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STRESZCZENIE

Rak podstawnokomérkowy(basal cell carcinoma, BCC) jest najcgstszym
nowotworem skoéry i zarazem nagstszym nowotworem, ktory wygiuje wsrod ludzi rasy
biatej. Mimo,ze BCC bardzo rzadko daje przerzuty i rOwnie rzazigraa zyciu pacjenta, ze
wzgledu na liczle stwierdzanych przypadkéw tego raka oraz jego Imkak obejmujca
gtéwnie skbe twarzy i szyi, stanowi istotny problem spoteczikammomiczny. BCC cechuje
si¢ naciekaniem trojwymiarowym z niszczeniergsiednich struktur, dlatego me by
przyczyry powanych deformacji tkanek i defektéw kosmetycznychtasmcza w miejscach
widocznych, majcych istotny wptyw na jaki zycia chorych.

BCC czsto wystpuje rownig na ramionach, plecach oraz grzbiecik. r-akt ten
wigze St z intensywn ekspozycg tych partii ciata na promieniowanie stoneczne jako
najwaniejszy  czynnik  rozwoju zarowno  zjawiska fotoimmsnopresji  jak
i fotokancerogenezy. Wswietle nowych powszechnie praktykowanych form zacdo
spotecznych sprzyjagych naraeniu na promieniowanie U\Mltraviolet radiation, UVR) oraz
czestemu korzystaniu z solariowzyteczne wydaje siposzukiwanie coraz to nowych metod
prewencyjnych jak i terapeutycznych zachorowé&tnaa BCC.

Szacuje s, ze czsStas¢ jego wystpowania w ostatnich latach wzrasta bardzo
dynamicznie, szczegoélnie u os6b miodych. Jednakksai¢ prowadzonych bada
epidemiologicznych odnosigdo catej grupy nieczerniakowych rakéw skangr{ melanoma
skin cancer, NMSC). Tworzone krajowe rejestry chor6b nowotworeWwynie uwzgidniajg
osobnego podziatu nowotworow skory na ich poszdeegtypy. Jedynie czerniak otrzymat
swoj osobny kod w klasyfikacji ICD-10, przez co warlzone wykazy estasci wysiepowania
tej konkretnej jednostki gs najbardziej zblione do faktycznych danych. Powszechnie
wiadomo,ze BCC stanowi ok. 80% wszystkich przypadkow NMS€&dnhk ze wzgdu na
wspolne ugcie w prowadzonych indeksach tej jednostki razenociehby z rakiem
kolczystokomorkowym skérys(uamous cell carcinoma, SCC) czy te innymi rzadkimi
chorobami nowotworowymi w obbie skéry, trudno jest dokladnie oszacowaartas¢
faktycznych zachorowana BCC. Dane formutowane dla catej grupy NMSC zglydu
na odmienn& etiologiczry, genetyczm, kliniczng jak i rGzne rokowanie $ trudne
do interpretacji.

Mimo licznych bada naukowych, etiologia rozwoju BCC wgi pozostaje niejasna.
Wiadome jest,ze powstanie nowotworu wymaga interakcji wielu czidw, zarOéwno

wewmngtrz jak i zewntrzkomoérkowych. W aspekcie nowotworow skory istaimy



zagadnieniem jest wptyw promieniowania ultrafiolgégo na poziom ekspres;ji biatek, ktore
uczestnicz w procesach regulacji cyklu komodrkowego, ktoryclabarzenie mie
predysponowado rozwojow nowotwordw skory.

Wedtug naszej wiedzy w §@niennictwie niewiele jest informacji dotygzych
znaczenia ekspresji TGE-Smad, MMP, katepsyny K, progeryny w pochodzenizivoju
BCC, najczstszego nowotworu zébwego w populacji europejskiej. Brak jest rowhie
krajowych, epidemiologicznych, poréwnawczych dangiotyczcych BCC.Dlatego podjto
sie proby przeprowadzenia bag&torych celem byta:

* Retrospektywna analiza danych epidemiologicznychCB@acjentow z Kliniki
Dermatologii i Wenerologii Uniwersytetu Medycznego todzi z lat 1999-2015,
ze szczegolnym uwzglnieniem wieku, pici pacjentow, lokalizacji oraz dbgpu
nowotworu.

* Ocena ekspresji biatek: TGK-Smad, MMP, katepsyny K, progeryny w bioptatach
z rozpoznanym histopatologicznie BCC oraz w malarla pobranych ze skoéry
niezmienionej chorobowo zdrowych ochotnikdw.

* Ocena ekspresji biatek TGR-Smad, MMP, katepsyny K, progeryny w grupie oséb
zdrowych poddanych ekspozycji na amicowane dawki promieniowania

ultrafioletowego.

Materiat badawczy stanowity 953 osoby rasy kaukgg38 kobiet, 415 grczyzn,
srednia wieku — 66,15 lat). GregA stanowito 890 pacjentéw (504 kobiety, 38@atzyzn,
srednia wieku — 66 lat), ktorzy w latach 1999-201yi beczeni w Klinice Dermatologii
i Wenerologii Uniwersytetu Medycznego w todzi z pmwm raka podstawnokomaérkowego.
Z grupy A wytoniono 22 pacjentow (grupa Al, 12 kethilO mgzczyzn, srednia wieku —
64 lata) z rozpoznanym histopatologicznie BCC vadht 2013-2015, u ktorych pobrano
wycinki skéry ze zmian chorobowych w celu analikggresji biatek Grupz B stanowaca
63 zdrowych ochotnikow (34 kobiety, 29 ¢mezyzn), podzielono na cztery podgrupy
w zaleznosci od schematu Bawvietlan jakiemu byli poddani:

* B1: grupa nienawietlana, stanovgca grug kontrolg — 22 osoby

e B2:ochotnicy poddani miejscowej ekspozycji (skérposladka 10x10cm)
na rumieniotwércgz dawke 3SMED (minimal erythrema dose, MED) — 13 0s6b

* B3:ochotnicy, u ktérych cale cialo zostalo sweetlone przewlektymi
i nierumieniotwérczymi dawkami UVB przez 10 kolegtydni (10 x 0,7MED) — 14

0s6b



* B4:ochotnicy poddani przez 10 kolejnych dni swgetlaniom przewlektymi

i nierumieniotwérczymi dawkami UVB (10 x 0,7MED) rriastpows, pojedynca,

miejscowy aplikacp rumieniotworcz dawky 3SMED (skora péladka 10x10cm) — 14

0s0b

Miejscem néwietlanym dawl rumieniotwérca, z ktorej nasfpnie zostat pobrany
wycinek w celu okréenia ekspresiji biatek, byta skoragaka.

Oceny ekspresji wymienionych powgj bialek w bioptatach skory dokonano przy
uzyciu metody Western blot. U wszystkich uczestnikdadania z grupy Al oraz z grupy B
przeprowadzono szczegotgwnaliz czynnikow ryzyka przewlektej ekspozycji na dziatan
naturalnych bdz tez sztucznycherédet promieniowania ultrafioletowego oraz wysiwania
oparzé stonecznych w wywiadzie. U tych oséb dokonano riéwmceny fototypu skory
wg skali Fitzpatricka.

Analize statystycza wykonano na podstawie prograrSUATISTICA. Dla wszystkich
wykorzystanych testow statystycznych petgjpoziom istotnéci p < 0,05.

W analizie retrospektywnej danych epidemiologicany8CC w badanych latach
wykazano utrzymujca Si¢ tendenagj wzrostowg czgstasci zachorowa na BCC. Analizujc
jednak trend wysgpowania ilégci nowych przypadkéw BCC w ostatnicke@iu latach, mena
zauwayc, ze liczba ta nieco zmniejszytasi stosunku do roku 2010 i od 2012 roku utrzymuje
si¢ na statym poziomie. Wykazano rowajéz wsrod obu pici najcgstszym typem BCC byt
podtyp guzkowy rfodular BCC, nBCC), a kolejnym pod wzglem czstdsci podtyp
powierzchowny guperficial BCC, sBCC). Najczstsz lokalizacp sBCC byt tutéw, natomiast
nBCC nieowlosiona skéra gtowy. Wykazanee sBCC wysipuje znacico czsciej
w mtodszej grupie wiekowej AinBCC.

Wykazano istotnie statystycznie #8273 ekspresj zarowno TGH3 jak i biatka Smad?2
w preparatach ze stwierdzonym BCC, w stosunku dpthiow skory zdrowej pobranej
od grupy kontrolnej. Jednocgee nieco nisza, ale nieistotna statystycznie ekspresja tych
biatek w grupie poddanej ostrej i krétkotrwatej plsycji na UVB w stosunku do grupy
ze stwierdzonym BCC, sugeruje o szybkiej dysregukaiezki TGF§/Smad pod wptywem
ostrej i krétkiej ekspozyciji, ktéra predysponujerdawoju zmian nowotworowych.

W badaniu wilasnym, stwierdzono #a&k istotne rénice w poziomie ekspresji
MMP-1,-3,-9 pod wplywem zastosowaniazmgch dawek promieniowania UVB oraz
w materiale z rozpoznanym BCC. Stwierdzono ponaditodo istotnego statystycznie
zwickszenia ekspresji MMP-1 jak i MMP-3 w stosunku aapy kontrolnej wystarczajjuz

nawet subrumieniotworcze dawki promieniowania UV,jakimi mamy do czynienia
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przebywagc w warunkach plenerowych w godzinach popotudnidwybez wywotania
rumienia na skorze. W badaniach wlasnych nie stimmro wzrostu ekspresji MMP-8
zarowno w komérkach BCC jak i w grupachiwatlanych, a poziom tego biatka jest mniejszy
w grupie nawietlanej w stosunku do grupy kontrolnej.

Stwierdzono znaczny wzrost ekspresji katepsyny K wszystkich badanych
przypadkach BCC w stosunku do grupy kontrolnej.zednej z analizowanych grup nie
stwierdzono braku obecfém tej proteiny. Skora zdrowa wykazala najstapskspres)
katepsyny K, a jej wzrost obserwowany byt wraztbsewan ekspozygj na promieniowanie
UVB. Podobnie jak w przypadku MMP-1 i -3, wykazana,istotne statystycznie zmiany
w ekspresiji tej proteinyagswywotywane przy zastosowaniu dawki subrumieniotvzéj UVB
w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

We wszystkich poddanych analizie bioptatach stwiend ekspresj progeryny,
ktora byta istotnie statystycznie wsza we wszystkich przypadkach BCC w stosunku
do pozostatych probek. Wykazaty, iz ekspozycja skoéry na subrumieniotworcze dawki UVB
nieznacznie wptywa na ekspregrogeryny, co przemawia za faktem,za jej gwattowny
wzrost stwierdzony pod wptywem promieniowania skxmego odpowiedzialne jest gtownie
promieniowanie UVA i rumieniotworcze dawki promiemiania UVB.

Analiza danych wykazata znage statystycznie #hice w ekspresji TGB; Smad2,
MMP-1,-3,-9, katepsyny K, progeryny w BCC w poréwnaz grupm kontrolrs. Swiadczy
to o udziale tych protein w procesie skornej kaogenezy. Ostra i rumieniotworcza
ekspozycja na promieniowanie UVB powoduje zmiangksgpresji biatek TGB; Smad2,
MMP-1,-3,-9, katepsyny K, progeryny jakie obserwayew przebiegu BCC. Przemawia to za
faktem, # nawet jednorazowe, ostre oparzenie jest wielkintiggbniem dla skory,
ktore generuje zmiany jakie obserwujemy w przebiBQC.

Poznanie roli biatek oraz aktywacji ich ekspregidpvptywem UVB w powstawaniu
BCC mae w przysziéci umazliwi¢ wilaczenie celowanej terapii ukierunkowanej
molekularnie, co wwietle rozwoju technik biochemicznych staje sbraz bardziej realne
i jest juz wykorzystywane w terapii innych nowotworow @iavych, w tym rownie
nowotworow skory.

Whioski:
1) Retrospektywna analiza danych chorych na BCC zlKIDermatologii Uniwersytetu

Medycznego w todzi potwierdza istnienie utrzyguggo s¢ wysokiego trendu

zapadalnéci na BCC wiréd obu pici.



2)

3)

4)

Zwigkszona ekspresja biatek T@--Smad2, MMP-1,-3,-9, katepsyny K, progeryny
w grupie 0sOb z rozpoznanym BCC, w poréwnaniu zpgrkontrolrg, swiadczy

0 udziale tych protein w procesie skornej kancenegg.

Zmiany ekspresji biatek TGB; Smad2, MMP-1,-3,-9, katepsyny K, progeryny
pod wptywem ekspozycji na przewlekte i nierumienidtcze dawki promieniowania
UVB przemawiaj za ich udzialem w procesie fotodestrukcji skorjas€wowany
wysoki poziom ekspresji tych biatek pod wptywemreptdawki UVB potwierdza,
iz nawet jednorazowa ekspozycja skory prowadzdo wysipienia oparzenia ma
zdolna¢ do deregulacji mechanizméw obronnych skory prowegizh do rozwoju
raka podstawnokomaorkowego.

Zwigkszony poziom ekspresji biatek T@F-Smad2, MMP-1,-3,-9, katepsyny K,
progeryny w grupie o0sOb poddanych ostrej i rumitmioczej ekspozycji
na promieniowanie UVB w poréwnaniu z ggupoddan przewlekiemu néawietlaniu
niskimi dawkami nierumieniotworczymi z nggbwg ekspozycj na ostg dawk: UVB
swiadczy o tendencji do wygtowania zjawiska fotoadaptacji na poziomie

molekularnym.



SUMMARY

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common malng neoplasm of the skin, that
affects patients with low skin phototype. In recggears, the incidence rates of BCC were
increasing. However, BCC is not life threateningl anortality rates associated with BCC
are very low, the tissue invasion may induce carsaible functional and cosmetic problem,
especially due to the fact that the majority ofdas are located on face and neck.

BCC lesions are also often localized on shouldeusk and upper limbs. The fact that
most lesions are located on sun exposed skin cosifine essential role of ultraviolet radiation
in photoimmunosuppression and photocancerogeneskin Due to the facts, that nowadays
people are spending more and more time outdoottesoare often exposed to skin radiation
as well as solariums are becoming very popul&s,dtucial to seek for new kind of prevention
methods and new therapies for BCC treatment.

Furthermore, the incidence of BCC is rising esgdbcia younger population, which
results in many scientific studies on its pathogeneand new treatment. However,
most epidemiological researches include all norammina skin cancers (NMSC).
Unfortunately, no reliable statistics about thadeace of BCC exists in Poland due to the lack
of an efficient cancer registry system. It is knawat BCC represents 80% of all NMSC cases.
However, due to the fact that BCC is grouped togethith other skin cancers, such as
squamous cell carcinoma (SCC) and other rare skinters, it is not possible to present
the reliable incidence rates of BCC. The incidaetés of NMSC are difficult to interpret due
to differences of etiology, genetics and otherdextndividual for each subtype.

In spite of numerous scientific research, the egglof BCC still remains unknown.
Itis known that the development of tumor consisfsvarious factors both intra- and
extracellular. The ultraviolet radiation impacte #xpression of particular proteins in skin.

Nevertheless, the available literature does nagureclear information how ultraviolet
radiation affects the level of expression of patc proteins, that are responsible for skin
cancer development. Still, there is a lack of infation how TGH, Smad, cathepsin K,
progerin and metalloproteinases contribute to B@Zetbpment. What is more, there are no
national clear and reliable incident rates of BCC.

The aim of the study is to evaluate the role ofregpion of particular proteins in basal
cell carcinoma’s development. What is more, thd gbthe thesis is to perform a research that

evaluates the role of short and acute ultravi@ddtation (UVR) as well as the chronic UVR



on expression of particular proteins in comparisnthe healthy control group of people and

patients with diagnosed BCC.

In order to achieve those goals, the following aesle has been performed:

Retrospective analysis that included all cases GfCBwhich were diagnosed
and treated in the Department of Dermatology andcheveology, Medical
University of Lodz during the sixteen-year periogbni 1999 to 2015 with
consideration of patients’ gender, age and thdilateon and subtype of cancer.
Evaluation of expression of proteins such as: PaBEmad, cathepsin K, progerin
and metalloproteinases in skin biopsies from p&iesuffering from BCC
in comparison to healthy patients.

Evaluation of proteins’ expression such as: T&Bmad, cathepsin K, progerin
and metalloproteinases in skin biopsies of healilgup of patients that were
exposed to short and acute ultraviolet radiatiowels as the chronic UVR.

The study group consists of 953 Caucasians: 89@nat(group A) with histologically

confirmed BCC cases (386 males and 504 femalesage@ge 66) that were diagnosed at the

Dermatology and Venerology Department in £@hd 63 healthy individuals (group B), as

a control group, divided according to gender arel(@9 males, 34 females). From group A 22

patients (10 males and 12 females) have been cligsmip A1) with diagnosed BCC in years

2013-2015 in order to evaluate the expression dfqodar proteins in skin biopsies. Healthy

volunteers from group B have been divided into sabgs that were exposed to various doses

of ultraviolet radiations:

B1: control healthy group that were not exposedry radiation — 22 persons
B2: volunteers that were exposed to short and adtreeviolet radiation (SMED) —
13 persons

B3: volunteers that were exposed to chronic ulti@tiradiation (10 x 0,7MED) —
14 persons

B4: volunteers that were firstly exposed to chrouitraviolet radiation (10 x
0,7MED) with the following of short and acute ulti@let radiation (SMED) —

14 persons

The skin that was exposed to ultraviolet radiatiod biopsied was the skin on buttock.

The expression of chosen proteins in the skin spets was assessed applying Western

blot method. Each research participant from group akd group B has been examined

in details how he or she has been exposed to idtedvadiation previously. What is more,



those participants have been examined which skitfype is present according to Fitzpatrick
scale.

Statistical analysis was performed usiS8GATISTICA software. The results were
considered statistically significant at the sigrafice levelp < 0.05. The distinct increase
in BCC incident rates was observed to 2010 and 20 the incidence rates are on the same
level. Statistically significant correlation was sgloved between histopathological types
of BCC and the localization of the lesions. The estipial type predominates
on photoprotected areas especially on the trunkevihé nodular type occurs mainly on facial
areas. No statistically significant correlation vedserved between histopathological subtypes
of BCC and gender. We found a significant incraasacidence for superficial BCC among
middle-age patients while nodular type was obsemeck frequently among elderly subjects.

Statistically significant increase of expressiditgh TGF and Smad2 have been
obtained in skin biopsies with diagnosed BCC in parison to healthy skin biopsies collected
from control group. What is more, slight but nattistically significant decrease of expression
of those proteins in skin biopsies gathered froaugrof volunteers exposed to short and acute
UVB in comparison to biopsies with diagnosed BCG haen observed. This fact indicates
that short and acute exposition to UVB radiatios hacrucial role in dysregulation of TGF-
B/Smad pathway that leads to carcinogenesis.

Performed research has shown significant diffegenim the level of expression
of MMP-1,-3,-9 in skin biopsies exposed to varialsses of UVB radiation as well as
in biopsies with diagnosed BCC. Moreover, even @hronic doses of UVB radiation could
lead to increase the expression of MMP-1 and MM®Rith the statistical significance
in comparison to healthy skin. The performed sumlys not indicate the increase of expression
of MMP-8 neither in BCC biopsies nor in skin biggsifrom radiated areas. What is more,
the expression of this protein is lower in compariso skin biopsies from healthy control
group.

Increased level of expression of cathepsin K heenlobserved in all skin biopsies
diagnosed with BCC in comparison to healthy skirprgéssion of this protein has been
detected in all analyzed samples. The lowest egmesf cathepsin K was observed in healthy
skin biopsies and increased as doses of UV radiaicyeased. Statistically significant increase
of protein expression has been observed in skipsies exposed to chronic UV radiation
similarly to effects seen in MMP-1 and MMP-3.

All skin biopsies presented expression of progéihat is more, the statistically

significant increase of expression was observéiopsies with diagnosed BCC in comparison
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to other samples. The research presents that esgpdsuchronic UVB radiation not
significantly impacts the expression of progerirhu$, the rapid increase of progerine’s
expression in skin exposed to natural sunlight &nig caused by UVA radiation as well as
short and acute UVB radiation.

The results present the statistically significdifterence in expression of TGE-
Smad2, MMP-1,-3,-9, cathepsin and progerin in lesiavith BCC in comparison to healthy
skin. This is the evidence of important role ofdb@roteins in the carcinogenesis process.
What is more, short and acute exposure to ultraviohdiation introduces changes
of expression of TGB; Smad2, MMP-1,-3,-9, cathepsin and progerin sinbdil@nes observed
in BCC lesions. Thus, there is an evidence thahexary short, non-recurrent and acute
exposure to ultraviolet radiation affects skin @aodld have an impact on BCC development.

The obtained results could present better undedstg of skin carcinogenesis and
could facilitate the development of targeted thgrégr this kind of malignancy. Early
diagnosis of BCC development could be done by amalgf proteins’ expression and its
correlation to ultraviolet exposure.

Conclusions:

1) Retrospective analysis of patients diagnosed witBCBin the Department
of Dermatology and Venereology, Medical Universidl Lodz confirms the high
incidence rates of BCC in Poland.

2) The evaluated expression of TGFSmad2, MMP-1,-3,-9, cathepsin and progerin
in lesions with BCC in comparison to healthy pateoonfirms the important role
of those proteins in skin carcinogenesis.

3) Short and acute exposure to ultraviolet radiatimrdases the expression of proteins
such as TGHB, Smad2, MMP-1,-3,-9, cathepsin and progerin thatmilar to changes
observed in BCC. Thus, it is confirmed that evewrstand non-recurrent acute
exposure to ultraviolet radiation could lead to Bd&velopment.

4) Evaluated level of expression of the following gias: TGFB, Smad2, MMP-1,-3,-9,
cathepsin and progerin in skin biopsies exposeshtwt and acute exposition to UV
radiation in comparison to biopsies exposed tombrexposure to UV radiation with
following exposure to short and acute UVB indicatks tendency to occurrence

of photoadaptation phenomenon.
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