp. 1999; Roldan-Marin i wsp. 2014). Innym zespotem zwigzanym
z fotonadwrazliwoscig i predyspozycja do powstawania BCC jest Xeroderma
Pigmentosum - rzadka grupa choréb o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym
i niejednolitym fenotypie. Jej istotg jest defekt genow zaangazowanych
w mechanizmy naprawy DNA (Lehmann A.R. i wsp. 2011; DiGiovanna i wsp. 2012;
Pesz i wsp. 2014), zwiekszajacy ryzyko rozwoju nowotworéw skoéry w obrebie
okolic eksponowanych na swiatto 1000-krotnie w porownaniu do ryzyka
populacyjnego (Riefenberger i wsp. 2011). Mutacje wspomnianego wczesniej genu
TP53 (locus 17p13) odpowiadajacego za produkcje czynnika transkrypcyjnego
p53, bedacego supresorem nowotworowym powodujg, ze komorka nowotworowa
nie wchodzi na Sciezke apoptozy. Biatko to, odpowiada za regulacje cyklu
komorkowego, naprawe DNA, proces starzenia si¢ i programowanej Smierci
komorki (Benjamin i wsp. 2008; Almquist i wsp. 2011; Stacey i wsp. 2011). Mutacje
pojedynczych alleli TP53 obserwowano nawet w 53% przypadkow sporadycznego
BCC (Madan i wsp. 2006). Doswiadczenie prowadzone przez zespot Beaudry'ego
i wsp. na myszach pozbawionych genu PERP (p53 apoptosis effector related
to PMP-22), o ekspresji regulowanej bezposrednio przez czynnik transkrypcyjny p53,
wykazato, ze brak biatka PERP prowadzi do rozwoju nowotwordéw skdry, a sama
proteina moze by¢ waznym czynnikiem supresorowym dla rozwoju nowotworu
u ludzi (Beaudry i wsp. 2010). Rowniez w przypadku uwarunkowanego
genetycznie rzadkiego zespotu Rombo, sugeruje sie¢ udzial wadliwych
mechanizmow naprawy DNA lub/i mutacje ktoregos z biatek regulujacych cykl

komoérkowy (Michaélsson i wsp. 1981; Ashinoff i wsp. 1993; van Steensel i wsp.
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2001). Ten prawdopodobnie dziedziczony autosomalnie dominujgco zespét cechuje
sie rozwojem robakowatego zaniku skdéry (atrophoderma vermiculata), prosakow,
tysieniem, rozwojem nabtoniakow wtosowych (trichoepithelioma) (Ryc. 13),
mnogich BCC oraz sinicy i rumienia obwodowych czesci ciata. W kontekscie BCC
rzadko wykrywa si¢ mutacje genu TP63, ktorego transkryptem jest biatko p63
pochodzace z rodziny biatek p53 (Little i wsp. 2002; Bircan i wsp. 2006). Izoformy
tego biatka, bedacego markerem pluripotencjalnych keratynocytow posiadajg
zdolnos¢ aktywacji genow TP53, a mutacje TP63 zwigzane z UV powoduja
w efekcie obnizenie ekspresji p53 i uposledzenie apoptozy w komorkach guza
(Liefer i wsp. 2000; Pellegrini i wsp. 2001; Little i wsp. 2002). Zespot Bazex-Dupre
—Christol jest kolejnym z genetycznie uwarunkowanych zespotow zwiazanych
z rozwojem BCC (Bazes i wsp. 1966). Ze wzgledu na podobna nomenklature
i rozwijajaca sie dzieki rozwojowi technologii tendencje do uzywania
wygodniejszych, skrotowych okreslen, w tym rowniez medycznych, mylony bywa
z zespotem Bazes (acrokeratosis neoplastica) - rewelatorem procesu
nowotworowego. W tej genodermatozie o dziedziczeniu dominujacym sprzezonym
z chromosomem X obserwuje sie zmniejszanie wydzielania potu u mezczyzn, skape
owtosienie, prosaki i mieszkowy zanik skory konczyn (Castori i wsp. 2009).
Dotychczas nie zidentyfikowano genu odpowiedzialnego za chorobe. Wykazano
jedynie, ze lokalizuje si¢ on w obrebie locus Xq24-q27 (Vabres i wsp. 1995).

W licznych badaniach populacyjnych wymienia si¢ kolor oczu oraz sposob
opalania jako cechy fenotypowe zwiekszajgce ryzyko rozwoju BCC. Wydaje sie
jednak, ze za te cechy odpowiadajg geny tyrozynazy (TYR), czynnika regulujacego
interferonu typu 4 (interferon requlating factor 4, IRF4) i receptora dla
melanokortyny 1 (melanocortin 1 receptor, MCIR) (Gudbjartsson i wsp. 2008;
Kyrgidis i wsp. 2010; Kosiniak-Kamysz i wsp. 2012). Gen MTHFR Kkodujacy
reduktaze metylenotetra-hydrofolianowa (methylenetetrahydrofolate reductase)
jest zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 1 (1p36.3) (Stern L.L. i wsp.
2000). Jego produktem biatkowym jest reduktaza NADPH Kkatalizujgca przemiane¢
5,10-metylenotetrahydrofolianu do 5-metylenotetrahydrofolianu, ktory bierze
udziat w procesach syntezy i naprawy DNA (Stern L.L. i wsp. 2000). Dotychczas
wskazywano na znaczenie polimorfizmu genowego MTHFR w zwiekszonym
ryzyku raka sutka, odbytnicy, zotadka, pecherza moczowego i SCC (Prinz-Langenohl

i wsp. 2001; Sanyal | wsp. 2004; Han i wsp. 2004; Festa i wsp. 2005; Galvan-Portillo
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i wsp. 2009; Ericson i wsp. 2009; lacopetta i wsp. 2009; Cui i wsp. 2010). Zespot
polskich badaczy wykazat powigzanie polimorfizmow genu MTHFR z cechami
fenotypowymi - Kolorem oczu, wtosow i fototypem skory, a takze wykazat
znaczenie konkretnych polimorfizmow dla ryzyka BCC (Lesiak i wsp. 2011).

Biatko Notch nalezy do rodziny biatek przezbtonowych posiadajacych
w swojej domenie wewngtrzkomorkowej liczne powtdrzenia EGF-podobne
(epidermal growth factor-like repeats). Petni ono role receptora i wystepuje licznie
w komorkach ponadpodstawnych nabtonkow wielowarstwowych. Chociaz jego
znaczenie w rozwoju ostrej biataczki limfatycznej T-komorkowej zostato dobrze
poznane, coraz wiecej badan pojawia sie o roli sciezki sygnatowej NOTCH
w guzach litych, w tym BCC i SCC (Thélu i wsp. 2002; Wuest i wsp. 2007, Wang
N.J. i wsp. 2011). W oparciu o badania in vitro sugeruje sie, ze aktywacja receptora
Notch przyczynia sie do réznicowania komorek i zatrzymania cyklu komoérkowego
(Lowell i wsp. 2000; Rangarajan i wsp. 2001; Nguyen i wsp. 2006). Wykazano,
ze supresja genu Notchl w mysim naskorku powoduje istotne pogrubienie warstwy
podstawnej oraz powstawanie licznych BCC i zwiekszong podatnosc
na nowotworzenie pod wptywem kancerogendw (Rangarajan i wsp. 2001; Nicolas
i wsp. 2003). W oparciu o te obserwacje sugerowano, ze sciezka sygnatowa NOTCH
ma hamowac proces nowotworzenia BCC poprzez supresje sciezek sygnatowych
WNT/p-katenina i Hedgehog/Gli2 (Nicolas i wsp. 2003).

Donoszono, ze zwigkszona zdolnos¢ do nacieku, angiogenezy i opornosc¢
na apoptoze w BCC, wiaze sie z zwiekszona ekspresje fuzyny (fuzin, C-X-C motif
chemokine receptor 4, CXCR4) na obwodzie guza, w osrodkach intensywnych
podziatow (Itakura 2012; Ciurea i wsp. 2013; Bollag i wsp. 2013; Xu i wsp. 2013).
Weczesniej, wykazywano udziat CXCR4 w rozwoju licznych nowotwordw,
w tym BCC, wiazac rozne poziomy jego ekspresji z réznymi fenotypami BCC i raka
trzustki (Przybylski i wsp. 2010; Eberl i wsp. 2012). Wskazywano rowniez na
znaczenie CXCR4 i jego ligandu - chemokiny CXCL12 - czynnika 1a pochodzenia
stromalnego  (stromal cell-derrived  factor 1a, SDFla) w naciekaniu
i neowaskularyzacji w BCC poprzez sciezki sygnatowe Hegdhehog i EGFR,
co powodowato aktywacje Sciezki ERK1/2-NF-xB/IL-6 (Chen G.S. i wsp. 2006; Chu
i wsp. 2009, 2013; Eberl i wsp. 2012; Itakura 2012), ale takze przerzutowaniu w raku
sutka i prostaty (Darash-Yahana i wsp. 2004; Pietkiewicz i wsp. 2010). Niedawne
publikacje wiazag z BCC réwniez inng chemokine CXCR3 (CD183) (Lo B.K. i wsp.
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2010; Yu Y. i wsp. 2010), ktorej role wykazywano m. in. w czerniaku, raku sutka
czy raku jelita (Monteagudo i wsp. 2007; Zipin-Roitman i wsp. 2007; Ma X. i wsp.
2009). Uktad CXCR3/ligand bierze udziat w dwoch kluczowych procesach
- chemotaksji komdrek nacieku zapalnego oraz angiogenezie (Liu 1 wsp. 2005).
Nadekspresje wszystkich 3 izoform CXCR3 (CXCR3-A, CXCR3-B i CXCR3-alt),
jak i ligandow receptora CXCR3 - CXCL9, CXCL10, CXCL11 wykazywano zaréwno
na poziomie genow, jak i biatka w BCC, chociaz metodyka badania pozostaje
kontrowersyjna (Liu i wsp. 2005; Yu Y. i wsp. 2010).

Trisomia chromosomu 6 ma byc¢ obserwowanym zaburzeniem chromo-
somalnym w przypadku BCC dajacego przerzuty (Nangia i wsp. 2001). Takie
agresywne postacie BCC wykazywaty rowniez ekspresje p53, Ki-67 oraz Bcl-2, cho¢
nie wskazuje sie ich jako czynnikow pozwalajacych zréznicowac¢ postacie tagodne
od agresywnych (Abdelsayed i wsp. 2000; Staibano i wsp. 2001; lonescu i wsp.
2006).
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Ryc. 12 Zespdt nabtoniakow znamionowych (zespot Gorlina-Goltza). Widoczne liczne raki
podstawnokomorkowe i blizny po kriochirurgicznym usuwaniu zmian.

Ryc. 13 Nabtoniak wtosowy (trichoepithelioma) w obrebie skéry brody.
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1.5.3 Histogeneza BCC

BCC przez licznych autoréw dzielony jest na odrebne podtypy wzgledem
obrazu Kklinicznego 1 histologicznego. Pomimo, ze nowotwdr ten jest najczestszym
ztosliwym nowotworem populacji pochodzenia europejskiego, dotychczas niewiele
badan poswiecono zagadnieniu roli DSGs w réznicowaniu i proliferacji komorek
BCC. Postacie nBCC i sBCC sa najczestszymi podtypami BCC. Wuystepujacy
makroskopowo w postaci guza/guzka, bardziej inwazyjny nBCC, histologicznie
wystepuje w postaci zaokraglonych gniazd komorek o wyraznie zaznaczonych
marginesach zasiedlonych rzedem komorek przypominajgacych palisadowy uktad
komorek warstwy podstawnej naskorka. sBCC o klinicznej manifestacji w formie
plamy rumieniowej, w obrazie histologicznym tworzy wydtuzony naciek
o zatartych, niewyraznych granicach rozciagajacy sie od naskdrka, az do warstwy
brodawkowatej skdéry wtasciwej. Z reguty uwaza sie, ze utrata potaczen
miedzykomorkowych jest niezbednym elementem zdolnosci do naciekania
i tworzenia przerzutdw nowotworowych. Zwiazek pomiedzy utratg potaczen
desmosomalnych a rokowaniem Kkliniznym tego nowotworu pochodzenia
nabtonkowego pozostaje wcigz niejasny.

Pochodzenie BCC jest zagadnieniem budzacym kontrowersje wsrod badaczy.
W oparciu o obecnos¢ okreslonych markerow i aktywnos¢ szlakow sygnatowych
w komorkach tego nowotworu sugerowano mozliwos¢ jego powstawania
w wyniku mutacji komorek pluripotencjalnych rezydujacych w warstwie
podstawnej nabtonka miedzymieszkowego, okolicy wybrzuszenia oraz okolicy lejka
mieszka wtosowego (Gornowicz-Porowska i wsp. 2011a). Obie struktury (mieszek
wtosowy i naskorek) wykazujg zréznicowane wzorce ekspresji kadheryn
desmosomalnych w zaleznosci od kompartymentacji i stopnia zroznicowania
komorek. Wydaje sie, ze BCC moze wykazywac¢ cechy komorek mieszkowych,
zarowno o niskim, jak 1 wysokim stopniu zroznicowania. W badaniu prowadzonym
przez BenKateha i wsp. wykazano, ze BCC wykazuje ekspresje biatek typowych dla
pochewki zewnetrznej mieszka wtosowego (K5, K14, K16 i KI17), przestrzeni
granicznej miedzy warstwami pochewki (companion layer) (K75), wewnetrznej
pochewki mieszka wtosowego (K26, K27, K28, K71, K72 i K74), ostonki wtosa
(cuticle) (K32, K35, K82 i K85), lecz nie trzonu wtosa (K31) (BenKateh i wsp. 2013).
Wykazywano w komorkach BCC rowniez ekspresje K19, markeru wczesnego

roznicowania i proliferacji nabtonka mieszkowego (BenKateh i wsp. 2013).
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Ze wzgledu na charakter wzrostu mas nowotworowych postawiono hipoteze,
ze nBCC mogtby powstawac¢ z komorek progenitorowych okolicy wybrzuszenia
ze wzgledu na podobienstwo nBCC do struktur mieszkowych, a sBCC z komorek
pluripotencjalnych naskdrka. Dodatkowo, zwrécono uwage w BCC na aktywnosc
sciezek sygnatowych typowych dla mieszka, podsumowujac, ze komorki BCC
przedstawiaja wzorzec roznicowania odpowiadajacy aktywnosci szlakéw
sygnatowych typowych dla fazy telogenu (BenKateh i wsp. 2013). Niektore BCC
wykazujg ekspresje keratyny K15, obecnej w komorkach okolicy wybrzuszenia
(Ohyama 2007; Donovan 2009), a gen SHH istotny dla rozwoju mieszka
wtosowego jest rowniez kluczowy dla powstawania BCC (St-Jacques i wsp. 1998;
Chiang i wsp. 1999; Ohyama 2007). Utrata Kkorelacji ekspresji DSG2 i DSG3
na poziomie biatka w BCC zostata zaobserwowana przez Gornowicz-Porowskag
i wsp. (Gornowicz-Porowska i wsp. 2011). Z niejednolitego obrazu Kklinicznego
i histologicznego BCC mozna wnioskowac¢, ze moze on byc zbiorem jednostek
chorobowych odrebnych biochemicznie, genetycznie, a nawet etiologicznie.
Najnowsze wyniki badan zespotu Youssefa i wsp. wskazujg na pochodzenie
BCC z nabtonka miedzymieszkowego (Youssef i wsp. 2010), a podobienstwa
do struktur mieszkowych upatruje sie w zjawisku odréznicowywania si¢ komorek
pluripotencjalnych nabtonka miedzymieszkowego w komorki fenotypowo
odpowiadajace zarodkowym komorkom progenitorowym mieszka wtosowego
(embrionic hair follicle progenitors, EHFP) (Youssef i wsp. 2012). O istnieniu
podobnego zjawiska donoszono juz w badaniach nad rakami ptuca i sutka
(Pacheco-Pinedo i wsp. 2011; Spike i wsp. 2012). Wskazywano na statg aktywnos¢
sciezki sygnatowej Hedgehog w wyniku utraty heterozygotycznosci PTCHI1
lub mutacji aktywujacych gen SMOH (Epstein 2008). Wskazywano na aktywnos¢
szlaku WNT/p-katenina, typowego dla EHFP, ktéra u ludzi dorostych
w normalnych warunkach ogranicza si¢ do komdrek mieszkowych 1 brodawek
skérnych (Youssef i wsp. 2012). Kolejnym argumentem za pochodzeniem BCC
z komorek pluripotencjalnych nabtonka miedzymieszkowego jest obserwacja,
ze w wyniku mutacji aktywujacej SMOH dochodzito w nich do aktywacji znacznej
puli gendw zaangazowanych w Kkancerogeneze (w tym Sciezki WNT),
a w komdrkach pluripotencjalnych opuszki do zaledwie niewielkiej czesci z nich
(bez WNT) (Youssef i wsp. 2012). Ten fakt mozna ttumaczy¢ aktywnoscia licznych

represorow sciezki WNT w komorkach opuszki, ktore w efekcie wydaja sie byc
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odporne na kancerogeneze zalezng od SMOH (Ridky i wsp. 2010; Tan i wsp. 2012).
Z drugiej strony, aktywnosc¢ sciezki WNT i obecnos¢ markerow EHFP obserwowano
w wiekszosci ludzkich BCC, niezaleznie od typu Kkliniczno-histologicznego
nowotworu (Youssef 1 wsp. 2012), wiec przypuszczalnie nie inklinujg one sposobu
wzrostu guza. Dotychczas nie okreslano podatnosci konkretnych, odmiennych
populacji komorek progenitorowych nabtonka mieszkowego na rozwdj BCC
w wyniku aktywacji sciezki Hedgehog (Mascré i wsp. 2012; Schepeler i wsp. 2014).
Interesujgce jest, ze na modelu mysim z nadekspresjg epidermalna Glil
oraz modelu z homozygotyczng mutacja unieczynniajaca Ptchl, w BCC
indukowanym urazem to jednak komorki dolnej czesci okolicy wybrzuszenia
mieszka wtosowego, w Kktorych wykazywano aktywnos¢ sciezki sygnatowej
Hedgehog, migrowaty do naskorka i okolicy lejka mieszka wtosowego

i przyczyniaty sie¢ do rozwoju BCC (Kasper i wsp. 2011).
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2. CEL PRACY

Przestanka podjecia tematyki niniejszej rozprawy byto zauwazenie,
ze u niektorych chorych na rozliczne ADP, w tym choroby kregu ,klasycznej”
pecherzycy z autoimmunizacja wobec DSGs, wspotistnieje nowotworzenie ztosliwe.
Wobec braku w pismiennictwie szczegotowych danych dotyczacych znaczenia
ekspresji desmogleiny 2 i 3 w pochodzeniu i rozwoju BCC, najczestszego
nowotworu ztosliwego w populacji europejskiej, oraz ubdstwa poréwnawczych

krajowych danych epidemiologicznych BCC podjeto badania, ktorych celem byta:

e retrospektywna analiza danych epidemiologicznych BCC pacjentow
z Katedry i Kliniki Dermatologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu z lat 2002-2013,

e ocena profilu skdrnej ekspresji desmogleiny 2 i 3 na poziomie biatka
(DSG2/DSG3) i mRNA (DSG2/DSG3) w BCC i dwoch jego podtypach (BCC
- guzkowym - nBCC i powierzchownym - sBCC) i w zdrowym naskorku,

e poréwnawcza analiza ilosciowa 1 potilosciowa skdrnej ekspresji biatka
DSG2/DSG3 1 mRNA DSG2/DSG3  poprzez, odpowiednio, barwienie
immunohistochemiczne i  fluorescencyjng  hybrydyzacje in  situ
z komputerowg analiza obrazu w ogniskach BCC i w zdrowym naskorku,

e ocena korelacji pomiedzy intensywnoscia skornej ekspresji DSG2/DSG2
i DSG3/DSG3 w ogniskach nowotworowych (BCC, sBCC, nBCC) i w zdrowym
naskorku,

e ocena skornej ekspresji desmogleiny 2 i 3 na obu poziomach biosyntezy
biatka (biatko, mRNA) w zaleznosci od typu kliniczno-histologicznego BCC
(sBCC, nBCCO).

e analiza danych dotyczacych istotnosci zjawisk z zakresu genomiki

i proteomiki w BCC.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Materiat

3.1.1 Grupy badane

3.1.1.1 Chorzy na BCC

3.1.1.1.1 Chorzy na BCC w analizie danych epidemiologicznych BCC

Grupe badana stanowito 2220 pacjentow Kliniki Dermatologii Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu z lat 2002-2013
z potwierdzonym histopatologiczne rozpoznaniem BCC. Dane retrospektywne
dotyczace rocznika, wieku, ptci, adresu zameldowania i wielkosci osrodka, z ktorego
pochodzit pacjent, lokalizacji i typu histologicznego BCC uzyskano z dokumentacji
Pracowni Histopatologii i Immunopatologii Skory Kliniki Dermatologii (kierownik:
dr hab. n. med. Monika Bowszyc-Dmochowska). Strukture badanej grupy

przedstawiono w Tab. I.

Tab. I. Struktura grupy pacjentow BCC, objetej badaniem retrospektywnym
z podziatem na pte¢, sredni wiek i 3$rednia odlegtos¢ miejsca
zameldowania od osrodka poznanskiego.

Odsetek Sredni Srednia odlegtos$¢ miejsca
Plec n wszystkich wiek =SD zameldowania od osrodka
pacjentow [%] [lata] poznanskiego + SD [km]
Kobiety 1093 49,35 68 £13 35 + 48
Mezczyini 1127 50,65 69 £ 12 35+ 53
Razem 2220 100,00 68 £ 12 35+ 50

3.1.1.1.2 Chorzy na BCCw analizie IHC oraz FISH

Badania uzyskaty zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu na mocy uchwaty nr 898/11

z dnia 3 listopada 2011 roku (zatacznik, s.118).
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Grupe badanag stanowito tgcznie 84 pacjentow z réznymi typami kliniczno-
histologicznymi BCC, wyodrebniono 2 podtypy BCC w zaleznosci od rozpoznane;j
jednostki chorobowej (rozpoznanie okreslonego typu BCC kazdorazowo stawiat
doswiadczony histopatolog na postawie obrazu drobnowidowego preparatu

przygotowanego w rutynowym barwieniu hematoksyling i eozyna - H+E):

e Chorzy z postacia guzkowg raka podstawnokomorkowego (nodular BCC,
nBCC) stanowili ogdétem 57 osob, w tym 24 (42,1%) kobiet i 33 (57,9%)
mezczyzn.

e (Chorzy z postacig powierzchowng raka podstawnokomodrkowego (superficial
BCC, sBCC) stanowili ogotem 27 osob, w tym 13 (48,1%) kobiet i 14 (51,9%)

mezczyzn.

Preparaty opisane innym rozpoznaniem niz nBCC i sBCC, byty kazdorazowo

wytaczane z badania.

3.1.1.2 Grupy kontrolne w analizie IHC oraz FISH

Grupy badane (nBCC i sBCC) stanowity wzajemne pozytywne grupy
kontrolne. Grupe¢ kontrolna negatywna stanowity wycinki mikroskopowo zdrowej
skéry z marginesu usunietych zmian nowotworowych nBCC i sBCC. Strukture

badanych grup przedstawiono w Tab. II.

Tab. 1I. Struktura badanej grupy THC i FISH.
n 84
Liczebnos¢ grupy badanej 73
Liczebnosc grupy kontrolnej 75
Sredni wiek £ SD [lata] 69 + 1
Stosunek mezczyzni/kobiety 1,27

3.1.2 Wycinki skorne

Materiat badany stanowity mrozone (kriostatowe) i parafinowe wycinki
skory pobierane w Katedrze i1 Klinice Dermatologii Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (UMP) w okresie od listopada 2009
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do maja 2013 roku. Wycinki skorne pochodzity z rutynowych biopsji do badan
diagnostycznych. Chirurgicznie wycinane zmiany nowotworowe (ogniska BCC
- grupy chorych) byty rutynowo usuwane wraz z marginesem zdrowej skory
(zdrowy naskorek - negatywna grupa kontrolna) w celu uzyskania optymalnej
radykalnosci zabiegu. Zabiegi chirurgiczne wykonywaty dr n. med. Matgorzata

Mackiewicz-Wysocka oraz dr n. med. Daria Strzelecka-Weklar.

3.1.2.1 Mrozone skrawki skory do badania IHCi FISH

Wouycinki skérne pobrane od chorych na BCC (nBCC, sBCC) transportowano
w 0,9% NaCl do pracowni, nastepnie zatapiano w ochronnym medium
do mrozenia tkanek (Bio-Optica, Milano, Italy) i skrojono przy uzyciu Kriostatu
(Leica CM1850UV). Do badan wykorzystywano skrawki mrozone o grubosci 4 pm
osadzone na mikroskopowych szkietkach podstawowych pokrytych poli-L-lizyng
(dla osiagniecia wiekszej przyczepnosci materiatu do szkietka). Zabezpieczone
skrawki skory przed wykonaniem procedury byty przechowywane w statej
temperaturze -80°C. Warunki te zastosowano w celu unikniecia enzymatycznej
degradacji mRNA.

3.1.2.2 Parafinowe skrawki skory do badania histopatologicznego

Wouycinki skorne pobrane od chorych na BCC (nBCC, nBCC) utrwalono w 10%
buforowanej neutralnej formalinie, zatopiono w kostki parafinowe i ci¢to seryjnie
mikrotomem (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Niemcy) na skrawki

o grubosci 4 pm.

3.2 Metody

3.2.1 Metody diagnostyczne

3.2.1.1 Badanie histopatologiczne H+E

Skrawki parafinowe rutynowo zabarwiono hematoksyling i eozyna (H+E).
W obrazie histologicznym poszukiwano nastepujgcych cech charakterystycznych dla
BCC:

e obecnosc¢ litych, dobrze odgraniczonych ognisk zbudowanych z podobnych

do komorek podstawnych naskorka, lecz nieco wiekszych komorek,
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utozonych palisadowo na obwodzie, otoczonych szczelinami miedzy masa

guza, a zwtokniatym lub mucynowym zrebem.

Przynaleznos¢ do badanych podtypéw BCC okreslano na podstawie obrazu

H+E:

e nBBC - dyskretne, dobrze zdefiniowane guzki i pasma komodrek
bazaloidalnych w warstwie brodawkowatej i siateczkowatej skory
wiasciwej, ktore moga ogniskowo wykazywac¢ potaczenie do przylegtego
naskorka.

e sBCC - guzki i pasma komorek bazaloidalnych proliferujace rownolegle
do naskorka i wykazujace ,szczelinowate” wycofanie do otaczajacego
podscieliska. Komdrki moga takze proliferowa¢ wzdtuz struktur

mieszkowych.
3.2.2 Metody badawcze

Skornag ekspresje biatek DSG2 oraz DSG3 oceniano za pomoca
immunohistochemii (IHC), natomiast skorng ekspresie mRNA DSG2 i DSG3
oceniano za pomocg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), odpowiednio

w ognisku BCC oraz drobnowidowo zdrowej skorze z marginesu wycietej zmiany.

3.2.2.1 Badanie ekspresji biatek DSG2 i DSG3 poprzez barwienie IHC na skrawkach

mrozonych

Immunohistochemiczng analize¢ przeprowadzono stosujac standardowaq
metode peroksydazowa ze znakowaniem streptawidyna. tacznie przeanalizowano
26 probek. Na badane skrawki nakrapiano 3% roztwor nadtlenku wodoru w celu
zahamowania aktywnosci endogennej peroksydazy, po czym przez 5 minut
inkubowano w wilgotnej komorze (20°C). Dla odstoniecia wiekszej liczby
determinant antygenowych badane skrawki byty trawione przez 5 minut
w wilgotnej komorze (20°C) komercyjnie dostepna proteinaza K (Dako, Grostrup,
Dania). Do badan IHC wykorzystano dostepne komercyjnie mysie przeciwciata
monoklonalne przeciwko ludzkiej DSG2 (anty-DSG2, AbD Serotec, Kidlington,
Oxford, Wielka Brytania) oraz DSG3 (anty-DSG3, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia,
USA; pelnowartosciowym immunogenem byta dla nich zewnatrzkomorkowa

domena ludzkiej DSG3) oraz zestaw wizualizacyjny LSAB+ System HRP
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Visualization Kit (Dako, Grostrup, Dania). Szkietka podstawowe z badanymi
skrawkami  inkubowano w roztworze przeciwciat o stezeniu  1:100
przez 1 godzine (20°C). Po inkubacji szkietka przeptukiwano zbuforowanym
roztworem soli fizjologicznej o pH 7,2 (phosphate buffered saline, PBS). Skrawki
byty nastepnie poddawane 15-minutowej inkubacji ze streptawidyna sprzezona
z peroksydaza chrzanowa  (Streptavidin-HRP), po czym  wybarwiane
diaminobenzydyng (DAB+ chromogen). Skrawki wybarwiono nastepnie
hematoksyling Harrisa (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), ptukano
pod biezaca woda przez 10 minut, odwadniano w gradiencie alkoholu etylowego
- po 2 minuty kolejno w kazdym stezeniu: 70%, 80%, 96%, 98%, ptukano
przez 2 minuty w ksylenie, a nastepnie po osuszeniu nakrywano szkietkiem
nakrywkowym przytwierdzanym balsamem kanadyjskim. Dla badania IHC
przeprowadzono odpowiednie procedury kontrolne (analiza obrazu uzyskanego
bez uzycia sondy, ocena IHC skrawkow od pacjentow chorujacych na chorobe

Bowena, rogowacenie stoneczne, rogowacenie tojotokowe).

3.2.2.2 Badanie ekspresji mRNA DSG2i DSG3 poprzez badanie FISH na skrawkach

mrozonych

tacznie przeanalizowano 58 probek. Mrozone skrawki osuszano, po czym
ptukano przez 20 minut w roztworze 95% alkoholu etylowego. Badane skrawki,
po osuszeniu byty trawione przez 20 minut w wilgotnej komorze (37°C)
komercyjnie dostepna proteinaza K (Dako, Grostrup, Dania), po czym optukiwane
dwukrotnie po 5 minut w buforze SCC. Skrawki byty kolejno odwadniane
w roztworze alkoholu etylowego 70% (1 minuta) i 98% (1 minuta) w temperaturze
pokojowej. Do badan FISH wykorzystano sondy zaprojektowane przy wspotpracy
z TIB Molbiol (Berlin, Niemcy). Przy wyborze sekwencji nukleotydowej
do projektowanych sond opierano si¢ na informacjach z bazy GenBank (ludzkie
DSG2 mRNA NM_001943.3 Gl: 189181754; ludzkie DSG3 mRNA NM_001944.2
GIl: 119964717). Aminowy koniec tancucha (N-koniec, 5’) polipeptydu wyznakowano
6-karboksyfluoresceing (6-FAM; fluorescencja zielona)/5-karboksytetrametylo-

rodaming (5-TAMRA,; fluorescencja czerwona).
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Do badania wuzyto sond mRNA oligonukleotydowych o skfadzie

nukleotydowym przedstawionym ponizej:

Sonda dla DSG2 umieszczona na antysensownej nici mRNA w obrebie miejsca

taczenia eksonu 6 i eksonu 7
5-5-TAMRA-AAAgTgTAgCTgCTgTgTTCCTCTCTgTCCAA-3’
ekson 7

5-TTggACAgAgAgg| AACACAgCAGCTACACTTT-3’
3"-AACCTgTCTCTCC|TTgTgTCgTCgATgTgAAA-5’

A

DSG2 FISH

Sonda dla DSG3 umieszczona na antysensownej nici mMRNA w obrebie miejsca

taczenia eksonu 8 i eksonu 9

5-6-FAM-AgTTgTTCATAATCTAgAgCCTTCACCACTTTCAggA-3’

ekson 9
5-TCCTgAAAgTggTgAAgg |[CTCTAgGATTATgAACAACT-3’
3’-AggACTTTCACCACTITCC|gAgATCTAATACTTgTTgA-5

<«

DSG3 FISH

Hybrydyzacje z 30pl odpowiedniej sondy prowadzono inkubujgc ptytki
w wilgotnej komorze w cieplarce, poczatkowo w 75°C przez 40 minut
dla denaturowania nici mRNA, a nastepnie w 37°C przez 24 godziny dla uzyskania
wigzania z sonda. Po tym czasie ptytki byty przeptukiwane buforem SSC (saline-
sodium citrate buffer) - 5 minut w temperaturze pokojowej, 5 minut w 75°C
i 1 minute ponownie w temperaturze pokojowej. Po osuszeniu, skrawki byty
zakrapiane kropla glicerolu i pokrywane szkietkiem nakrywkowym. Dla badania
FISH przeprowadzono odpowiednie procedury Kkontrolne (analiza obrazu
uzyskanego bez uzycia sondy, ocena FISH skrawkow od pacjentdw chorujacych

na zapalenie mieszkdw wtosowych, rogowacenie stoneczne).
3.2.2.3 Analiza ilosciowa reakcji IHCi FISH

Cyfrowe zapisy obrazow mikroskopowych uzyskanych w wyniku
przeprowadzonych badan IHC i FISH wykrywajacych ekspresje DSG2/DSG2
i DSG3/DSG3 zostaty poddane analizie numerycznej przy uzyciu specjalistycznych

programow komputerowych. Intensywnos¢ sygnatu IHC zostata zmierzona
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ilosciowo przy uzyciu cyfrowej analizy obrazu mikroskopowego za pomoca
oprogramowania do ilosciowej oceny morfometrycznej ,,HSV Filter” opracowanego
w Zaktadzie Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Helak-tapaj, 2012).

Intensywnosc¢ ekspresji biatek mierzono w procentach reakcji DSG2/DSG3

za pomocg ponizszego wzoru:

» pole powierzchni pozytywnej reakcji
Intensywnosc¢ sygnatu I[HC = - _ - X 100%
pole powierzchni badanej

Intensywnos¢ sygnatu FISH zostata zmierzona iloSciowo przy uzyciu
cyfrowej analizy obrazu mikroskopowego za pomoca komercyjnego
oprogramowania do ilosciowej oceny morfometrycznej , Image)’ (2013; wersja

1.48K; www.rsbweb.nih.gov/ij/). Do obliczen uzyto ponizszego wzoru:

Intensywnos¢ sygnatu FISH
= zintegrowana gestos¢
— (pole powierzchni badanego naskdrka

% $rednia wartos¢ fluorescenciji tta)

Kazdorazowo do oceny IHC/FISH wybierano najbardziej optymalny

fragment preparatu, cechujacy sie:

e najwiecksza wizualna intensywnoscig reakgji,

w przypadku typow BCC - obecnoscig cech nowotworu,

e w przypadku skory drobnowidowo zdrowej z marginesu zmiany

- nieobecnoscig cech nowotworu,

mozliwym brakiem artefaktow preparacyjnych.

3.2.3 Ocena mikroskopowa wraz z dokumentacja fotograficzna

Do badan mikroskopowych, zarowno histopatologicznych,
immunohistochemicznych, jak 1 immunofluorescencyjnych  wykorzystano
mikroskop sSwietlny BX40 (Olympus, Tokio, Japonia), wyposazony w adapter
fluorescencyjny i sprzezony z aparatem cyfrowym Olympus, drukarka

termosublimacyjna Olympus oraz ekranem Panasonic. Zdjecia obrazow
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drobnowidowych utrwalono cyfrowo kamera Olympus C-4000 Zoom
(Olympus, Tokio, Japonia) w celu oceny intensywnosci pozytywnego sygnatu
immunohistochemicznego (powiekszenie 400x) i immunofluorescencyjnego
(powiekszenie 600x) - odpowiednio poziomu ekspresji biatka 1 mRNA
(dzieki uprzejmosci dr n. med. Moniki Bowszyc-Dmochowskiej).

Potilosciowa ocena intensywnosci barwienia IHC i FISH dokonana zostata

przez dwoch niezaleznych badaczy. Ustanowiono nastepujgca skale reakgji:
,-" brak komorek z ekspresja badanych biatek
,+” stabo pozytywna ekspresja badanych biatek
,++” srednio pozytywna ekspresja badanych biatek

,+++” silnie pozytywna ekspresja badanych biatek
3.2.4 Analiza statystyczna

Opracowanie statystyczne wykonano przy uzyciu specjalistycznego
oprogramowania ,Statistica PL 10.0” (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) dzieki
uprzejmosci dr. n. med. Michata Michalaka w Katedrze i Zaktadzie Informatyki
i Statystyki Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
(kierownik: prof. dr hab. n. med. Jerzy Moczko). Czes¢ obliczen statystycznych
wykonano w Zaktadzie Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej (kierownik:
prof. dr hab. n. med. Elzbieta Kaczmarek) przy Katedrze Patomorfologii Klinicznej

UM w Poznaniu. Wyniki uznano za istotne statystycznie przy p<0,05.
3.2.4.1. Analiza statystyczna IHCi FISH

Ocene ekspresji DSG2/DSG2 oraz DSG3/DSG3  pomiedzy zdrowym
naskorkiem z marginesu nBCC, a zdrowym naskorkiem z marginesu sBCC
przeprowadzono przy uzyciu testu t-Studenta. Analize statystyczna przeprowadzono
przy uzyciu testu Wilcosona dla par obserwacji: DSG2/DSG3 w ogniskach BCC
i DSG2/DSG3 w marginesie zdrowej tkanki na obu poziomach ekspresji (biatko,
mRNA). Poréwnanie ekspresji DSG2/DSG3 w ogniskach typu nBCC
oraz DSG2/DSG3 w ogniskach typu sBCC na obu poziomach ekspresji (biatko,
mRNA) wykonano za pomocg testu Manna-Whitneya (tzw. testu Wilcosona

dla dwoch prébek). Oceny korelacji DSG2/DSG3 w marginesie zdrowej tkanki, BCC
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i podtypach (nBCC, sBCC) na obu poziomach ekspresji (biatko, mRNA) dokonano

za pomoca testu korelacji rangowej Spearmana (rho Spearmana).

3.2.4.2. Analiza danych epidemiologicznych BCC

Analize statystyczng zmiany zapadalnosci na BCC w danej lokalizagji
(owtosiona skdra gtowy, nieowtosiona skéra gtowy, szyja, tutéw, konczyna gorna,
konczyna dolna) wzgledem pozostatych lokalizacji oraz zmiany zapadalnosci
na dany typ BCC (solidum, superficiale, adenoides, cicatrisans, typ mozaikowy,
inne rzadkie typy) przeprowadzono przy uzyciu testu y2 dla trendu. Roznice
w licznosci typow BCC w grupie kobiet i mezczyzn, roznice w rozktadzie pici
w zaleznosci od wielkosci populacji w miejscu zamieszkania, oraz roznice
w rozktadzie BCC i sBCC w poszczegdlnych grupach rocznikdw oceniono za pomoca
testu x* z korekta Yatesa. Wielko$¢ osrodka zamieszkania pacjenta podzielono
ustalajac wartosci graniczne zaludnienia: 1, 10, 50, 100 i 500 tysiecy mieszkancow.
Roznice w lokalizacji BCC oraz typie BCC w zaleznosci od sredniego wieku pacjenta
oceniono za pomocg testem Kruskala-Wallisa. Oceny korelacji wieku pacjenta
od pokonywanej odlegtosci z miejsca zameldowania do osrodka poznanskiego

dokonano za pomocg testu korelacji rangowej Spearmana (rho Spearmana).

Opisane badania wykonano w Pracowni Histopatologii i Immunopatologii
Skory Kliniki Dermatologii (kierownik: dr hab. n. med. Monika Bowszyc-
Dmochowska), Pracowni Autoimmunizacyjnych  Dermatoz  Pecherzowych
(kierownik: prof. dr hab. n. med. Marian Dmochowski) i Zaktadzie Bioinformatyki
i Biologii Obliczeniowej (kierownik: prof. dr hab. n. med. Elzbieta Kaczmarek) UM

w Poznaniu.
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4. WYNIKI
4.1 Wyniki analizy danych epidemiologicznych BCC

Liczbe pacjentow oraz ich sredni wiek z rozdziatem na pte¢ w poszczegdlnych
latach przedstawiono odpowiednio na Ryc. 14 i Ryc. 15. Mediane odlegtosci
pokonywanej przez pacjenta z miejsca zameldowania do osrodka poznanskiego
w poszczegolnych latach przedstawiono na Ryc. 16. Rozktad procentowy
odnotowywanych typow BCC w badanej grupie przedstawiono na Ryc. 17. Liczba
BCC danych typéw z rozbiciem na poszczegolne roczniki zostata przedstawiona
na Ryc. 18. Rozktad wystepowania danego typu BCC dla poszczegdlnych pftci
przedstawiono na Ryc. 19. Pomiedzy grupa kobiet i grupa mezczyzn wykazano
znaczaca roznice liczby BCC cicatrisans (p=0,0003), lecz nie nBCC (p=0,3739), sBCC
(p=5205), BCC adenoides (p=0,8216) i rzadkich typow (p=0,4817). Liczbe BCC
w danej lokalizacji w poszczegdlnych rocznikach przedstawiono na Ryc. 20. Odsetek
BCC w obrebie nieowtosionej skdry gtowy przedstawiono na Ryc. 21. Odsetek BCC
danego typu w okreslonych lokalizacjach przedstawiono na Ryc. 22. Liczbe BCC
w danej lokalizacji dla catej badanej grupy, mezczyzn i kobiet przedstawiono
na Ryc. 23-25. Lokalizacje dwdch najczestszych typow (nBCC i sBCC) przedstawiono
odpowiednio na Ryc. 26 1 Ryc. 27. Rozktad wiekowy dla obu podtypow
przedstawiono na Ryc. 26. Wykazano znaczace roznice w rozktadzie nBCC i sBCC
dla piecdziesieciolatkow (p=0,0274) i osiemdziesieciolatkow (p=0,0062) wzgledem
rozktadu populacyjnego. Nie wykazano istotnych rdéznic dla grupy <30 lat (p=1),
trzydziestolatkow (p=0,5835), czterdziestolatkow (p=0,7864), szczescdziesieciolatkow
(p=1), siedemdziesieciolatkow (p=0,91) i pacjentow powyzej 90 lat zycia (p=0,8889).

Wykazano znaczacy wzrost zapadalnosci na BCC w badanych latach
w obrebie owtosionej skdry gtowy (p=0,0212), szyi (p<0,0001), tutowia (p<0,0001),
koncznyny gornej (p<0,0001) i dolnej (p<0,0001), a istotny spadek zapadalnosci
w obrebie nieowtosionej skory gtowy (p=0,001) (Ryc. 29-34). Wykazano znaczacy
spadek zapadalnosci na nBCC (p<0,0001), BCC adenoides (p=0,0236) i BCC
cicatrisans (p<0,0209), a znaczacy wzrost zapadalnosci na sBCC (p<0,0001) i BCC
typu mozaikowego (p=0,0038) wzgledem pozostatych typow BCC (Ryc. 35-39).
Nie wykazano istotnej statystycznie zmiany zapadalnosci na rzadkie typy BCC
(p=0,811) (Ryc. 40). Wykazano istotnie nizszy s$redni wiekiem pacjentéw z sBCC
w stosunku do pacjentéw z nBCC (p=0,033), sBCC w stosunku do pacjentéw z BCC
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cicatrisans (p=0,0037) oraz sBCC w stosunku do innych rzadkich typow BCC
(p=0,049) (Ryc. 41). Wykazano rowniez istotnie nizszy sredni wiek pacjenta
u ktorego BCC lokalizowat sie w obrebie tutowia wobec pacjenta z BCC w obrebie
owtosionej skory gtowy (p=0,0001) i nieowtosionej skory gtowy (p=0,0001) oraz
pacjenta z BCC w obrebie konczyny dolnej wobec gtowy owtosionej (p=0,0087)
(Ryc. 42). Dowiedziono istnienia negatywnej Kkorelacji wieku pacjenta
i pokonywanej przez niego odlegtosci z miejsca zameldowania do osrodka
poznanskiego (r=-0,1758; p<0,0001) (Ryc. 43). Nie wykazano istotnych réznic
w rozktadzie ptci wsréd pacjentow z osrodkéw >500tys. (p=0,2579), 100-500tys.
(p=0,3693), 50-100tys. (p=0,0871), 10-50tys. (p=0,7068), 1-10tys. (p=0,3006)
i ponizej 1tys. mieszkancow (p=0,0759) (Ryc. 44).
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Ryc. 14 Roczna liczba pacjentow z BCC z osrodka poznanskiego w latach 2002-2013 (n=2220).
Oznaczono linie trendow.
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Ryc. 15 Sredni wiek pacjentéow w zaleznosci od ptci w latach 2002-2013 (n=2053).
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Ryc. 16 Mediana odlegtosci miejsca zameldowania od osrodka poznanskiego
w latach 2002-2013 (n=2168). Ukazano linie trendu wzrostowego.
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Ryc. 17 Rozktad procentowy odnotowywanych typow BCC w latach 2002-2013 (n=1704).
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Ryc. 18 Wystepowanie danych typéw BCC w latach 2002-2013 (n=1704).
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Ryc. 19 Wystepowanie danego typu BCC z podziatem na pte¢ w latach 2002-2013
(n=1704). Znaczaca rdznica rozktadu BCC cicatrisans pomigdzy ptciami (test X

z korekta Yatesa).
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Ryc. 20 Lokalizacja BCC w latach 2002-2013 (n=2185).
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Ryc. 21 Lokalizacja BCC z rozréznieniem na typy histologiczne w latach 2002-2013.

twarz
broda
fatd nosowo-policzkowy

okotoustna

oczodotowa

Okolica

przeduszna/matzowina

czotowa

skroniowa

policzkowa

nos

0 5 10 15 20 25 30 35
Odsetek BCC w danej lokalizacji [%]

Ryc. 22 Lokalizacja BCC w obrebie nieowtosionej skory gtowy u pacjentow z lat 2002-2013
(n=1393).
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Ryc. 23 Lokalizacja BCC w latach 2002-2013 (n=2220).
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Ryc. 24 Lokalizacja BCC u kobiet w latach 2002-2013 (n=1093).
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Ryc. 25 Lokalizacja BCC u mezczyzn w latach 2002-2013 (n=1127).
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Ryc. 26 Lokalizacja nBCC w latach 2002-2013 (n=686).
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Ryc. 27 Lokalizacja sBCC w latach 2002-2013 (n=489).
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Ryc. 28 Liczba zachorowan na nBCC i sBCC w grupach wiekowych w latach 2002-2013
(n=1102). Oznaczono populacje wiekowe o istotnych roznicach proporcji nBCC/sBCC wobec
catej grupy badane;.
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Ryc. 29 Znaczacy wzrost liczcby BCC w obrebie owtosionej skdéry glowy wzgledem
pozostatych lokalizacji w latach 2002-2013 (test x*dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 30 Znaczacy spadek liczby BCC w obrebie nieowtosionej skory glowy wzgledem
pozostatych lokalizacji w latach 2002-2013 (test X’ dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 31 Znaczacy wzrost liczby BCC w obrebie szyi wzgledem pozostatych lokalizacji
w latach 2002-2013 (test XZ dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 32 Znaczacy wzrost liczby BCC w obrebie tutowia wzgledem pozostatych lokalizacji
w latach 2002-2013 (test )(2 dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 33 Znaczacy wzrost liczcby BCC w obrebie konczyny gornej wzgledem pozostatych
lokalizacji w latach 2002-2013 (test x2 dla trendu). Oznaczono lini¢ trendu.
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== konczyna dolna
== pozostate lokalizacje

Ryc. 34 Znaczacy wzrost liczcby BCC w obrebie konczyny dolnej wzgledem pozostatych
lokalizacji w latach 2002-2013 (test x’ dla trendu). Oznaczono linig trendu.
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Ryc. 35 Znaczacy spadek liczby BCC solidum (nBCC) wzgledem pozostatych typow
w latach 2002-2013 (test X2 dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 36 Znaczacy wzrost liczby BCC superficiale (sBCC) wzgledem pozostatych typow
w latach 2002-2013 (test x2 dla trendu). Oznaczono lini¢ trendu.
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Ryc. 37 Znaczacy spadek liczby BCC adenoides wzgledem pozostatych typéw w latach 2002
-2013 (test xz dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 38 Znaczacy spadek liczby BCC cicatrisans wzgledem pozostatych typow w latach 2002
-2013 (test x2 dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 39 Znaczacy wzrost liczby BCC typu mozaikowego wzgledem pozostatych typow
w latach 2002-2013 (test X2 dla trendu). Oznaczono linie trendu.
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Ryc. 40 Zaleznos$¢ liczby rzadkich typow BCC wzgledem pozostatych typow w latach 2002
-2013 (test x dla trendu). Brak istotnosci statystyczne;j.
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Ryc. 41 Istotna zalezno$¢ sredniego wieku pacjentow w od typu BCC oceniona testem

Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 42 Istotne zaleznosci lokalizacji BCC od sredniego wieku pacjenta ocenione testem

Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 43 Znaczaca negatywna zalezno$¢ wieku pacjenta od pokonywanej odlegtosci
z miejsca zameldowania do osrodka poznanskiego w latach 2002-2013 oceniana testem
korelacji rangowej Spearmana (n=2007).
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Ryc. 44 Rozktad wielkosci populacji osrodka zamieszkania pacjentow z lat 2002-2013
(n=2162).
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4.2 Wyniki ekspresji DSGs
4.2.1 Ekspresja na poziomie biatka
4.2.1.1 WyniKki ilosciowej ekspresji DSGs

Ilosciowa analiza sygnatow IHC (Ryc. 45-47, Tab. IllI) wykazata znaczace
roznice w ekspresji DSG2 i DSG3 w BCC i zdrowym naskdrku. Ekspresja DSG2
byta znaczaco wyzsza w BCC niz w naskdrku (p=0,0429), a DSG3 znaczaco nizsza
w BCC niz w naskorku (p=0,0035). Podobnie, w nBCC wykazano wyzsza ekspresje
DSG2 (p=0,0335) i DSG3 (p=0,0013) niz w naskorku. W sBCC nie wykazano tych
roznic dla ekspresji DSG2 (p=0,0547) i DSG3 (p=0,7343) wobec naskdrka. Pomiedzy
oboma typami BCC (nBCC, sBCC) nie wykazano istotnych roznic w ekspresji DSG2
(p=0,6541) i DSG3 (p=0,0783). Wykazano istotng pozytywna korelacje ekspresji
DSG2 i DSG3 w naskorku (r=+0,6715; p=0,0002) (Ryc. 48), ktéra byta nieobecna
w BCC (r=+0,1412; p=0,0585), sBCC (r=+0,4295; p=0,0553) i nBCC (r=+0,023;
p=0,562). Nie wykazano roznic w ekspresji DSG2 (p=0,7491) i DSG3 (p=0,1392)

pomiedzy grupami kontrolnymi.
4.2.1.2 Wyniki jakosciowej ekspresji DSGs

DSG2 w zdrowym naskorku lokalizowata sie¢ w jego dolnych warstwach
(Ryc. 4A), podczas gdy DSG3 wykazywata ekspresje w dolnych i srodkowych
warstwach naskorka (Ryc. 4B). DSG2 wykazywata ekspresje w przestrzeniach
miedzykomorkowych w nBCC, bardziej zaznaczong na obwodzie nowotworu
(Ryc. 49), natomiast w sBCC ekspresje homogennag na catym przekroju gniazd
(Ryc. 50). DSG3 wykazywata zblizony, homogenny wzdr ekspresji w przestrzeniach
miedzykomorkowych na catym przekroju gniazd nowotworowych obu typow BCC,

jednak o wyraznie mniejszym nasileniu w sBCC (Ryc. 51-52).
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Ryc. 45 Ekspresja DSG2 na poziomie biatka w zdrowym naskérku i tkance BCC. Ekspresja
DSG2 na poziomie biatka w zdrowym naskorku (A) i sygnat przetworzony cyfrowo (B).
Ekspresja DSG2 na poziomie biatka w sBCC (C) i sygnat przetworzony cyfrowo (D).
Ekspresja DSG2 na poziomie biatka w nBCC (E) i sygnat przetworzony cyfrowo (F).
Powiekszenie 400x, IHC. Analiza komputerowa obrazéw IHC dzieki uprzejmosci
dr n. med. Celiny Helak-tapaj.
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Ryc. 46 Ekspresja DSG3 na poziomie biatka w zdrowym naskorku i tkance BCC. Ekspresja
DSG3 na poziomie biatka w zdrowym naskdrku (A) i sygnat przetworzony cyfrowo (B).
Ekspresja DSG3 na poziomie biatka w sBCC (C) i sygnat przetworzony cyfrowo (D).
Ekspresja DSG3 na poziomie biatka w nBCC (E) i sygnat przetworzony cyfrowo (F).
Powiekszenie 400x, IHC. Analiza komputerowa obrazéw IHC dzieki uprzejmosci
dr n. med. Celiny Helak-tapaj.
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Ryc. 47 Poziom ekspresji (mediana, rozstep kwartylowy) DSG2 i DSG3 na poziomie biatka
w zdrowym naskorku, BCC oraz jego postaciach nBCC i sBCC. Opublikowano w Pietkiewicz

i wsp. 2014
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Ryc. 48 Istotna pozytywna Kkorelacja ekspresji

zaleznosci. Zaznaczono lini¢ trendu. Opublikowano w Pietkiewicz i wsp. 2014
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Ryc. 49 DSG2 wybarwiajgca sie w przestrzeniach miedzykomorkowych na obwodzie
nBCC (IHC).

Ryc. 50 DSG2 wybarwiajaca sie homogennie w przestrzeniach miedzykomoérkowych
na catym przekroju sBCC (IHC).
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Ryc. 51 DSG3 wybarwiajaca sie homogennie w przestrzeniach miedzykomaérkowych
na catym przekroju nBCC (IHC).

Ryc. 52 DSG3 wybarwiajgca sie¢ homogennie wyraznie w  przestrzeniach
miedzykomdrkowych naskdérka, natomiast sladowo w ogniskach sBCC (IHC).
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4.3.1 Ekspresja DSGs na poziomie mRNA
4.3.1.1 Wyniki ilosciowej ekspresji DSGs

llosciowa analiza intensywnosci fluorescencji (Ryc. 53-55, Tab. 1V) wykazata,
ze ekspresja DSG2 byta istotnie wyzsza w BCC (p=0,0011) oraz w nBCC (p=0,0024)
niz w naskorku. W sBCC nie wykazano istotnych réznic w ekspresji DSG2 wzgledem
naskorka (p=0,0522). Nie wykazano istotnych roznic w ekspresji DSG3 wzgledem
naskorka w BCC (p=0,3726), nBCC (p=0,4973) oraz sBCC (p=0,6387), ani rdznic
w ekspresji DSG3 pomiedzy oboma typami (p=0,9545). Wykazano istotna
pozytywna Kkorelacje ekspresji DSG2 i DSG3 w zdrowym naskorku (r=+0,509;
p=0,0021) (Ryc. 56) i BCC (r=+0,3833; p=0,0259) (Ryc. 57). Nie obserwowano
korelacji ekspresji DSG2 i DSG3 w nBCC (r=+0,2065; p=0,3428) i sBCC (r=+0,5454;
p=0,0874). Nie wykazano roznic w ekspresji DSG2 (p=0,9822) i DSG3 (p=0,6447)

pomiedzy grupami kontrolnymi.

4.3.1.2 Wyniki jakosciowej ekspresji DSGs

Swiecenie DSG2 mRNA obserwowane w komdrkch warstwy podstawnej
i srodkowych warstw zdrowego naskorka miato charakter cytoplazmatyczny
(Ryc. 58). Swiecenie cytoplazmatyczne DSG3 mRNA wykazano natomiast
w srodkowych i wyzszych warstwach zdrowego naskorka (Ryc. 59).

W nBCC obserwowano homogeny typ sSwiecenia DSG3, ktore wydawato sie
bardziej nasilone w srodkowych obszarach gniazd guza, a mniej w obrzezu gniazd,
natomiast margines guza w wielu przypadkach posiadat wyrazny linijny kontur
w barwieniu immunofluorescencyjnym 6-FAM (Ryc. 60). Tymczasem w sBCC
swiecenie DSG3 byto rownomierne na catym przekroju guza, lecz umiejscawiato si¢
bardziej na obwodzie komdrek nowotworowych (Ryc. 61). W obu typach BCC
ekspresja DSG2 byta wyzsza na obwodzie gniazd niz w ich centrum (Ryc. 62),
cho¢ w niektorych przypadkach obserwowano rowniez rdwnomierne Swiecenie

na catym przekroju sBCC (Ryc. 63).
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Ryc. 53 Ekspresja DSG2 na poziomie biatka i mRNA w tkance BCC i zdrowym naskorku
- obrazy przetworzone cyfrowo. Wizualizacja sity sygnatu. Ekspresja DSG2 na poziomie
biatka w tkance BCC (IHC) (A). Ekspresja DSG2 na poziomie biatka w zdrowym naskorku
(IHC) (B). Ekspresja DSG2 na poziomie mRNA w tkance BCC. (FISH; 5-TAMRA) (CO).
Ekspresja DSG2 na poziomie mRNA w zdrowym naskorku (FISH; 5-TAMRA) (D). Analiza
komputerowa obrazow immunohistochemicznych dzieki uprzejmosci dr n. med. Celiny
Helak-tapaj. Wykorzystano w doniesieniu zjazdowym Dmochowski i wsp. 2013.
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Ryc. 54 Ekspresja DSG3 na poziomie biatka i mRNA w tkance BCC i zdrowym naskorku
- obrazy przetworzone cyfrowo. Wizualizacja sity sygnatu. Ekspresja DSG3 na poziomie
biatka w tkance BCC (IHC) (A). Ekspresja DSG3 na poziomie biatka w zdrowym naskorku
(IHO) (B). Ekspresja DSG3 na poziomie mRNA w tkance BCC (FISH; 6-FAM) (C). Ekspresja
DSG3 na poziomie mRNA w zdrowym naskorku (FISH; 6-FAM) (D). Analiza
komputerowa obrazéw immunohistochemicznych dzieki uprzejmosci dr n. med. Celiny
Helak-tapaj. Wykorzystano w doniesieniu zjazdowym Dmochowski i wsp. 2013.
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Ryc. 55 Poziom ekspresji (mediana, rozstep kwartylowy) DSG2 i DSG3 na poziomie
mRNA w zdrowym naskoérku, BCC oraz jego postaciach nBCC i sBCC. Opublikowano
w Pietkiewicz i wsp. 2014.
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Ryc. 56 Istotna pozytywna Kkorelacja ekspresji DSG2 i DSG3 na poziomie mRNA
w zdrowym naskorku. Wspotczynnik Kkorelacji rangowej Spearmana oceniajacy site
zaleznosci. Zaznaczono linie trendu. Opublikowano w Pietkiewicz i wsp. 2014.
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Ryc. 57 Istotna pozytywna korelacja ekspresji DSG2 i DSG3 na poziomie mRNA w BCC.
Wspotczynnik Kkorelacji rangowej Spearmana oceniajgcy site zaleznosci. Zaznaczono lini¢
trendu. Opublikowano w Pietkiewicz i wsp. 2014.
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Ryc. 58 Ekspresja DSG2 widoczna wyraznie w warstwie podstawnej i Srodkowych
warstwach zdrowego naskdrka (strzatka). Cytoplazmatyczny typ sSwiecenia. Powiekszenie
6004, 5-TAMRA, FISH.

Ryc. 59 Przewazajaco cytoplazmatyczna ekspresja DSG3 widoczna w niektorych obszarach
posrednich i gérnych warstw zdrowego naskérka (klamra). Powiekszenie 6004, 6-FAM,
FISH. Opublikowano w doniesieniu zjazdowym Dmochowski i wsp. 2013.
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Ryc. 60 Komdrkowa ekspresja DSG3 o charakterze prewazajaco homogennym,
bardziej intensywna w centrum gniazda nBCC (strzatka). Powiekszenie 600x%, 6-FAM,
FISH. Opublikowano w Pietkiewicz i wsp. 2014.

*

Ryc. 61 Komodrkowa, przewazajaco homogenna ekspresja DSG3 w catej tkance sBCC
(gwiazdy). Powieksznie 400%, 6-FAM, FISH.
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Ryc. 62 Przewazajaco cytoplazmatyczna ekspresja DSG2 bardziej intensywna
na obwodzie gniazda nBCC (strzatka). Powiekszenie 600x%, 5-TAMRA, FISH.

Opublikowano w Pietkiewicz i wsp. 2014.

Ryc. 63 Przewazajaco cytoplazmatyczna ekspresja DSG2 widoczna w tym przypadku
zarbwno w centrum, jak i na obwodzie sBCC (strzatka). Zazwyczaj ekspresja DSG2
wystepowata bardziej intensywnie na obwodzie gniazda tego typu BCC. Powigkszenie
600x%, 5-TAMRA, FISH.
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5. DYSKUSJA
5.1 Analiza trendow zachorowan na BCC w osrodku poznanskim

Okreslenie ,nieczerniakowy nowotwor skory” (nonmelanoma skin cancer,
NMSC) uzywane w badaniach epidemiologicznych wydaje si¢ terminem
szkodliwym. Okoto 80% nowotworéw z tej grupy stanowi BCC, zatem dane
epidemiczne przypisane tej grupie pacjentow sa trudne do interpetacji ze wzgledu
na odmiennos¢ etiologiczna, genetyczna, kliniczng i inne rokowanie SCC i BCC
(Surdu 2014). Sformutowanie NMSC moze byc¢ zwodnicze interpretacyjnie,
sugerujac mniejsza istotnos¢ medyczng BCC. Jednak swiadomos¢ skomplikowane;j
biologii guzow ze spektrum BCC nie pozwala na lekcewazenie BCC, nawet
w kontekscie czerniaka. Z drugiej strony okreslenie ,,nowotwor gtowy i szyi” (head
and neck cancer, HNC), stosowany gtownie w odniesieniu do SCC, rowniez
zasadniczo, zwtaszcza w kontekscie skornym, dotyczy BCC. Ze wzgledu
na nieprecyzyjnos¢, wydaje sie, ze powinien byc¢ zastepowany bardziej
precyzyjnymi wybiorczymi okresleniami, dla przyktadu - rak kolczystokomorkowy
gtowy i szyi (head and neck SCC, HNSCC).

BCC jest najczestszym ztosliwym nowotworem populacji pochodzenia
europejskiego (Richmond-Sinclair i wsp. 2009). Pomimo braku jednolitego systemu
raportowania nowotworow, w oparciu o dostepne dane, na catym Swiecie
obserwuje sie wzrost zapadalnosci na BCC (Lear i wsp. 1997; de Vries i wsp. 2004,
Nasser 2005; Delfino i wsp. 2006; Roewert-Huber i wsp. 2007; Bath-Hextall i wsp.
2007; Riefenberger i wsp. 2011; Flohil i wsp. 2013; Demirseren i wsp. 2014).
Postepowaniem z wyboru, w przypadku wiekszosci pacjentow jest usuniecie
chirurgiczne nowotworu z marginesem zdrowej skory (Riefenberger i wsp. 2011).
Chociaz nowotwdr ten w rzadkich przypadkach bywa s$miertelny, to biorac pod
uwage zapadalnos¢, wysokie ryzyko wznowy siegajace 26-67% (Farhi i wsp. 2007)
i koszty zwigzane z leczeniem poszczegdlnych pacjentow, generuje on znacza czesc
kosztow systemow opieki zdrowotne;j.

Ostatnie zmiany przepisOw zaproponowane przez ministra zdrowia i przyjete
przez Sejm RP (Dziennik Ustaw RP, 2014), dotyczace pakietu kolejkowego, szybkiej
Sciezki diagnostyki i terapii pacjentow z podejrzeniem nowotworu (tzw. pakiet
onkologiczny i zielona Kkarta onkologiczna), majace w zamysle skroci¢ czas

oczekiwania na wizyte u specjalisty pacjenta chorujacego na nowotwor ztosliwy.
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Tymczasem, w efekcie uzyskano wydtuzenie drogi pacjenta z BCC do specjalisty
dermatologa 1 wenerologa poprzez koniecznos¢ wystawienia skierowania
przez lekarza rodzinnego od 1 stycznia 2015 (Dziennik Ustaw RP, 2014).
Nowe przepisy sa ponadto przyczyng wielu watpliwosci interpretacyjnych,
mogacych mie¢ wptyw na przezywalnos¢ konkretnych pacjentdw onkologicznych
kosztem innych. Niejasne pozostaje, ktdory pacjent ma pierwszenstwo
w diagnostyce i leczeniu - ten bedacy juz pod opieka onkologa, czy ten posiadajacy
zielona karte? Ponadto wydaje sie¢, ze wymagania stawiane przez Ministerstwo
Zdrowia lekarzom Podstawowej Opieki Zdrowotnej sa niedostosowane
do warunkow logistycznych placowek (m.in. wiele niezinformatyzowanych
dotychczas placowek; srednia wieku lekarza w Polsce powyzej 60 lat; nadmierne
obciazenie lekarza sprawozdawczoscia; zmniejszajaca sie liczba lekarzy w Polsce)
(Wréblewska 2015). Znaczna cze$S¢ Kosztow diagnostyki (m.in. tomografii
komputerowej, tomografii rezonansu magnetycznego, badan endoskopowych)
zostata przerzucona na lekarzy rodzinnych, przy niemal niezmienionym
ich finansowaniu. Ponadto, nowotwory ztosliwe skory, poza czerniakiem,
ktorego leczenie pozostaje w Polsce w gestii onkologow, nie zostaty uwzglednione
ustawowo w wykazie nowotworow ztosliwych, ktorych podejrzenie upowaznia
pacjenta do wtaczenia do programu szybkiej diagnostyki. W wielu przypadkach
zdarza sie¢, ze pacjent z nowotworem skory zgtasza sie do spegjalisty,
kiedy nowotwor ma charakter drazacy (zwany dawniej ulcus rodens,
ulcus terebrans), zajmuje rozlegty obszar lub nacieka juz glebsze tkanki.
Te wszystkie zmiany organizacji stuzby zdrowia mogg przyczynic sie do zwiekszonej
umieralnosci m.in. na SCC (o znacznej przeciez agresywnosci i tendengji
do przerzutowania), raka z komdrek Merkla oraz rzadkie przerzutowe postaci BCC,
pomimo nawet wczesnego wykrycia, ze wzgledu na wydtuzony czas oczekiwania
na konsultacje onkologiczna, specjalistyczng diagnostyke i leczenie (Dziennik Ustaw
RP, 2014; Koblanska 2015). Wydaje sie rowniez, ze stopienn zaawansowania
nowotworu skory u pacjenta, ktorego droga do specjalisty wydtuzy sie, mogtby

wigzac sie z koniecznoscia przeprowadzenia rozleglejszego zabiegu chirurgicznego.
5.1.1 Pte¢

Pomimo danych literaturowych sugerujacych znacznag przewage przypadkow

BCC wsrod mezczyzn (M/F ratio ca. 2,0), w badanej grupie proporcje rozktadaty sie
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niemal po rowno wsrod obu ptci (M/F ratio=1,03) (Czarnecki i wsp. 1992; Cho i wsp.
1999; Ceylan i wsp. 2003; Bath-Hextall i wsp. 2004; Neale 1 wsp. 2007; Raasch
i wsp. 2006; Coups i wsp. 2008; Wu S. i wsp. 2013). Mozliwe, ze procentowy udziat
ptci wynikat ze specyfiki osrodka, gdzie juz wczesniej, w badaniu na mniejszej
grupie pacjentow z lat 1997-2002 obserwowano przewage kobiet (Deja i wsp. 2004),
podobnie jak w osrodku todzkim (Lesiak i wsp. 2010), czy w badaniu dunskim
(Flohil i wsp. 2013), lecz nie osrodku katowickim (Juszko-Piekut i wsp. 2013). BCC
jest choroba wystepujaca preferencyjnie u osob starszych, a srednia dtugosc¢ zycia
kobiety w Wielkopolsce, wg danych GUS z lat 2012-2013, jest o prawie 8 lat wyzsza
niz srednia dtugos¢ zycia mezczyzny, co moze ttumaczyc te dysproporcje (Sanko
2013). O ile w latach 2002-2005 wsrod pacjentéow z BCC, przewazali mezczyzni,
to od 2007 roku obserwuje sie wyrazny ogolny wzrost zachorowan na BCC,
zwtaszcza wsrdd kobiet. W 2010 roku obserwowano okoto 2-krotny wzrost liczby
BCC wsréd obu pici w poréwnaniu do roku 2007. Wydaje sie, ze przynajmniej
za czesS¢ wzrostu odpowiada¢ moze wieksza Swiadomos¢ koniecznosci poszukiwania
pomocy lekarskiej w przypadku obserowania przez pacjenta podejrzanej zmiany
oraz wieksza wykrywalnos¢ BCC wuynikajaca z lepszej organizacji opieki nad
pacjentem. Ewolucja algorytmow leczniczych, od Kkrioterapii, elektrokoagulagji
czy laseroterapii do wyciecia chirurgicznego zmiany metoda Kklasyczna
czy mikrochirurgii Mohsa, uregulowanie prawne koniecznosci wykonania badania
histologicznego usuwanej chirurgicznie zmiany, koszt badania, jak i zmiany
procedur zabiegow raportowanych do Narodowego Funduszu Zdrowia, z pewnoscia
spowodowaty, ze czes¢ wielkopolskich dermatologéw i wenerologéw nie usuwata
BCC samodzielnie, a kierowata pacjenta do Poradni Chirurgicznej lub stworzone;j
wtasnie pod koniec poprzedniej dekady sekcji dermatochirurgicznej przyklinicznej
Poradni Dermatologicznej, przeksztatconej w 2013 roku w Pracownie
Dermatochirurgii ~ Kliniki Dermatologii  UMP. Rola promocji zachowan
prozdrowotnych i edukacji, w oparciu o ocene¢ ich skutecznosci w badaniu dunskim,

prawdopodobnie jest znikoma (Flohil i wsp. 2013).
5.1.2 Sredni wiek

Sredni wiek u obu pici wynosit 68 lat (kobiety: 68 lat, mezczyzni: 69 lat),
nie zmienit sie od poprzedniego raportowanego okresu, i miescit sie¢ w zakresie

opisywanym jako szczyt zachorowalnosci, czyli 40-80 lat (Deja i wsp. 2004; Lesiak
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i wsp. 2010; Chinem i wsp. 2011; Demirseren i wsp. 2014). Taki rozstep wynika
z faktu zauwazonego przez zespot badaczy australijskich, ze w strefie umiarkowanej,
do ktorej nalezy Polska, sredni wiek pacjenta z BCC jest wyzszy niz w pasie
miedzyzwrotnikowym, co ma wynikac z zaleznej od szerokosci geograficznej roznicy
w narazeniu na promieniowanie UV (Czarnecki i wsp. 1992; Revenga Arranz i wsp.
2004; Gloster i wsp. 2006). Uznajac BCC za chorobe o0sob starszych, mozna wysnuc
wniosek, ze hipotetycznie kazdy cztowiek zyjacy odpowiednio dtugo zachorowatby

na BCC, podobnie jak na pemfigoid pecherzowy (Dmochowski i wsp. 2014b).
5.1.3 Odleglosc¢ miejsca zameldowania od osrodka poznanskiego

Odlegtos¢ jaka pacjenci musieli pokona¢ do osrodka poznanskiego byta
dla obu ptci zblizona i wynosita okoto 35km. Z obserwacji wykresu odlegtosci
miejsca zameldowania pacjenta od osrodka poznanskiego wynika, ze z kolejnymi
latami osrodek obejmuje opieka wiecej pacjentow z coraz dalej potozonych
miejscowosci. Wiek pacjenta i prawdopodobnie posrednio z nim zwigzany stan
zdrowotny pacjenta moga by¢ waznymi czynnikami, ktore ograniczaja mozliwosci
dotarcia do osrodka. Jest to zagadnienie szczegolnie wazne w kontekscie duzej
zapadalnosci na BCC u osob w wieku podesztym i zjawiska starzenia sie
spoteczenstwa. Istnieje wiele czynnikow, ktore moga powodowac, ze pacjent z BCC
nie decyduje sie na usuniecie nowotworu. Pierwszy z nich, to nieSwiadomosc¢
choroby - BCC rozwija si¢ przez wiele lat i moze byc przez osobe starsza przeoczony
lub zignorowany. Jesli juz pojawia si¢ objawy, czy to w postaci krwawienia,
czy w postaci znieksztatcajacego nacieku nowotworowego, pacjent moze je
lekcewazyc¢ i nie szuka¢ pomocy. Wyroznia si¢ posta¢ ,BCC z zaprzeczenia”,
gdzie pacjenci zgtaszaja sie do lekarza bardzo pozno, z zaawansowanymi zmianami
nowotworowymi, pod wptywem presji ze strony cztonkdw rodziny (Jaworek i wsp.
2012). Nowotwory wraz z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego sg dwiema
wiodacymi przyczynami umieralnosci wg danych WHO i Eurostatu (WHO 2014;
Eurostat 2014). Wuypieranie choroby, rdwniez w przypadku starszego pacjenta,
jest sposobem obrony przed zta informacja (Vos i wsp. 2007; Zaghi i wsp. 2014).
Inng przyczyna dla Kktorej starszy pacjent nie bedzie poszukiwat pomocy
jest zwiekszona zapadalnos¢ w tej grupie na zespoty otepienne. Taki pacjent,
by byc¢ zdiagnozowany i leczony, bedzie wymagat pomocy rodziny lub asystenta,

ktory bedzie go potrafit zmotywowac¢ do leczenia i bedzie mu towarzyszyt
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w drodze do osrodka zdrowia. W 2004 roku otwarto dla Polakow rynek pracy
w Unii Europejskiej (UE), a wielu Polakow w wieku produkcyjnym wyjechato
w celach zarobkowych, pozostawiajgc starszych krewnych w kraju (Rzgdowa Rada
Ludnosciowa 2012). Starszy, niesamodzielny pacjent, pozbawiony opieki i majacy
trudnosci z zajmujgcym nieraz caty dzien dojazdem z miejsca zamieszkania
do szpitala, nie zdecyduje sie na diagnostyke czy leczenie BCC. Prawdopodobnie
to witasnie otwarcie europejskiego rynku pracy odpowiada za wyrazny spadek
liccby BCC w latach 2005-2008. Wraz z wydtuzeniem sredniej dtugosci zycia
w spoteczenstwie, wydaje sie, ze problemy zwiazane z diagnostyka i leczeniem

nowotwordow ztosliwych beda stopniowo narastaty (Wojciechowska i wsp. 2013).
5.1.4 Typy BCC

Najczestszymi typami BCC obserwowanymi w badanych latach byty kolejno
nBCC i sBCC. Chociaz w duzym pojedynczym badaniu francuskim obserwowano
przewage sBCC nad nBCC (Bernard i wsp. 2008), to wydaje sie, ze wynikato to
raczej z konstrukcji metodyki badawczej, a notowane przez innych badaczy odsetki
byty zblizone do uzyskanych przez autora (Bastiaens i wsp. 1998; Scrivener i wsp.
2002; Deja i wsp. 2004; Lesiak i wsp. 2010; Ferreira i wsp. 2013; Juszko-Piekut
i wsp. 2013). Na podstawie wykresu oceniajacego czestos¢ zachorowania na dany
typ w kolejnych latach wida¢ ponad dwukrotny wzrost zapadalnosci na sBCC
w drugiej potowie badanego okresu wzgledem pierwszej. Jest prawdopodobne,
ze moze byc¢ to zwiagzane ze zmiana strategii terapeutycznej i Kkierowaniem
pacgjentow z rejonu do chirurgicznego usuniecia zmiany w zgodnie efektywnoscia
kosztowa 1 nowymi regulaciami prawnymi, zwiazanymi z rozliczeniami
z Narodowym Funduszem Zdrowia. Fakt, ze we wszystkich badanych typach BCC,
poza BCC cicatrisans obserwowano przewage mezczyzn moze wynikac z rolniczego
charakteru Wielkopolski. Hipotetycznie w tej grupie przewaga ptci meskiej moze

by¢ efektem wiekszej ekspozycji na UV zwiazanej z pracami rolnymi.
5.1.5 Lokalizacja BCC

BCC najczesciej lokalizowat sie w obrebie nieowtosionej skory glowy,
nastepnie kolejno — tutowia, konczyny gornej, owtosionej skory gtowy, konczyny
dolnej 1 szyi. Zmiany o nieustalonej lokalizacji liczyty ponizej 2% ogotu BCC

i wydaje sie, ze liczba tych przypadkow w kolejnych latach malata, w zwiazku
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z coraz wieksza dbatoscig o dokumentacj¢ zwigzana m.in. ze staraniami o uzyskanie
certyfikatu jakosci PN-EN ISO 9000:2009 (TUV Rheinland) przez Szpital Kliniczny
im. Heliodora Swiecickiego w Poznaniu. Zauwazalny jest trend zwiekszonej
czestosci wystepowania zmian w obrebie tutowia i zmniejszonej w obrebie gtowy
w kolejnych raportowanych okresach (Bastiaens i wsp. 1998; Scrivener i wsp. 2002;
Deja i wsp. 2004; Ferreira i wsp. 2013). Wydaje sie prawdopodobne,
ze za to zjawsko moga odpowiadac¢ zmiany obyczajowe (w tym moda), zmiany
w sposobie spedzania wolnego «czasu 1 wieksza dbatos¢ o wizerunek,
ktorego elementem jest zadbana twarz, a wiec potencjalnie wieksza powszechnosc
stosowania ochrony przeciwstonecznej w tej najczestszej dla BCC lokalizagji.
Wydaje sie ponadto, ze moze istnie¢ pewien wzorzec wystepowania BCC zwiazany
z dziedziczeniem rodzinnym, co sygnalizuje pojedyncze doniesienie opisujace
rodzinng sktonnos¢ do wystepowania BCC w tej samej lokalizacji w trzech
kolejnych pokoleniach (Stoner i wsp. 2012). Najczestsza lokalizacja w obrebie
nieowtosionej skory gtowy (blisko 30% przypadkow) byt nos, nastepnie policzek,
okolice skroniowa i czotowa, przeduszna/matzowinowa, oczodotowa, okotoustna
itd. Obserwacje te nie odbiegajg od wczesniej opisywanych i sugeruje sie, ze moga
miec bezposredni zwigzek z narazeniem okreslonych okolic na UV (Cho i wsp. 1999;
Tiftikcioglu i wsp. 2006; Seretis i wsp. 2010; Janjua i wsp. 2012; Demirseren i wsp.
2014).

BCC cicatrisans byt trzecim pod wzgledem czestosci nowotworem w obrebie
gtowy, a w pozostatych lokalizacjach trzecie miejsce zajmowaty typy mozaikowe.
W innym opracowaniu donoszono, ze typy mozaikowe wystepuja istotnie czesciej
w obrebie gltowy (Ghanadan i wsp. 2014), przypuszczalnie w wyniku sukcesywnych
mutacji genowych zwiazanych z UV. W badaniu prowadzonym w tutejszym
osrodku w latach 1997-2002, jak i badaniu z osrodka todzkiego, nie wykazywano
istotnych zaleznosci pomiedzy typem histologicznym BCC, a wiekiem badanych
pacjentow (Deja i wsp. 2004; Lesiak i wsp. 2010). Przypuszczalnie mogto
to wynikac z matej liczby pacjentéw objetej badaniami. W obecnym badaniu taka
zaleznos¢ obserwowano dla sBCC, na ktory pacjenci zapadali w istotnie mtodszym
wieku niz na nBCC, BCC cicatrisans czy inne rzadkie formy BCC, co jest zgodne
z obserwacjami francuskiej grupy badaczy (Scrivener i wsp. 2002). W Swietle tych
wynikow nie jest zaskakujace, ze zauwazono istotnie mtodszy wiek pacjentow,
u ktérych BCC wystepowat w obrebie tutowia (najczestszej lokalizacji sBCC) wobec

wieku pacjentdw z BCC owtosionej i nieowtosionej skory gtowy (najczestszych
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lokalizacji nBCC), ale i istotnie mtodszy wiek pacjentow z BCC w obrebie konczyny
dolnej wobec wieku pacjentow z BCC gtowy owtosionej. Proporcje nBCC i sBCC
roznity sie znaczaco w dwoch grupach wiekowych od rozktadu w pozostatych
grupach, gdzie proporcja sBCC/nBCC wyniosta 0,72. Wsrod piecdziesieciolatkow
odnotowano zblizonag liczbe obu typéw (sBCC/nBCC=0,97), natomiast wsrod
osiemdziesieciolatkow  znaczaco spadt odsetek sBCC wzgledem nBCC
(sBCC/nBCC=0,46), co wynika zapewnie z weczesniejszej manifestacji sBCC,
a pozniejszej nBCC. Zwiazek istotnie mtodszego wieku pacjentow z sBCC wobec
innych typow BCC byt juz wczesniej obserwowany, cho¢ wskazywano na istnienie
wyrazniejszej tendencji wsréd kobiet (McCormack 1 wsp. 1997, Raasch
i wsp. 2006). W badanym materiale wykazano wieksza czestos¢ zachorowan
na BCC cicatrisans wsrod kobiet. Nie jest wykluczone, ze fakt ten moze byc
zwiazany z udziatem mechanizmoéw zaleznych od estrogendw (Rogers i wsp. 1988)
lub meskich hormonow ptciowych. Wydaje sie, ze nowotworzenie zalezne
od estrogenow w BCC mogtoby zaleze¢ od zaburzen proporcji ekspresji receptorow
estrogenowych (ERa/ERpP), a kluczowa role w tym procesie miataby odgrywac
cyklina D1 (Mancuso i wsp. 2009). Zaobserwowano wzrostowy trend
wystepowania zachorowan na BCC we wszystkich badanych okolicach, poza
nieowtosiong skora gtowy, gdzie notowano istotny spadek. Podobne dane
dotyczace lat 1973-2009 przedstawit zespot dunski, wykazujac postepujacy wzrost
udziatu BCC tutowia u obu ptci oraz wzrost udziatu BCC konczyn dolnych u kobiet
wsrod wszystkich odnotowywanych przypadkow BCC (Flohil i wsp. 2013).
Mozliwe, ze Swiadomosc¢ spoteczna zwiazku opalania z czerniakiem oraz udarem
cieplnym spowodowata, chociaz czesciowa zmiane nawykow - tj. stosowania
kremow z filtrem UV oraz nakrycia gtowy zarowno u dzieci, jak i dorostych
w okresie letnim. Hipotetycznie, trend spadkowy odsetkdw nBCC, BCC adenoides,
BCC cicatrisans i trend wzrostowy odsetkow sBCC i BCC typu mozaikowego moze
sie¢ wigza¢ z wiekszym znaczeniem zwigkszonej aktywnosci na powietrzu
czy ewolucja ubioru. Analizowana dokumentacja medyczna nie pozwolita
na okreslenie roli tych czynnikow. Rola sztucznych zrodet swiatta UV w kontekscie
tych wynikow i dtugiego rozwoju BCC wydaje sie wciaz mato istotna z racji
wzglednie niedawnego pojawienia sie tych wurzadzen Polsce po okresie

transformacji ustrojowe;.
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5.1.6 Wielkosc osrodka zameldowania

Nie obserwowano istotnych réznic w zakresie udziatu obu ptci w zaleznosci
od wielkosci populacji miejsca zamieszkania. Wydaje sie¢, ze wiekszy odsetek
mezczyzn w osrodkach powyzej 50 tys. mieszkancow wynika z wiekszej tatwosci
dostepu do lekarza potrafiacego zdiagnozowac BCC i przekaza¢ pacjenta do osrodka
poznanskiego, ale takze wiekszej Swiadomosci czym jest nowotwor i jakie moga
by¢ konsekwencje braku leczenia. Wiekszy odsetek kobiet wsrod pacjentow
zameldowanych w osrodkach ponizej 10tys. mieszkancOow moze wynikac
z odmiennych dla obu ptc priorytetdw. Wuydaje sie, ze w miejscowosciach
rolniczych wcigz aktualne moga byc¢ postawy mieszkancow zwigzane z wiekszym
znaczeniem wartosci materialnych niz zdrowia cztonkéw rodziny, profilaktyki
zdrowotnej czy edukacji, co moze skutkowa¢ brakiem, opdznianiem lub niechecia
do kontaktu z lekarzem (Wachowiak 1999). Istotng role w unikaniu kontaktu
z lekarzem moze potencjalnie odgrywac¢ rowniez obawa przed ujawnieniem
choroby w nieanonimowym srodowisku wiejskim, ktéra mogtaby byc¢ przyczyna
wstydu i rodzi¢ ostracyzm sasiedzki. Z drugiej strony, w Wielkopolsce jako regionie
rolniczym, kobiety sa zaangazowane w prace rolne, zatem mozna przypuszczac,
ze otrzymuja wyzszg dawke kumulacyjna promieniowania UV niz Kobiety zyjace
w miescie, co moze wptywac na zwiekszona zapadalnos¢ na BCC wsrod tej ptci

w matych miejscowosciach.
5.2 Rola fizjologiczna i patologiczna DSGs w nowotworach

Rozwdj nowotworu jest ztozonym i wieloetapowym procesem, w ktory
zaangazowane sg biatka potaczen miedzykomorkowych i sktadniki potaczenia
skorno-naskorkowego, mogace odgrywac kluczowa role w procesie przerzutowania
i naciekania (Tselepis i wsp. 1998; Pietkiewicz i wsp. 2013b). W Swietle danych
sugerujacych, ze 90% nowotworow cztowieka ma pochodzenie nabtonkowe,
wydaje sie, ze utrata/modulowanie potaczen miedzykomorkowych i sktadowych
potaczenia skdrno-naskdrkowego jest pierwsza barierg jaka pokona¢ musi
nowotwor aby posiadac zdolnos¢ do naciekania tkanek (Pietkiewicz i wsp. 2013b).
Poznanie mechanizméw zwigzanych z DC rzadzacych przemiang nowotworowa
wydaje sie warunkiem koniecznym dla skutecznej diagnostyki i tworzenia strategii
leczniczych nowotwordow  pochodzenia nabtonkowego. Zmiany struktury,

rozmieszczenia i funkcji potagczen miedzykomorkowych, w tym desmosomow, majg
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zwiazek z nowotworzeniem oraz zdolnoscia nowotworu do naciekania
i przerzutowania (Teh 1 wsp. 2011), jednak dane dotyczace roli tych struktur
w samym rozwoju nowotworow sg dos¢ skape. Wydaje sie, ze sama utrata
potaczen desmosomalnych nie powoduje jeszcze zaburzonego roznicowania
komdrki w komorke nowotworowsq, a przemiana nowotworowa wynika raczej
ze swoistych zmian spowodowanych catkowitym brakiem desmosomoéw (Beaudry
i wsp. 2010).

Donoszono, ze 61% pacjentow z rozpoznanym SCC gtowy i szyi wykazuje
podwyzszong ekspresje DSG3 w tkankach nowotworowych w poréwnaniu
do zdrowych tkanek (Chen Y.J. i wsp. 2007). Obserwacje ekspresji DSG3 w SCC
przetyku potwierdzity zwiazek zwiekszonej jej ekspresji ze stopniem dojrzatosci
komdrek nowotworowych, agresywnoscia guza, ale i obecnoscia przerzutéw
weztowych (Fang i wsp. 2014). Zauwazono, ze podwyzszona ekspresja DSG3
w cytoplazmie wiazata sie z istotnie gorszym rokowaniem (Fang i wsp. 2014).
W SCC odbytu sugerowano, ze obecnos¢ DSG1 w btonach komorkowych guza jest
zwigzana z znaczgco krotszym czasem przezycia chorych (Myklebust i wsp. 2012).
Zespot badaczy chinskich oceniajgcy ekspresje poszczegolnych DSGs w SCC jamy
ustnej wskazywat na jej obnizenie i przesuniecie biatek z puli desmosomalne
do cytoplazmatycznej w odniesieniu do DSG1 i DSG3 (Xin i wsp. 2014). Ten sam
zespot obserwowal zwiekszona ekspresje DSG2 w cytoplazmie komorek
na obwodzie nowotworu (Xin i wsp. 2014). W SCC jamy ustnej wskazywano
na znaczacy zwiazek obnizenia ekspresji DSG3 z agresywnoscia guza - jego niskim
zroznicowaniem, cechami histologicznymi inwazyjnosci i wiekszym ryzykiem
przerzutéow weztowych (Xin i wsp. 2014). Ocena ekspresji DSG3 i DSG2 na poziomie
mRNA w SCC jamy ustnej wykazata, ze jedynie podwyzszona ekspresja DSG3
wzgledem zdrowego nabtonka wigze sie z agresywnoscia (grading),
natomiast ekspresja DSG2 nie Kkoreluje z zadna cechg kliniczno-histologiczng
nowotworu (Brown i wsp. 2014). Podobnie, podwyzszona ekspresje DSG3 mRNA
wykazywano w SCC ptuca, lecz niskg w gruczolakoraku (Savci-Heijink i wsp. 2009).
Analogiczne wyniki - tj. podwyzszona ekspresje DSG3 w badaniu IHC zespot
obserwowat w SCC ptuca, a jej brak w rakach drobnokomorkowym
i olbrzymiokomorkowym ptuca, rakowiaku i srédbtoniaku (Savci-Heijink i wsp.
2009). W przypadku raka ptuca wykazywano ponadto, ze brak ekspresji DSG3
wigze sie z niekorzystnym rokowaniem niezaleznie od typu histologicznego

nowotworu (Fukuoka i wsp. 2007; Trivedi i wsp. 2013). Znany jest zwiazek
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obnizenia  ekspresji  lub  mutacji  czynnosciowej  genu E-kadheryny
dla unieczynnienia potaczen przylegania i uzyskiwania zdolnosci do migracji
przez komorki nowotworowe (Vasioukhin 2012; Vlad-Fiegen i wsp. 2012).
Doswiadczenie prowadzone przez zespot (Baron i wsp. 2012) wykazato, ze komarki
naskorka myszy Dsg3-/- wykazuja zaburzenia przylegania in vitro, ale 1 zaburzony
wzrost SCC we wszczepie allogenicznym, co wskazuje na mozliwos¢ udziatu Dsg3
w rozwoju tkanki rakowej. Na modelu mysim SCC wywotanego przez przewlekte
napromienianie UVB nie wykazano zaburzen apoptozy pod wptywem tego
promieniowania, ani roznic w rozwoju nowotworu wobec grupy kontrolnej
(Baron i wsp. 2012). Na udziat Dsg3 w mechanizmach nie zwigzanych bezposrednio
z demosomem wskazywaty obserwacje wspotwystepowania obnizenia jej ekspresji
z zaburzeniami ekspresji E-kadheryny i obnizeniem aktywnosci Sciezki sygnatowe;j
p-Src w komodrkach warstwy podstawnej naskorka z okolicy pecherza w PV
(Tsang i wsp. 2010, 2012). Analogicznie, nadekspresja DSG3 powodowata powstanie
komdrek fenotypowo zblizonych do tych, ze zwiekszong aktywnoscia Sciezki
sygnatowej Src, ktore wystepuja w SCC, co miatoby by¢ dowodem na Kkluczowa
role DSG3 w tej Sciezce (Tsang 1 wsp. 2010; Pietkiewicz i wsp. 2013b).
W tym kontekscie interesujace wyniki ekspresji przedstawit chinski zespot badaczy
zajmujacych sie brodawczakiem odwréconym (papilloma inversum) (Huang i wsp.
2010). Ten czesty guz jam nosa i zatok przynosowych, traktowany jako stan
przednowotworowy, oraz rozwijajacy si¢ w nim SCC wykazywaty podwyzszona
ekspresje DSG3 (Kotulska-Klis i wsp. 2009; Huang i wsp. 2010). Istnieja doniesienia
wskazujace, ze DSG3 jest czynnosciowo onkogenem i utatwia wzrost guza poprzez
wptyw na Sciezke DSG3-plakoglobina-TCF/LEF (Chen Y.). i wsp. 2013).
Zespot badaczy badajacy konsekwencje knock-outu genu DSG3 w komdrkach SCC
in vitro 1 komorkach wszczepu ksenogenicznego SCC obserwowat przesuniecie
plakoglobiny z cytoplazmy do jadra komorkowego oraz istotng jej interakcje
z czynnikiem transkrypcyjnym TCF, a w efekcie wygaszenie aktywnosci Sciezki
TCF/LEF i obnizenie ekspresji kontrolowanych przez nia genow (w tym c-Myc,
CCND1 [genu cykliny D1] i MMP-7), co wiazato sie z ograniczeniem wzrostu
komdrek, zatrzymaniem cyklu komdrkowego w fazie GO/G1, zmniejszeniem
potencjatu naciekania i przemieszczania sie¢ komorek (Chen Y.J. i wsp. 2013).
Tym bardziej zastanawiajace sa wyniki badania ekspresji DSG3 w SCC jamy ustnej,

w ktorym wykazano istotne obnizenie ekspresji DSG3 w tkance raka wobec
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zdrowego nabtonka (Wang L. i wsp. 2007; Xin i wsp. 2014). Ezryna jest biatkiem
z rodziny ERM (ezryna-radyksyna-moezyna), taczacym mikrofilamenty aktynowe
z biatkami btony komodrkowej i zaangazowanym w procesy przylegania
miedzykomorkowego, regulacije  cyklu  zyciowego, migracje komorek
i przekazywanie sygnatow (Zeng i wsp. 2006). Sugerowano, ze DSG3 miataby
utatwia¢ migracje komdrek SCC przetyku w mechanizmie fosforylacji ezryny
mediowanej przez kinaze biatkowa C (protein kinase C, PKC) oraz w skutek regulacji
czynnosci protoonkogenu c-Jun/AP-1 (activator protein, biatko aktywujace 1),
ktory jest regulatorem apoptozy poprzez sciezke sygnatowa N-koncowych kinaz
Jun (Jun N-terminal kinases, JNK) (Brown i wsp. 2014; Kitagawa 1 wsp. 2014;
Schumacher i wsp. 2014). Warto zauwazy¢, ze w tym nowotworze ekspresja DSG1
i DSG2 nie zmieniaja sie, ale biatka te w postaci niezwigzanej z desmosomami
koncentruja sie w cytoplazmie i okolicy jadra komorkowego (Brennan i wsp. 2009).
Dotychczas nie wyjasniono jaka moze by¢ rola DSGs w okreslonych
kompartmentach. Brennan i wsp. wykazywali, ze Dsg2 posiada sekwengje,
z ktorg taczy sie kaweolina 1 (caveolin-1, Cav-1), gtdwne biatko kaweoli
- wuyspecjalizowanych mikrowgtebien btony komodrkowej, Kktore uczestnicza
w procesie rotacji sktadu biatek btonowych oraz przekazywaniu sygnatow
pomiedzy komdrkami (Krajewska i wsp. 2004; Brennan 1 wsp. 2012).
W badaniu in vitro wiazanie to, warunkowato funkcjonalnos¢ Dsg2 dla adhezji
komorek nabtonka. Ten sam zespot badaczy zaobserwowat, ze Dsg2 jest
enzymatycznie trawiona na 2 fragmenty - ektodomene 95kDa i przezbtonowy
fragment 65kDa, ktory wraz z Dsg2 petnej diugosci umiejscowiony jest
w tzw. tratwach lipidowych (raftach lipidowych, lipid rafts) btony komorkowe;j
(Kordowiak i wsp. 2011; Brennan i wsp. 2012). W wyniku zaburzen struktury tratw
lipidowych, dochodzito do przesuniecia Dsg2 do frakcji niezwiazanej z tratwami
i akumulacji tego biatka (Brennan i wsp. 2012). Co ciekawe, na modelu in vivo
transgenicznej myszy z nadekspresja Dsg2 komorki nowotworow skory
wykazywaty podwyzszone stezenie produktow proteolizy Dsg2, co moze
wskazywa¢ na wptyw produktéow jej rozpadu na organizowanie sie
i/lub utrzymywanie struktury desmosomow (Brennan i wsp. 2012). Co wiecej,
zwiazek Dsg2 z Cav-1 moze sugerowac istnienie mechanizmu regulacji sygnatow
promitotycznych i modulacji ekspresji czastek adhezyjnych istotnych dla przemiany

nowotworowej i zachowania nowotworu (Brennan i wsp. 2012). Podobny obraz
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koncentracji DSG2 jak w SCC przetyku obserwowano w raku zotadka (zwtaszcza
typu rozlanego, o charakterze linitis plastica), gdzie donoszono o zwiazku obnizonej
ekspresji DSG2 z niska dojrzatoscia komorek rakowych, obrazem Kklinicznym guza
i gorszym rokowaniem nowotworu (Biedermann K. i wsp. 2005; Yashiro i wsp.
2006). Zwiazek obrazu Kklinicznego i gorszego rokowania z obnizonga ekspresja DSG2
potwierdzono réwniez w przypadku raka prostaty (Barber i wsp. 2014).
Badacze oceniajacy ekspresje DSG2 w czerniaku ztosliwym podkreslali,
ze jest ona obecna na powierzchni btony komodrkowej Kilku linii nowotworu
w formie niezwiazanej z potaczeniem miedzykomorkowym (Schmitt i wsp. 2007).
Dowodzono, ze w czerniaku ztosliwym DSG2 wydaje sie byc¢ supresorem migragji,
a obnizenie jej ekspresji na poziomie mRNA, wiaze sie z nasileniem ekspres;ji
genow zwiazanych z migracja (m.in. genu Kkodujacego sekretogranine II)
(Peitsch i wsp. 2014). W raku jelita wykazywano zwiekszong ekspresje DSG2
wzgledem zdrowego nabtonka (Kamekura i wsp. 2014), chociaz dowodzono,
ze obnizenie jej ekspresji w zdrowym nabtonku zmniejsza wrazliwos¢ komorek
nabtonka na apoptoze (Nava i wsp. 2007). Wykazano, ze obserwowana w SCC
skéry zwiekszona ekspresja DSG2 czesciej towarzyszy tzw. SCC wysokiego ryzyka
i  wiekszemu ryzyku powstawania przerzutow (Kurzen i wsp. 2003).
W badaniu na mysim modelu naskorka, charakteryzujgcego sie ekspresja Dsg2
w komorkach wszystkich jego warstw, wykazywano rozrost i pogrubienie naskorka,
ktdrym towarzyszyta sktonnos¢ do powstawania brodawczakdw (Brennan i wsp.
2007). Ocena ekspresji DSG2 na komercyjnie dostepnym panelu skrawkow
nowotworow wykonana przez (Brennan i wsp. 2009) pozwolita na wykrycie
zwiekszonej jej ekspresji w BCC, SCC, przewodach wyprowadzajacych
gruczolakoraka, = rakach  gruczotu  potowego | tojowego, lecz nie
w wtdékniakomiesaku i czerniaku ztosliwym (Brennan i wsp. 2009). Wykazywano,
ze utrata potaczen desmosomalnych, poprzedzajaca utrate potaczen przylegania
powoduje nabycie takich cech fenotypowych, ktére promujg rozwoj nowotworu:
obnizonej zdolnosci do adhezji zwigzanej z desmosomami, zwiekszonej zdolnosci
przezycia i rekrutowania komorek nacieku zapalnego w SCC indukowanym
promieniowaniem UVB w mysich komorkach naskorka pozbawionych ekspresji
Perp (p53 apoptosis effector related to PMP-22) oraz zwigkszona zdolnosc
do miejscowego naciekania w przypadku komorek neuroendokrynnych
nowotworow trzustki transgenicznych myszy RipiTag2 pozbawionych ekspresji

desmoplakiny (Dsp) (Dusek i wsp. 2011). Dalsza dekompozycja potaczen
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przylegania w guzach jest zwigzana z uposledzeniem zaleznej od nich adhezji
oraz zwiekszong zdolnoscia do naciekania i dawania przerzutdow odlegtych,
czyli cechami typowymi dla agresywnych form nowotworow (Dusek 1 wsp. 2011).
Wyniki badan dotyczacych znaczenia poziomu ekspresji czgstek budujgcych
desmosom dla zachowania réznych nowotwordw cztowieka sa niejednoznaczne
(Beaudry i wsp. 2010). Z tego powodu konieczne sa dalsze badania na poziomie
genetycznym na modelach zwierzecych in vivo (np. humanizowanych myszach
z knock-outem genow DSGs) nad znaczeniem zmian garnituru biatek
desmosomalnych dla kancerogenezy. Udowodniono, ze obnizenie ekspresji
sktadowych desmosomu, a w szczegolnosci DC, poprzedza przemianeg
nowotworowaq i wigze sie z zaburzeniem jego czynnosci (Teh i wsp. 2011). Czesc¢
badaczy wskazywata na uzytecznos¢ analizy ekspresji biatek na poziomie mRNA
w diagnostyce i Kklasyfikacji nowotworéw. Wydaje sie, ze znaczenie poziomu
ekspresji mRNA jest jedynie powigzane z ekspresjga na poziomie biatka
i nie wptywa na zachowanie samego nowotworu. Prawdopodobnie to wtasnie
poziomy biatek i ich interakcje Kkieruja procesami wewnatrz komorki.
Tym niemniej, w Swietle przypuszczalnej roli zaburzen ekspresji DSGs
w nowotworzeniu w BCC wydaje si¢ zasadnym ocenia¢ jakosciowo zarowno
ekspresje na poziomie biatka, jak i mRNA, czego (wedle najlepszej wiedzy autora)

nie dokonat dotychczas zaden zespot badaczy.

5.2.1 Rola DSGs w BCC

W  Swietle zwigzku ekspresji DC ze stopniem dojrzewania tkanek
oraz zdolnoscia komorek do proliferacji, zasadng wydaje sie hipoteza,
ze mutacje genowe DC mogg powodowac zaburzenia dojrzewania i proliferacji
komdrek nabtonka i mieszkow wtosowych (Cserhalmi-Friedman i wsp. 2001;
Smith i wsp. 2004). Argumentu przemawiajacego za nia dostarczyty ponadto
doswiadczenia prowadzone na modelu mysim Ki1-hDsg3 przez Merritt i wsp.
(Merritt i wsp. 2002), gdzie w wyniku mutacji nonsensownej Dsg3 pojawiaty sie
zmiany w roznicowaniu naskorkowym i skape owtosienie. W 12 tygodniu badania
obserwowano znaczne pogrubienie naskorka, hiperkeratoze, parakeratoze,
spongioze, poszerzenie warstwy ziarnistej oraz akantoze w gornych warstwach
naskorka. Autorzy badania sugerowali, ze naskorek badanych myszy przedstawiat

cechy charakterystyczne dla chordb rozrostowych skory.
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Badania prowadzone w ostatnim dziesiecioleciu ujawnity, ze rezerwuarem
komorek macierzystych mieszkow wtosowych jest region wybrzuszenia.
Podejrzewano, ze z tych komodrek okolicy wybrzuszenia, jak i komorek
pluripotencjalnych naskorka, pod wptywem zmian genetycznych moga rozwijac si¢
klony komoérek nowotworowych, w tym réwniez BCC (Ghadially 1961; Kore-eda
i wsp. 1998; Ohyama 2007; Grachtchouk M. i wsp. 2011). Obecnie, jako zrodto BCC,
wskazuje sie na komdrki okolicy lejka (Youssef i wsp. 2010, 2012).
Wydaje sie, ze istnieje bezposredni zwigzek pomiedzy typem Kliniczno-
histologicznym BCC, a rodzajem komorki z Kktorej powstaje nowotwor
oraz jej zaprogramowang aktywnoscig sciezki sygnatowej Hedgehog (Grachtchouk
M. i wsp. 2011). Obserwacja, ze mtode, aktywnie dzielgce sie komorki warstw
podstawnej i ponadpodstawnej wykazuja wysoka ekspresje odpowiednio DSG2
i DSG3, jak i weczesniej sugerowane pochodzenie BCC z komodrek okolicy
wybrzuszenia mieszka wlosowego (Zackheim 1964; Harris i wsp. 2010),
dajg podstawy do poszukiwania zwigzku pomiedzy DSGs a tym nowotworem.

W Kkontekscie patogenezy BCC wymienia sie role mutacji komorek
pluripotencjalnych, ktore znane sa ze zdolnosci do proliferacji, samoodnowy
i roznicowania w wyspecalizowane komorki. Istnieja doniesienia sugerujgce
w oparciu o wyniki oceny ekspresji genow z uzyciem macierzy cDNA
oraz oceny poziomu miRNA w roznych Kklinicznie odrebnych typach BCC,
ze zroznicowanie fenotypowe postaci tego nowotworu moze byc¢ odbiciem
zroznicowania wzorcow ekspresji genow (Yu M. i wsp. 2008; Heffelfinger
i wsp. 2012). Wydaje sie zatem mozliwe, ze odmienne typy BCC moga wywodzic
sie z roznych zrodet. Badania nad pochodzeniem BCC (m.in. dotyczace biatka K15
i genu SHH) sugerowaty, ze moze on mie¢ zwiazek z mieszkowymi komodrkami
progenitorowymi, komorkami progenitorowymi nabtonka miedzymieszkowego,
okolicy lejka (infundibulum), czy gruczotéw tojowych (Youssef i wsp. 2010;
Grachtchouk M. i wsp. 2011). Ponadto, niedawne doniesienia wskazuja na obecnos¢
komdrek multipotencjalnych, odrebnych od komdrek pluripotencjalnych naskérka
pod wzgledem ekspresji biatek (nestyna, la6), w zrebie ekrynowych gruczotéw
potowych, ktore byty uwazane dotychczas za przydatki o niskim potencjale
proliferacyjnym (Biedermann T. i wsp. 2010; Lu i wsp. 2012; Nagel i wsp. 2013).
Multipotencjalne komorki nabtonkowe wuybrzuszenia, gruczotow tojowych
i warstwy podstawnej nabtonka miedzymieszkowego posiadaja wspolne cechy,

w tym ekspresje biatek K5, K14 i p63 oraz bliski zwiazek z btona podstawna
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(Fuchs 2009). Komorki te spoczywaja w warstwie podstawnej nabtonkow
wielowarstwowych 1 opuszczajg ja podczas roznicowania (Fuchs 2009).
Ten proces jest mediowany po czesci przez sktadniki btony podstawnej — laminine
i integryny oraz poprzez btonowe biatka powierzchni komorki, ktore steruja
polaryzacja komorki, jej umocowaniem do btony podstawnej, rozmnazaniem,
cyklem zyciowym i zdolnoscia do przemieszczania sie (Marthiens i wsp. 2010;
Margadant i wsp. 2010). Co ciekawe, komorki progenitorowe naskdrka wykazuja
wyzszg ekspresje E-kadheryny w potaczeniu zwierajacym oraz, co wazniejsze
w kontekscie prowadzonego badania, zmniejszong liczebnos¢ desmosomow
(Jamora i wsp. 2003).

Ocena ekspresja DC na réznym poziomie biosyntezy biatka (biatko, mRNA)
byta przedmiotem badan licznych nowotworach narzadow wewnetrznych,
gdzie udowodniono, ze obnizona lub podwyzszona ekspresja danej DC
jest czynnikiem prognostycznym w przezywalnosci u pacjentow z danym
nowotworem. Podobne badania byty prowadzone w SCC, natomiast w BCC
oceniano ekspresje DSG2 i DSG3 na poziomie biatka, wykazujac utrate korelagji
ich ekspresji (Gornowicz-Porowska i wsp. 2011b). Ekspresja biatek adhezyjnych
w BCC byta badana dotychczas jedynie w odniesieniu do 3 biatek z grupy DSGs
(DSG2, DSG3, DSG4), a w konkretnych nowotworach badano przewaznie ekspresje
pojedynczych biatek. W BCC wykazano dotychczas obnizenie poziomu ekspresji
DSG3 (Gornowicz-Porowska i wsp. 2009; Bowszyc-Dmochowska i wsp. 2010,
Gornowicz-Porowska i wsp. 2014a) oraz podwyzszenie ekspresji DSG2 (Brennan
i wsp. 2009; Greinert 2009; Gornowicz-Porowska i wsp. 2014a). Badania ekspresji
DSG4 nie wykazywaty istotnego znaczenia tego biatka w  BCC
(wtasne niepublikowane dane). Nie podejmowano dotychczas proby odpowiedzi
na pytanie czy konkretny garnitur biatek desmosomalnych moze byc¢ zwigzany
z okreslonym podtypem BCC. Sugerowano, ze nBCC miatby wywodzi¢ sie
z mieszkowych, a sBCC z miedzymieszkowych komorek pluripotencjalnych
(Grachtchouk M. i wsp. 2011). Biologia komodrek rakowych BCC pozostaje wciaz
zagadkowqa Kkwestia. Badacze wcigz nie wiedzg jakie molekularne cechy tego
nowotworu wiazg sie¢ z jego obrazem morfologicznym oraz charakterem wzrostu.
Potencjalne roznice garniturow biatek desmosomalnych pomiedzy réznymi
postaciami BCC moga prowadzi¢ w przysztosci do stworzenia nowej Klasyfikacji
BCC opartej na podstawach biologii molekularnej, jak ma to miejsce w przypadku

nowotworow uktadu krwiotworczego. W celu zgtebiania roli DSGs w rozwoju BCC
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niezbedne wydaje sie poznanie danych dotyczacych ekspresji tych czasteczek
na roznych etapach biosyntezy biatka. Petniejsze poznanie mechanizmow
rzadzacych adhezja komorek nowotworowych 1 ich biologia, otwiera droge
do poszukiwania interakcji pomiedzy ekspresja badanych genow, a szlakami

sygnatowymi, ktore moga na nie potencjalnie wptywac.
5.2.2 Ekspresja DSG2 i DSG3 w BCC w kontekscie typu kliniczno-histologicznego

DSGs znane sa nauce od lat 80., a ich rola w adhezji miedzykomdrkowe;j
jest juz dobrze udokumentowana (Amagai i wsp. 2012). Tymczasem, znaczenie
konkretnych DSGs dla rozwoju nowotworow budzi kontrowersje i wcigz ogniskuje
uwage badaczy. Dotychczasowe badania  dotyczace  ekspresji  biatek
desmosomalnych w ztosliwym nowotworzeniu rodza sprzeczne wyniki.
W jednych nowotworach o wysokim potencjale naciekania i przerzutowania
obserwuje sie ich zwiekszona ekspresje, podczas gdy w innych agresywnych rakach
pochodzenia nabtonkowego wykazuje sie zmniejszenie ich ekspresji (Brennan
i wsp. 2009). W niniejszym manuskrypcie okreslono arbitralnie poziom istotnosci
testbw na p<0,05. Wydaje sie, ze w przysztosci, punkt odciecia dla poziomu
istotnosci moze byc¢ adaptowany do rodzaju testu i liczebnosci grupy badanej

(Wehrens i wsp. 2012).
5.2.3 Ekspresja DSG2 i DSG3 na poziomie biatka

Dane dotyczace profili ekspresji tkankowej DSG2 i DSG3 w BCC
i jego dwoch najczestszych podtypach rzucaja nowe Swiatto na sposob wzrostu tego
nowotworu. Wspotczesnie uwaza sie, ze DSG2 jest biatkiem zwigzanym
z proliferacja i niskim stopniem zréznicowania komdrki, a wiec markerem
agresywnych form nowotwordw (Kurzen i wsp. 2003; Brennan i wsp. 2009).
Uzyskane w tym badaniu wyniki w BCC stojg w zgodnosci z wynikami dotychczas
uzyskanymi przez innych badaczy (Brennan i wsp. 2009; Greinert 2009; Bowszyc-
Dmochowska i wsp. 2010; Gornowicz-Porowska i wsp. 2011; Dmochowski i wsp.
2013). Zwiekszona ekspresje DSG2 wobec jej ekspresji naskorkowej obserwowano
rowniez w postaci nBCC, jako ze tworzyta wiekszos¢ materiatu badanego.
Tendencji tej nie zauwazono w przypadku postaci sBCC, ktora wydaje sie mniej
agresywna klinicznie niz nBCC. Za tg tezg przemawia¢ moga obserwacje dotyczace

wptywu zwiekszonej ekspresji Dsg2 na aktywacje licznych sciezek sygnatowych
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sterujacych proliferacja 1 programowang smiercig komorki, jak PI3K/AKT,
p38MAPK, STAT3 i NF-xB (Brennan i wsp. 2009). Przeciwnie do DSG2, DSG3
wydaje sie byc¢ zwiazana z wysokim stopniem zroznicowania komorek, niskim
potencjatem proliferacyjnym oraz niskim potencjatem migracji keratynocytow
(Hartlieb i wsp. 2013). Pomimo tego, ze ekspresja DSG3 w sBCC wydaje sie
wielkoscia o duzej zmiennosci, poziomy jakie osigga sg zblizone do obserwowanych
w zdrowym naskorku, podczas gdy zarowno w BCC, jak i postaci nBCC obserwuje
sie istotnie mniejsza ekspresje DSG3 niz w naskorku. Ze wzgledu na mata
licznos¢ grupy sBCC w badaniu IHC (9 pacentow) do wynikow dotyczacych
roznic pomiedzy tym typem a naskorkiem oraz sBCC a nBCC nalezatoby podchodzi¢
ostroznie. Jakkolwiek obnizenie ekspresji DSG3 wiaze sie z lokalna
agresywnoscia BCC, jednak obnizenie/brak adhezji zaleznej od DSG3 nie jest
warunkiem wystarczajacym dla komodrek BCC dla catkowitego oddzielenia sie
(Bowszyc-Dmochowska i wsp. 2010). Muszg istnie¢ czynniki niezalezne od DSG3,
ktdre utrzymuja typowy palisadowego uktadu komorek na obwodzie BCC,
a ktorych brak w keratynocytach pozbawionych adhezji zaleznej od DSG3 w PV
(Bowszyc-Dmochowska i wsp. 2010). DSG2 zaréowno w nBCC, jak i sBCC
wykazywata ekspresje w przestrzeniach miedzykomorkowych, przy czym w nBCC
lokalizowata sie ona wyrazniej na obwodzie nowotworu (Ryc. 49-50).
Podobny wzorzec ekspresji opisywali inni badacze w SCC (Kurzen i wsp. 2003).
DSG3 wykazywata zblizony, miedzykomorkowy wzor ekspresji homogennie
na catym przekroju obu typow BCC (Ryc. 51-52). Obecnos¢ DSG2 na obrzezach
rosnacego guza moze hipotetycznie sugerowac istnienie dotychczas nieopisanego
mechanizmu wiazacego DSG2 z modelowaniem podscieliska utatwiajacym wzrost
BCC. Istnieja doniesienia ukazujgce zaleznos¢ ekspresji Glil - biatka bedacego
elementem S$ciezki sygnatowej Hedgehog od poziomu Dsg2 (Grachtchouk M.
i wsp. 2013). Dla lepszego poznania mechanizmoéw rzadzacych nowotworzeniem
w BCC, w przysztosci warto bytoby zestawic ekspresje przestrzennag DSG2 i DSG3
z miejscowa aktywnoscia zaangazowanych w ich ekspresje, jak i wzajemnie
sprzezonych, sciezek sygnatowych WNT/p-katenina i p38MAPK (Wahl i wsp. 2000;

Guardavaccaro i wsp. 2012).
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5.2.3 Ekspresja DSG2i DSG3 na poziomie mRNA

Badanie FISH wycinkow skdérnych jest uwazane za technicznie trudne
ze wzgledu na wyrazng autofluorescencje wtokien kolagenowych (Sujobert i wsp.
2013). W grupie BCC, zgodnie z oczekiwaniami, zwiekszonej ekspresji DSG2
wzgledem naskorka towarzyszyta zwiekszona ekspresja DSG2 wzgledem naskorka
na poziomie MRNA. Co ciekawe, ekspresja DSG3 przewazata w posrednich
i gornych warstwach zdrowego naskorka, odmiennie niz ekspresja DSG3, ktdra
dotyczyta warstwy podstawnej. Potencjalnie ekspresja DSG3 w tej lokalizacji
mogtaby sugerowac¢ udziat DSG3 w mechanizmach regulujacych morfologie
keratynocytow w tych warstwach oraz znaczenie DSG3 dla ekspresji sktadowych
desmosomodw. Wydaje sie ponadto, ze niska ekspresja DSG3 w nizszych warstwach
naskorka mogtaby sugerowac istotniejsze znaczenie mechanizmow epigenetycznych
w ekspresji DSG3. W nBCC ekspresja DSG3 miata charakter cytoplazmatyczny,
homogenny, o wzglednie wiekszym nasileniu w srodkowych czesciach gniazd guza
(Ryc. 60), podczas gdy w sBCC ekspresja DSG3 miata charakter cytoplazmatyczny,
homogenny i rownomierny na catym przekroju guza (Ryc. 61). W obu typach BCC
ekspresja DSG2 wydawata sie wzglednie wyzsza na obwodzie gniazd,
niz w ich centrum (Ryc. 62-63), co wydaje sie pozostawa¢ w zgodnosci
z obserwacjami Colmonta i wsp., ktorzy dowodzili, ze niewielka populacja komorek
posiadajacych marker mieszkowych komdrek wybrzuszenia CD200(+)CD45(-)
(Eckert i wsp. 2013), lokalizujaca sie w skupiskach na obwodzie BCC,
jest odpowiedzialna za jego wzrost oraz jest w stanie odtworzy¢ architekture guza
po ksenotransplantacji komorek (Colmont i wsp. 2013). Podobne obserwacje
na temat lokalizacji osrodkow wzrostu guza w nBCC i sBCC sugerowaty inne
zespoty badaczy (Baum i wsp. 1993; Tilli i wsp. 2002). Ta ekspresja przestrzenna
DGS2 wynika prawdopodobnie z faktu, ze wraz z przemieszczaniem sie w stroneg
centrum guza komorki BCC ulegajg zroznicowaniu lub/i zmniejsza si¢ ich aktywnos¢
proliferacyjna na skutek hipoksji 1 w wyniku ograniczenia im dostepu
do sktadnikow odzywczych (Grimwood i wsp. 1986). Wydaje sie, ze obserwowane
roznice w ekspresji DSG2 moga swiadczy¢ o obecnosci w guzach BCC obszaréw
niejednorodnych czynnosciowo (Gornowicz-Porowska i wsp. 2011a), co moze
wspotgrac z obserwowanymi w seryjnych skrawkach w badaniu H+E danego guza

cechami nie jednego, a licznych odmian histologicznych BCC.
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Koleracja ekspresji DSG2 i DSG3 w grupie BCC obecna na poziomie mRNA,
ale nieobecna na poziomie biatka moze byc¢ wyjasniona istnieniem niepoznanych
jeszcze mechanizmow regulujacych biosynteze tych biatek w ogniskach BCC
poprzez miejscowa kontrole czynnikdw translacyjnych lub potranskrypcyjng
lub/i potranslacyjna modyfikacje zwiazana ze ztozonym procesem syntezy
i transportu nieaktywnych prekursorow oraz biologicznie aktywnych dojrzatych
biatek w cytoplazmie oraz w desmosomach na powierzchni Kkeratynocytu
(np. endocytoza, dekompozycja desmosomow czy czynniki zmieniajgce epitopy
desmogleinowe) (Bowszyc-Dmochowska i wsp. 2010). W SCC wykazano role biatek
z rodziny ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) i EGFR (epidermal growth
factor receptor) w internalizacji, magazynowaniu i obrobce czynnosciowej DSG2
(Klessner i wsp. 2009). Donoszono réwniez o mozliwosci obrobki DSG2 i DSGI
w komorkach nabtonkowych przez biatka z rodziny kaspaz i metaloproteinaz
(Dusek i wsp. 2006; Cirillo i wsp. 2008). Nalezy zauwazyc, ze nie wszystkie komorki
nowotworowe prezentujg jednolitg intensywnosc¢ ekspresji DSGs. Dla lepszego
poznania roli konkretnej ekspresji garnituru czastek adhezyjnych w tkankach BCC
na poziomie biatka i mMRNA wskazane bytoby przeprowadzenie oceny
rozmieszczenia czasowego, przestrzennego i organizacyjnego tych czastek w réznych
fragmentach BCC.

Ze wzgledu na mozliwos¢ zachodzenia zjawiska AS, nalezy zatozyc¢ istnienie
licznych transkryptow genow DSGs, ktdre nie zostaty dotychczas opisane,
a moga mie¢ znaczenie dla genetyki i morfologii BCC. Z tego wzgledu,
do oceny znaczenia AS w BCC proponuje sie przeprowadzenie badania za pomoca
mikromacierzy oligonukleotydowych zawierajacych egzony DSGs (Nagao i wsp.
2005; Kechris i wsp. 2008; Brosseau i wsp. 2010, 2014).

Pochodzenie BCC pomimo licznych badan pozostaje wciaz zagadnieniem
budzacym kontrowersje. Dotychczas nie wykazano, czy ten nowotwor nabtonkowy
wywodzi sie z gornej czesci lejka mieszka wtosowego czy nabtonka
miedzymieszkowego. Mozliwym wyttumaczeniem roznic w profilach ekspresji
DSG2 i DSG3 w nBCC i sBCC jest odmienne pochodzenie tych dwdch typow,
zgodnie z teoria mowiaca, ze BCC jest zbiorem roznych jednostek chorobowych
(Lesiak i wsp. 2010; Ghanadan i wsp. 2014). Tematami, ktére bedg musiaty byc¢
objete badaniami w przysztosci sa: podatnos¢ poszczegdlnych populacji komorek
pluripotencjalnych na indukcje Kkancerogenezy w BCC za posrednictwem

poszczegdlnych Sciezek sygnatowych, czynniki wptywajace na Kliniczno-
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histologiczny typ wzrostu BCC, istota heterogennosci populacgi komorek
w zaleznosci od lokalizacji przestrzennej w ognisku BCC, znaczenie wptywu
mikrosrodowiska podscieliska na typ histologiczny BCC oraz istota zjawiska AS
w tkankach BCC i podscielisku.

Po zbiorczej analizie ekspresji DSG2/DSG2 i DSG3/DSG3 technikami THC
i FISH z cyfrowa analizg obrazu w nBCC i sBCC sugeruje sie,
ze w BCC zjawiska w zakresie proteomiki, a nawet epigenetyczne, mogtyby byc

istotniejsze patogenetycznie od zjawisk z zakresu genomiki (Botchkarev 2014).
5.2.4 Choroby zwiazane z DSGs a predyspozycja do rozwoju BCC

Chociaz nie donoszono dotychczas o zwiekszonej predyspozycji do rozwoju
nowotworow u pacjentdw z zaburzeniami funkcji desmosoméw w rdéznych
jednostkach chorobowych - zespotach uwarunkowanych genetycznie, chorobach
infekcyjnych czy AVC, to fakt ten moze wynika¢ z rzadkosci wymienionych choréb
lub obnizenia dtugosci zycia, a wobec tego ograniczeniem czasu niezbednego
do ujawnienia takiej sktonnosci (Dusek i wsp. 2011). Dla wyttumaczenia braku
obserwowanego zwickszonego ryzyka nowotworzenia sugeruje si¢ rowniez,
ze zaburzenia czynnosci i struktury desmosomu moga mie¢ zwiazek
z kancerogeneza jedynie w okreslonych okolicznosciach, jak mutacje okreslonych
zespotow genow, czy addycyjny charakter zaburzen czynnosci okreslonych
sktadowych desmosomu (Dusek i wsp. 2011). Z tego powodu, nalezatoby objac
obserwacja te grupe pacjentow pod katem predyspozycji do rozwoju nowotworow,
a byc¢ moze takze stworzy¢ hodowle tkankowe z pobranych od nich komoérek w celu
stosowania ich w badaniach nad nowotworzeniem (Dusek i wsp. 2011).
Dusek i wsp. wspominaja takze o braku sktonnosci do rozwoju nowotworow
u pacjentow z chorobami z autoimmunizacji. Argumentami przeciw tej tezie sg
liczne obserwacje, w tym wiasne, wspdtistnienia ztosliwego nowotworzeni
z zespotami z autoimmunizacji (Dmochowski 2006; lwashita i wsp. 2007,
Chruslinski i wsp. 2009; Gornowicz-Porowska i wsp. 2011a; Pietkiewicz i wsp. 2012,
2013a i b). Pecherzyca paraneoplastyczna jest znanym rewelatorem neoplazji,
jednak wsrod lekarzy niska jest Swiadomos¢, ze choroby z kregu pecherzycy,
gdzie dochodzi do rozwoju autoagresji wtasnie wobec biatek desmosomalnych,
pomimo braku przymiotnika ,paraneoplastyczny” moga rowniez byc¢ zwigzane

z procesem nowotworowym. Zaktada sie, ze choroba z autoimmunizacji moze
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poprzedzac¢ rozwoj nowotworu, moze z nim wspotistnie¢ jednoczasowo, rozwingc
sie po jego wystgpieniu, a nawet po jego usunieciu. W wielu przypadkach trudno
uchwyci¢ zaleznos¢ czasowa obu jednostek, poniewaz rozwoj autoagresji,
jak nowotworzenie, jest procesem wielostopniowym. Wydaje sie, ze dalsze badania
na temat kancerogenezy w warunkach patologicznej autoimmunizacji mogtyby
rzuci¢ wiecej Swiatta na te zaleznos¢, ktdéra jest obecnie szeroko dyskutowana

w kregach badaczy-klinicystdw zajmujgcych sie biatkami desmosomalnymi.

5.3 Heterogennos¢ BCC, mozaicyzm, guzy kolizyjne a odrebnos¢ nBCCi sBCC

Mozaicyzm BCC, czyli wystepowanie utkania roznych typow BCC w obrebie
tego samego nowotworu, oraz ewentualna odrebnos¢ nBCC i sBCC, odzwierciedlajg
zaskakujaca heterogennos¢ BCC, mogaca wynikac¢ z nowych mutacji wptywajacych
na odrdoznicowanie lub zréznicowanie komorki nowotworowej poprzez modulacje
aktywnosci szlakow sygnatowych czy ekspresji genow i biatek. W badaniu
retrospektywnym, w materiale wtasnym, obserwuje sie znaczacy wzgledny wzrost
zapadalnosci na typy mozaikowe, co moze mie¢ zwiazek z wiegksza ich
wykrywalnoscia, ale 1 ze wzrostem popularnosci opalania, a wiec i przewlektego
narazenia na promieniowanie UV. Dane iranskie wskazuja na znaczng odmiennos¢
lokalizacji i wielkosci BCC mozaikowych od innych typow (Turhan-Haktanir i wsp.
2010). BCC mozaikowy wydaje sie dotyczyc¢ 11-39% BCC (Russell wsp. 1999; Cohen
i wsp. 2006; Madan i wsp. 2010) i ponad 40% BCC, ktore wymagaja reoperacji
(Cohen i wsp. 2006). Zwraca si¢ rowniez uwage, ze typy mozaikowe znacznie
czesciej w swoich strukturach posiadajg komponente typow bardziej agresywnych
niz tagodniejszych (Cohen i wsp. 2006),w zwiazku z czym zaliczne sa do typow
potencjalnie agresywnych (Turhan-Haktanir i wsp. 2010).

Wspotistnienie guzow roznego pochodzenia w tej samej zmianie okreslane
jest pojeciem guza kolizyjnego (colission tumour). Uwaza sie, ze pomocnymi
narzedziami o niskiej inwazyjnosci sa dermatoskopia, mikroskopia konfokalna oraz
optyczna tomografia koherencyjna  wysokiej rozdzielczosci, pozwalajgca
na roznicowanie typow BCC (Hussain i wsp. 2015). Jest mozliwe, ze techniki
nanoskopowe, jak STED (stimulated emission depletion), okazg si¢ pomocne
do zrozumienia biologii BCC (Korczynski 2015). Umozliwiaja one ocene struktur,
ktdre pozostaja niewidoczne gotym okiem. Owe ztozenia moga byc¢ wyzwaniem

zarowno dla Kklinicysty oceniajacego zmiane wizualnie, jak histopatologa
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opisujacego bioptat BCC. Opisywano wspotistnienie BCC z wrodzonym
znamieniem barwnikowym (Cichewicz i wsp. 2014), z czerniakiem (melanoma)
(Piérard i wsp. 1997; Hirakawa i wsp. 1998; Papa i wsp. 2006; Braun-Falco 2007
R. King i wsp. 2007; McGregor i wsp. 2008; Sharma i wsp. 2013), z plama
soczewicowata ztosliwa (Wang Hao i wsp. 2003; Belisle i wsp. 2005; Hassan i wsp.
2013), torbielakiem potowym (Jayaprakasam i wsp. 2012), wtdékniakozottakiem
(Alves i wsp. 2010), nerwiakowtdkniakiem (Boyd i wsp. 1994), z SCC (Proia i wsp.
2006), z SCC i czerniakiem (Cornejo i wsp. 2013) czy nabtoniakiem mieszkowym
(trichoepithelioma) (Wallace i wsp. 1997; Martinez C.A. i wsp. 2004; Borzecki i wsp.
2013). Opisywano przypadki rozwoju tego guza w bliznie i znamieniu tojotokowym
(Hauschild 1 wsp. 2008), ziarniniaku twarzy (granuloma faciale) (Kamalpour i wsp.
2009), znamieniu skornym (Taira i wsp. 1992), znamieniu btekitnym (Litak i wsp.
2009), znamieniu mieszkowym (trichofolliculoma) (Boran i wsp. 2007), naczyniaku
ptaskim typu port-wine stain (port-wine haemangioma, PWS) (Ryc. 54) (Sarkany
i wsp. 1965; Sagi 1 wsp. 1984; Magana-Garcia i wsp. 1988; Duhra i wsp. 1991;
Kim i wsp. 2004; Jasim i wsp. 2004; Silapunt i wsp. 2004; Natkunarajah i wsp.
2009) czy plamie bielaczej (vitiligo) (Arnon i wsp. 2008; Rustemeyer i wsp. 2011).
Obserwowano réwniez wspotwystepowanie BCC z tradem (Ratoosh i wsp. 1994)
oraz, obserwowane réwniez w materiale wtasnym, z twardzing uktadowa (Ryc. 55)
(Song i wsp. 2000).

Zapewnie w pojedynczych przypadkach wspdtistnienie tych zmian moze byc
uwazane za przypadkowe, natomiast liczne doniesienia o konkretnych ztozeniach
(jak BCC/MM, BCC/SCC, BCC/PWS) powinny skioni¢ do poszukiwania
mechanizmow wigzacych ze soba symultaniczny lub sekwencyjny rozwdj tych
zmian (Lee Y.T. i wsp. 2013). Hipotetyzuje si¢, ze obie zmiany moga mie¢ to samo
pochodzenie (Donovan 2009). W Swietle badan IHC wydaje si¢, ze zmiany
BCC/SCC wynikaja z réznicowania sie guzéw z jednego ogniska nowotworu (Jones
i wsp. 1997). Raka podstawnokolczystokomdrkowy, metatypowy - bez wyraznej
linii przejscia pomiedzy BCC a SCC jest odmienny od guza kolizyjnego. Mozliwe,
ze rozne komponenty guza ulegajg roznicowaniu w skutek roznic w aktywnosci
sciezek sygnatowych GLI, PTCH, Hedgehog i WNT, co mozna wnioskowac
z odmiennej ich aktywnosci w BCC, nabtoniakach wtosowych, hamartoma
o komorkach przypominajacych mieszkowe, witdkniakach trichoblastycznych
czy oblakach skory (Donovan 2009; Grachtchouk M. i wsp. 2013). W przypadku

ztozen BCC/PWS 1 BCC/bielactwo, uwaza sie, ze za czes¢ przypadkow

Pawet Pietkiewicz — Rozprawa doktorska
108



ma odpowiada¢ odpowiednio naswietlanie promieniowaniem rentgenowskim
i promieniowaniem UV.

Termin rak podstawnokolczystokomorkowy, ze wzgledu na nieprecyzyjnosc
jest przez roznych badaczy roznie interpretowany. W niektdrych przypadkach jest
on uzywany wiasnie na okreslenie guzow kolizyjnych BCC/SCC, w innych BCC
keratoticum/BCC z rdéznicowaniem mieszkowym, albo uzywany wymiennie
z terminem BCC metatypowy (Saldanha i wsp. 2003). Panuje natomiast zgodnos¢,
ze atypia o typie SCC sredniego/wysokiego stopnia lub komponenta SCC w BCC sg
zwigzane z wyzszym ryzykiem przerzutowania i miejscowej wznowy (Johnson
i wsp. 1989; Bowman i wsp. 2003; Sendur i wsp. 2004; Lima i wsp. 2012). Wydaje
sie natomiast, ze niewielkiego stopnia atypia nie ma wptywu na zachowanie BCC
i bywa nierzadko obserwowana w BCC z réznicowaniem mieszkowym (Saldanha

i wsp. 2003).
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Ryc. 64 Ognisko BCC w obrebie naczyniaka ptaskiego typu port-wine stain (port-wine
haemangioma) u mezczyzny dtugotrwale leczonego immunosupresyjnie glikokortyko-
steroidami doustnie, metotreksatem domiesniowo i leflunomidem doustnie z powodu
reumatoidalnego zapalenia stawdw (strzatka). Opublikowano w Gornowicz-Porowska

i wsp. 2011a.

Ryc. 65 Rak podstawnokomorkowy powierzchowny w obrebie podudzia u pacjentki
chorujacej na twardzing uktadowa. Obraz Kkliniczny nowotworu. (A). Obraz

histopatologiczny zmiany. Barwienie rutynowe H+E (B).
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5.3.1 Obraz kliniczno-histologiczny

Roznice fenotypowe i histologiczne sa podstawa Kklasyfikacji typow BCC.
Argumentem przemawiajgcym za odmiennoscig dwoch powyzszych typow jest
odmiennos¢ ich obrazow Klinicznych. nBCC cechuje sie wzrostem guzowatym,
obecnoscia poszerzonych naczyn i tendencja do tworzenia centralnego owrzodzenia,
podczas gdy sBCC rosnie w poziomie skory i przyjmuje posta¢ plamy rumieniowe;j,
a teleangiektazje sa w tej postaci zazwyczaj nieobecne. Chociaz komorki wszystkich
typow BCC w obrazie histologicznym majg zblizong morfologie, a nowotwor
posiada typowy ,palisadowy” uktad komorek na obwodzie ogniska, to jednak obie
postacie roznig sie gtebokoscig i architekturg nacieku. sBCC wykazuje ponadto
tendencje do zlewania si¢ ognisk.

Odmiennos¢ nBCC i sBCC dotyczy takze sredniego wieku diagnozy.
W obecnym badaniu istotnie mtodsi pacjenci zapadali na sBCC niz nBCC,
co koreluje z wynikami uzyskanymi przez Bastiaensa i wsp. (Bastiaens i wsp. 1998).
Fakt ten, moze sugerowac istnienie roznic w przebiegu kancerogenezy pomiedzy
tymi podtypami.

W kontekscie odmiennosci Kkliniczno-histologicznej nBCC i sBCC nalezy
wspomnie¢ rowniez o ich odmiennej lokalizacji obserwowanej w badaniu
retrospektywnym. nBCC zajmuje nieowtosiong 1 owtosiona skdre gtowy oraz szyje
razem w ponad 80% przypadkow, a tutow w ponad 10%. Zupetnie inaczej proporcje
te prezentuja sie sie dla sBCC, ktory zajmuje w blisko 50% przypadkow tutdw,
a nieco ponad 20% glowe i szyje. Podobne proporce wystepowania tych typow
podawali inni badacze (McCormack i wsp. 1997; Bastiaens i wsp. 1998; Scrivener
i wsp. 2002; Tiftikcioglu i wsp. 2006; Ceilley i wsp. 2006; Neale i wsp. 2007; Lesiak
i wsp. 2010; Ferreira i wsp. 2013). Mozna podejrzewac, ze w odmiennej dystrybucji
podtypow odgrywa role odmiennos¢ histologiczno-molekularna roznych okolic
ciata. Hipotetycznie, biorac pod uwage mozliwos¢ pochodzenia BCC z komorek
progenitorowych przydatkow skdry, nalezy wzia¢ pod uwage role takiego czynnika
jak dystrybucja przestrzenna przydatkow. Od grubosci skory w danej okolicy
mogtoby natomiast zaleze¢ narazenie na mutacje zwiazane z promieniowaniem UV.
Co ciekawe, BCC nie lokalizuje sie¢ w obrebie powierzchni podeszwowej stop
i dfoniowej rak, gdzie nie wuystepuja mieszki wtosowe. Za odmiennosc¢
morfologiczng w skali mikro- 1 makroskopowej hipotetycznie moze takze

odpowiadac polimorfizm komorek progenitorowych. Chociaz wymienione czynniki
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mogtyby wptywac na predyspozycje do wystepowania danego typu w konkretnej
lokalizacji, to wcigz pozostaje niejasne znaczenie czynnikow indukujacych BCC
dla powstania okreslonego typu. Uwaza sie, ze nBCC jest zalezny od przewlektej
ekspozycji na promieniowanie UV, a sBCC od ekspozycji przerywanej (Bastiaens
i wsp. 1998). Nie obserwuje sie jednak zwiekszonej zapadalnosci na nBCC w obrebie
dtoni czy ramion, co moze sugerowac istnienie w tej okolicy mechanizow
ochronnych.

Wociaz niejasne pozostaje pochodzenie obu typow. Chodz obecnie przewaza
opinia, ze BCC pochodzi z komorek  progenitorowych  nabtonka
miedzymieszkowego (Youssef i wsp. 2012), to wykazywano rowniez role komorek
okolicy wybrzuszenia w rozwoju BCC (Kasper i wsp. 2011). Nalezy zwroci¢ uwage,
ze komdrki progenitorowe nabtonka miedzymieszkowego nie tworzg jednolitej
populacji, zatem wydaje si¢, ze wciaz nie przedstawiono argumentow

wystarczajgcych do obalenia hipotezy o odmiennym pochodzeniu typow BCC.

5.3.2 Ekspresja DSG2i DSG3

Chociaz niewielu badaczy podejmowato proby wyjasniania odmiennosci
typow BCC, mozna podejrzewac, ze roznice Kkliniczno-histologiczne pomiedzy
typami moga wynika¢ z roznic na poziomie molekularnym. W badaniu, nBCC
wykazuje istotnie wyzsza ekspresje DSG2 i znaczaco nizsza ekspresje DSG3 wobec
zdrowego naskorka, podczas gdy pomiedzy sBCC i zdrowym naskorkiem
nie wykazuje sie znaczacych roznic w ekspresji tych DSGs. Wydaje sie zatem,
ze nBCC, w przeciwienstwie do sBCC, posiada duzy potencjat proliferacyjny,
niskie zroznicowanie i duza zdolnos¢ do naciekania, a cechy te moga potencjalnie
byc¢ rezultatem odmiennej niz w sBCC aktywnosci Sciezek sygnatowych.
Z drugiej jednak strony, w licznych BCC mozna obserwowac cechy kilku typow
w zaleznosci od miejsca biopsji (guzy kolizyjne).

Wuydaje si¢, ze w obu typach wzor ekspresji DSG2 i DSG3 byt podobny
na roznych poziomach biosyntezy biatka - DSG2 i DSG2 obecne na obwodzie
nowotworu, DSG3 na catym przekroju. Roznice w ekspresji DSG3 (homogenna
ekspresja w sBCC, dosrodkowy rosnacy gradient w nBCC) moga decydowac
o odmiennym zachowaniu obu typdw, zwigzanym np. z miedzykomdrkowa
komunikacja pomiedzy nowotworem a komorkami podscieliska. Chociaz uwaza sie,

ze mutacje genu PTCH sa w wiekszosci przypadkéw nieodzownym warunkiem
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rozwoju BCC, niezaleznie od typu, to wydaje sie, ze roznice morfologiczne moga byc
spowodowane  odmienna  aktywnoscia  licznych  Sciezek  sygnatowych.
W tym Kkontekscie mozna zwroci¢ uwage na zwiekszong aktywnosc¢ sciezek
MEK/p38MAPK, PI3K/AKT, STAT3 i NF-xkB pod wptywem zwiekszonej ekspresji
DSG2 (Brennan i wsp. 2007). Sciezka p38MAPK ma mie¢ ponadto istotne znazenie
dla internalizacji DSG3 w endosomy, a wiec i zmniejszona jej ekspresja
na powierzchni, co ma mie¢ znaczenie dla przebudowy cytoszkieletu komorki
nowotworowej (Hartlieb i wsp. 2014). Obecnos¢ DSG2 na obrzezach rosnacego guza
moze sugerowac istnienie dotychczas nieopisanego mechanizmu wiazacego DSG2
z modelowaniem podscieliska utatwiajgcym wzrost BCC. Za takim zwigzkiem
moze przemawiac¢ doniesienie ukazujace zaleznos¢ ekspresji Glil — biatka bedacego
elementem zwigzane] z BCC sciezki sygnatowej Hedgehog, od poziomu Dsg2
(Grachtchouk M. i wsp. 2013). Dla lepszego poznania mechanizmow rzadzacych
nowotworzeniem w BCC, w przysztosci nalezatoby zestawic ekspresje przestrzenna
DSG2 i DSG3 z miejscowg aktywnoscig zaangazowanych w ich ekspresje,
jak 1 wzajemnie sprzezonych, sSciezek sygnatowych WNT/p-katenina i p38MAPK
(Wahl i wsp. 2000; Guardavaccaro i wsp. 2012), modulujacych aktywnos¢
mitotyczna, apoptotyczna i roznicowanie komorek poszczegolnych typow BCC.
Dotychczas ich znaczenie dla morfologii i rozwoju tego nowotworu nie zostato

w petni wyjasnione.
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6. WNIOSKI

e Retrospektywna analiza danych chorych na BCC z Katedry i Kliniki
Dermatologii UMP zdaje sie potwierdza¢ istnienie wzrostowego trendu
zapadalnosci na BCC wsrod obu ptci. Poniewaz BCC cicatrisans wystepuje
w  analizowanym  materiale  istotnie  czeSciej u  kobiet  niz
u mezczyzn, mogtoby to sugerowac, ze hormony ptciowe bytyby jednym
z czynnikow wptywajacych na rozwaj tego typu.

e Wuydaje sie, ze nowotworzenie w BCC jest zwigzane z zaburzonym profilem
ekspresji DSG2/DSG2 1 DSG3/DSG3, wyrazniejszym na poziomie biatka, przy
czym ekspresja DSG2/DSG3 zdaje sie nie byc¢ stata cecha komorek
nowotworowych BCC, lecz zapewne jest zalezna od architektury nowotworu
(nBCC/sBCC) i oddziatywan nowotwdr -  podscielisko  nacieku
nowotworowego (mikrosrodowisko nowotworowe).

e Zwiekszona ekspresja DSG2 na poziomie biatka, jak i mMRNA w nBCC moze
potwierdza¢ znaczenie DSG2 w proliferacji komodrek BCC, natomiast
obnizona ekspresja DSG3 na poziomie biatka w nBCC wskazuje na mozliwe
znaczenie DSG3 w roznicowaniu komorek BCC.

e Przemiana nowotworowa wydaje sie wiaza¢ z utrata Kkorelacji ekspresji
DSG2 i DSG3 w BCC i obu jego badanych podtypach (nBCC, sBCC)
wzgledem ekspresji tych biatek w zdrowym naskorku.

e Wuydaje sie, ze proces nowotworowy w nBCC jest odmienny od tego
charakteryzujacego sBCC ze wzgledu na istotne réznice w profilu ekspresji
DSG2/DSG2 i DSG3/DSG3w nBCC i sBCC.

e Uzyskane wyniki zdaja sie sugerowa¢, ze w BCC zjawiska w zakresie
proteomiki, a nawet epigenetyczne, mogtyby byc istotniejsze

patogenetycznie od zjawisk z zakresu genomiki.

Pawet Pietkiewicz — Rozprawa doktorska
114



Ekspresja desmoglein w rakach podstawno komorkowych

w odniesieniu do cech kliniczno-histologicznch nowotworu

STRESZCZENIE

Rak podstawnokomorkowy (basal cell carcinoma, BCC) jest najczestszym ztosliwym
nowotworem populacji pochodzenia europejskiego, o licznych podtypach
odmiennych Klinicznie i histologicznie, z ktérych najczestszymi sa typ guzkowy
(nBCC) i powierzchowny (sBCC). Przypuszczalnie zaburzenia ekspresji desmoglein,
biatek biorgcych udziat w tworzeniu potaczen desmosomalnych pomiedzy
keratynocytami i zaangazowanych w liczne szlaki sygnatowe, moga modulowac
wzrost tego nowotworu nabtonkowego. W zwiazku z powyzszym, podjeto badania,
ktdrych celem byta:

e retrospektywna analiza danych epidemiologicznych BCC pacjentow
z Katedry i Kliniki Dermatologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (UMP) z lat 2002-2013,

e ocena profilu skdrnej ekspresji desmogleiny 2 i 3 na poziomie biatka
(DSG2/DSG3) i mRNA (DSG2/DSG3) w BCC i dwoch jego podtypach
(BCC guzkowym - nBCC i powierzchownym - sBCC) i w zdrowym naskorku,

e porownawcza analiza ilosciowa i potilosciowa skornej ekspresji biatka
DSG2/DSG3 i mRNA DSG2/DSG3 poprzez, odpowiednio, barwienie
immunohistochemiczne i  fluorescencyjng  hybrydyzacje in  situ
z komputerowa analiza obrazu w ogniskach BCC i w zdrowym naskorku,

e ocena Kkorelacgji pomiedzy intensywnoscig skornej ekspresji DSG2/DSG2
i DSG3/DSG3 w ogniskach nowotworowych (BCC, sBCC, nBCC) i w zdrowym
naskorku,

e ocena skornej ekspresji desmogleiny 2 i 3 na obu poziomach biosyntezy
biatka (biatko, mRNA) w zaleznosci z typem Kkliniczno-histologicznym BCC
(sBCC, nBCO),

e analiza danych dotyczacych istotnosci zjawisk z zakresu genomiki
i proteomiki w BCC.

Materiat badawczy stanowito 2220 pacjentow Kliniki Dermatologii UMP
z lat 2002-2013 z potwierdzonym histopatologiczne rozpoznaniem BCC. Badaniami
IHC i FISH objeto 84 pacjentow chorujacych na rozne typy kliniczno-histologiczne
BCC (27 pacjentow z sBCC, 57 pacjentow z nBCC). Grupe kontrolng negatywna
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stanowity wycinki mikroskopowo zdrowej skory z marginesu usunie¢tych zmian
nowotworowych nBCC i sBCC. Materiat do badan stanowity skrawki mrozone
skory. Zastosowano nastepujace metody diagnostyczne i badawcze:

e badanie histologiczne skrawkow parafinowych barwionych H+E,

e badanie DSG2 i DSG3 w naskdrku i tkankach nowotworu na skrawkach
mrozonych metoda IHC streptawidyna/peroksydaza chrzanowa,

e badanie DSG2 i DSG3 mRNA w naskdérku i tkankach nowotworu
na skrawkach mrozonych metoda FISH z komplementarnymi sondami
molekularnymi  znakowanymi  odpowiednio 5-TAMRA dla DSG2
i 6-FAM dla DSGS3,

e cyfrowa analiza nasilenia ekspresji DSG2 i DSG3 przy uzyciu
oprogramowania ,, HSV Filter”,
e cyfrowa analiza nasilenia ekspresji DSG2 i DSG3 mRNA przy uzyciu
oprogramowania , Image)”.

W analizie retrospektywnej danych epidemiologicznych BCC w badanych latach
wykazano wzrost zapadalnosci na BCC u obu ptci. Wykazano, ze wsréd obu ptci
najczestszym typem BCC byt nBCC, a kolejnym pod wzgledem czestosci sBCC.
Najczestsza lokalizacja sBCC byt tutow, natomiast nBCC i BCC cicatrisans
nieowtosiona skora gtowy. BCC cicatrisans w analizowanym materiale wystepuje
istotnie czesciej u kobiet niz u mezczyzn. Wykazano, ze sBCC wystepuje znaczaco
czesciej w miodszej grupie wiekowej niz nBCC, BCC cicatrisans i typy rzadkie.
Analiza statystyczna wykazata znaczace roznice w ekspresji DSG2 i DSG3 w BCC
i zdrowym naskorku. W BCC i nBCC, ale nie sBCC, ekspresja DSG2 byta znaczaco
wyzsza, a DSG3 znaczaco nizsza niz w naskorku. Pomiedzy oboma typami BCC
(nBCC, sBCC) nie wykazano istotnych rdéznic w ekspresji DSG2 i DSG3.
Wykazano istotng pozytywna korelacje ekspresji DSG2 i DSG3 w naskdrku,
ktora byta nieobecna w BCC, sBCC i nBCC. W BCC i nBCC, lecz nie w sBCC,
ekspresja DSG2 na poziomie mRNA byta istotnie wyzsza niz w naskorku.
Nie wykazano istotnych roznic w ekspresji DSG3 mRNA wzgledem naskorka
w BCC, nBCC oraz sBCC, ani réznic w ekspresji DSG3 mRNA pomiedzy oboma
typami. Wykazano istotng pozytywna korelacje ekspresji DSG2 i DSG3 mRNA
w zdrowym naskorku 1 BCC, lecz nie w nBCC i sBCC. Na podstawie uzyskanych

wynikow wysunieto nastepujace wnioski:
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e Retrospektywna analiza danych chorych na BCC z Katedry i Kliniki
Dermatologii UMP zdaje sie potwierdzac istnienie wzrostowego trendu
zapadalnosci na BCC wsrod obu ptci. Poniewaz BCC cicatrisans wystepuje
w analizowanym materiale istotnie czesciej u kobiet niz u mezczyzn,
mogtoby to sugerowac, ze hormony ptciowe bytyby jednym z czynnikow
wptywajacych na rozwadj tego typu.

e Wuydaje sie, ze nowotworzenie w BCC jest zwigzane z zaburzonym profilem
ekspresji DSG2/DSG2 i DSG3/DSG3, wyrazniejszym na poziomie biatka,
przy czym ekspresja DSG2/DSG3 zdaje sie nie byc¢ statg cechg komorek
nowotworowych BCC, lecz zapewne jest zalezna od architektury nowotworu
(nBCC/sBCC) i oddziatlywan nowotwdr -  podscielisko  nacieku
nowotworowego (mikrosrodowisko nowotworowe).

e Zwiekszona ekspresja DSG2 na poziomie biatka, jak i mRNA w nBCC
moze potwierdza¢ znaczenie DSG2 w proliferacji komorek BCC,
natomiast obnizona ekspresja DSG3 na poziomie biatka w nBCC wskazuje
na mozliwe znaczenie DSG3 w roznicowaniu komorek BCC.

e Przemiana nowotworowa wydaje sie wigza¢ z utratg korelacji ekspresji
DSG2 i DSG3 w BCC i obu jego badanych podtypach (nBCC, sBCC)
wzgledem ekspresji tych biatek w zdrowym naskorku.

e Wuydaje sie, ze proces nowotworowy w nBCC jest odmienny od tego
charakteryzujacego sBCC ze wzgledu na istotne réznice w profilu ekspresji
DSG2/DSG2i DSG3/DSG3w nBCC i sBCC.

e Uzyskane wyniki zdaja si¢ sugerowa¢, ze w BCC zjawiska w zakresie
proteomiki, a nawet epigenetyczne, mogtyby byc¢ istotniejsze

patogenetycznie od zjawisk z zakresu genomiki.
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Expression of desmogleins in basal cell carcinomas

in relation to tumor clinical/histological features
ABSTRACT

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common malignancy in Caucasians. It has
many subtypes of distinct clinical and histological features, yet nodular (nBCC)
and superficial (sBCC) are the commonest ones. The discordance in expression
of desmogleins, proteins participating in desmosomal adhesion interlinking
keratinocytes and diverse signaling pathways, might possibly regulate
the tumorigenesis of this epithelial cancer. Thus, study aimed at:

e retrospective analysis of epidemiologic data on BCC patients diagnosed
in 2002-2013 at the Department of Dermatology, Poznan University
of Medical Sciences (PUMS), Poznan, Poland,

e analysis of skin espression profiles of desmoglein 2 and 3 on protein (DSG2,
DSG3) and mRNA (DSG2,DSG3) levels in microscopically healthy epidermis,
BCC and its two subtypes - nBCC and sBCC,

e quantitative and semiquantitative evaluation of selected desmosomal
cadherins (desmoglein 2 and 3) at protein level (DSG2, DSG3)
— with immunohistochemical study (IHC) and at mRNA level (DSG2, DSG3)
— with fluorescenct hybridization in situ (FISH), with digital morphometric
software in BCC nests and microscopically healthy epidermis,

e analysis of correlation between skin expression intensities of DSG2/DSG2
and DSG3/DSG3 in BCC nests (BCC, sBCC, nBCC) and healthy epidermis,

e analysis of correlation of desmoglein 2 and 3 expression at both protein
biosynthesis levels (protein, mRNA) with clinical/histopatological BCC type
(sBCC, nBCO),

e data analysis on significance of genomic and proteomic phenomena in BCC.
Retrospective study was based on medical data of 2220 patients (1093 man,
1127 woman) histologically diagnosed as having BCC at Department
of Dermatology, PUMS, between 2002 and 2013. 84 frozen sections from patients
with various clinical/histological subtypes of BCC (27 sBCCs, 57 nBCCs)
were analyzed with IHC and FISH study. Microscopically heathy epidermis

from skin margins of routinely excised nBCC and sBCC lesions formed negative
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control group. Material for esamination involved frozen sections of the skin.
In this study following diagnostic and research methods were used:

e histological hematoxylin and eosin staining (H+E) on skin sections,

e immunohistochemical staining using peroxidase/streptavidin method
to detect DSG2 and DSG3 in epidermis and BCC tissue,

e FISH with mRNA-targeted fluorescence-labelled oligonucleotide probes
(5-TAMRA for DSG2, 6-FAM for DSG3) to detect DSG2 and DSG3 in epidermis
and BCC tissue,

e digital analysis of DSG2 and DSG3 expression intensity with morphometric
software ‘HSV Filter’,

e digital analysis of DSG2 and DSG3 mRNA expression intensity
with morphometric software ‘Image)’.

Retrospective analysis of BCC epidemiologic data showed sex-independent
increased incidence of BCC in 2002-2013 period. In both sexes, sBCC was
the prevalent type of BCC and sBCC was the following one. sBCC was localized
mainly on the trunk, while nBCC and BCC cicatrisans favored the face.
BCC cicatrisans affected woman significantly more frequent than man in analized
material. Significantly younger patients suffered from sBCC than from nBCC,
BCC cicatrisans and rare BCC types. Statistical analysis revealed significant
differences between DSG2 and DSG3 expression in BCC tissue and health
epidermis. BCC and nBCC, but not sBCC, showed significantly greater expression
of DSG2 and lower espression of DSG3 than healthy epidermis. There were
no significant differences in DSG2 and DSG3 expression between the BCC subtypes
(nBCC, sBCC). There was a significant positive correlation between DSG2 and DSG3
in epidermis, that was absent in BCC, sBCC and nBCC. In BCC and nBCC,
but not sBCC, DSG2 mRNA expression was significantly greater than in epidermis.
There were no significant differences in DSG3 mMRNA expression between epidermis
and BCC, epidermis and nBCC, epidermis and sBCC, nor significant differences
in DSG3 mRNA expression between both types. There was a positive significant
correlation between DSG2 and DSG3 mRNA in healthy epidermis and BCC,
but not in nBCC and sBCC. Abovementioned results allowed to draw the following
conclusions:

e Retrospective study on BCC data from Chair and Department

of Dermatology of PUMS seem to confirm the existence of an upward trend
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in BCC incidence in both sexes. As BCC cicatrisans occurs significantly more
often in woman than man in analized material, that might suggest
that the sex hormones could be one of the factors influencing this BCC type
development.

e (ancerogenesis seem to be associated with distorted DSG2/DSG2
and DSG3/DSG3 expression profiles, more pronounced on protein level,
while expression of DSG2/DSG3 seems not to be a consistent feature of BCC
neoplastic cells, yet might possibly be dependent on cancer architecture
(nBCC/sBCC) and mutual relation between the neoplasm itself
and the stroma (neoplasm microenvironment).

e Enhanced DSG2 expression on both protein and mRNA levels in nBCC might
prove the role of DSG2 in BCC cell proliferation, whereas decreased DSG3
expression on protein level in nBCC signalizes a possible role of DSG3 in BCC
cell differentiation.

e (ancerogenesis seem to be associated with loss of correlation of DSG2/DSG3
egpression in BCC and both its subtypes (nBCC, sBCC) in relation to their
epidermal expression.

e |t seems, that cancerogenesis in nBCC differs from the one in sBCC
due to significant discrepancies in DSG2/DSG2 and DSG3/DSG3 exspression
profiles in nBCC and sBCC.

o Results obtained here seem to suggest that in BCC proteomic,
or even epigenetic, phenomena might be more pathogenetically relevant

than genomic ones.
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