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3.

. Imig 1 nazwisko

t ukasz Kuzbicki

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2007

2003

Dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologia

Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (1951-2012),
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytut rozprawy doktorskiej: ,Ekspresja COX-2, LAMP-1 i CDK-2 jako

potencjalnych markerow przydatnych w immunocytochemicznym wykrywaniu

komoérek czerniaka oraz ocenie jego zaawansowania u cztowieka”

Promotor: prof. dr hab. Barbara W. Chwirot (Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu)

Recenzenci: prof. dr hab. Wiestaw Kozak (Zaktad Immunologii, Wydziat Biologii i
Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu), prof. dr hab. Zofia
Kilianska (Zaktad Biochemii Medycznej, Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i
Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £ddzki, £6dz)

Nagroda Prezesa Rady Ministrow za wyrézniong rozprawe doktorska
(Warszawa, 05.02.2009)

Dyplom magistra biologii w zakresie biologia molekularna
Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (1951-2012),
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytut pracy magisterskiej: ,Opracowanie metody hybrydyzacji in situ wykrywania

genu Apaf-1 w komérkach skory cztowieka”

Promotor: prof. dr hab. Barbara W. Chwirot

Recenzent: dr hab. Andrzej Przystalski, prof. UMK

Studia ukonczone z wynikiem bardzo dobrym, nagradzany czterokrotnie

stypendium za wyniki w nauce, w tym dwukrotnie Stypendium Rektora UMK

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od 01.10.2007 - adiunkt, Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat Biologii i Ochrony

Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

od 01.10.2006 do 30.09.2007 - asystent (1/2 etatu), Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi (1951-2012), Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

od 01.10.2003 do 25.05.2007 - doktorant, Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat Biologii i

Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
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od 01.10.2002 do 31.07.2003 - asystent-stazysta, Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat

Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

4. Ukonczone kursy, szkolenia i warsztaty

a.

Certyfikat udziatu w seminarium dotyczgcym technologii Single-Cell Genomics, Open

Exome s.c., Warszawa, 11.06.2014

Certyfikat ukonczenia szkolenia z zakresu obstugi systemu mikroskopii wirtualnej
Olympus VS120, Olympus Polska Sp. z 0.0., Torun, 03.10.2012

Certyfikat uczestnictwa w VI Spotkaniu Uzytkownikow Mikroskopow Konfokalnych.
Warsztaty zostaly przeprowadzone na sprzecie badawczym firmy Carl Zeiss:
superczutym mikroskopie konfokalnym LSM 780, uniwersalnym mikroskopie
konfokalnym LSM 700, mikroskopie typu monozoom Axio Zoom.V16 z systemem
rejestracji konfokalnych Apotome.2, badawczym mikroskopie odwréconym Axio
Observer z LEDowym systemem os$wietleniowym Colibri.2 oraz rutynowym
mikroskopie odwréconym Axio Vert.A1, Carl Zeiss Sp. z o0.0., Wroctaw, 29 -
31.05.2012

Certyfikat ukonczenia szkolenia z zakresu obstugi mikroskopéw Olympus: BX63, IX81
i SZX16 wyposazonych w kamery cyfrowe, odpowiednio: XC50, XM10 i XC50 z
oprogramowaniem CellSens oraz obstugi automatycznego systemu obrazowania
konfokalnego Olympus FV10i, Olympus Polska Sp. z 0.0., Torun, 19 - 20.04.2011

Certyfikat ukonczenia szkolenia z zakresu obstugi systemu mikrodysekcji laserowe;j
CellCutPlus wraz z mikroskopem Olympus IX71 2z kamerg cyfrowg i

oprogramowaniem, Olympus Polska Sp. z 0.0., Torun, 21 - 22.02.2011

Certyfikat uczestnictwa w kursie szkoleniowym dotyczgcym prawidtowej obstugi,
zasad eksploatacji i konserwacji sprzetu laboratoryjnego, w tym mikrotomu
rotacyjnego Leica RM2265, KENDROMED Sp. z 0.0., Torun, 25.01.2011

Certyfikat uczestnictwa w warsztatach z zakresu uzytkowania systemu LightCycler,
ktére obejmowaty nastepujgce zagadnienia: podstawy techniki real-time PCR,
obstuga urzadzenia LightCycler 480, obstuga oprogramowania LightCycler Software,
oznaczanie profilu ekspresji gendw z zastosowaniem sond typu TagMan (DUAL
COLOR), przeprowadzenie oraz analiza reakcji typu High Resolution Melting, Roche

Diagnostics Polska Sp. z 0.0., Bydgoszcz, 27.09.2010

Dyplom uczestnictwa w seminarium ,Praktyczne zastosowania real-time PCR”,
Centrum Edukacji Medycznej CEMED Sp. z 0.0., Warszawa, 30.10.2009
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i. Certyfikat uczestnictwa w warsztatach z zakresu uzytkowania systemu LightCycler,
ktére obejmowaty nastepujgce zagadnienia: podstawy techniki real-time PCR,
obstuga urzadzenia LightCycler 480, obstuga oprogramowania LightCycler Software,
przeprowadzenie oraz analiza reakcji, ekspresja gendw panele Real Time Ready,

Roche Diagnostics Polska Sp. z 0.0., Bydgoszcz, 22.09.2009

j- Certyfikat udziatu w warsztatach dotyczacych technik elektroforetycznych oraz
fluorescencyjnych i zapoznania sie z technikg rozdziatu biatek w systemie NuPage,
wiasciwosciami i zastosowaniem nowej generacji znacznikéw fluorescencyjnych
Odots, ALAB Sp. z 0.0., Torun, 11 - 12.06.2008

5. Wskazanie osiagni¢cia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie

sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. 22016 r. poz. 1311.)
a. Tytul osiggniecia naukowego
»,Diagnostyczne i prognostyczne markery czerniaka skéry u cztowieka”

b. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego bedacego podstawa ubiegania

si¢ o0 nadanie stopnia doktora habilitowanego

Osiaggniecie naukowe bedace podstawg ubiegania sie o stopien doktora
habilitowanego stanowi cykl siedmiu oryginalnych prac badawczych opublikowanych
w latach 2009-2018 w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation
Reports (JCR).

1) Kuzbicki L., Lange D., Stanek-Widera A., Glinska A., Chwirot B.W.* - “Enhanced
intratumoral expression of RNF2 is a favorable prognostic factor for patients with
cutaneous melanoma?”, Oncotarget, Vol. 9 (17656-17663) 2018
IF = 5,168; liczba punktéw MNiSW = 35

Méj wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji
badan, opracowanie i optymalizacje procedury oraz wykonanie dla kazdego z
przebadanych przypadkéw melanocytarnych nowotwordw skory cztowieka reakcji
immunohistochemicznej | szczegofowej analizy mikroskopowej jej wynikow
(obliczanie udziatu procentowego komoérek RNF2 - pozytywnych w
poszczegolnych warstwach skory w obrebie guza nowotworowego, niezaleznie w
centrum | w brzegu zmiany oraz w otaczajgcych zdrowych tkankach z
uwzglednieniem oceny intensywnosci immunohistochemicznego wybarwienia

poszczegolnych komorek), statystyczng analize wynikow | udziat w ich



dr Lukasz Kuzbicki Zatacznik nr 2

2)

3)

4)

interpretacji, przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu wraz ze wszystkimi
rysunkami i tabelami, udziat w korekcie publikacji po recenzji. Moj udziat szacuje
na 60%.

Kuzbicki L., Lange D., Stanek-Widera A., Chwirot B.W.* - “Prognostic
significance of RBP2-H1 variant of JARID1B in melanoma”, BMC Cancer, Vol. 17
(854) https://doi.org/10.1186/s12885-017-3836-x 2017

IF = 3,288; liczba punktéw MNiSW = 30

Méj wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji
badan, wykonanie dla kazdego z przebadanych przypadkéw nowotwordw reakcji
immunohistochemicznych rownolegle z uzyciem dwoch typow przeciwciat anty-
JARID1B, szczegbétowg analize mikroskopowg wynikéw reakcji (analogicznie jak
w opisie mojego udziatu w pierwszej pracy), statystyczng analize wynikéw badan i
udziat w ich interpretacji, udziat w przygotowaniu wstepnej wersji manuskryptu,
wykonanie wszystkich rysunkow i tabel, udziat w korekcie publikacji po recenzji.

Méj udziat szacuje na 60%.

Kuzbicki t., Lange D., Stanek-Widera A., Chwirot B.W.* - “Intratumoral
expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) is a negative prognostic marker for
patients with cutaneous melanoma”, Melanoma Research, Vol. 26 (448-456) 2016
IF = 2,615; liczba punktéw MNiSW = 25

Méj wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji
badan, wykonanie dla kazdego z przebadanych przypadkéw nowotwordw reakcji
immunohistochemicznej wykrywania COX-2, szczegotowg analize mikroskopowg
wynikow reakcji (analogicznie jak w opisie mojego udziatu w pierwszej pracy),
statystyczng analize wynikow badan i udziat w ich interpretacji, przygotowanie
wstepnej wersji manuskryptu wraz ze wszystkimi rysunkami, udziat w korekcie

publikacji po recenzji. M6j udziat szacuje na 60%.

Kuzbicki L., Lange D., Strgczynska-Niemiec A., Chwirot B.W.* - “Altered splicing
of JARID1B in development of human cutaneous melanoma?”, Applied
Immunohistochemistry and Molecular Morphology, Vol. 24 (188-192) 2016

IF = 1,634; liczba punktéw MNiSW = 25

Méj wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji
badan, kierowanie projektem finansowanym Grantem UMK nr 1529-B, wykonanie
dla kazdego z przebadanych przypadkéw  zmian  skéry  reakcji
immunohistochemicznych rownolegle z uzyciem dwoch typow przeciwciat anty-

JARID1B, szczegbétowg analize mikroskopowg wynikéw reakcji (analogicznie jak
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5)

6)

7)

w opisie mojego udziatu w pierwszej pracy), statystyczng analize wynikow badan i
udziat w ich interpretacji, udziat w przygotowaniu manuskryptu i jego korekty po

recenzji, wykonanie wszystkich rysunkoéw. Moéj udziat szacuje na 60%.

Kuzbicki L., Lange D., Strgczynska-Niemiec A., Chwirot B.W.* - “JARID1B
expression in human melanoma and benign melanocytic skin lesions”, Melanoma
Research, Vol. 23 (8-12) 2013

IF = 2,098; liczba punktéw MNiSW = 25

Méj wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji
badan, opracowanie i optymalizacje procedury oraz wykonanie dla kazdego z
przebadanych przypadkoéw znamion, czerniakOw skoéry i przerzutow reakcji
immunohistochemicznej ~ wykrywania JARID1B, szczegotowg  analize
mikroskopowg wynikéw reakcji (analogicznie jak w opisie mojego udziatu w
pierwszej pracy), statystyczng analize wynikow badan i udziat w ich interpretacji,
udziat w przygotowaniu manuskryptu i jego korekty po recenzji, wykonanie

wszystkich rysunkow. Moj udziat szacuje na 60%.

Kuzbicki L., Lange D., Strgczynska-Niemiec A., Chwirot B.W.* - “The value of
cyclooxygenase-2 expression in differentiating between early melanomas and
histopathologically difficult types of benign human skin lesions”, Melanoma
Research, Vol. 22 (70-76) 2012

IF = 2,518; liczba punktéw MNiSW = 25

Méj wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji
badan, kierowanie  projektem  finansowanym  Grantem  MNISW  nr
0217/P01/2010/70, wykonanie dla kazdego z przebadanych przypadkéw znamion
i czerniakbw skory reakcji immunohistochemicznej wykrywania COX-2,
szczegotowg analize mikroskopowg wynikow reakcji (analogicznie jak w opisie
mojego udziatu w pierwszej pracy), statystyczng analize wynikéw badan i udziat w
ich interpretacji, przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu wraz ze wszystkimi

rysunkami, udziat w korekcie publikacji po recenzji. M6j udziat szacuje na 60%.

Kuzbicki L., Lange D., Chwirot B.W.* - “Cyclooxygenase-2 (COX-2)
immunohistochemistry in human melanoma: differences between results obtained
with different antibodies”, Melanoma Research, Vol. 19 (294-300) 2009

IF = 2,061; liczba punktéw MNiSW = 24

Méj wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji
badan, opracowanie i optymalizacje procedur oraz wykonanie reakcji

immunohistochemicznych rownolegle z uzyciem trzech typow przeciwciat anty-
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COX-2 w standardowych preparatach histopatologicznych dla kazdej z
przebadanych tagodnych i ztoSliwych melanocytarnych zmian skory cztowieka,
szczegotowg analize mikroskopowg wynikow reakcji (analogicznie jak w opisie
mojego udziatu w pierwszej pracy), statystyczng analize wynikéw badan i udziat w
ich interpretacji, udziat w przygotowaniu manuskryptu i jego korekty po recenzji,

wykonanie wszystkich rysunkow. Moj udziat szacuje na 70%.

Wartos¢ IF oraz punktacje MNiSW dla poszczegdlnych prac podano zgodnie z
rokiem ich opublikowania. Symbolem (*) zaznaczono nazwisko autora

korespondujgcego.

Sumaryczny IF osiggniecia naukowego = 19,382

Suma punktow MNiSW osiggniecia naukowego = 189

c. Omoéwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiagnigtych wynikdéw oraz

ich ewentualnego wykorzystania (odniesienia do tych prac podkreslono)

Czerniaki sg przyczyng 90% zgondéw spowodowanych nowotworami skory
[Garbe i wsp., 2016]. Sposrod wszystkich pacjentdow z czerniakiem, u jednej trzeciej z
nich pojawia sie wznowa choroby. Biorgc pod uwage przypadki wznowy czerniaka,
dwie trzecie tych objawow progresji choroby wystepuje juz w ciggu 2 lat od wykrycia
nowotworu [Tas i Erturk, 2017]. Najwazniejszymi czynnikami prognostycznymi dla
pacjentdéw z czerniakiem skory w stadium zmiany pierwotnej bez przerzutow sa:
grubo$¢ nacieku w skali Breslowa, indeks mitotyczny i owrzodzenie guza. Jednakze
czerniaki s bardzo heterogenne i prognozowanie przebiegu choroby, nawet w
tym samym stadium zaawansowania, w niektérych przypadkach jest trudne.
Wykazano, ze sposrod 681 pacjentdow z czerniakiem o matej grubosci nacieku (<0,76
mm), 18,6% miato przerzuty, z kolei u 5,1% stwierdzono wznowy miejscowe lub guzy
satelitarne [Slingluff i wsp., 1988]. Kalady i wsp. (2003) opisali przerzuty do weztéw
chtonnych lub odlegte u 15,3% z 1158 pacjentéw z czerniakiem o grubosci nacieku
ponizej 1,0 mm. Z kolei inni badacze wykazali przerzuty czerniaka o matej grubosci
nacieku (1,0 mm) u 4,3% z 882 [Karakousis i wsp., 2006], 4,9% z 492 [Mozzillo i
wsp., 2013] i 7,8% z 77 pacjentéw [Filho i wsp., 2003]. Hinz i wsp. (2012) w
badaniach obejmujgcych 121 przypadkow czerniaka o grubosci ponizej 1,0 mm
wykazali przerzuty do wezidw chtonnych u 4,1% pacjentow. Ponadto w 5
przypadkach, w ktorych nie wykryto w weztach chtonnych przerzutdéw, nastgpita
pozniej progresja choroby. Inni badacze stwierdzili przerzuty do weziéw chtonnych u
9,8% ze 102 pacjentdéw z czerniakiem o grubosci <1,0 mm i indeksie mitotycznym 21,

jednakze ta wartos¢ indeksu mitotycznego miata znaczenie predykcyjne jedynie dla
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czerniakéw o grubosci 1,01 - 2,00 mm [Wat i wsp., 2016]. Donizy i wsp. (2014)
wykazali, Zze obecno$¢ owrzodzenia ma wartos¢ prognostyczng dla pacjentéw z
czerniakiem o grubosci 1,0 mm, ale nie ma w przypadku bardziej zaawansowanego
nowotworu.

Wartosci wskaznikdéw piecioletniego i dziesiecioletniego przezycia wynoszag
odpowiednio od 97% i 93% dla pacjentow z czerniakiem w stadium T1aNOMO do
53% i 39% dla T4AbNOMO. W pdzniejszym stadium zaawansowania, najwazniejszym
czynnikiem prognostycznym jest liczba weztow chtonnych z przerzutami czerniaka, a
wskaznik piecioletniego przezycia wynosi od 70% dla przypadkéw w stadium T1-
4N1aM0 do 39% dla T1-4N3MO [Balch i wsp., 2009]. Sredni czas przezycia
pacjentéw z czerniakiem bedgcym w stadium dawania odlegtych przerzutéw wynosi
mniej niz 1 rok [Tas, 2012]. Nowotw6r w tym stadium jest oporny na stosowane formy
immunoterapii (np. opartej na blokowaniu molekut CTLA-4 i/lub PD-1 na limfocytach),
terapii celowanej (np. ukierunkowanej na hamowanie aktywnosci BRAF V600E w
komorkach czerniaka), a takze na chemioterapie i radioterapie. Pomimo, ze u
niektérych pacjentow obserwowano pewne efekty terapeutyczne przedtuzenia czasu
przezycia i zmniejszenia objawdw choroby, to stosowanie tych terapii najczesciej
niestety jest zwigzane z wystepowaniem szeregu skutkow ubocznych i nie pozwala
na catkowite wyleczenie pacjenta [np. Grabe i wsp., 2016]. Dlatego jedyny skuteczny
sposOb leczenia czerniaka stanowi chirurgiczna resekcja, kiedy nowotwor jest
jeszcze we wczesnym stadium zaawansowania. Jednakze histopatologiczna
diagnostyka réznicowa czerniakéw pierwotnych, zwlaszcza ich wczesnych
stadiéw, od znamion barwnikowych w oparciu o kryteria cytologiczne i zmiany
architektury tkanek bywa bardzo trudna. Ocena mikroskopowa melanocytarnych
zmian skoéry dokonywana jest w oparciu o dosy¢ subiektywne kryteria. Istnieje cate
spektrum nasilenia poszczegdolnych cech miedzy znamionami a czerniakami.
Histopatologiczna  diagnostyka wykonywana poprzez analize preparatow
standardowo wybarwionych hematoksyling i eozyng wymaga wiec duzego
doswiadczenia eksperta. Jako szczegodlnie problematyczne uwazane sa
znamiona dysplastyczne, czyli atypowe oraz znamiona
wrzecionowatokomérkowe i nabtonkowatokomérkowe, czyli znamiona Spitz i
Reed. Znamiona atypowe mogg by¢ btednie diagnozowane jako czerniaki gtéwnie z
powodu mozliwosci wystepowania w obrazie histopatologicznym cech wczesnego
naciekania pagetoidalnego, a wiec typowej dla czerniakdbw szerzacych sie
powierzchownie migracji pojedynczych melanocytéw lub ich matych grup w obrebie
naskérka. W znamionach dysplastycznych moze dochodzi¢ réwniez do wypetnienia

agregatami komorkowymi  potgczenia skorno-naskorkowego, roznego nasilenia
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tworzenia gniazd komorek, ktére mogg by¢é obecne tez w skorze witasciwej, atypii
komodrkowej oraz obfitego nacieku zapalnego. Ponadto atypia melanocytéw moze
mieC rozny stopien nasilenia i przejawia sie ona przede wszystkim powiekszeniem,
pleomorfizmem i niejednorodng strukturg chromatyny jader tych komoérek z
wyraznymi jgderkami. Czesto ich wielko$¢ przekracza rozmiary jgder keratynocytow
warstwy kolczystej naskorka, a cytoplazma ulega obkurczeniu i wakuolizacji. Z kolei
znamiona Spitz i Reed, podobnie jak czerniaki, wykazujg obecnos¢ duzych
melanocytow ksztattu nabtonkowatego oraz gniazd melanocytow, a w niektorych
przypadkach rowniez atypii komorek. W przerosnietym naskorku rozproszony ukfad
melanocytow moze sugerowac pagetoidalny wzér nacieku. Ponadto czesto w tych
tagodnych zmianach obserwowane sg figury mitotyczne w skorze wiasciwej [np.
Barnhill i wsp., 1995]. Lodha i wsp. (2008) w badaniach 143 zmian melanocytarnych,
wybranych jako ,trudne przypadki’, wykazali niski stopieh zgodnosci ocen
dokonanych przez dwoch specjalistéw (k = 0,30). Wartos¢ wspotczynnika kappa (k)
jest miarg zgodnosci ocen preparatow dokonywanych przez histopatologéw
(przyjmuje sie, ze zgodnos¢ jest nieprzypadkowa, gdy k > 0,40). W innych badaniach,
rowniez dwodch histopatologdw, dokonywato oceny 392 zmian barwnikowych:
znamion oraz czerniakbw o matej grubosci nacieku. Stopieh rozbieznosci w
odréznianiu zmian tagodnych od ztosliwych wynosit 14,3% [Shoo i wsp., 2010].
Farmer i wsp. (1996) poréwnali stopiern zgodnosci ocen 37 zmian melanocytarnych
skory dokonanych niezaleznie przez 8 histopatologow. Dla przebadanych zmian,
opisanych w tej pracy jako ,klasyczne przypadki’, warto$¢ wspétczynnika Kk wynosita
tylko 0,50, a w 38% przypadkéw uzyskano dwa lub wiecej rozbieznych rozpoznan.
Cook i wsp. (1996) w badaniach 95 zmian barwnikowych skory, przeprowadzonych
rowniez przez 8 histopatologow, uzyskali wartos¢ wspoétczynnika k wynoszacg 0,77
dla odrdzniania zmian tagodnych od ztosliwych, ale tylko 0,63 dla czerniakdw o
grubosci <0,76 mm. Co istotne, 2% przypadkéw znamion ostatecznie sklasyfikowano
jako czerniaki, a 17% nowotwordéw ztosliwych jako zmiany tagodne z cechami atypii.
Nawet sposrod czerniakdw o grubosci 20,76 mm opis jednego z nich zastgpiono
rozpoznaniem znamienia Spitz. Z kolei Brochez i wsp. (2002) w badaniach
wykonanych przez 20 histopatologow wykazali, ze wartoS¢ czutosci wykrywania
czerniakdéw wynosita 87%, jednakze byta ona nizsza dla nowotworéw o grubosci <1
mm (83%) niz dla zmian o wiekszej grubosci nacieku (97%). Specyficznos¢ wynosita
94% i co istotne, az 46% wynikéw fatszywie pozytywnych uzyskano dla znamion
dysplastycznych. Szacuje sie, ze w ogdélnosci okoto 17% zdiagnozowanych znamion
jest w rzeczywistosci czerniakami, a okoto 15% zmian ocenionych jako czerniaki jest

znamionami [Martinez-Cardus i wsp., 2015]. Wyniki fatszywie negatywne stwarzajg
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ryzyko progresji choroby nowotworowej. Z kolei wyniki fatszywie pozytywne pociggaja
za sobg zbedne okaleczenie i stres pacjenta oraz generujg dodatkowe koszty.

Od lat prowadzone sg badania, ktére majg na celu znalezienie molekularnych
markeréw pomocnych w jednoznacznym odroznianiu znamion od czerniakéw,
zwlaszcza we wczesnym stadium zaawansowania oraz w ocenie inwazyjnosci
poszczegdélnych przypadkow czerniaka. Badania te doprowadzity do wskazania
pewnych antygendw, wykrywanych m.in. immunohistochemicznie. Jednak zaden z
obecnie stosowanych markerow nie zapewnia, ani jednoczesnie wysokiej czutosci i
specyficznosci testu diagnostycznego, ani jednoznacznej prognozy dla pacjentéow z
czerniakiem [np. Gould Rothberg i Rimm, 2010; Karagiannis i wsp., 2015; Mandala i
Massi, 2014; Weinstein i wsp., 2014].

Cykl prac badawczych, stanowigcy osiggniecie naukowe bedace podstawag
ubiegania sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego, byt skoncentrowany na
biologii czemiaka skory u cziowieka. Przeprowadzone badania polegaty na
immunohistochemicznym wykrywaniu molekut potencjalnie przydatnych jako markery
diagnostyczne i prognostyczne tego bardzo inwazyjnego nowotworu. Pomimo, ze
metody biologii molekularnej pozwalajg na dokonanie precyzyjnej analizy ilosciowe;j
poziomu wykrywanych molekut i sg coraz powszechniej stosowane, nie stwarzajg
one jeszcze perspektywy zastgpienia immunohistochemii. Poszczegdlne
subpopulacje komoérek nowotworowych sg bowiem heterogenne. Ponadto oprocz
nich, w materiale wystepujg réwniez inne typy komorek, np. keratynocyty naskorka,
komoérki nacieku zapalnego. Witasnie badania immunohistochemiczne, mozliwe do
przeprowadzenia rowniez w materiale archiwalnym z ludzkich nowotworow, wcigz
pozwalajg na wdrazanie do praktyki klinicznej wynikow badan podstawowych
dotyczacych obecnosci i przestrzennej lokalizacji w obrebie guza nowotworowego
komoérek charakteryzujgcych sie ekspresjg okreslonych genéw. Biorgc pod uwage
dane literaturowe, do badan wybrano: cyklooksygenaze-2 (COX-2), JARID1B (ang.
Jumonji AT-Rich Interactive Domain 1B) oraz RNF2/Ring1B.

Cyklooksygenazy (COX) katalizujg przemiane kwasu arachidonowego do
prostaglandyn. COX-2 charakteryzuje sie ekspresjg ograniczong do komorek
niektorych ludzkich tkanek, np. jest zwigzana z roznicowaniem keratynocytow
naskorka. Ekspresje COX-2 mogg indukowac rézne bodzce np. czynniki wzrostu,
cytokiny, lipopolisacharydy bakteryjne. Wzmozenie wytwarzania prostaglandyn,
towarzyszgce wzrostowi ekspresji COX-2, moze by¢é zaangazowane w powstawanie
i/lub progresje nowotworéw poprzez rézne mechanizmy: hamowanie apoptozy,
stymulacje  proliferaciji komorek, angiogenezy, inwazyjnosci komorek,

immunosupresje, produkcje mutagenéw. Udziat COX-2 w hamowaniu apoptozy moze
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przejawia¢ sie zwiekszaniem poziomu czynnikbw antyapoptotycznych, takich jak
Bcl-2 i Mcl-1. Z kolei wspomaganie angiogenezy przez COX-2 nastepuje poprzez
stymulacje produkcji czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF),
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastéow (bFGF), ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF) i endoteliny-1. Inwazyjnos¢ komodrek nowotworowych moze by¢
wzmagana z udzialem COX-2 poprzez zwigkszanie wytwarzania i aktywacje
enzymow degradujgcych elementy btony podstawnej oraz przebudowe cytoszkieletu
zwigkszajagcg mobilnos¢ komorek. Podwyzszona ekspresja COX-2 moze tez
zaburza¢ funkcjonowanie komérek dendrytycznych, powodowaé hamowanie
namnazania limfocytow B i T, jak réwniez stymulowa¢ réznicowanie makrofagéow w
kierunku fenotypu M2 i wzmagac¢ zasiedlanie obszaru guza nowotworowego przez
komorki Treg [Liu i wsp., 2015; Misra i Sharma, 2014; Singh i Lucci, 2002].

JARID1B odgrywa istotng role w regulacji podziatbw komodrkowych i
roznicowania. Biatko to wykazuje aktywno$¢ demetylazy lizyny 4 histonu H3
(demetylaza H3K4) i moze usuwacé jedng, dwie lub trzy grupy metylowe. Moze by¢
zaangazowane w utrzymanie niskiego tempa proliferacji komérek czerniaka poprzez
stabilizacje biatka RB w stanie niskiego ufosforylowania. Uwaza sie, ze chociaz
krotkotrwaty efekt ekspresji JARID1B jest antyproliferacyjny, to w dtugiej
perspektywie ma ona kluczowe znaczenie dla podtrzymania rozwoju nowotworu
[Roesch i wsp., 2006, 2010]. Ponadto biatko to oddziatuje z réznymi czynnikami
transkrypcyjnymi, takimi jak FOXG1b i PAX9 [Roesch i wsp., 2008]. Ekspresja
JARID1B jest wykrywana wiasnie w subpopulacji komoérek czerniaka, ktore dzielg sie
wolno, ale sg niezbedne dla podtrzymania rozwoju nowotworu. Komorki czerniaka
pozbawione JARID1B poczatkowo namnazajg sie szybciej, ale nastepnie wyczerpujg
potencjat do dalszego wzrostu. Ponadto ekspresja tego biatka jest regulowana
dynamicznie. Populacja komérek wywodzgcych sie z tych JARID1B - pozytywnych
przeksztatca sie z czasem w populacje zawierajgcg komérki wykazujgce ekspresje
JARID1B i komorki pozbawione tego biatka [Roesch i wsp., 2010]. Wykazano, ze
traktowanie komérek czerniaka s$rodkami chemoterapeutycznymi prowadzi do
powigkszenia subpopulacji powolnie dzielgcych sie komoérek JARID1B -
pozytywnych. W komorkach tych stwierdzono zwiekszong ekspresje enzymow
odpowiedzialnych za fosforylacje oksydacyjng w mitochondriach. Inhibicja enzyméw
tancucha oddechowego w komdrkach czerniaka blokuje pojawianie sie subpopulaciji
JARID1B - pozytywnej, co uwrazliwia nowotwér na stosowane leki [Roesch i wsp.,
2013]. Po zapoznaniu sie z pracami wtasnie tego zespotu badawczego, sugerujgcych
szczegolng role JARID1B w rozwoju czerniaka oraz z szeregiem innych prac

wskazujgcych na znaczenie czynnikdw epigenetycznych w nowotworzeniu,
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zmienitem kierunek badan, ktére staly sie skoncentrowane na ekspresji regulatorow
procesow epigenetycznych w komérkach nowotworow.

RNF2 stanowi kluczowy element kompleksu PRC1 (ang. Polycomb Repressive
Complex 1), ale moze tez funkcjonowa¢ w innych kompleksach biatkowych. RNF2
wykazuje aktywnosS¢ ligazy ubikwitynowej E3 dla lizyny 119 histonu H2A
(H2AK119ub). Uwaza sie, ze taka monoubikwitynacja histonu H2A utatwia kontakt
histonu H1 z nukleosomami, jak rowniez reorganizacje kompleksow biatkowych
powodujgcg zmiany konformacyjne polimerazy RNA Il i represje gendéw [Vidal, 2009].
Ponadto RNF2 moze dokonywaé ubikwitynacji biatka Ambra1, co prowadzi do
hamowania procesu autofagii [Xia i wsp., 2014] oraz przyczynia¢ sie do degradacji
biatka p53 poprzez jego ubikwitynacje i/lub stabilizacje biatka Mdm2 w niektorych
typach komoérek [Su i wsp.,, 2013; Wen i wsp.,, 2014]. W badaniach
przeprowadzonych in vitro w komérkach czerniaka wykazano obecnos¢
przytaczonego biatka RNF2 w poblizu miejsc poczatku transkrypciji az 3465 gendw,
sposrod ktérych 363 charakteryzowato sie zmieniong (47% obnizong i 53%
podwyzszong) ekspresjg. Wysoki poziom aktywnej ligazy RNF2 wspomagat
inwazyjnos¢ komorek czerniaka i tworzenie przerzutow poprzez represje genu
kodujgcego czynnik LTBP2 wigzacy ligand TGFB. Z kolei stymulacja proliferaciji
komorek czerniaka z udziatem RNF2, ale niezaleznie od jego aktywnosci ligazy,
odbywata sie poprzez aktywacje genu kodujgcego cykline D2. Charakter regulaciji
ekspresji genow przez RNF2 wydaje sie by¢ uzalezniony od istniejgcych wczesniej
stanéw chromatyny w promotorach tych genéw [Rai i wsp., 2015].

Cykl prac stanowigcych osiggniecie naukowe byt ukierunkowany na
realizacje trzech zasadniczych celéw badawczych:

1) sprawdzenie, czy istnieje réznica w czestosci i poziomie ekspresji COX-2,
JARID1B i RNF2 oraz przestrzennej lokalizacji immunohistochemicznie
wybarwionych komérek w reakcji wykrywania kazdego z tych biatek miedzy
tagodnymi a ztosliwymi zmianami melanocytarnymi ze szczegoinym
uwzglednieniem tych typow, ktérych diagnostyka réznicowa bywa najbardziej
problematyczna,

2) zbadanie, czy poziom ekspresji COX-2, JARID1B i RNF2 w komérkach
czerniaka moze mie¢ znaczenie prognostyczne, a wiec okreslenie zalezno$ci
miedzy czestoscig i poziomem ekspresiji tych biatek a okresem czasu przezycia
pacjentéw z czerniakiem,

3) ocene znaczenia doboru przeciwciat dla zastosowania ekspresji wybranych
biatek, jako potencjalne markery diagnostyczne i prognostyczne czerniaka skory

u cztowieka. Dla oceny efektywnosci wykrywania COX-2 wykonano rownolegte
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badania z uzyciem réznych typdw przeciwciat specyficznych wzgledem
odmiennych fragmentéw tego biatka w r6znym stopniu dostepnych w materiale
utrwalanym w formalinie i zatapianym w parafinie. Z kolei w przypadku
JARID1B uzycie réznych typéw przeciwciat pozwolito na wykrywanie w
komoérkach catkowitej puli tego biatka lub jednej z trzech znanych jego form
powstajgcych w wyniku alternatywnego sktadania transkryptu.
Wykazatem znaczaco wyzszg ekspresje, zarowno COX-2, JARID1B, jak i RNF2
w komorkach czerniakéw pierwotnych niz w komorkach znamion barwnikowych

[Kuzbicki i wsp., 2012, 2013, 2016, 2018]. Z kolei najwyzszy poziom kazdego z tych

biatek wykrytem w przerzutach czerniaka [Kuzbicki i wsp., 2016a, 2017, 2018].

Ekspresja COX-2, JARID1B i RNF2, jako potencjalne markery uzyteczne w
diagnostyce réznicowej tagodnych i ztosliwych melanocytarnych zmian skéry
czlowieka

W pracy Kuzbicki i wsp. (2012) przebadatem immunohistochemicznie ekspresje

COX-2 w 46 znamionach i 30 czerniakach pierwotnych. Co istotne, 58,7%
przypadkow tagodnych zmian barwnikowych stanowito grupe znamion Spitz, Reed i
dysplastycznych, a pozostate 41,3% przypadkdéw znamion innych typow wybraliSmy z
uwagi na ich cechy utrudniajgce postawienie jednoznacznej diagnozy. Z kolei grupa
czerniakdbw obejmowata zmiany o matej grubosci nacieku (£1,0 mm) i/lub matym
stopniu naciekania (Clark | i |IlI). Dokonatem oceny skutecznosci testu
diagnostycznego odrézniania znamion od czerniakdw, opartego na obliczaniu udziatu
procentowego komoérek COX-2 - pozytywnych, w podobny sposob, jak w
opublikowanej wczesniejszej pracy [Chwirot i Kuzbicki, 2007]. Okreslatem czuto$¢
(C), specyficznos¢ (S) i wartos¢ predykcyjng wynikow dodatnich (PPV) dla kolejnych
wartosci progowych nasilenia ekspresji COX-2. Dla przedziatu 5 - 24% komorek
wybarwionych immunohistochemicznie uzyskatem nastepujgce warto$ci parametréw
diagnostycznych: 86,67 < C < 93,33%, 50,00 < S < 93,48% i 54,90 < PPV < 89,66%
dla centrum oraz 73,33 < C £ 96,67%, 63,04 < S < 95,65% i 63,04 < PPV <91,67%
dla brzegéw zmian skéry. Dokonatem analizy krzywych ROC (ang. receiver operating
characteristics) obrazujgcych  zmiennos¢ czutosci i specyficznosci testu
diagnostycznego dla poszczegdlnych wartosci progowych udziatu komoérek COX-2 -
pozytywnych. Miarg skutecznosci testu diagnostycznego jest wartos¢ pola
powierzchni pod krzywg ROC (AUC, ang. area under the ROC curve). Test
diagnostyczny uwazany jest jako dobry, jezeli 0,76 < AUC < 0,94, a jako doskonaty,
jezeli 0,95 < AUC = 1,00 (www.anaesthetist.com/mnm/stats/roc). Wykazatem bardzo

wysokag skutecznos¢ testu diagnostycznego odrozniania znamion od czerniakow
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bedacych we wczesnym stadium zaawansowania: dla centrum zmian AUC = 0,95 +
0,03, a dla brzegéw AUC = 0,94 + 0,03. Podobne, wysokie wartosci AUC uzyskatem
dla testu diagnostycznego odrézniania czerniakdbw od grupy znamion Spitz, Reed i
dysplastycznych: 0,93 + 0,03 dla centrum i 0,92 + 0,04 dla brzegu zmian.
Wprowadzenie dodatkowego algorytmu oceny poziomu ekspresji COX-2,
uwzgledniajgcego oprécz udziatu procentowego wybarwionych komorek réwniez
stopnien ich wybarwienia, nie zwiekszylo skutecznosci testu diagnostycznego
[Kuzbicki i wsp., 2012].

Komorki czerniaka zlokalizowane w coraz gftebszych warstwach skory

charakteryzowaty sie coraz wyzszg ekspresjg COX-2. Wzrastat stopniowo nie tylko
udziat procentowy wszystkich wybarwionych immunohistochemicznie melanocytéw,
ale rowniez tych charakteryzujgcych sie intensywnym wybarwieniem. Znaczgco
silniejszg ekspresje COX-2 stwierdzitem w komorkach warstwy brodawkowatej niz w
melanocytach obserwowanych w naskérku. Natomiast w znamionach komorki
zlokalizowane, zarébwno w poszczegolnych warstwach naskorka, jak i w warstwie
siateczkowatej skory wiasciwej charakteryzowaty sie bardzo niskg ekspresjg COX-2.
Wynik ten jest szczegdlnie istotny, biorgc pod uwage fakt, ze w niektorych
znamionach wrzecionowatokomorkowych i nabtonkowatokomdrkowych melanocyty
obserwowane sg w gtebokich strefach skoéry witasciwej. Silniejsze barwienie

obserwowatem w warstwie brodawkowatej skory wiasciwej [Kuzbicki i wsp., 2012]. Z

kolei Minami i wsp. (2011) opisali podobny przestrzenny wzorzec barwienia
immunohistochemicznego COX-2 w czerniakach, natomiast w znamionach wykazali
oni obnizajgca sie ekspresje tego biatka w coraz gtebszych strefach skoéry. Co
interesujgce, Minami i wsp. (2011) nie stwierdzili r6znic w intensywnosci barwienia
COX-2, ani migedzy znamionami Spitz a czerniakami (Clark Il - V), ani miedzy
czerniakami szerzacymi sie powierzchownie a tagodnymi zmianami melanocytarnymi.

Natomiast w pracy Kuzbicki i wsp. (2012) wykazaliSmy réznice w ekspresji COX-2

miedzy znamionami Spitz, Reed i dysplastycznymi a czerniakami, z ktérych 66,7%
przypadkow stanowity czerniaki szerzgce sie powierzchownie.

Opisano trzy warianty biatka JARID1B powstajagce w wyniku alternatywnego
sktadania transkryptu: RBBP2H1a, PLU-1 i RBP2-H1. Sekwencja biatka PLU-1
zawiera 1544aa, a biatko RBBP2H1a charakteryzuje sie wystepowaniem
dodatkowego fragmentu o dlugosci 137aa na koncu N odpowiadajgcego czesci
egzonu 1 genu. Fragment transkryptu, odpowiadajgcy egzonowi 6, jest wycinany
podczas splicingu w przypadku PLU-1 i RBBP2H1a, ale zostaje zachowany w formie
JARID1B opisanej jako RBP2-H1. Ta ostatnia forma biatka zawiera wiec dodatkowy

fragment dtugosci 36aa zlokalizowany za pozycjg 237aa w sekwenciji biatka [Barrett i
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wsp., 2002; Roesch i wsp., 2005]. Istnieje wiec mozliwos¢ niezaleznego wykrywania
formy RBP2-H1 oraz catkowitej puli biatka JARID1B z uzyciem specyficznych
przeciwciat. Przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne z uzyciem dwodch
typéw przeciwciat anty-JARID1B: Ab1 - skierowanych przeciwko fragmentowi 231-
320aa formy RBP2-H1 oraz Ab2 - wykrywajgcych odcinek 1494-1544aa na koncu C
wystepujacy we wszystkich trzech formach biatka JARID1B [Kuzbicki i wsp., 2016].

Ekspresja JARID1B byta wykrywalna w 24 z 27 znamion z uzyciem przeciwciat
Ab1, we wszystkich 27 tagodnych zmianach z uzyciem Ab2 oraz we wszystkich
przebadanych czerniakach pierwotnych i przerzutach z zastosowaniem obu typéw
przeciwciat. Biorgc pod wuwage udziat procentowy immunohistochemicznie
wybarwionych komorek oraz intensywnosc ich wybarwienia, najnizszg ekspresje z
uzyciem Ab1 wykrytem w znamionach i ponad trzykrotnie wyzszg w czerniakach

pierwotnych [Kuzbicki i wsp., 2016]. Nasilona ekspresja JARID1B wykrywana z

uzyciem Ab1 juz w czerniakach o matej grubosci (€1 mm) i matym stopniu naciekania
(Clark 1 i IlI) utrzymywata sie podczas progresji nowotworu i byta poréwnywalna,
wysoka rowniez w przerzutach czerniaka. Co istotne, 36,7% przebadanych w tej
pracy zmian tagodnych stanowita grupa znamion Spitz, Reed i dysplastycznych, a
59,3% czerniakéw pierwotnych charakteryzowato sie matym stopniem naciekania

[Kuzbicki i wsp., 2013]. Ponadto w badaniach przeprowadzonych z uzyciem

przeciwciat Ab1 stwierdzitem, ze test diagnostyczny oparty na obliczaniu udziatu
procentowego komorek JARID1B - pozytywnych pozwala na odroznianie z duzg
czutoscig i specyficznoscig znamion od czerniakdéw, zaréowno w przypadku analizy
centrum (AUC = 0,98 t 0,02), jak i brzegu zmian (AUC = 0,98 + 0,02), nawet
wczesnych czerniakow (AUC = 0,97 £ 0,03 - centrum i 0,97 £ 0,03 - brzeg) [Kuzbicki
wsp., 2013a].

Z kolei w badaniach przeprowadzonych z uzyciem przeciwciat Ab2, Sredni
udziat procentowy melanocytéw JARID1B - pozytywnych byt tylko o okoto 10%
wyzszy niz w przypadku zastosowania Ab1, zaréwno w centrum, jak i w brzegu
czerniakdw pierwotnych i przerzutéw czerniaka. Natomiast w znamionach, Sredni
udziat wybarwionych komérek przekraczajgcy 80% dla Ab2 byt okoto czterokrotnie
wyzszy niz dla Ab1. Wyniki te wskazujg, ze dominujgcag formg biatka JARID1B w
komorkach czerniakow i przerzutéw czerniaka jest RBP2-H1, a udziat pozostatych
dwoéch form nie przekracza 10%. Z kolei w tagodnych zmianach melanocytarnych,
udziat RBP2-H1 wynosit okoto 20%, a znacznie wyzsza wykrywalnos¢ biatka
JARID1B z uzyciem przeciwciat Ab2 wskazuje na wiekszy udziat RBBP2H1a i/lub

PLU-1 w melanocytach znamion [Kuzbicki i wsp., 2016].
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Przestrzenna lokalizacja komorek wybarwionych immunohistochemicznie z
uzyciem przeciwciat Ab1 byta podobna w znamionach i w czerniakach. Ekspresja
JARID1B wazrastata stopniowo od warstwy ziarnistej naskorka do warstwy
brodawkowatej skéry wtasciwej i ulegata nieznacznemu obnizeniu w warstwie

siateczkowatej skoéry wiasciwej [Kuzbicki i wsp., 2013]. Komorki czerniaka

naciekajgce kolejne warstwy skory oddziatujg zapewne z nowym mikrosrodowiskiem,
co moze wpltywac na ekspresje JARID1B [Fukunaga-Kalabis i wsp., 2011]. Jednakze
w przypadku zmian tagodnych, biatko JARID1B w komorkach zlokalizowanych w
powierzchniowych warstwach naskorka byto prawie niewykrywalne. Natomiast w
czerniakach w warstwie ziarnistej stwierdzitem okoto 40%, a w warstwie kolczystej
naskorka okoto 60% wybarwionych immunohistochemicznie melanocytéw. Réznice te
sugerujg, ze wzrost poziomu RBP2-H1 w czerniakach nastepuje juz we wczesnym
stadium rozwoju nowotworu i moze by¢ zwigzany z zaburzeniem oddziatywania

miedzy melanocytami i keratynocytami w naskorku [Kuzbicki i wsp., 2013].

Wczesniej, jedynie Roesch i wsp. (2005) przeprowadzili badania
immunohistochemiczne wykrywania JARID1B w melanocytarnych zmianach skory
czlowieka z uzyciem przeciwciat specyficznych dla formy RBP2-H1 tego biatka.
Przebadano 52 znamiona, 60 czerniakéw pierwotnych i 60 przerzutéw czerniaka w
trzech mikromacierzach tkankowych (TMA) oraz 5 znamion, 4 czerniaki pierwotne i 5
przerzutow czerniaka w standardowych preparatach histopatologicznych. Wykazano
silniejszg ekspresje JARID1B w znamionach niz w czerniakach. Wyniki te, oparte w
znacznym stopniu na badaniach przeprowadzonych na TMA, sg rozbiezne, zaréwno

z tymi opisanymi przez nas w pracy Kuzbicki i wsp. (2013), jak rowniez z wynikami

uzyskanymi przez Radberger i wsp. (2012), ktérzy uzywajgc przeciwciat podobnych
do Ab1 wykryli biatko JARID1B w 55% przypadkow czerniaka oka.
W pracy Kuzbicki i wsp. (2018) przebadatem ekspresje RNF2 dla 9 znamion, 60

czerniakbw pierwotnych i 24 przerzutow czerniaka do weziow chtonnych w
standardowych preparatach histopatologicznych. We wszystkich przebadanych
zmianach wykrytem pewien poziom RNF2. W tagodnych zmianach melanocytarnych
Sredni udziat procentowy wybarwionych immunohistochemicznie melanocytow
wynosit okoto 40% i byt porédwnywalny z tym obserwowanym w zdrowej skorze.
Wykazatem istotny statystycznie wzrost ekspresji RNF2 do okoto 70% melanocytow
RNF2 - pozytywnych w czerniakach pierwotnych oraz do okoto 80% w przerzutach
czerniaka do weztéw chtonnych. Wsrod komorek, w ktdrych wykrytem biatko RNF2,
wzrastat réwniez udziat tych o najbardziej intensywnym wybarwieniu. Udziat
procentowy melanocytow RNF2 - pozytywnych byt istotnie statystycznie wyzszy w

czerniakach pierwotnych, nawet tych o matym stopniu naciekania (Clark | i Il), niz w
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tagodnych zmianach skoéry. Wczesniej jedynie Rai i wsp. (2015) opublikowali prace
dotyczgcg ekspresji RNF2 w nowotworach melanocytarnych skéry. W badaniach
przeprowadzonych metodg immunohistochemiczng na TMA rowniez stwierdzili
najnizszg ekspresje RNF2 w znamionach, silniejszg w czerniakach pierwotnych i
najsilniejszga w przerzutach.

W licznych badaniach wykrywano réwniez inne molekuly, jako potencjalne
markery pomocne w odréznianiu tych typdw zmian skory, ktorych diagnostyka bywa
szczegolnie problematyczna. Nie wykazano znaczacych réznic w ekspresji Melan-A
[Bergman i wsp., 2000], c-kit [Isabel i Fitzpatrick, 2006], ani Akt [Kantrow i wsp.,
2007] miedzy czerniakami a znamionami Spitz. Clarke i wsp. (2009) stwierdzili
silniejsze barwienie immunohistochemiczne Cdc7 w czerniakach inwazyjnych niz w
znamionach dysplastycznych i znamionach Spitz. Jednakze ekspresja tego biatka w
czerniakach in situ byta podobna jak w znamionach. W przypadku badan ekspresji
WT1, barwienie obserwowano w 83% znamion Spitz, 35% znamion dysplastycznych
oraz odpowiednio w 90% i 75% czerniakéw w stadium T1 i T2 [Wilsher i Cheerala,
2007]. Rosner i wsp. (2009) zbadali skutecznos¢ testu diagnostycznego opartego na
udziale procentowym komérek wykazujgcych ekspresje biatka WT1. Dla wartosci
progowych w przedziale 25 - 50% wybarwionych komorek uzyskano czuto$¢ w
zakresie 61 - 71% i specyficznos¢ 64 - 77%. Jednakze w 5 z 11 znamion Spitz
obserwowano okoto 50% komoérek WT1 - pozytywnych. Pryor i wsp. (2008) nie
wykryli ekspresji IMP-3 w znamionach dysplastycznych. Chociaz stwierdzili silniejsze
barwienie tego biatka w przebadanych czerniakach niz w znamionach Spitz, to biorgc
pod uwage tylko czerniaki o grubosci nacieku <1 mm, wyniki byty poréwnywalne.
Parente i wsp. (2008) obserwowali podobne barwienie immunohistochemiczne
receptora Glut-3 w znamionach i czerniakach, a w przypadku receptora Glut-1
silniejszg ekspresje biatka w znamionach niz w czerniakach. Co istotne, w przypadku
znamion Spitz wzoér ekspresji Glut-1 byt posredni miedzy tym dla czerniakéw i dla
pozostatych znamion. Niemann i Argenyi (1993) obserwowali dosy¢ zréznicowane
barwienie PCNA w 60% znamion Spitz i wszystkich przebadanych czerniakach. Z
kolei Nasr i EI-Zammar (2008) wykazali znacznie silniejszg ekspresje pHH3, Ki-67 i
surwiwiny w czerniakach (Clark Il - IV, Breslow 0,3 - 20 mm) niz w znamionach
dysplastycznych i znamionach Spitz. Garrido-Ruiz i wsp. (2010) zbadali
immunohistochemicznie ekspresje 22 biafek, jako potencjalne markery uzyteczne w
diagnostyce réznicowej znamion Spitz i czerniakow w fazie wzrostu pionowego.
Silniejszg ekspresje w czerniakach niz w zmianach fagodnych wykryto dla HMB45,

surwiwiny, Ki-67 i topoizomerazy lla, a nizszg dla cykliny D1, p21, kaweoliny,
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osteonektyny i PKCa. Natomiast nie wykazano istotnych réznic m.in. dla c-kit,
Melan-A i WT1.

Trudnosci w identyfikacji uzytecznego markera mogg wynikac¢ nie tylko z braku
roznic w immunohistochemicznie wykrywanej ekspresji danego biatka miedzy
zmianami fagodnymi a ztosliwymi, ale rowniez z koniecznosci przyjecia odpowiednich
wartosci progowych udziatu procentowego wybarwionych komorek i/lub
intensywnos$ci wybarwienia preparatow, ktore dawatyby jak najwyzsze wartosci
parametrow diagnostycznych. Istotne jest rowniez, aby zmiana poziomu markera w
czerniakach, w stosunku do znamion, byta wykrywalna juz dla wczesnych stadiow
nowotworu.

Whioski:

1) Transformacji nowotworowej melanocytéw towarzyszy znaczacy wzrost
ekspresji COX-2, RNF2 oraz poziomu formy RBP2-H1 biatka JARID1B.

2) Wysokie wartosci parametrow diagnostycznych wskazuja, ze analiza
poziomu immunohistochemicznie wykrywanych COX-2 i RBP2-H1 moze
by¢ uzyteczna w odréznianiu tagodnych od ztosliwych melanocytarnych
zmian skory cztowieka.

3) COX-2 i RBP2-H1 moga by¢ markerami pozwalajacymi na odréznianie z
duza czuloscia i specyficznoscig nawet znamion dysplastycznych, Spitz i

Reed od czerniakéw o matym stopniu naciekania.

Prognostyczny potencjat ekspresji COX-2, JARID1B i RNF2 w czerniaku skoéry u
czlowieka

Badania opisane w pracy Kuzbicki i wsp. (2016a) byly ukierunkowane na

analize zwigzku ekspresji COX-2 w komoérkach czerniaka z najwazniejszymi
czynnikami prognostycznymi oraz z czasem przezycia pacjentow z nowotworem.
Wykazatem znaczaco silniejszg ekspresje COX-2 w 41 przebadanych przerzutach
czerniaka niz w 85 przypadkach zmian pierwotnych. W 36 przerzutach do weztow
chtonnych i w 5 przerzutach do skéry stwierdzitem poréwnywalny udziat procentowy
komorek COX-2 - pozytywnych. Jednakze w tej pierwszej grupie przerzutow wiekszy
byt udziat komorek o intensywnym wybarwieniu immunohistochemicznym. Analizujgc
przestrzenng lokalizacje komoérek wykazujgcych ekspresje COX-2 w obrebie guza
nowotworowego, udziat procentowy wybarwionych komoérek byt coraz wyzszy w
coraz gtebszych warstwach, w tym réwniez komoérek o intensywnym barwieniu.
Poziom COX-2 byt nieznacznie wyzszy w centrum niz w brzegu czerniakdw

pierwotnych, a w przerzutach porownywalny w tych strefach zmian.
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We wszystkich 39 przypadkach, w ktorych czerniak pierwotny i przerzuty do
weztow chtonnych i/lub do skéry pochodzity od tego samego pacjenta, udziat
procentowy komoérek COX-2 - pozytywnych byt, albo nizszy w zmianie pierwotnej niz
w przerzutach, albo poréwnywalny, wysoki. Przerzuty w przebadanych przypadkach
charakteryzowaly sie bardzo wysokg ekspresja COX-2, niezaleznie od czasu
przezycia pacjenta.

Z kolei w czerniakach pierwotnych zbadatem, czy udziat procentowy komérek
COX-2 - pozytywnych, analizowany niezaleznie lub w powigzaniu z intensywnoscig
ich wybarwienia, ma znaczenie prognostyczne. Wykazatem, Zze pacjenci z
czerniakiem o wysokiej ekspresji COX-2, a wiec 270% wybarwionych
immunohistochemicznie komorek, charakteryzujg sie krotszym catkowitym czasem
przezycia (x°> = 44,64; P < 0,0001 dla analizy centrum i x> = 26,53; P < 0,0001 dla
brzegu guzéw nowotworowych). Podobne wyniki analizy potencjatu prognostycznego
COX-2 uzyskano przyjmujgc wartos¢ progowg =100 opisanego w naszej pracy
Kuzbicki i wsp. (2012) parametru uwzgledniajgcego, zardwno udziat procentowy, jak i
intensywno$¢ immunohistochemicznego wybarwienia komérek (x* = 62,80;
P < 0,0001 dla centrum i x> = 37,00; P < 0,0001 dla brzegu zmian skory).

Ekspresja COX-2 byfa silnie, dodatnio skorelowana, zaréwno ze stopniem
(r=0,46; P < 0,0001 dla centrum i r= 0,47; P < 0,0001 dla brzegu), jak i z gruboscig
nacieku czerniaka (r = 0,48; P < 0,0001 dla centrum i r = 0,50; P < 0,0001 dla

brzegu). W kolejnych stopniach naciekania w skali Clarka oraz przedziatach grubosci

guza w skali Breslowa wzrastat udziat procentowy immunohistochemicznie
wybarwionych komorek, a wsrod nich rowniez tych o najbardziej intensywnym
barwieniu. Najwigeksze réznice w poziomie COX-2 stwierdzitem miedzy czerniakami w
[ll'i IV stopniu naciekania w skali Clarka oraz miedzy zmianami o grubosci zawartej w
przedziale >2 - 4 mm a tymi o grubosci powyzej 4 mm, a dla brzegu zmian rowniez
miedzy czerniakami o grubosci wynoszacej najwyzej 2 mm a zmianami gtebiej
naciekajgcymi skore. Ponadto wykazatem istotnie statystycznie silniejszg ekspresje
COX-2 w czerniakach: z owrzodzeniem, o indeksie mitotycznym >1 mitoza/mm?,
guzowatych i bedacych w fazie wzrostu pionowego w poréwnaniu ze zmianami,
odpowiednio: bez owrzodzenia, o indeksie mitotycznym <1 mitoza/mm?, szerzgcymi
sie powierzchownie i bedgcymi w fazie wzrostu poziomego. Podobne wyniki
uzyskatem w przypadku analizy wartosci udziatu procentowego komoérek COX-2 -
pozytywnych oraz wartosci parametru uwzgledniajgcego réwniez intensywnosc
immunohistochemicznego wybarwienia komorek.

Wyniki opublikowane w naszej pracy Kuzbicki i wsp. (2016a) wskazujg, ze

inwazyjnosci oraz nabywaniu przez komorki czerniaka pierwotnego potencjatu do
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generowania przerzutow towarzyszy znaczgcy wzrost ekspresji COX-2. Jest on
skorelowany z niekorzystnymi czynnikami prognostycznymi, a zwlaszcza z krotszym
czasem przezycia pacjentow. Uzyskatem porownywalne wyniki analizy barwienia
immunohistochemicznego, wykonanej z zastosowaniem dwoch algorytmow: opartego
na obliczaniu udziatu procentowego komoérek COX-2 - pozytywnych niezaleznie od
stopnia ich wybarwienia oraz opartego na obliczaniu wartosci parametru
uwzgledniajgcego udziat procentowy komorek i intensywnos¢ ich wybarwienia.

Podobnie, jak wykazaliSmy w pracy Kuzbicki i wsp. (2012), obliczanie samego

udziatu procentowego immunohistochemicznie wybarwionych komérek wydaje sie
by¢ optymalnym algorytmem w przypadku zastosowania COX-2, jako markera

czerniaka skory. Drugi algorytm opisany w naszej pracy Kuzbicki i wsp. (2016a) jest

inny od sposobu wyznaczania przez Becker i wsp. (2009) wartosci S| oraz okres$lania
progu dla przypadkéw COX-2 - pozytywnych przez Minisini i wsp. (2013) na
podstawie jednoczesnej analizy udziatu procentowego i stopnia wybarwienia

komorek. Tym niemniej wyniki opisane przez nas w pracy Kuzbicki i wsp. (2016a) sg

w 0gdblnosci zgodne opisanymi przez tamtych autoréw, jak rowniez z wynikami Meyer
i wsp. (2009), ktérzy wykonali badania na TMA i poziom ekspresji COX-2 analizowali
na podstawie intensywnosci barwienia immunohistochemicznego komaérek. Ponadto

w pracy Kuzbicki i wsp. (2016a) stwierdziliSmy, Zze w przerzutach czerniaka poziom

ekspresji COX-2 analizowany z uzyciem obu algorytméw nie jest skorelowany z
czasem przezycia pacjentow. Podobne wyniki uzyskali Meyer i wsp. (2009), a
Johansson i wsp. (2009) wykazali prognostyczne znaczenie ekspresji COX-2 w
przerzutach czerniaka do weztdéw chtonnych, ale w sposéb znaczgcy tylko w
przypadku analizy udziatu procentowego wybarwionych komorek.

Prognostyczny potencjat ekspresji COX-2 potwierdza w naszej pracy Kuzbicki i
wsp. (2016a) réwniez jej zwiekszony lub pozostajgcy wysoki poziom w przerzutach
czerniaka w poréwnaniu z nowotworami pierwotnymi pochodzgcymi od tych samych
39 pacjentow. Podobnie Becker i wsp. (2009) wykazali korelacje miedzy
analizowanym z uzyciem parametru S| barwieniem COX-2 w 13 czerniakach
pierwotnych i ekspresjg tego biatka w 28 przerzutach wykrywanych u tych samych
pacjentow w weztach chtonnych, skérze i mozgu. W 12 przypadkach wykryto
ekspresje COX-2 w czerniakach i przerzutach, a w jednym nie obserwowano
barwienia, ani w zmianie pierwotnej, ani w dwdch przerzutach do weztéw chtonnych.
Natomiast rozbiezne wyniki uzyskali Lee i wsp. (2008), kitdrzy zbadali ekspresje
COX-2 w czerniakach i przerzutach tych nowotworéw od 6 pacjentéw i stwierdzili

intensywne barwienie tylko w 2 zmianach pierwotnych.
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Publikacja [Kuzbicki i wsp., 2016a] stanowi istotne rozszerzenie badah

zapoczagtkowanych przez nas wczesniej [Kuzbicki i wsp., 2006] i rowniez w tej pracy
wykazaliSmy, ze w czerniakach pierwotnych poziom COX-2 jest dodatnio i silnie
skorelowany z najwazniejszymi  czynnikami  prognostycznymi  ocenianymi
histopatologicznie, takimi jak: stopien i grubo$¢ nacieku, obecnos¢ owrzodzenia,
indeks mitotyczny, a takze z typem histologicznym, fazg wzrostu. Podobnie jak Meyer
i wsp. (2009) wykazalismy, z zastosowaniem drugiego algorytmu uwzgledniajgcego
takze intensywno$¢ barwienia, nieco silniejszg ekspresje COX-2 w przerzutach
czerniaka do weztow chtonnych niz w przerzutach do skory. W pracy Meyer i wsp.
(2009) opisano réwniez korelacje intensywnosci barwienia COX-2 ze stopniem
naciekania czerniaka skali Clarka, ale nie z gruboscig nacieku w skali Breslowa,
typem histologicznym, ani z indeksem mitotycznym. Co ciekawe, Becker i wsp.
(2009) wykazali, ze wartos¢ parametru S| uwzgledniajgcego udziat komoérek COX-2 -
pozytywnych i intensywnos¢ barwienia jest skorelowana z gruboscig nacieku

czerniaka. Inaczej niz w naszej pracy Kuzbicki i wsp. (2016a), nie wykazano takiej

zaleznosci w przypadku analizy samego udziatu procentowego wybarwionych
komoérek. Ponadto stwierdzono réznice w wartosci parametru SI miedzy czerniakami
w Il i lll stopniu naciekania w skali Clarka, ale byla ona poréwnywalna w
poszczegdlnych typach histologicznych czerniaka [Becker i wsp., 2009]. Wykazane

przez nas w publikacji Kuzbicki i wsp. (2016a) réznice w ekspresji COX-2 miedzy

czerniakami w IIl i IV stopniu naciekania oraz o grubosci wiekszej i mniejszej niz 2
mm sg spojne z tym, ze czerniaki w fazie wzrostu poziomego charakteryzowaty sie
stabszym barwieniem niz te w fazie wzrostu pionowego. Podobnie, jak w naszej

pracy Kuzbicki i wsp. (2016a), réwniez Minisini i wsp. (2013) opisali zwigzek

podwyzszonej ekspresji COX-2 z gruboscig nacieku w skali Breslowa oraz z
indeksem mitotycznym.

Aby oceni¢ prognostyczny potencjat ekspresji JARID1B w czerniaku,
przeprowadziliSmy badania wykrywania w komorkach catkowitej puli tego biatka oraz

jednej z jego form RBP2-H1 [Kuzbicki i wsp., 2017]. Dla kazdego z 31 przypadkow

czerniaka pierwotnego i 17 przerzutdw czerniaka do weztéw chionnych wykonatem
reakcje immunohistochemiczne z uzyciem takich samych przeciwciat Ab1 i Ab2, jak w

opublikowanej wczesniej pracy [Kuzbicki i wsp., 2016]. Wykazatem silniejszg

ekspresje JARID1B w przerzutach czerniaka niz w pochodzacych od tych samych
pacjentow nowotworach pierwotnych, a roznice te byly istotne statystycznie, zaréwno
dla Ab1, jak i dla Ab2. Udziat procentowy komorek RBP2-H1 - pozytywnych byt tylko
nieznacznie nizszy w poréwnaniu z udziatem komorek, w ktérych wykrywano

jednoczesnie wszystkie warianty biatka JARID1B [Kuzbicki i wsp., 2017]. Wskazuje
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to, ze dominujgca formg biatka JARID1B w komodrkach czerniaka skory jest

RBP2-H1, co jest zgodne z wynikami opublikowanymi wczesniej [Kuzbicki i wsp.,

2016]. W komorkach zlokalizowanych w coraz gtebszych warstwach skory wzrastat
stopniowo poziom ekspresji JARID1B wykrywanej z uzyciem Ab1 oraz Ab2, co jest w
duzym stopniu zbiezne z obserwacjami opisanymi w naszej pracy Kuzbicki i wsp.
(2013), skoncentrowanej na badaniach RBP2-H1.

Nie stwierdzitem istotnej statystycznie korelacji poziomu catkowitej puli biatka

JARID1B w komérkach czerniaka z prognozami dla pacjentow. Wykazatem
natomiast, ze wysoki, wynoszacy 290%, udziat komérek RBP2-H1 - pozytywnych
obserwowanych w centrum czerniaka pierwotnego jest zwigzany z krotszym
catkowitym czasem przezycia pacjentéw (x* = 4,14; P = 0,04). Pacjenci z czerniakiem
o wysokim poziomie biatka RBP2-H1 w obrebie guza byli obarczeni wiekszym
ryzykiem zgonu (HR = 2,18; 95% CI: 1,04 - 7,36). Mediana czasu przezycia
pacjentow z czerniakiem o niskiej (<90% wybarwionych komorek) ekspresji JARID1B
wykrywanej z uzyciem przeciwciat Ab1 wynosita 98 miesiecy, a w przypadku
pacjentow z nowotworem charakteryzujgcym sie wysokim poziomem RBP2-H1
(290% wybarwionych komorek) mediana czasu przezycia wynosita tylko 28 miesiecy.
Ekspresja JARID1B wykrywana z uzyciem przeciwciat Ab1 lub Ab2 nie byta
skorelowana z czynnikami prognostycznymi dla czerniaka, takimi jak: grubos¢
nacieku w skali Breslowa, stopien naciekania w skali Clarka, owrzodzenie, indeks
mitotyczny, faza wzrostu i liczba weztdbw chtonnych z przerzutami nowotworu.
Przeprowadzenie analizy wieloczynnikowej wykazato, ze ekspresja RBP2-H1 jest
markerem  prognostycznym niezaleznym do wymienionych klinicznych i

patologicznych cech nowotworu [Kuzbicki i wsp., 2017]. W pracy tej po raz pierwszy

w skali swiatowej przeprowadzilismy badania ekspresji JARID1B w komorkach
czerniaka skory w powigzaniu z czasem przezycia pacjentow z nowotworem. W
czerniaku oka Radberger i wsp. (2012) stwierdzili, ze wzrost poziomu biatka
JARID1B, wykrywanego z uzyciem przeciwciat podobnych do Ab1, jest zwigzany z
krétszym czasem przezycia pacjentow, ale wyniki te nie byty istotne statystycznie.
Kontynuujgc badania regulatorow procesow epigenetycznych w komérkach
czerniaka, dokonatem analizy zmian ekspresji RNF2 podczas progresji tego

nowotworu oraz ich zwigzku z czasem przezycia pacjentéw [Kuzbicki i wsp., 2018].

Biatko to wykrywatem metodg immunohistochemiczng w standardowych preparatach
histopatologicznych wykonanych z 60 czerniakow pierwotnych i 24 przerzutéw
czerniaka do weztéw chionnych. Wykazatem znaczgco wigkszy udziat procentowy
komorek RNF2 - pozytywnych, réwniez tych intensywnie wybarwionych, w

przerzutach niz w zmianach pierwotnych.
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Co interesujgce, zarbwno w czerniakach pierwotnych, jak i w przerzutach, niska
ekspresja RNF2 byla zwigzana z krotszym czasem przezycia pacjentow, a efekt ten
byt silniejszy w przypadku zmian pierwotnych. Wyniki te uzyskatem przyjmujgc
warto$¢ progowg immunohistochemicznie wybarwionych komoérek wynoszacg 70% w
czerniakach pierwotnych i 75% w przerzutach. Korzystne znaczenie prognostyczne
podwyzszonej ekspresji RNF2 w komorkach czerniaka byto szczegdlnie ewidentne
biorgc pod uwage udziat procentowy wybarwionych immunohistochemicznie komaorek
(x> = 8,38; P = 0,004 dla czerniakéw pierwotnych i x* = 4,11; P = 0,04 dla
przerzutdow), a w przypadku analizy wartosci parametru opisanego w naszej pracy

[Kuzbicki i wsp., 2012], uwzgledniajgcego rowniez intensywnosS¢ wybarwienia

komérek, wyniki byly istotne statystycznie jedynie dla zmian pierwotnych (x* = 7,22;
P = 0,007 dla wartosci progowej parametru wynoszacej 110). Pacjenci z czerniakiem
wykazujgcym obnizony udziat procentowy komdérek RNF2 - pozytywnych
charakteryzowali sie wiekszym ryzykiem zgonu (jezeli <70% w obrebie guza
pierwotnego, to HR = 2,50; 95% CI: 1,41 - 5,97; jezeli <75% w przerzucie nowotworu,
to HR = 2,78; 95% CI: 1,06 - 30,74). Mediana czasu przezycia pacjentow z
czerniakiem pierwotnym o wysokiej ekspresji RNF2 wynosita 143 miesigce, a w
przypadku obnizonego poziomu tego biatka, tylko 27 miesiecy. Z kolei pacjenci z
przerzutami czerniaka charakteryzowali sie¢ mediang czasu przezycia rowng 33 lub
15 miesiecy, odpowiednio w przypadku wysokiego lub niskiego udzialu komoérek
nowotworowych RNF2 - pozytywnych obserwowanych w weztach chionnych.
Ponadto przeprowadzitem wieloczynnikowg analize korelacji ekspresji RNF2 i
catkowitego czasu przezycia pacjentéw oraz ich ptci, wieku i stosowanej po zabiegu
chirurgicznym chemo-, radio- lub immunoterapii. Wykazatem, ze obnizona ekspresja
RNF2 jest niezaleznym, niekorzystnym wskaznikiem prognostycznym dla pacjentow z

czerniakiem skéry [Kuzbicki i wsp., 2018].

Ponadto stwierdzitem coraz nizszg ekspresje RNF2 w komorkach czerniakéw
pierwotnych wraz ze wzrostem liczby weztow chtonnych z przerzutami wystepujgcymi
u tych samych pacjentéw. Chociaz réznice w udziale procentowym wybarwionych
komorek zmiany pierwotnej byty niewielkie miedzy kolejnymi  stopniami
zaawansowania choroby od NO do N3 wedtug klasyfikacji TNM, uzyskatem istotng
statystycznie, ujemng wartos¢ wspoétczynnika korelacji (r = -0,31; P = 0,02). Jednakze
zmiany ekspresji RNF2 w czerniakach pierwotnych byly niezalezne od czynnikow
prognostycznych, takich jak: owrzodzenie guza, indeks mitotyczny, typ histologiczny i

faza wzrostu [Kuzbicki i wsp., 2018].

Natomiast Rai i wsp. (2015) stwierdzili, w oparciu o dane TCGA (ang. The

Cancer Genome Atlas), ze podwyzszony poziom RNF2 jest zwigzany z mniejszg
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przezywalnoscig pacjentow z czerniakiem. Teza tych autoréw, postawiona na
podstawie wynikéw badan przeprowadzonych metodami biologii molekularnej,
wydaje sie by¢ dyskusyjna z powodu analizy czerniakow pierwotnych i przerzutow
jako jednej grupy oraz nierozrézniania sytuacji amplifikacji genu RNF2 (12
przypadkoéw) od wykrycia jego wzmozonej ekspresji na poziomie transkryptu (18
przypadkoéw). Te same wyniki wskazujg na efekt skrécenia czasu przezycia
pacjentow z czerniakiem odpowiednio w 2 i 4 przypadkach delecji i/lub obnizenia
ekspresji RNF2 w poréwnaniu z grupg 44 ze 104 przypadkéw, w ktérych nie
stwierdzono zmian liczby kopii i/lub ekspresji genu. Z kolei w badaniach
przeprowadzonych metodg immunohistochemiczng na TMA wykazano silniejszg
ekspresje RNF2 w przerzutach czerniaka niz w czerniakach pierwotnych. Wyniki te
uzyskano na podstawie przypisanych ocen obserwowanej intensywnosci wybarwienia
skrawkow TMA.

Podobnie jak Rai i wsp. (2015), w pracy Kuzbicki i wsp. (2018) stwierdziliSmy

wzrost poziomu ekspresji biatka RNF2 w przerzutach w poréwnaniu ze zmianami
pierwotnymi. Jednakze w przeciwienstwie do badan przeprowadzonych in vitro w
tamtej pracy, w ktorej biatku RNF2 przypisywana jest rola wspomagajgca proliferacje

komorek czerniaka i tworzenie przerzutéw, wyniki naszych badan Kuzbicki i wsp.

(2018) wskazuja, ze wzmozona ekspresja RNF2 zdaje sie hamowaé postep choroby i
poprawia rokowania czesci pacjentow. Podwyzszony poziom RNF2 moze byc¢
korzystnym wskaznikiem prognostycznym dla pacjentow z czerniakiem, zarbwno w
stadium zmiany pierwotnej, jak i w stadium tworzenia przerzutéw nowotworu.
Whioski:

1) Podwyzszona ekspresja COX-2 i RBP2-H1 oraz obnizona ekspresja RNF2
w komoérkach czerniaka sa zwigzane z krétszym czasem przezycia
pacjentéw i moga by¢ uzyteczne, jako markery prognostyczne.

2) Ekspresja COX-2 jest dodatnio skorelowana z niekorzystnymi czynnikami
prognostycznymi ocenianymi histopatologicznie w czerniaku pierwotnym,
zwlaszcza z duza grubosciag nacieku, obecnoscia owrzodzenia i wysokim
indeksem mitotycznym.

3) W ocenie ekspresji JARID1B, jako markera prognostycznego, istotna jest
analiza poziomu formy RBP2-H1 zamiast catkowitej puli tego biatka w

komérkach czerniaka skory.
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Analiza warunkéw efektywnosci immunohistochemicznego wykrywania COX-2,
jako diagnostycznego i prognostycznego markera czerniaka skory

Dane literaturowe dotyczgce ekspresji COX-2, wykrywanej w melanocytarnych
zmianach skory cztowieka, sg w pewnym stopniu rozbiezne. ROznice w
wykrywalnosci tego biatka przejawiajg sie odmienng czestoscig i poziomem barwienia
immunohistochemicznego opisywanymi przez poszczegoélne grupy badawcze. Vogt i
wsp. (2001) nie wykryli biatka COX-2 w zadnym z 38 czerniakow pierwotnych, 14
przerzutow czerniaka oraz 23 znamion roznych typow. Denkert i wsp. (2001)
stwierdzili ekspresje COX-2 w 26 z 28 przebadanych czerniakow, a w 19
przypadkach tych zmian ztosliwych obserwowali umiarkowane lub silne barwienie,
przy jego braku w 4 znamionach. Goulet i wsp. (2003) nie wykryli obecnosci biatka
COX-2 w zadnym z 17 czerniakdw pierwotnych ani 10 znamion, natomiast
obserwowali bardzo silne barwienie immunohistochemiczne we wszystkich 16
przerzutach czerniaka. Sun i wsp. (2004) w badaniach przeprowadzonych na TMA
stwierdzili wyzszg ekspresje COX-2 w czerniakach zaliczonych do grupy zmian o
duzym stopniu inwazyjnosci niz w tych majacych cechy wskazujagce na mniejszg
inwazyjnos¢. W badaniach Kuzbicki i wsp. (2006) obejmujgcych 36 czerniakow
pierwotnych, 11 przerzutéw czerniaka do weztdéw chtonnych oraz 17 znamion
wykryliSmy bardzo niski poziom ekspresji COX-2 w fagodnych zmianach, znaczaco
wyzszy w czerniakach i najwyzszy w przerzutach. Bianchini i wsp. (2007) stwierdzili
obecnos$¢ komoérek COX-2 - pozytywnych w 11 z 15 czerniakéw pierwotnych oraz w 4
z 7 przerzutdow czerniaka, natomiast biatko to nie byto wykrywalne w komaorkach
zadnego z 5 znamion. Lee i wsp. (2008) obserwowali barwienie COX-2 we
wszystkich przebadanych zmianach skory, ale zostato ono ocenione jako silne w 12 z
32 czerniakow pierwotnych, 20 z 29 przerzutow czerniaka i 1 z 38 tagodnych zmian.
Z kolei Johansson i wsp. (2009) wykazali ekspresje COX-2 tylko w 11 z 38
przypadkoéw przerzutéw czerniaka do wezidw chtonnych. Becker i wsp. (2009)
obserwowali silne barwienie COX-2 w 96 ze 101 przebadanych czerniakéw.

Jedng z przyczyn rozbieznosci wynikdw immunohistochemicznego wykrywania
molekut moze stanowi¢ réznica w specyficznosci uzywanych przeciwciat [np. Sawicka
i wsp., 2013], zwiaszcza w przypadku badan wykonywanych w preparatach

utrwalanych w formalinie i zatapianych w parafinie. W pracy Kuzbicki i wsp. (2009)

przeprowadzilismy badania wykrywalnosci biatka COX-2 w 18 znamionach, 17
czerniakach pierwotnych i 2 przerzutach czerniaka z uzyciem trzech typéw
przeciwciat pierwotnych specyficznych wzgledem réznych epitopéw tego biatka. Dla
kazdej z tych zmian réwnolegle wykonatem reakcje immunohistochemiczne z

zastosowaniem nastepujacych przeciwciat anty-COX-2: Ab1 - specyficzne wzgledem
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peptydu mapowanego we fragmencie na koncu N biatka COX-2, Ab2 - wykrywajgce
odcinek na koncu C (368-604aa), ktory odpowiada fragmentowi domeny katalitycznej
biatka oraz Ab3 - skierowane przeciwko fragmentowi zlokalizowanemu w poblizu
konca N biatkka COX-2 (38-163aa), ktéry odpowiada domenie podobnej do
naskorkowego czynnika wzrostu (EGF), domenie wigzgcej biatko z blong (MBD) oraz
krétkiemu odcinkowi domeny katalitycznej. Wykrywanie biatka COX-2 z uzyciem
przeciwciat Ab1 opisaliSmy w pracach Kuzbicki i wsp. (2006, 2012, 2016a) oraz
Chwirot i Kuzbicki (2007), Ab2 uzyli Denkert i wsp. (2001), Vogt i wsp. (2001) oraz

Johansson i wsp. (2009), a wyniki uzyskane z zastosowaniem Ab3 opublikowali

Becker i wsp. (2009) oraz Minami i wsp. (2011).

W znamionach ekspresja COX-2 badana z uzyciem przeciwciat Ab1 i Ab2 w
melanocytach zlokalizowanych w obrebie naskérka byta niska lub niewykrywalna. Z
kolei udziat komérek COX-2 - pozytywnych wykrytych z zastosowaniem przeciwciat
Ab3 byt umiarkowany, ale miat heterogenny charakter. We wszystkich tych
przypadkach fagodnych zmian, w ktérych melanocyty zlokalizowane byty w skorze
wiasciwej, komorki znamieniowe tam obserwowane charakteryzowaty sie barwieniem
z uzyciem Ab3, a w wiekszosci z tych przypadkoéw rowniez z uzyciem Ab1 i Ab2.
Jednakze sposrod komorek COX-2 - pozytywnych stwierdzanych w znamionach,
wiekszos¢ charakteryzowata sie niskg intensywnoscig wybarwienia. Natomiast w
czerniakach, w coraz gtebszych warstwach skéry wzrastat stopniowo udziat
procentowy komorek wykazujgcych ekspresje COX-2 wykrywang z uzyciem kazdego
z trzech typow przeciwciat. Wsrod tych komérek wzrastat réwniez udziat intensywnie

wybarwionych, zwlaszcza w przypadku uzycia Ab1 [Kuzbicki i wsp., 2009].

Sredni udziat procentowy komérek COX-2 - pozytywnych, wykrytych z uzyciem
poszczegdlnych typdw przeciwciat, byt zréznicowany w znamionach oraz w
czerniakach pierwotnych. Wykazatem nizszy poziom tego biatka dla przeciwciat Ab2
niz dla Ab1 lub Ab3 w kazdej z tych dwoch grup zmian skory, a réznice te byly istotne
statystycznie, zarbwno w przypadku analizy obszaréw centralnych, jak i brzeznych.
Wartosci sredniego udziatu wybarwionych immunohistochemicznie melanocytéw z
uzyciem przeciwciat Ab1 i Ab3 sie roznity. Jednakze rdéznice te byly istotne
statystycznie dla znamion, ale nieistotne dla czerniakow pierwotnych. Z kolei w
przerzutach czerniaka, stwierdzitem poréwnywalne wyniki ekspresji COX-2 wykrytej z
zastosowaniem tych przeciwciat. Biorgc pod uwage wszystkie przebadane zmiany,
najsilniejszg korelacje wartosci sredniego udziatu melanocytow COX-2 - pozytywnych
wykazatem miedzy wynikami uzyskanymi z uzyciem Ab1 i Ab3 (r = 0,91 dla centrum i
r = 0,89 dla brzegu zmian; P < 0,05), nizszg miedzy Ab1 i Ab2 (r = 0,83 - centrum i
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r = 0,81 - brzeg; P < 0,05) oraz Ab2 i Ab3 (r = 0,80 - centrum i r = 0,79 - brzeg;
P < 0,05) [Kuzbicki i wsp., 2009].

W zdrowej skorze, przylegtej do znamion i czerniakdw pierwotnych,

obserwowatem barwienie immunohistochemiczne keratynocytow warstwy ziarnistej i
powierzchniowej strefy warstwy kolczystej naskérka. Co interesujgce, o ile wyniki
wykrywania COX-2 uzyskane z uzyciem wszystkich trzech przeciwciat pierwotnych
roznity sie dla melanocytéw znamion i czerniakow, dla keratynocytow uzyskatem
bardzo zbiezne wyniki wybarwienia okoto 40% tych nabtonkowych komorek [Kuzbicki
i wsp., 2009].

W pracy Kuzbicki i wsp. (2014) przeprowadziliSmy poréwnawcze badania
wykrywalnosci ekspresji COX-2 w tagodnych i ztosliwych melanocytarnych zmianach
skory cziowieka na TMA oraz na standardowych preparatach histopatologicznych.
Trzy TMA zawieraly skrawki wykonane fgcznie z: 28 znamion, 94 czerniakow
pierwotnych, 32 przerzutow czerniaka do weztdéw chionnych, zdrowej skéry od 8
pacjentdw oraz dodatkowo z 2 rakéw podstawnokomorkowych i 2 rakéw
kolczystokomadrkowych skory. Z kolei w standardowych preparatach przebadatem: 41
znamion, 43 czerniaki pierwotne i 8 przerzutdw czerniaka do weztow chtonnych. Dla
kazdego przypadku tych Zmian skéry przeprowadzitem reakcje
immunohistochemiczne wykrywania COX-2 rownolegle z uzyciem przeciwciat Ab1 i

Ab2 opisanych w opublikowanej wczesniej pracy [Kuzbicki i wsp., 2009].

Uzyskane wartosci udziatu procentowego komoérek COX-2 - pozytywnych
wykrytych z uzyciem Ab1 i Ab2 roznity sie, zarowno w przypadku zmian
przebadanych na TMA, jak i tych na standardowych preparatach. Jednakze tylko w
przypadku wynikow wykazanych na TMA z zastosowaniem obu typow przeciwciat ich
analiza mogta doprowadzi¢ do rozbieznych wnioskéw dotyczgcych potencjatu
diagnostycznego i prognostycznego  ekspresji COX-2. W  badaniach
przeprowadzonych na standardowych preparatach, z uzyciem kazdego z tych dwoch
typow przeciwciat, stwierdzitem wiekszy udziat procentowy wybarwionych
immunohistochemicznie komoérek w czerniakach pierwotnych niz w znamionach,
najwiekszy w przerzutach czerniaka, a réznice te byty istotne statystycznie. Wykrytem
silniejszg ekspresje COX-2 w przypadku zastosowania Ab1 na TMA niz na
standardowych preparatach. Z kolei poziom tego biatka w badaniach
przeprowadzonych z uzyciem przeciwciat Ab2 na TMA byt znacznie nizszy niz w
przypadku zastosowania Ab1 na TMA lub obu typéw przeciwciat na standardowych
preparatach. W niektorych skrawkach TMA stwierdzitem ekspresje COX-2 tylko w
pojedynczych komorkach lub byta ona niewykrywalna dla Ab2. Wykazatem wyzszy

udziat procentowy wybarwionych immunohistochemicznie komérek w czerniakach
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pierwotnych niz w znamionach, ale jego wzrost w przerzutach czerniaka nie byt juz
istotny statystycznie. Niskg czuto$¢ wykrywania biatka COX-2 z zastosowaniem Ab2
na TMA potwierdzitem w badaniach przeprowadzonych w zdrowej skorze. Barwienie
immunohistochemiczne keratynocytéw warstwy ziarnistej i powierzchniowej strefy
warstwy kolczystej naskorka, podobnie jak w naszych pracach Kuzbicki i wsp. (2006,
2009, 2012, 2016a) oraz Chwirot i Kuzbicki (2007), wykazatem na standardowych

preparatach z uzyciem obu typéw przeciwciat anty-COX-2, ale na TMA tylko z

uzyciem Ab1. W skrawkach zdrowej skory w TMA, ekspresja COX-2 byla
niewykrywalna z zastosowaniem przeciwciat Ab2. Ponadto udziat procentowy
melanocytow COX-2 - pozytywnych, w tym komoérek o intensywnym wybarwieniu,
wzrastat wraz z coraz wiekszg gruboscig nacieku nowotworu w skali Breslowa, co
wykazano w badaniach przeprowadzonych z uzyciem przeciwciat Ab1 i Ab2 na
standardowych preparatach oraz Ab1 na TMA. Natomiast w przypadku niskiej
ekspresji COX-2 wykrywalnej z zastosowaniem Ab2 na TMA nie stwierdzitem takiej
korelacji z gruboscig guza [Kuzbicki i wsp., 2014].

Wyniki opublikowane w naszych pracach Kuzbicki i wsp. (2009, 2014) moga

wskazywac, ze rozne fragmenty biatka COX-2 sg w roznym stopniu dostepne dla
przeciwciat w materiale utrwalanym w formalinie i zatapianym w parafinie. Biorgc pod
uwage fakt, ze reakcje immunohistochemiczne wykonywatem réwniez na TMA,
procedura przygotowania materialu moze mie¢ bardzo istotne znaczenie dla
zachowania struktury biatka COX-2 i/lub jego dostepnosci szczegodlnie w przypadku
uzycia przeciwciat Ab2. Poszczegoine epitopy biatka moga wykazywac zréznicowang
wrazliwo$¢ np. na podwyzszong temperature stosowang podczas przetwarzania
materiatu zatapianego w parafinie lub odzyskiwania antygenowosci tkanek po
odparafinowaniu skrawkéw. W przypadku zastosowania ekspresji COX-2, jako
immunohistochemicznego markera diagnostycznego i prognostycznego czerniaka,
niezbedny jest wybor przeciwciat i procedury wykrywania biatka zapewniajgcych
wysokg czutosc¢ i specyficzno$¢ w badaniach wykonywanych w materiale utrwalanym
w formalinie i zatapianym w parafinie. Najnizszg czuto$¢ wykrywania COX-2
stwierdzitem dla przeciwciat Ab2 skierowanych przeciwko sekwencji aminokwasow
mapowanej w poblizu konca C biatka, odpowiadajacej fragmentowi jego domeny
katalitycznej. Z kolei przeciwciata Ab1 i Ab3, wykrywajgce fragmenty zlokalizowane w
poblizu konca N biatka COX-2, charakteryzowaty sie wiekszg czutoscig. W badaniach
ekspresji COX-2, jako markera czerniaka, najlepszym wyborem wydaje sie by¢
zastosowanie przeciwciat Ab1, w drugiej kolejnosci Ab3, natomiast uzycie przeciwciat

Ab2 nie zapewnia odpowiedniej czutosci wykrywania tego biatka.
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Uzyskanie wyzszych wartosci udziatu procentowego melanocytow COX-2 -
pozytywnych, wykrywanych z zastosowaniem Ab1 na TMA niz na standardowych
preparatach opisanych w naszej publikacji Kuzbicki i wsp. (2014), moze wynika¢ z
faktu, ze wiekszos¢ skrawkow TMA zawierata fragmenty skéry wiasciwej z
komorkami  badanych zmian i wiekszoS¢ z czerniakow charakteryzowata sie
gruboscig nacieku powyzej 4 mm. Nasilong ekspresje COX-2 w komodrkach tych
nowotwordw, zlokalizowanych w gtebokich strefach skéry, zwtaszcza w centrum

zmian, stwierdzilismy tez wczesniej [Kuzbicki i wsp., 2006, 2009]. W naszej pracy

Kuzbicki i wsp. (2014), 100 przebadanych zmian skoéry byto reprezentowanych przez
1 skrawek o $rednicy 1 mm, natomiast 60 przypadkow przez 2 skrawki o srednicy 1,5
mm, a tylko 6 przypadkéw przez 4 skrawki o Srednicy 1,5 mm. Pacifico i wsp. (2004)
porownali wykrywalno$¢ czasteczki adhezyjnej komodrek czerniaka (MCAM)
analizowang w skrawkach TMA o $rednicy 0,6 mm oraz w standardowych
preparatach wykonanych z 30 czerniakéw pierwotnych. Wykazano 56,7% i 70%
zgodnosci oceny samego wykrycia MCAM oraz 43% i 53,3% zgodnosci oceny
intensywnosci barwienia immunohistochemicznego, odpowiednio dla 1 skrawka i 2
skrawkow TMA. Wartosci te przekraczaty 90% dopiero w przypadku poréwnania
wynikow dla 4 skrawkow TMA z tymi dla standardowych preparatow. Z kolei Jensen i
wsp. (2011) przeprowadzili analize poréwnawczg wykrywalnosci 6 biatek na TMA z 4
skrawkami o $rednicy 1 mm dla kazdego z 34 przypadkdéw czerniaka pierwotnego
oraz na standardowych preparatach wykonanych z tych zmian skory. Dla wynikow
immunohistochemicznych badan ekspresji CD8 i CD163, wartosci wspétczynnika K,
bedgcego miarg zgodnosci ocen w TMA i w standardowych preparatach, wynosity od
0,42 do 0,65, a dla MITF, kadheryny N, MCAM i CD117 wartosci k byty zawarte w
zakresie od 0,31 do 0,82. Pojedyncze skrawki TMA mogg nie by¢ wiec
reprezentatywne dla poszczegdélnych przypadkéw nowotworow. Wiadomo bowiem,
ze w obrebie heterogennego guza poszczegolne subpopulacje komérek majg rézny
charakter.

Whioski:

1) Dla zachowania optymalnosci parametrow testu diagnostycznego
odrézniania tagodnych od ztosliwych melanocytarnych zmian skéry oraz
oceny inwazyjnosci czerniaka w oparciu o poziom ekspresji COX-2 istotne
znaczenie ma dobér odpowiedniego typu przeciwciat.

2) Najwieksza czutos¢ wykrywania biatka COX-2 w standardowych
preparatach histopatologicznych utrwalanych w formalinie i zatapianych
w parafinie pozwala osiggngé¢ zastosowanie przeciwciat specyficznych

wzgledem fragmentu zlokalizowanego na koncu N tego biatka.
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6. Omowienie pozostatych osiggnig¢ naukowo - badawczych

Oprocz 7 publikacji, sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe opisane w punkcie 5
Autoreferatu, jestem rowniez wspoétautorem 8 innych oryginalnych prac badawczych
opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie JCR. Sumaryczny IF
dodatkowych publikacji stanowi warto$¢ 14,314, a suma punktow MNiISW tych prac
wynosi 188 (wartos¢ IF oraz punktacje MNiSW podano zgodnie z rokiem opublikowania).
Petny wykaz opublikowanych prac zawiera Zatgcznik nr 4 do Wniosku o

przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

a. Rozwoj naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych

Badania, ktore wykonatem w ramach pracy doktorskiej byty ukierunkowane na
ocene przydatnosci wybranych molekut, jako potencjalnych markeréw progresji
ludzkiego czerniaka, a wiec zbadanie, czy ich poziom jest skorelowany z rozwojem i
inwazyjnoscig nowotworu. Badania markeréw czerniaka, z jednej strony mogg rzucic
nowe Swiatlo na biologie nowotworu i wskaza¢ droge dla rozwoju nowych strategii
chemoprewencji, a z drugiej strony badania te majg tez potencjat aplikacyjny.
Molekularne markery mogg znalezé zastosowanie w diagnostyce czerniaka w
praktyce histopatologicznej i/lub jako markery prognostyczne oraz pomocne w
opracowaniu nowych metod terapii, odpowiednich dla poszczegdinych pacjentow, u
ktorych wykryto ten nowotwor.

Wiadomo, ze rozwdj nowotworu jest uwarunkowany pewnymi kluczowymi
zmianami w funkcjonowaniu komorki: samowystarczalnoscia w przekazywaniu

sygnatéw wzrostu, niewrazliwoscig na inhibitory wzrostu, opornoscig na apoptoze,
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nieograniczonym potencjatem proliferacyjnym, stymulowaniem angiogenezy,
inwazyjnoscig, a takze unikaniem destrukcji przez uktad immunologiczny i
wywotywaniem stanu zapalnego oraz niestabilnoscia genomu i zmiang regulaciji
przemian energetycznych [Hanahan i Weinberg, 2000, 2011]. Biorgc pod uwage
réznorodnos¢ procesdw lezgcych u podstaw nowotworzenia i mozliwe
zaangazowanie w te mechanizmy: cyklooksygenazy-2 (COX-2), biatka btony
lizosomalnej zawierajgcego oligosacharydy rozgatezione w pozycji B1-6 (LAMP-1)
oraz kinazy zaleznej od cyklin 2 (CDK-2), do badan wybraliSmy wtasnie te molekuty,
jako potencjalne markery progresji czerniaka.

Wykonywatem reakcje immunohistochemiczne wykrywania biatek COX-2,
LAMP-1 i CDK-2 na standardowych preparatach histopatologicznych utrwalanych w
formalinie i zatopionych w parafinie z ludzkich znamion barwnikowych, czerniakéw
pierwotnych o réznym stopniu zaawansowania i roznych typach histologicznych oraz
wznow miejscowych czerniaka w bliznie po resekcji nowotworu pierwotnego i
przerzutow czerniaka do wezidw chtonnych. Dodatkowo przeprowadzitem reakcje
hybrydyzacji in situ wykrywania mRNA COX-2. Na preparatach ze zdrowej skoéry
cztowieka opracowatem procedury reakcji immunohistochemicznych wykrywania
COX-2, LAMP-1 lub CDK-2 z zastosowaniem systemu detekcyjnego ABC ze
znacznikiem enzymatycznym oraz procedure reakcji fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ  wykrywania mRNA COX-2. Opracowane procedury zastosowatem do
wykrywania tych molekut, jako potencjalnych markeréw w ludzkich nowotworach
pochodzenia melanocytarnego, a barwienie immunohistochemiczne lub fluorescencja
keratynocytow zdrowej skory otaczajgcej nowotwory stanowity wewnetrzne kontrole
pozytywne, odpowiednio dla reakcji wykrywania poszczegdlnych biatek lub
transkryptu.

W pracach Kuzbicki i wsp. (2006, 2006a, 2006b) wykazalismy, ze wzrost
ekspresji COX-2, LAMP-1 i CDK-2 w komoérkach czerniaka towarzyszy inwazyjnosci
nowotworu. W czerniakach pierwotnych, w kolejnych stopniach naciekania w skali
Clarka oraz wraz ze wzrostem grubosci nacieku w skali Breslowa, obserwowatem
wzrost udziatu procentowego melanocytow wybarwionych immunohistochemicznie w
reakcjach wykrywania kazdego z badanych biatek. Ponadto czerniaki pierwotne z
owrzodzeniem charakteryzowaty sie wyzszg ekspresjg COX-2, LAMP-1 i CDK-2 niz
te bez owrzodzenia, a czerniaki guzowate (0 duzym potencjale do szybkiej inwazji)
wyzszym poziomem tych biatlek w poréwnaniu z czerniakami szerzacymi sie
powierzchownie. W znamionach barwnikowych poziom COX-2 i CDK-2 byt nizszy niz
w czerniakach pierwotnych. Natomiast ekspresja LAMP-1 w fagodnych zmianach

melanocytarnych byta niewykrywalna, ale bardzo niska w czerniakach in situ.
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Wykazatem znaczgce réznice w udziale procentowym komoérek COX-2 -
pozytywnych miedzy znamionami barwnikowymi a czerniakami, nawet w | stopniu
naciekania w skali Clarka [Kuzbicki i wsp., 2006]. Natomiast w przypadku CDK-2,
réznice te byly istotne dopiero dla czerniakéw od |l stopnia naciekania w skali Clarka
[Kuzbicki i wsp., 2006b]. Wyniki te wskazujg, ze transformacji nowotworowe;j
melanocytow towarzyszy wzrost ekspresji COX-2 oraz otwierajg mozliwosci jej
zastosowania, jako markera pomocnego w diagnostyce réznicowej fagodnych i
ztosliwych zmian pochodzenia melanocytarnego. Wykazatem bardzo wysokag
skutecznosc¢ testu diagnostycznego odrézniania znamion od czerniakdw bedgcych
we wczesnym stadium zaawansowania (Clark | i Il): dla centrum zmian AUC = 0,97 +
0,02, a dla brzegéw AUC = 0,86 £ 0,04 [Chwirot i Kuzbicki, 2007]. Jednakze decyzja
0 wyborze wartosci progowej poziomu markera w tescie diagnostycznym jest zawsze
kompromisem miedzy zwiekszaniem jego czutosci i jednoczesnie obnizaniem
specyficznosci. Dlatego badania te kontynuowatem, aby oceni¢ uzytecznosé
opracowanego testu diagnostycznego w odroznianiu szczegolnie problematycznych
typdw melanocytarnych zmian skéry cziowieka.

Najwyzszy poziom, zaréwno COX-2, LAMP-1, jak i CDK-2 stwierdzitem w
komérkach wznow miejscowych czerniaka w bliznie po resekcji guza pierwotnego
oraz w komorkach przerzutow czerniaka do weziow chtonnych. Wykazatem ponadto,
ze melanocyty w obrebie nowotworow roznig sie pod wzgledem poziomu
wykrywanych biatek. Komorki zlokalizowane w centrum zmiany charakteryzowaty sie
wyzszym poziomem badanych wskaznikow molekularnych niz w brzegu nowotworu,
a melanocyty obserwowane w coraz gtebszych warstwach skory wykazywaty wyzszy
poziom tych markeréw niz w powierzchniowych warstwach. Swiadczy to o
nieprzypadkowej heterogennosci komorek w obrebie zmiany nowotworowej. W
procesie tworzenia przerzutow nastepuje selekcja komorek, ktore nabyly cechy
pozwalajgce im na przezycie i kolonizacje odlegtych narzadéw. Ekspresja COX-2,
LAMP-1 i CDK-2 w komorkach czerniaka moze wiec nie tylko towarzyszyc
inwazyjnosci nowotworu, ale nadawac¢ i/lub promowac¢ zdolno$¢ do przerzutowania
[Kuzbicki i wsp., 2006, 2006a, 2006b].

W tych przypadkach, w ktorych czerniak pierwotny i przerzut czerniaka
pochodzity od tego samego pacjenta, wykazatem wyzszy lub poréwnywalny poziom
ekspresji COX-2 w komodrkach przerzutu czerniaka w stosunku do nowotworu
pierwotnego [Kuzbicki i wsp., 2006]. Ponadto stwierdzitem porownywalny poziom
COX-2 w komérkach wznowy i przerzutu czerniaka. By¢é moze niekompletna resekcja
nowotworu pierwotnego powoduje zmiany w pozostajgcych komodrkach

nowotworowych, ktére zwiekszajg ich potencjat do inwazji. Poréwnywatem réwniez
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réznice ekspresji COX-2 w komoérkach przerzutu lub wznowy w stosunku do komorek
czerniaka pierwotnego w zaleznosci od czasu, ktory uptyngt od usuniecia zmiany
pierwotnej. Stwierdzitem, ze w wigkszosci przypadkéw poziom COX-2 wzrasta w
przerzutach, ktore nie zostaty wykryte i usuniete razem ze zmiang pierwotng. Niestety
catkowity czas rozwoju przerzutu pozostaje nieznany. Ponadto istotne znaczenie
moze mie¢ heterogenno$¢ nowotworéw. Aby oceni¢ prognostyczny potencjat
ekspresji COX-2 w komorkach czerniaka skory, kontynuowatem te badania w
powigzaniu nie tylko z histopatologiczng, ale rowniez kliniczng charakterystykg
poszczegdélnych przypadkéw nowotworu oraz z czasem przezycia pacjentow.

Wykazatem znaczacy wzrost poziomu mRNA COX-2 w melanocytach
czerniakdéw pierwotnych bedgcych w fazie wzrostu poziomego w poréwnaniu z
komérkami znamion. Wyniki te, uzyskane w ramach wykonywania pracy doktorskiej
wskazujg, ze zaburzenia regulacji ekspresji COX-2 na poziomie transkrypcji majg
miejsce we wczesnym etapie rozwoju czerniaka. Ponadto w nowotworach
pochodzenia melanocytarnego stwierdzitem obecnos$¢ znacznej puli mMRNA COX-2
na terenie cytoplazmy melanocytow, a wiec transkryptu potencjalnie aktywnego
translacyjnie. Nieznaczny odsetek keratynocytow zdrowej skory wykazujgcych
obecnos¢ mRNA COX-2 na terenie cytoplazmy, w poréwnaniu z liczbg komérek o
jadrowej lokalizacji sygnatu fluorescencji, prawdopodobnie wynika z szybkiej
degradaciji tego transkryptu w normalnych komérkach. Z kolei zmiany poziomu mRNA
COX-2 w zaawansowanych stadiach czerniaka wskazujg, ze podczas progresji tego
nowotworu kluczowe znaczenie majg zaburzenia regulacji na poziomie
transkrypcyjnym i post-transkrypcyjnym. Ogromne znacznie funkcjonalne w kontroli
ekspresji genu COX-2 ma szybka degradacja transkryptu i hamowanie translacji.
Jezeli procesy te sg zaburzone, dochodzi do nadmiernej produkcji biatka COX-2
[Dixon, 2004]. Wzmozona ekspresja COX-2 na poziomie biatka moze wynikac
wiasnie ze zmienionej regulacji post-transkrypcyjnej. Prawdopodobnie w komérkach
czerniaka w fazie wzrostu pionowego nastepuje obnizenie poziomu transkrypcji i
uruchomienie na wzmozonym poziomie mechanizméw kompensujgcych,
polegajacych na przedtuzeniu trwatosci mRNA i/lub zwiekszeniu tempa translaciji i/lub
okresu trwania biatka COX-2. Efektem tego jest opisany w naszej pracy Kuzbicki i
wsp. (2006) wzrost udziatu komoérek nowotworowych wykazujgcych ekspresje COX-2
na poziomie biatka.

Badania przeprowadzone w ramach wykonywania pracy doktorskiej byty
finansowane m.in. grantami promotorskimi: Grant UMK nr 347-B oraz Grant MNiSW
nr 3215/P01/2006/31 kierowanymi przez prof. dr hab. Barbare W. Chwirot, w ktérych
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b.

petnitem role wykonawcy, ponadto uczestniczytem w Projekcie nr Z/2.04/11/2.6/7/05

,INNOREG - Stypendia dla Doktorantéw - Innowacje dla Regionu”.

Rozwoj naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych

Oprécz nowotworéw pochodzenia melanocytarnego, przedmiotem moich
zainteresowan naukowych sag rowniez raki, czyli ztosliwe nowotwory pochodzenia
nabtonkowego réznych narzgdow. Nieczerniakowe nowotwory skory sg najczesciej
wystepujgcymi zmianami ztosliwymi u cztowieka, a wsrdd nich 34-75% przypadkow
stanowig raki podstawnokomérkowe (BCC), z kolei 20-38% to raki
kolczystokomérkowe (SCC) [np. Neville i wsp., 2007]. Diagnostyka nowotworéw
skory, ocena inwazyjnosci i prognozowanie przebiegu choroby w niektorych
przypadkach przysparzajg trudnosci [Carr i wsp., 2007; Cherpelis i wsp., 2002;
Cribier i wsp., 1999; Petter i Haustein, 2000; Quaedvlieg i wsp., 2006]. Dlatego
istnieje potrzeba znalezienia pomocniczych markeréw wykrywanych na poziomie
histopatologicznym.

W naszych publikacjach Kuzbicki i wsp. (2010 i 2011) opisaliSmy badania
ekspresji kinazy zaleznej od cyklin 2 (CDK-2) oraz cyklooksygenazy-2 (COX-2) w
komorkach zmian niemelanocytarnych, jako potencjalnych markerow uzytecznych w
diagnostyce i ocenie inwazyjnosci ludzkich nowotworow skéry. Zbadalismy, czy
istnieje réznica w poziomie i przestrzennym rozktadzie ekspresji CDK-2 i/lub COX-2
w preparatach histopatologicznych z: tagodnych zmian pochodzenia nabtonkowego
(brodawek tojotokowych i brodawczakéw), zmian uwazanych za przedrakowe
(przypadkéw rogowacenia stonecznego, rogowiaka kolczystokomaorkowego i choroby
Bowena) oraz rakow (BCC i SCC).

W zdrowej skorze otaczajgcej badane zmiany obserwowatem wzrastajgce ku
powierzchni barwienie immunohistochemiczne keratynocytow COX-2 - pozytywnych
w warstwie kolczystej i nieco silniejsze w warstwie ziarnistej, a keratynocyty CDK-2 -
pozytywne stwierdzitem jedynie w warstwie podstawnej naskorka. W tagodnych
zmianach nabtonkowych wykazatem porownywalng ze stwierdzong w zdrowej skorze
ekspresje COX-2, a w przypadku CDK-2 w obrebie tych zmian obserwowatem
rowniez barwienie keratynocytow warstwy kolczystej naskorka, ktére byto znacznie
stabsze niz w warstwie podstawnej. Z kolei w zmianach przedrakowych ekspresja,
zarébwno COX-2, jak i CDK-2, byta znaczaco wyzsza, niz w zmianach fagodnych.
Ponadto stwierdzitem rozszerzanie strefy wybarwionych immunohistochemicznie
komorek na wszystkie warstwy naskorka w zmianach przedrakowych. Jednakze,

udziat procentowy oraz intensywnos¢ wybarwienia keratynocytéw stopniowo obnizaty
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sie od warstwy ziarnistej do podstawnej w przypadku COX-2, a od komodrek
podstawnych do powierzchniowych nabtonka w przypadku CDK-2. BCC
charakteryzowaty sie obecnoscig keratynocytow COX-2 - pozytywnych we wszystkich
warstwach skory, ale ich sredni udziat procentowy byt nizszy nawet niz w zmianach
tagodnych. Z kolei w przypadku CDK-2, ekspresja w BCC byfa silniejsza niz w
tagodnych zmianach, a najsilniejsze barwienie immunohistochemiczne w tych rakach
obserwowatem w warstwach: podstawnej naskorka oraz siateczkowatej skory
wiasciwej. Natomiast SCC charakteryzowaty sie wysokg ekspresjg, zarbwno COX-2,
jak i CDK-2 we wszystkich warstwach skéry, co moze otwieraé mozliwosci
aplikacyjne tych badah w precyzyjnym wykrywaniu komorek raka w preparatach
histopatologicznych. Udziat procentowy komérek COX-2 - i CDK-2 - pozytywnych w
SCC byt znaczaco wiekszy niz w zmianach tagodnych i BCC, a w przypadku
wykrywania CDK-2, wyzszy réwniez w porownaniu ze zmianami przedrakowymi.
Porownywalna ekspresja COX-2 w zmianach przedrakowych i SCC wskazuje, ze
enzym ten moze odgrywac istotng role w powstawaniu tego typu rakow skory. Uwaza
sie, ze istnieje silny zwigzek miedzy wystepowaniem rogowacenia stonecznego i
rozwojem SCC: 82,4% rakéw skory tego typu wykrywano, albo w obrebie (26,7%),
albo w bliskim sgsiedztwie (55,7%) rogowacenia stonecznego [Lebwohl, 2003].
Ponadto nasze wyniki sg interesujgce w swietle doniesienia Rivers i wsp. (2002),
ktorzy uzyskali efekt terapeutyczny stosowania diklofenaku, inhibitora COX-2, w
leczeniu rogowacenia stonecznego. Fakt, ze stwierdzilismy wiekszy udziat komorek
CDK-2 - pozytywnych w SCC, nawet o wysokim stopniu zréznicowania, niz w
zmianach przedrakowych nie tylko rzuca nowe Swiatto na biologie tych zmian skory,
ale mogtby znalez¢ zastosowanie w ich diagnostyce roznicowe;.

Inaczej niz w badaniach ekspresji COX-2 i CDK-2 w melanocytarnych
nowotworach skéry [Kuzbicki i wsp., 2006, 2006b], w zmianach nabtonkowych
barwienie immunohistochemiczne tych biatek byto poréwnywalne w centrum i brzegu
poszczegdlnych guzéw [Kuzbicki i wsp., 2010, 2011]. W skorze cztowieka wystepujg
komorki o réznym pochodzeniu, a wiec nowotwory wywodzgce sie z poszczegodlnych
typdw komorek majg odmienny charakter. Barwienia immunohistochemiczne COX-2
oraz CDK-2 nie sg specyficzne dla jednego typu komodrek. Jednakze wysokie
poziomy ekspresji COX-2 i CDK-2 w czerniakach i w rakach SCC w poréwnaniu z
rakami BCC moga wskazywa¢ na ich uzyteczno$¢ jako markeréw inwazyjnosSci
komorek nowotworowych.

W pracy Urban i wsp. (2014) przeprowadziliSmy badania prognostycznego
potencjatu ekspresji COX-2 w rakach piersi. Opublikowane wczesniej prace przez

inne grupy, skoncentrowane na komérkach nabtonkowych, przynosity rozbiezne
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wyniki. Dlatego dokonaliSmy analizy ekspresji COX-2, zarébwno w komodrkach
nowotworowych tych rakéw, jak i w komorkach podscieliska w powigzaniu z czasem
przezycia pacjentek. Wiadomo, ze interakcje komorek nowotworowych z komoérkami
podscieliska prowadzg do modyfikacji cech komérek obu tych populacji, co jest
zwigzane z podtrzymywaniem i/lub stymulacjg rozwoju choroby. W badaniach
przeprowadzonych metodg immunohistochemiczng réwnolegle uzyliSmy trzech typéw
przeciwciat anty-COX-2 oraz trzech algorytméw analizy wynikow. We wszystkich 41
przypadkach raka piersi wykryliSmy pewien poziom COX-2 z uzyciem kazdego z tych
przeciwciat w komoérkach nabtonkowych oraz w komdrkach podscieliska. Jednakze
prognostyczne znaczenie ekspresji COX-2 w komodrkach nabtonkowych byto w
duzym stopniu zwigzane z wyborem odpowiedniego powigzania typu zastosowanych
przeciwciat oraz sposobu analizy wynikow. Co bardzo istotne, wykazaliSmy, ze
wysoki poziom tego biatka w komorkach podscieliska, wykryty z uzyciem wszystkich
trzech typéw przeciwciat anty-COX-2 oraz dwdch algorytméw analizy, jest zwigzany z
krotszym czasem przezycia pacjentek z rakiem piersi. Witasnie te dwa algorytmy
analizy byly oparte na optymalizacji, w odniesieniu do czutosci reakdji
immunohistochemicznej, wartosci progowej ekspresji COX-2 ocenianej jako niska lub
wysoka. Podwyzszony poziom COX-2 w komodrkach podscieliska raka piersi okazat
sie byC niekorzystnym wskaznikiem prognostycznym, niezaleznym od takich
czynnikow, jak: ekspresja receptorow estrogenowych, progesteronowych, HER-2, a
takze wielkos¢ guza pierwotnego i liczba weztow chtonnych z przerzutami
nowotworu. Natomiast zastosowanie algorytmu analizy wynikéw, opartego na
arbitralnie wybranej wartosci progowej ekspresji COX-2, nie dla kazdego z
przeciwciat pozwolito na wykazanie takich korelacji. W pracy Chwirot i wsp. (2011)
stwierdziliSmy, ze opracowanie odpowiedniego sposobu analizy wynikéw barwienia
immunohistochemicznego moze by¢ kluczowe dla interpretacji biologicznego
znaczenia ekspresji COX-2 w rakach jelita grubego u cztowieka.

Najwazniejsze prace, sposrod tych, ktérych jestem wspotautorem,
opublikowanych po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora, powstaty we wspotpracy
Zaktadu Biologii Medycznej, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu z Zaktadem Patologii Nowotworéw, Centrum Onkologii

- Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie w Gliwicach.
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