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Wykaz skrotow:

ABCD — akronim: A (asymmetry) - asymetria, B (border) — granica, odgraniczenie, C
(colour) - kolor, D (dermatoscopic structures) - struktury dermatoskopowe (réznicujace)
ABCDE- akronim: A (asymmetry) - asymetria, B (border) - granica, C(colour) - kolor, D —
(diameter) - $rednica, E (enlargement) - powigkszenie

AJCC - The American Joint Committee on Cancer, Amerykanski Zespolony Komitet
Przeciwrakowy

AKT — gen kodujacy RAC-alpha kinazg serynowo-treoninowg

oMSH — hormon melanotropowy

anty-CTLA-4 — przeciwciata przeciw CTLA-4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4)

anty—PD1 — przeciwciala przeciw receptorowi programowanej $mierci 1 (ang. programmed
death receptor 1, PD-1)

ARAF — gen kodujacy enzym A-Raf (ang. serine/threonine-protein kinase)

ARF — pld4arf, ang. alternate reading frame, biatko hamujace wzrost guza

ASCO-SSO — Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Kliniczne;j

BAP1 — ang. BRCAl-associated protein 1, gen kodujacy biatko o tej samej nazwie,

o aktywnosci C-koncowej hydrolazy ubikwityny

Bcl-2 — ang. B-cell lymphoma 2, biatko regulatorowe, kodowane przez gen BCL-2

BMI — ang. Body Mass Index, wskaznik masy ciata

BRAF — gen kodujacy biatko B-raf (kinaz¢ serynowo-treoninowa)

BRCA-1 — gen supresorowy kodujacy biatko o tej samej nazwie

C — stopien Celsjusza

CA 72-4 — glikoproteina towarzyszaca nowotworom 72, marker nowotworow przewodu
pokarmowego

cAMP — ang. cyclic adenosine monophosphate, cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan
CAR-T — ang. chimeric antigen receptor T cells, komérki T z chimerowym receptorem
antygenowym

CASH - akronim: ang. Color, Architecture, Symmetry, Homogeneity

cdc2 — ang. cyclin-dependent kinase, kinaza biatkkowa, kodowana przez gen o tej samej
nazwie

cdc25c — ang. M-phase inducer phosphatase 3, enzym kodowany przez gen o tej samej
nazwie

CDK4 — ang. cyclin-dependent kinase 4, kinaza 4 zalezna od cyklin

CDKN2A - ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 24, gen kodujacy biatka pl4arfipl6
CEA — ang. carcinoembryonic antygen, antygen rakowo-ptodowy

c-fos — komoérkowy protoonkogen, nalezacy do gendw wczesnej odpowiedzi komdrkowe;j
kodujacy biatko o tej samej nazwie

c-kit — protoonkogen kodujacy biatko c-KIT — receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j
c-Myc — gen regulatorowy, protookogen

CNMD — ang. Virtual Consensus Net Meeting on Dermoscopy

CRAF — protoonkogen kodujacy biatko c-RAF (Raf 1), kinaz¢ serynowo-treoninowa
CREB - ang. cyclic AMP-responsive element-binding protein, czynnik transkrypcyjny
CYSLTR2 — ang. Cysteinyl leukotriene receptor 2, receptor leukotrienéw cysteinylowych
DNA — ang. deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

EGF — ang. epidermal growth factor, naskérkowy czynnik wzrostu

EGEFR — ang. epidermal growth factor receptor, receptor naskorkowego czynnika wzrostu
ERa — receptor estrogenowy alfa

Erp — receptor estrogenowy beta

EORTC — ang. European Organisation for Research and Treatment of Cancer, Europejska
Organizacja do Badan i Leczenia Nowotworow



ERK — ang. Extracellular-signal-regulated protein kinase, kinaza regulowana
zewnatrzkomorkowo

ERE — ang. Estrogen response element, estrogenowy element odpowiedzi

ESR-1 — ang. estrogen receptor 1, gen kodujacy receptor estrogenowy alfa

ESR-2 — ang. Estrogen receptor 2, gen kodujacy receptor estrogenowy beta

FAMMM - ang. Familial atypical multiple mole melanoma, zespot rodzinnego wystepowania
znamion atypowych i czerniaka

FDA — ang. Food and Drug Administration, Agencja Zywnosci i Lekow

FISH — ang. Fluorescence in situ hybridization, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
G-1-ang. I-[4-(6-bromobenzo[1,3]dioxol-5yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]quinolin-8-yl]-ethanone

GNAL11 - ang. Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11, gen kodujacy
podjednostke biatka G Gl1a

GNAQ - ang. Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha, gen kodujacy
podjednostke biatka G Gaq

GPCR - ang. G Protein-Coupled Receptor, receptor sprzgzony z biatkiem G

GPER — ang. G protein-coupled estrogen receptor 1, receptor estrogenowy zwigzany z
biatkami G

GPR30 — ang. G protein-coupled receptor 30, G protein-coupled estrogen receptor 1
(GPER), receptor estrogenowy GPER

CTLA-4 — ang. cytotoxic T cell antigen 4, CD152, gen kodujacy biatko o tej samej nazwie
GTPaza — biatko katalizujace hydroliz¢ GTP

HER2/neu — ang. Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2,CD340; HER2 — onkogen raka
piersi; neu — zidentyfikowany po raz pierwszy w liniach komoérkowych komoérek glioblastoma
(neuralnych), marker raka piersi

HIF-1a - ang. Hypoxia-inducible factor 1-alpha, czynnik 1 indukowany przez hipoksje
HLA — ang. Human leukocyte antigens, ludzkie antygeny leukocytarne

HMB45 — przeciwciata monoklonalne, marker melanocytow

HRAS — protoonkogen kodujacy biatko H-Ras

IAMPUS - ang. intraepidermal atypical melanocytic proliferation

IGF — ang. Insulin-like growth factor, insulinopodobny czynnik wzrostu

IKK-B — IkappaB kinaza 2, enzym fosforylujacy inhibitor NF-kB

IL — interleukina

IQR — ang. interquartile range, rozstgp ¢wiartkowy

JAK-STAT — ang. Janus kinase, signal transducer and activator of transcription
$ciezka sygnatowa kinaz janusowych/przekaznika sygnatu i aktywatora transkrypcji
Jun — bialko, czynnik transkrypcyjny

KI-67 — biatko, marker komdrkowej proliferacji

KIT — gen kodujacy biatko c-kit (CD-117)

LMM - lac. Lentigo maligna melanoma, czerniak wywodzacy si¢ ze ztosliwej plamy
soczewicowatej

MAPK - kinazy MAP, kinazy aktywowane mitogenami

MCIR — ang. melanocortin 1 receptor, gen kodujacy receptor melanokortyny-1

MCP-1 — ang. monocyte chemoattractant protein 1, biatko chemotaktyczne monocytéw
MEHP — ang. mono(2-ethylhexyl) phthalate, ftalan mono-2-etyloheksylu

MEK - akronim MAPK/ERK Kinaza,

Melan-A — antygen czerniaka rozpoznawany przez komorki T, marker czerniaka
MELTUMP — ang. Melanocytic Tumors of Uncertain Malignant Potential, zmiana
melanocytarna o niepewnym potencjale ztosliwos$ci

MHC — ang. major histocompatibility complex, gtdéwny uktad zgodnos$ci tkankowe;j



MI — ang. mitotic index, indeks mitotyczny

MIB-1 — przeciwciato monoklonalne przeciw Ki-67

MITF — czynnik transkrypcyjny matoocza

MMP - metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej

mRNA - ang. messenger RNA, informacyjny, matrycowy, przekaznikowy kwas
rybonukleinowy

MSH — hormon melanotropowy

mTOR — ang. mammalian target of rapamycin kinase, tzw. ssaczy cel rapamycyny, kinaza
treoninowo-serynowa

NCCN - ang. National Comprehensive Cancer Network, amerykanska sie¢ osrodkow
onkologicznych

NF1 — gen kodujacy neurofibroming

NF-kB — ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, kompleks
biatkowy petniacy funkcje czynnika transkrypcyjnego

NIH — ang. The National Institutes of Health, Narodowe Instytuty Zdrowia

NM - ang. nodular melanoma, czerniak guzkowy

Notch — $ciezka sygnatowa

NPAM - ang. non pregnancy-associated melanoma, czerniak niezwigzany z ciaza

NRAS — protoonkogen i enzym poczatkowo zidentyfikowany w komodrkach neuroblastoma
p — warto$¢ p, prawdopodobienstwo testowe

P14, 16 — kolejno: ARF i INK4B, gen CDKN2A

P15 -INK4B, biatko kodowane przez gen CDKN2B, inhibitor kinaz zaleznych od cyklin
P21 - bialko oddziatujace z CDK 1, inhibitor kinaz zaleznych od cyklin

P53 — biatko p53 bedace czynnikiem transkrypcyjnym

P65 — czynnik transkrypcyjny, podjednostka NF kappa b

PAM — ang. pregnancy-associated melanoma, czerniak zwigzany z cigza

PCNA — ang. proliferating cell nuclear antigen, jadrowy antygen komorek proliferujacych
p-CREB — ang. Serl33-phosphorylated cyclic AMP response element binding protein,
fosforylowany CREB

PD-L1 — ang. programmed death receptor 1, receptor programowanej $Smierci 1

pEGFR — ang. phosphorylation of epidermal growth factor receptor, fosforylacja
naskorkowego czynnika wzrostu

pERK1/2 — ang. phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase, fosforylacja kinazy
regulowanej pozakomodrkowo

PI3K — ang. phosphoinositide 3-kinase, kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PKA — ang. protein kinase A, kinaza bialkkowa A

PLCB4 — ang. 1-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-4, enzyme
kodowany przez gen PLCB4

POTI1 — ang. protection of telomeres protein, gen kodujacy biatko chronigce telomery

PR - progesteron

PTD — Polskie Towarzystwo Dermatologiczne

PTEN — ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten, homolog
fosfatazy i tensyny, gen supresorowy kodujacy biatko o tej samej nazwie

RACI1 — ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, gen kodujacy biatko o tej same;j
nazwie

RAF — rodzina kinaz serynowo-treoninowych

RAS —rodzina onkogenow NRAS, HRAS, KRAS

RBI1 — ang. retinoblastoma 1, biatko kodowane przez gen supresorowy RB1

RCM — ang. reflectance confocal microscopy, refleksyjna mikroskopia konfokalna
RECIST — ang. Response Evaluation Criteria In Solid Tumours



S100 — biatko, marker immunohistochemiczny

SAMPUS - ang. superficial atypical melanocytic proliferation of uncertain significance
SD — ang. standard deviation, odchylenie standardowe

SF-1 — ang. steroidogenic factor 1, steroidogenny czynnik 1

SMM - ang. superficial spreading melanoma, czerniak szerzacy si¢ powierzchownie
SOX10 — gen kodujacy biatko o tej samej nazwie, nalezy do rodziny SOX (ang. SRY-related
HMG-box)

SPF — ang. Sun protection factor, wskaznik ochrony przeciwslonecznej

SWI/SNF - ang. SWitch/Sucrose Non-Fermentable, kompleks remodelujacy chromatyng
TAZ — koaktywatory transkrypcji

TCS — ang. total CASH score

TDS — ang. total dermoscopy score

TERT — ang. telomerase reverse transcriptase, gen enzymu telomerazy

TIF2 — ang. transcriptional intermediate factor-2, gen kodujacy biatko — koaktywator
receptorow jadrowych

TIL — ang. Tumor-infiltrating lymphocytes, limfocyty naciekajace guz

TNF o — ang. tumor necrosis factor a, czynnik martwicy nowotworow

TNM — ang. Tumor, node, metastasis, klasyfikacja shuzaca do okreslania stopnia
zaawansowania klinicznego nowotworu

TP53 — gen kodujacy biatko p53 (czynnik transkrypcyjny o wtasciwosciach supresora
nowotworowego)

T-VEC — Talimogen laherparepwek, rodzaj immunoterapii

UICC — ang. The Union for International Cancer Control, Migdzynarodowa Unia do Walki
z Rakiem

UV — ultrafiolet

UVA — promieniowanie ultrafioletowe A

UVB - promieniowanie ultrafioletowe B

WHO — ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia

VEGF — ang. vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego
vs — versus, kontra, poréwnanie 2 wartos$ci, cech

XP A-G — geny xeroderma pigmentosum A-G

YAP — ang. Yes-associated protein 1, koaktywator transkrypcji
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1.WSTEP

Nowotwory melanocytarne s zmianami wywodzacymi si¢ z melanocytow
1 obejmuja one zaréwno zmiany tagodne (znamiona barwnikowe, znamiona dysplastyczne),
jak 1 zmiany ztosliwe (czerniaki).

Czerniak jest jednym z najbardziej agresywnych nowotwordéw o nieprzewidywalnym
przebiegu klinicznym. W ostatnich trzech dekadach nastapit dwukrotny wzrost zapadalno$ci
na te jednostke chorobowa. Wzrost ten zwigzany jest w najwigkszym stopniu ze zwickszong
ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe, pochodzace zaréwno ze Zrddla naturalnego
(promieniowanie sloneczne), jak i1 sztucznego (solaria), ze starzeniem si¢ populacji,
zwigkszong $wiadomoscia spoteczng 1 wynikajacym z tego czestszym zglaszaniem si¢ do
specjalistow oraz rozwojem technik diagnostycznych, takich jak dermatoskopia czy
wideodermatoskopia — co pozwala na czestsze rozpoznawanie takze wezesnego czerniaka'.
Badania epidemiologiczne wykazuja, ze zapadalno$¢ na czerniaka jest niewielka przed
okresem dojrzewania, natomiast w okresie dojrzewania i po nim znacznie wzrasta.
Wspotczynnik zapadalno$ci na czerniaka u kobiet rosnie do okresu menopauzy, nastepnie
spada, natomiast u mezczyzn obserwuje sie dalszy wzrost zapadalno$ci po andropauzie®?.
Czerniak jest rowniez jednym z najczgsciej wystepujacych nowotworow w okresie cigzy.
Roéznice w zapadalno$ci na czerniaka w zakresie ptci sugeruja role czynnikéw hormonalnych
w jego patogenezie, implikujac konieczno$¢ przeprowadzenia badan dotyczacych
ewentualnego wptywu hormonow ptciowych na rozwdj znamion barwnikowych i czerniaka.
Wptyw hormondéw na zmiany barwnikowe pozostaje w dalszym ciagu przedmiotem
dyskusji, z uwagi na niejednoznaczne wyniki badan naukowych w tym zakresie.

Pomimo znacznego rozwoju metod leczniczych czerniaka, stosowane terapie
wykazuja mechanizmy oporno$ci i istotne dzialania niepozadane. Wyniki leczenia pacjentow
z zaawansowanym czerniakiem wcigz nie s3 w pelni zadowalajace. Z tego wzgledu
poszukiwane sg nowe opcje terapeutyczne, majace na celu zwigkszenie przezywalno$ci
pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem, przy minimalnych dziataniach niepozadanych.

Nalezy podkresli¢ réwniez fakt, iz pomimo ogromnego rozwoju metod
diagnostycznych, w dalszym ciagu istnieje spektrum zmian barwnikowych o nieokre§lonym
potencjale ztosliwosci, niemozliwych do sklasyfikowania jako zmiany fagodne, czy ztosliwe.
Istnieje rowniez wiele zmian ,,granicznych”, ktorych odpowiednia diagnostyka i klasyfikacja
wymaga ogromnego do$wiadczenia ze strony analizujacego dany przypadek histopatologa.

Obserwuje si¢, ze tego typu zmiany przez réznych specjalistdw patomorfologii
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klasyfikowane sa odmiennie (jako zmiany tagodne lub zlos§liwe). Obecno$¢ zmian
niejednoznacznych w interpretacji dermatopatologicznej implikuje koniecznos$é
poszukiwania nowych potencjalnych markeréw ztosliwo$ci zmian melanocytarnych.
Z uwagi na dotychczasowe dane naukowe, sugerujace rozbieznosci w zapadalnosci na
czerniaka pomig¢dzy plciami oraz niezwykle intrygujace i ciggle nie w pelni zbadane
zagadnienie czerniaka w cigzy, w niniejszej pracy postanowiono dokona¢ oceny ekspresji
receptorow hormonalnych w zmianach barwnikowych, ktorych ligandy w istotny sposob
zmieniajg stezenie w osoczu w przebiegu zycia kobiet.

W niniejszej pracy dokonano analizy ekspresji receptorow estrogenowych (alfa, beta
i GPER) oraz progesteronowych, w obrebie tkanek znamion barwnikowych, znamion
dysplastycznych 1 czerniakow. Dotychczas, wedlug dostgpnej nam wiedzy, nie
przeprowadzono badan porownujacych ekspresj¢ wszystkich wyzej wymienionych
receptoréw hormonalnych w znamionach barwnikowych, dysplastycznych i czerniakach.
Jest to réwniez drugie na $wiecie badanie oceniajagce immunohistochemiczng ekspresje
receptora estrogenowego GPER w czerniakach skory, w tym pierwsze, ktore wykazato inng

niz cytoplazmatyczng ekspresje receptora GPER.
1.1. Ogolna charakterystyka zmian melanocytarnych

Nowotwory melanocytarne to skupiska komorek o charakterze melanocytow
obejmujace zmiany o charakterze lagodnym (znamiona), jak i1 zlosliwym (czerniaki).
W niektérych przypadkach na podstawie obrazu histologicznego nie mozna zaklasyfikowac
zmiany melanocytarnej do zadnej z wymienionych grup, wowczas okresla si¢ ja jako
MELTUMP (ang. Melanocytic Tumors of Uncertain Malignant Potential, zmiana
melanocytarna o niepewnym potencjale ztosliwosci), SAMPUS (ang. superficial atypical
melanocytic proliferation of uncertain significance, atypowa proliferacja melanocytarna
ograniczona do naskdrka lub powierzchownej warstwy skory wtasciwej) oraz IAMPUS (ang.
Intraepidermal Atypical Melanocytic Proliferation of Uncertain Significance, proliferacja

atypowych melanocytow ograniczona wytgcznie do naskorka).

1.1.1. Znamiona barwnikowe
Znamiona stanowig tagodne klonalne proliferacje komoérek o fenotypie melanocytoéw,
a ich proces rozwoju jest zjawiskiem heterogennym. Najczgsciej tego typu zmiany nie maja

charakteru wrodzonego, lecz nabyty®. Znamiona rozwijajg sie¢ wraz z wiekiem, by liczbowo
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osiggnac ,,plateau”, nastepnie ulegaja zanikowi u 0sob starszych. Osoby jasnej karnacji maja
$rednio ok. 25 znamion 2-5 mm $rednicy na catym ciele®. Osoby z duza liczbg znamion
barwnikowych wykazujg wigksze ryzyko rozwoju czerniaka’. Znamiona nabyte zlokalizowane
sa najczesciej w okolicach eksponowanych na promieniowanie ultrafioletowe, co wskazuje na
fakt, iz promieniowanie ultrafioletowe stanowi istotny czynnik wplywajacy na tworzenie si¢
znamion®. Cechy kliniczne i histologiczne dzielg znamiona barwnikowe na wiele podtypow.
Klasyfikacja znamion barwnikowych jest przez wielu autoréw uwazana za kontrowersyjna,
gdyz moze obejmowaé bardzo wiele podzialow w zalezno$ci od stosowanego kryterium®?.
Wyrézniamy migdzy innymi podzial na znamiona: wrodzone, nabyte, znamiona bigkitne,
znamiona Spitza, Reeda, znamiona dermalne (skorne), znamiona Clarka, znamiona olbrzymie,
Meyersona, nawrotowe, Suttona, ptaskie, znamiona o lokalizacji szczegdlnej*®1°. Ze wzgledu
na obraz histologiczny znamiona mozna podzieli¢ na znamiona: taczace, ztozone i dermalne.
W przypadku znamion taczacych melanocyty (komorki znamionowe) tworzg gniazda, ktére
w znamionach zlozonych moga by¢ obecne rowniez w skorze wlasciwej. Znamiona dermalne
(skorne) nie wykazuja komponentu taczacego i czgsto dochodzi w nich do utraty barwnika.
Komorki znamionowe obecne w skérze wlasciwej moga mie¢ charakter: epitelioidny (typ A),
przypomina¢ morfologicznie limfocyty (typ B) lub komoérki wrzecionowate (typ C)*.

Na szczegolng uwage zastuguja dwa typy znamion — znamiona bigkitne i znamiona
Spitza. Znamiona biekitne stanowig proliferacje skornych, dendrytycznych melanocytéw, ktore
z uwagi na dermalng lokalizacj¢ melaniny, klinicznie wykazuja niebieskie zabarwienie
zwigzane ze zjawiskiem Tyndalla!!. Znamiona bigkitne zwykte klinicznie charakteryzuje
niewielki rozmiar ponizej 1 cm, zabarwienie od ciemnoniebieskiego do czarnego i morfologia

1213 Komorkowe znamiona biekitne najczesciej pojawiajg si¢ u pacjentow powyzej 40

grudki
roku zycia. W przeciwienstwie do zwyczajnych znamion bigkitnych, wykazuja wigksze
rozmiary, przekraczajace 1 cm!’. Nowe znamiona blekitne u osoby dorostej wymagaja
réznicowania z czerniakiem skoéry. Natomiast zmiany spitzoidalne stanowia grupe
nowotworow od tagodnych (takich jak znamiona Spitza), poprzez zmiany o nieokreslonym
potencjale biologicznym, do ztosliwych (czerniaki spitzoidalne). Zmiany te z uwagi na
podobny obraz kliniczny stanowig duza trudno$¢ diagnostyczng. Czgsto na decyzje co do ich
usuni¢cia ma wpltyw wiek pacjenta — preferuje si¢ ich obserwacje u 0os6b mtodych do wieku
dojrzewania.

Zaréwno w czerniaku i w znamionach barwnikowych wykazano cze$§¢ wspdlnych

mutacji. W znamionach nabytych wykazano mutacje BRAF, w znamionach wrodzonych

1 blekitnych mutacje NRAS 1 GNAQ, a w znamionach Spitza mutacje HRAS 1 rearanzacje
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w obrebie kinaz. Mutacje BRAF opisano w ok. 81.5% znamion nabytych!%!4, Obecno$¢ mutacji
NRAS wykazano w ok. 6% przypadkow znamion nabytych!®, Mutacje NRAS wykazano
rowniez w przypadku znamion wrodzonych olbrzymich!>. Najcze$ciej obserwowang mutacjg
w znamionach Spitza jest mutacja genu HRAS (16.4%)!°. Mutacje BRAF wykazano w 6.4%,

a mutacje NRAS w 2.2% znamion Spitza!?,

1.1.2. Znamiona dysplastyczne
Znamiona dysplastyczne sg wzglednie czeste 1 wystepuja u okoto 10 % populacji

pochodzenia poinocno-europejskiego (7%-24%)'17

. Znamiona dysplastyczne najczesciej
lokalizujg si¢ w okolicach typowych dla lokalizacji czerniaka — miejscach intensywnych
ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe, najczesciej na plecach, ale moga réwniez
wystepowa¢ w okolicach nieeksponowanych na promieniowanie stoneczne®. Znamiona
dysplastyczne byly pierwotnie charakteryzowane na podstawie obrazu klinicznego, jako
zmiany $rednicy 5 mm i wigcej, charakteryzujace si¢ asymetrig, nieregularnoscia ksztaltu
i zréznicowanym zabarwieniem!®. Definicja znamienia dysplastycznego, ,,atypowego”
klinicznie zostata sformutowana w 1990 r. przez International Agency for Research on Cancer
1 zmodyfikowana w kolejnych latach, zawierala ona nastgpujace kryteria: obecnosé
komponenty plamistej w przynajmniej jednym z obszardw, nieostre granice zmiany, $rednica
> 5mm, zréznicowanie koloru, nieregularne granice zmiany, obecno$¢ rumienia'®. Aktualnie
definiuje si¢ je na podstawie obrazu histologicznego jako znamie, ktére charakteryzuje
nieporzadek architektoniczny oraz atypia cytologiczna, ktore dotycza komponenty faczacej*.
Pod wzgledem obrazu klinicznego i histologicznego znamiona dysplastyczne wykazuja cechy
posrednie pomigdzy znamionami barwnikowymi nabytymi a czerniakami w fazie wzrostu
radialnego®®. W obrazie histologicznym zaburzenia architektoniczne w znamionach
dysplastycznych obejmuja odchylenie od typowego wzorca taczacego, w ktorym jednorodne
gniazda newoidnych melanocytéw sg obecne rownomiernie na szczytach sopli naskorkowych.
Obecne jest boczne szerzenie si¢ melanocytow komponentu taczacego (lub catkowity charakter
taczacy zmiany), co prowadzi do mostkowania gniazd mig¢dzy wydluzonymi soplami
naskorkowymi. Widoczne jest réwniez ponadpodstawne rozproszenie melanocytéw
ograniczone do glebszych warstw naskorka (zjawisko to jest mniej nasilone niz w przypadku
czerniakéw). Obserwuje si¢ rowniez plamiste nacieki limfocytarne oraz blaszkowata lub
koncentryczng fibroplazje (tworzenie wioknistej tkanki tacznej) wokét wydtuzonych sopli
naskorkowych®. Atypia cytologiczna oznacza m.in. powigkszenie jader komorkowych z ich

zmienng nieregularnos$cia, hiperchromazj¢ jader i obecno$¢ wyraznie zaznaczonych jaderek.
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Znamiona dysplastyczne charakteryzuje rowniez wigksza §rednica niz znamiona barwnikowe
zwykte!. W 1992 roku podczas National Institutes of Health (NIH) Consensus Conference
ustalono, ze pojecie znamie¢ dysplastyczne powinno by¢ zastgpione terminem ,,znami¢
z zaburzeniami strukturalnymi” z lub bez towarzyszacej atypii cytologicznej matego,
umiarkowanego lub wysokiego stopnia*?!. Aktualnie =zaleca si¢ podzial znamion
dysplastycznych wylacznie na znamiona o wysokim i niskim stopniu dysplaz;ji*

Uznaje sig, ze pojecie znami¢ dysplastyczne nie powinno by¢ uzywane w konteks$cie
obrazu klinicznego, lecz zdefiniowane histologicznie jako atypia komorkowa??, W badaniu
obejmujacym 940 znamion nabytych nie wykazano bowiem korelacji pomiedzy ,,atypowym”
obrazem klinicznym znamion a ich obrazem histologicznym?®. Aktualne kryteria rozpoznania
znamion dysplastycznych wedhug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) zawarte sa w tabeli
1.

Tab. 1. Kryteria rozpoznania znamienia dysplastycznego wg WHO*

Srednica zmiany > 4 mm w utrwalonym preparacie (>5 mm w badaniu klinicznym)
Obecnos¢ nieporzadku strukturalnego, wymaga spetnienia 2 z wymienionych kryteriow:
- obecnos$¢ nieregularnych (zorientowanych horyzontalnie, mostkujacych przylegajace
wierzchotki sopli naskérkowych i/lub o zréznicowanym ksztalcie 1 rozmiarze) i/lub
dyskohezyjnych gniazd $rodnaskorkowych melanocytéw
- zwickszona gesto$¢ melanocytow nietworzacych gniazd (np. obecno$¢ wigkszej ilosci
melanocytow niz keratynocytow w obszarze > 1 mm?)

Obecnos$¢ atypii cytologicznej, ocenianej w oparciu o0 najwyzszy stopien atypii

cytologicznej obecnej w wigcej niz kilku melanocytach

Podczas konferencji w 1992 r., zdefiniowano kryteria dla zespotu znamion
dysplastycznych/rodzinnego zesp6t znamion atypowych jako: obecnos$¢ czerniaka u jednego
lub wigcej krewnego 1 lub 2 stopnia; obecno$¢ ponad 50 znamion o atypowym obrazie
klinicznym; obecno$¢ znamion o szczegdlnych, specyficznych cechach histologicznych?!.

Znamiona dysplastyczne wykazuja wigksze spektrum mutacji niz znamiona barwnikowe,
czesto wystepuja w nich mutacje TERT. Znamiona te charakteryzuje powolna proliferacja'?.
Podobnie jak pozostate znamiona, znamiona dysplastyczne wykazuja ekspresj¢ markerow
melanocytarnych — biatka s100, melan-A, MITF, tyrozynazy i SOX10?4%-2%, W diagnostyce

znamion dysplastycznych pomocny jest marker HMB45, p16 (utrata w czerniaku) oraz indeks
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proliferacyjny Ki-67, ktory w przypadku znamion dysplastycznych wynosi < 5%, natomiast w
czerniakach in situ >30%?2’. Znamiona dysplastyczne r6znig si¢ od znamion barwnikowych pod
wzgledem molekularnym. Sugeruje si¢ udziat promieniowania ultrafioletowego w indukcji
atypii klinicznej 1 histologicznej w obrgbie znamion. Brak jednak dowodow, aby uwaza¢, iz
znamiona mogg progresowaé poprzez stopnie dysplazji do czerniaka, nie istnieje rdwniez
mozliwo$¢ wykonania modelu takiej progresji?!. Gandini oraz Goldstein i wsp. dokonali
metaanalizy badan naukowych dotyczacych oceny ryzyka zachorowania na czerniaka wsrod
pacjentow ze znamionami dysplastycznymi!'®?%, Na podstawie wylgcznie badan kliniczno-
kontrolnych oszacowano catkowite ryzyko wzgledne czerniaka przy obecnosci 5 znamion
dysplastycznych na 6,4 (95% przedziat ufnosci 3,8-10,3)!°. Wg WHO znamiona dysplastyczne

mogg stanowi¢ stadium posrednie pomiedzy znamionami barwnikowymi a czerniakami®.
1.2. Czerniak — etiopatogeneza, czynniki ryzyka zapadalnosci

1.2.1.Czerniak — charakterystyka ogdlna
Czerniak jest nowotworem wywodzacym si¢ melanocytow — komoérek wystepujacych
gléwnie w warstwie podstawnej naskorka, mieszkach wlosowych, btonach §luzowych, a takze

w obrebie blony naczyniowej oka?*30,

Pod wplywem czynnikow genetycznych
i $rodowiskowych, dochodzi do transformacji melanocytow w komodrki nowotworowe.
Gléwnym znanym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwoj czerniaka jest nadmierna
ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe (UV). Ekspozycja na UV indukuje uszkodzenie
DNA komorkowego, co stymuluje keratynocyty do produkcji hormonu melanotropowego
(aMSH). aMSH wiaze si¢ ze zlokalizowanym na powierzchni melanocytéw receptorem
melanokortyny 1, stymulujac tyrozynaze i produkcj¢ melaniny, petnigcej funkcje ochronne
przed promieniowaniem ultrafioletowym 3!,

Wsrod pacjentow z czerniakiem, mozna wyrdzni¢ dwie gltowne grupy chorych.
Pierwsza stanowig osoby we wzglednie mtodym wieku, z wywiadem krotkotrwatych,
intensywnych ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe, z niskim lub umiarkowanego
stopnia uszkodzeniem postonecznym skory*?. Epidemiologicznie taki model jest obserwowany
najczesciej w grupie czerniaka szerzacego si¢ powierzchownie (SSM — ang. superficial
spreading melanoma) oraz w czgéci czerniakow guzkowych (NM —ang. nodular melanoma),
ktére po krotkiej fazie wzrostu radialnego, przechodzg w fazg pionowa wzrostu. W tej grupie
pacjentdw wywiad oparzen slonecznych w dziecinstwie dwukrotnie zwigeksza ryzyko czerniaka

skory®*34. Druga grupa to chorzy, u ktorych czerniaki rozwijaja sie w obrebie skory
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uszkodzonej wieloletnia ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe (osoby starsze,
wykonujgce prace na zewnatrz). Sa to najczesciej czerniaki typu lentigo maligna melanoma’®.
Rozne warianty kliniczne czerniaka, charakteryzuje odmienna czgstos¢ wystepowania
okreslonych mutacji DNA. W czerniakach obserwuje si¢ rowniez defekty mechanizmow

naprawczych DNA3-¢,

1.2.2. Czerniak — aspekty genetyczne i molekularne

Do wzrostu czerniaka dochodzi pod wptywem gromadzenia mutacji gendw, ktorych
rodzaj i liczba zalezg od podtypu czerniaka. Najczestsze mutacje, obserwowane w czerniakach
obejmuja: geny kontrolujace proces proliferacji (NRAS, BRAF, NF1), wzrost i metabolizm
(PTEN, KIT), faze G1/S cyklu komoérkowego (CDKN2A), oporno$¢ na proces apoptozy
(TP53), czy gen TERT kompleksu telomerazy*°. Wykazano, ze komorki czerniaka oddziatuja
z tkankami bezposredniego otoczenia ogniska pierwotnego oraz z ukladem
immunologicznym?’.

Do rozwoju czerniaka moga doprowadzi¢ zaburzenia w obrebie $ciezek sygnalowych
kinazy aktywowanej mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase) oraz kinazy
fosfatydyloinozytolu 3 (PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinase). Wyzej wymienione mutacje
prowadza do pobudzenia szlakow RAS/RAF/MEK/ERK i kinazy fosfatydyloinozytolu-3
(PI3K)/AKT?®, Pobudzenie $ciezek PI3K i MAPK prowadzi to nadmiernego wzrostu
komorkowego, roznicowania i zwigkszonej przezywalnosci komoérkowej?’. W ok. 60%
przypadkéw czerniakow wykazuje si¢ obecno$¢ mutacji genu kinazy serynowo-treoninowowe;j
BRAF, najczgsciej jest to mutacja VO0OE. BRAF nalezy do rodziny kinaz biatkowych RAF,
odpowiedzialnych za przewodzenie sygnatu i wzrost komorki. BRAF, wraz z ARAF i CRAF
aktywuja kinaz¢ MEK (ang. mitogen-activated protein kinase), ktora z kolei aktywuje kinaze
ERK (ang. signal-regulated kinase). Kaskady sygnalowe ERK 1/2 i Akt s3 kluczowymi
$ciezkami regulujacymi proliferacje komorek czerniaka, ich pobudzenie skutkuje wzmozeniem
proliferacji komorkowej*®. Aktywacje ERK wykazano w 90% czerniakow skory*®. Mutacje
BRAF obserwuje si¢ najczesciej w czerniaku szerzacym si¢ powierzchownie i czerniaku
guzkowym?*'#2, BRAF zwigksza aktywno$¢ $ciezki MAPK/ERK niezaleznie od RAS®.
Zahamowanie kinazy serynowo-treoninowej RAF lub MEK w nowotworach BRAF-
zaleznych, prowadzi do uposledzenia procesu wejscia w cykl komorkowy, obnizenia
przezywalno$ci komorek i szybkiej regresji guza’®*. W przypadku czerniakow zwigzanych

z mutacja BRAF najczgéciej dochodzi jednoczesnie do wytworzenia ko-mutacji w genach

17



takich jak TERT czy CDKN2A3°, Huang i wsp. opisali dwie niezalezne mutacje w obrebie
podjednostki TERT telomerazy o aktywnosci odwrotnej transkryptazy™.

Promieniowanie ultrafioletowe jest odpowiedzialne za wigkszo§¢ mutacji
w czerniakach wystepujacych w skoérze okolicy eksponowanej na promieniowanie
ultrafioletowe. Typowymi mutacjami indukowanymi promieniowaniem ultrafioletowym s3
tranzycje cytozyny na tymine*. Mutacje indukowane promieniowaniem UV obserwowane sg
czgsto w obrgbie genu CDKN2A 1 spotykane sa we wszystkich typach czerniaka. Gen
CDKN2A koduje biatka supresorowe p16 i pl4ARF*. W czerniakach obserwuje si¢ rowniez
mutacje lub amplifikacje genu CDK4, kodujgcego kinazg¢ biatka pl6 oraz utrate RB1%
W przypadku czerniakow w obrgbie skory przewlekle eksponowanej na promieniowanie
ultrafioletowe obserwuje si¢ mutacje proto-onkogenu BRAF, neurofibrominy 1 (NF1)
i NRAS*., W czerniakach rozwijajacych sie w skorze o wysokim stopniu uszkodzenia przez
promieniowanie UV obserwuje si¢ najczes$ciej mutacje utraty funkeji NF1, mutacje aktywujace
NRAS, mutacje BRAF inne niz V600E oraz KIT* Mutacje BRAF wystepujg czesciej
w czerniakach rozwijajacych si¢ w skorze poddawanej na krotkie, intensywne ekspozycje niz
w skorze nieeksponowanej na promieniowanie UV lub eksponowanej w sposob ciggty?”4849,
W przypadku czerniakow zwigzanych z niskg ekspozycja na UV dominujg mutacje BRAF
V600E*.

Wykazano, ze geny p53, CDKN2A wykazuja istotnie statystycznie wigce]
indukowanych promieniowaniem ultrafioletowym B zmian sygnaturowych niz NRAS
i BRAF*. Mutacje genu p53, zwigzang z uszkodzeniem DNA przez UVB obserwuje sie czesto
w zmianach przerzutowych!2,

Mutacje RAS wykazywane sg3 w 20% czerniakow!>. Wigkszo$¢ czerniakow
z obecnoscig mutacji NRAS to czerniaki szerzace si¢ powierzchownie. Kaskada RAS promuje
proliferacje i inwazj¢ czerniaka poprzez S$ciezki: PI3K i MAPK. W komorkach czerniaka
sciezka sygnatlowa MAPK nasila progresje guza, poprzez intensyfikacje wejscia w cykl
komoérkowy, syntez¢ cykliny D i hamowanie apoptozy komorkowej (wplyw na biatko Bcl-2,
czynnik modyfikujacy Bcl-2). Pobudzenie $ciezki MAPK zwigksza ruchomo$¢ komorek
nowotworowych i ich inwazyjno$¢ poprzez wptyw na cytoszkielet’'*>3, W 39% czerniakow
btony $luzowej, 36% czerniakéw akralnych (zlokalizowanych dystalnie na konczynach) oraz
w 28% czerniakéw w obrebie skory uszkodzonej przez stonce wykazano obecno$¢ mutacji
c-Kit. Wigzanie ligandu z przezblonowym receptorem kinazy tyrozynowej c-Kit wywotuje

autofosforylacj¢ 1 aktywacje¢ kilku $ciezek sygnatowych, mediujac wzrost, proliferacje,
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tworzenie si¢ przerzutow i hamowanie apoptozy*. Przykladem kolejnej mutacji obserwowane;
w czerniaku, majgcej pewne cechy onkogenu RAS, jest mutacja RAC1, kodujgca GTPaze™.

HRAS rzadko wykazuje mutacje w czerniakach blon §luzowych i1 skory okolic
nieeksponowanych na promieniowanie ultrafioletowe®. Czerniaki spitzoidalne wykazujg
odmienne cechy klinicznie i genetyczne w pordwnaniu do pozostatych czerniakow. W ich
patogenezie biorg udzial mutacje $ciezki MAPK (np. HRAS), utrata CDKN2A, czy TERT.
W przypadku czerniakow bton §luzowych i akralnych nie obserwuje si¢ mutacji typowych dla
czerniakOw rozwijajacych sie w skorze uszkodzonej promieniowaniem UV*. W czerniaku gatki
ocznej obecne sg mutacje GNA11 i GNAQ, kodujace podjednostki alfa biatek G°7-%, rzadziej
obserwuje si¢ mutacje receptordw sprz¢zonych z biatkami G — CYSLTR2 i PLCB4*.

Roéwniez $ciezka JAK-STAT wykazuje istotng rolg w zakresie rozwoju guza, inicjacji,
proliferacji, réznicowania komodrkowego, apoptozy, inwazyjno$ci, angiogenezy 1 reakcji
immunologicznej w niektorych typach czerniaka®-6%-61,

c-Myc jest protoonkogenem, ktdry indukuje transformacj¢ komorkowa i moduluje
proces zaprogramowanej $mierci komorkowej. Wykazano, ze zaawansowane 1 przerzutowe
czerniaki wykazuja wysokg ekspresje c-Myc®?. W czerniakach wykazano réwniez obecno$é
mutacji dotyczacych: biatka BAP1 (ang. BRCA-associated protein 1) 1 kompleksu
remodelujgcego chromatyng SWI/SNF (ang. SWitch/Sucrose Non-Fermentable)®*.

1.2.3. Czerniak — rola fototypdéw skdry, promieniowania ultrafioletowego

Jedna z najczesciej stosowanych metod klasyfikacji fototypoéw skory, uwzgledniajaca
m. in. kolor skory jest klasyfikacja wg Fitzpatricka [Tab. 2]. W skali tej ocenia si¢: typ skory
w kontekscie tendencji do wystgpowania oparzen i opalenizny pod wptywem ekspozycji na
promieniowanie ultrafioletowe, kolor skéry i oczu. Poczatkowo w 1975 r. miata ona cztery
podtypy  (fototypy I-IV), w 1988 r. dodano fototypy V i  VI®,
Tab. 2. Skala Fitzpatricka

Kolor skéry Oparzenia  Zdolno$¢ do wytworzenia opalenizny
Fototyp I  jasny Zawsze bardzo staba
Fototyp Il jasny Zawsze staba
Fototyp Il = jasny minimalne  dobra
Fototyp IV jasnobrazowy minimalne  bardzo dobra
Fototyp V' brazowy rzadko bardzo dobra
Fototyp VI = ciemnobrazowy/czarny nigdy bardzo dobra
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Réznice w fototypach skéry wynikaja najprawdopodobniej z adaptacyjnego
zmniejszenia pigmentacji skory w obszarach o niskim nastonecznieniu, celem zapewnienia
odpowiedniego poziomu syntezy witaminy D%. Gen MCIR receptora melanokortyny 1 jest
genem w najwigkszym stopniu odpowiedzialnym za regulacj¢ zjawiska pigmentacji skory.
Koduje on przezbtonowy receptor biatka G (GPCR, ang. G-protein coupled receptor), ktory
reguluje poziomy cyklicznego AMP (cAMP) w melanocytach. W odpowiedzi na ekspozycje
na promieniowanie ultrafioletowe, keratynocyty wydzielaja hormon melanotropowy (MSH),
ktory aktywuje MC1R%95, W przypadku fototypu 1 wg Fitzpatricka, dochodzi do utraty funkcji
genu MCIR (wystepuje dysfunkcyjny wariant obydwu alleli genu MC1R) u ponad 80% o0sob,
co skutkuje jasnym kolorem skory®®. MCIR aktywujgc tyrozynaze prowadzi do syntezy
brazowo — czarnej eumelaniny. Utrata funkcji MCIR prowadzi natomiast do tworzenia si¢
feomelaniny, ktora jest nieefektywna w ochronie przed promieniowaniem UV, indukuje
wydzielanie reaktywnych form tlenu oraz uszkodzenie struktury DNA komodrkowego®’.
W przypadku fototypu 2 u 60% badanych wykazano mutacje jednego z alleli genu MCIR,
natomiast wsrdd pacjentow z fototypami od 3 do 6 mniej niz 20% badanych wykazywato
obecno$¢ jednego dysfunkcyjnego allelu genu MC1RS®,

Skore populacji rasy kaukaskiej, zdominowanej przez fototypy 1-3 charakteryzuje
zmniejszona zawarto$¢ melaniny, ktéora w warunkach fizjologicznych zapewnia ochrong
przeciw promieniowaniu ultrafioletowemu A i B%. Osoby z jasnym kolorem skory, piegami,
wlosami koloru rudego, ktérych skora nigdy nie wykazuje opalenizny charakteryzuja si¢
najwickszym ryzykiem czerniaka w pordwnaniu do pozostatych fototypow. Ich fototyp,
w zwigzku z obecnos$cig polimorfizméw MCIR cechuje staba ochrona przed mutagennym
dzialaniem promieniowania ultrafioletowego oraz produkcja feomelaniny, ktéra moze
potencjalnie indukowa¢ proces karcynogenezy®.

Najwigksze ryzyko rozwoju czerniaka maja osoby z wywiadem oparzen w dziecinstwie,
w okresie dojrzewania i wczesnej dorostosci. W przypadku danych z wywiadu dotyczacych
ponad pieciu oparzen stonecznych, ryzyko czerniaka wzrasta dwukrotnie’®. Wykazano, ze
korzystanie z t6zek opalajacych (solariow) zwigksza ryzyko zachorowania na czerniaka,
zwlaszcza w mtodszej populacji; ryzyko to wzrasta wraz z czgsto$cig korzystania z solarium
oraz w przypadku osob, ktore w mtodszym wieku po raz pierwszy skorzystaty ze sztucznego
zrodia promieniowania ultrafioletowego’!. Wiekszo$¢ czerniakow rozwija sie w obrebie skory
eksponowanej na promieniowanie ultrafioletowe, jednakze czg$¢ czerniakow powstaje
w okolicach takich jak dionie i stopy (czerniak akralny), czy $§luzéwki (czerniak bton

$luzowych). Do rozwoju czerniaka moze doj$¢ rowniez w obrebie naczyniowki oka’?.
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1.2.4. Czerniak wystgpujacy w rodzinie jako czynnik ryzyka

Dodatni wywiad osobniczy i rodzinny w kierunku czerniaka uwazany jest za jeden
z najwazniejszych czynnikow ryzyka czerniaka. Okoto 5-12% pacjentdw ze zdiagnozowanym
czerniakiem skory ma w wywiadzie czerniaka w rodzinie’>’*. U 0s6b z dodatnim wywiadem
rodzinnym w kierunku czerniaka, ryzyko ponownego wystapienia tego nowotworu po jego
catkowitym usunieciu wynosi 5-10%’*. W ok. 45% przypadkow czerniakéw wystepujacych
rodzinnie, za ich wystgpienie odpowiedzialne jest odziedziczenie mutacji genu o wysokiej
penetracji’. Najczesciej jednak czerniak u chorego z dodatnim wywiadem rodzinnym wigze
si¢ z odziedziczeniem genu o niewielkiej penetracji, co w potaczeniu z odpowiednimi
polimorfizmami genetycznymi i wspdlnymi, nieprawidlowymi nawykami cztonkéw rodziny,
takimi jak nadmierna ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe, prowadzi do wystgpienia
czerniaka u cztonkow danej rodziny’¢. Najczesciej wystepujgcg mutacja, obecng u ok. 20-45%
pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem i dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku czerniaka

jest mutacja CDKN2A lub CDK4777,

1.2.5. Czerniak a liczba i charakter znamion barwnikowych

Metaanaliza badan wykazata, ze u pacjentow z bardzo wysoka liczba znamion
barwnikowych (101-120) istnieje 7-krotnie wigksze ryzyko zachorowania czerniaka
w porownaniu do pacjentéw z liczbg znamion mieszczacy si¢ w przedziale 0-15 (ryzyko
wzgledne = 6,89; 95% przedziat ufnosci: 4,63, 10,25)*. Liczba znamion barwnikowych jest
najsilniejszym czynnikiem predykcyjnym dla czerniaka szerzacego si¢ powierzchownie
(SMM, superficial spreading melanoma), natomiast obecno$¢ plam soczewicowatych jest
najsilniejszym predyktorem czerniaka wywodzacego si¢ ze zlosliwej plamy soczewicowate]
(LMM, lentigo maligna melanoma)’8. Wykazano, ze czerniaki rozwijaja sie najczesciej de novo
(70-80%), ze skory bez obecno$ci zmiany melanocytarnej, w pozostatych przypadkach
wywodzg sie ze znamion barwnikowych, rzadziej ze znamion olbrzymich’-%°. Znamiona
olbrzymie s3 definiowane jako zmiany melanocytarne obecne od urodzenia, o $rednicy > 20
cm. Wystepuja u mniej niz 1:20:000 noworodkdéw. Ryzyko rozwoju czerniaka w przypadku

znamion olbrzymich wynosi od 5 do 10%8!.

1.2.6. Zespoty genetyczne powigzane z czerniakiem
Lynch i Krush dokonali opisu rodzinnego zespotu znamion atypowych FAMMM (ang.
familial atypical multiple mole-melanoma, FAMMM syndrome), ktéry charakteryzowat sig
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obecnos$cig licznych znamion barwnikowych, czerniaka oraz raka trzustki w rodzinie. Clark
natomiast, opisal podobny zespdt cech jako zespdt B-K, ktory cechowal si¢ obecno$ciag
czerniaka i licznych atypowych znamion barwnikowych u cztonkéw rodziny”’. Clark dokonat
opisu znamion ws$rod kilku generacji cztonkow szeSciu rodzin z dodatnim wywiadem
w kierunku czerniaka. Sposrod 69 cztonkow badanych rodzin, u 25 0séb rozpoznano czerniaka,
natomiast u 15 pacjentdw z czerniakiem dokonano opisu tzw. ,,zespotu B-K”. Clark zdefiniowat
ten zespodt jako obecno$¢ od mniej niz 10 do ponad 100 znamion, $rednicy 5 do 15 mm
0 zmiennym zabarwieniu i granicy zmian. Kryteria zespolu FAMMM obejmuja: obecnos¢
czerniaka u jednego lub wigcej krewnych pierwszego lub drugiego stopnia, obecnos¢ powyzej
50 znamion na ciele, licznych ,,atypowych” znamion barwnikowych, specyficznych cech
histologicznych obecnych w obrgbie znamion (m.in.: asymetrii, podnaskorkowej fibroplazji,
lentiginalnej hiperplazji melanocytarnej z wrzecionowatymi i epiteliodnymi melanocytami,
zmiennego nacieku limfocytarnego)”’. U pacjentéw z FAMMM wykazano obecno$¢ mutacji
genu cyklu komorkowego pl6(CDKN2A4)”. Opisano dotychczas wiele zespotow
genetycznych powigzanych z czestszym wystepowaniem czerniaka. Zespoty genetyczne,
w ktorych czerniak jest dominujacym nowotworem wigza si¢ z defektami CDKN2A (ang.
cyclin-dependent kinase inhibitor 24), CDK4 (ang. cyclin-dependent kinase 4), BAP1 (ang.
BRCA-1 — associated protein 1), MITF (ang. microphthalmia-associated transcription factor)
1 POT1 (ang. protection of telomeres 1). Zespoty, w ktorych czerniak moze wystapié, ale nie
jest najczestszym sposrod nowotwordw wigza si¢ z mutacjami w obrebie gendw m.in. takich
jak: PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog), TP53 (ang. tumor protein p53), BRCA 1/2
(ang. breast cancer 1 and 2), XP A-G (ang. xeroderma pigmentosum). Mutacje te towarzysza
takim zespotom jak: zespoét Cowdena, Li Fraumeni, zespot zwigzany z rakiem sutka i jajnika,
zespol Lyncha II, rodzinnie wystepujaca retinoblastoma, skora pergaminowata barwnikowa
(xeroderma pigmentosum)®>%3
1.2.7. Rola immunosupresji w patogenezie czerniaka

Interesujace jest, ze wyniki niektorych badan nie wykazaly zwigkszonego ryzyka
czerniaka u pacjentdow w trakcie leczenia immunosupresyjnego, jednakze wiele innych
doniesien potwierdzito 2.1-8 krotnie zwigkszong zapadalno$¢ na czerniaka u o0sob

poddawanych immunosupresji, w pordwnaniu do zdrowej populacji®.
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1.3. Czerniak zlosliwy — klasyfikacja

Poczatkowo wyrdzniano cztery glowne typy czerniakow: czerniak guzkowy, ktory
charakteryzuje wzrost pionowy (wertykalny); czerniak szerzacy si¢ powierzchownie
(pagetoidalny), czerniak akralny oraz czerniak powstajacy w plamie soczewicowatej lub plamie
Hutchinsona (czerniak lentiginalny), ktore zostalty wydzielone z uwagi na wzrost poziomy
(horyzontalny). Aktualnie klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) wyrdznia

nastepujace postaci czerniaka (Tab. 3)*:

Tab. 3. Klasyfikacja czerniakow skory w oparciu o kryteria WHO

Czerniaki skory rozwijajace si¢ w skorze eksponowanej na promieniowanie ultrafioletowe

Czerniak rozwijajacy si¢ w skoérze sporadycznie narazonej na promieniowanie
ultrafioletowe: czerniak szerzacy si¢ powierzchownie (SSM — superficial spreading

melanoma) oraz cze$¢ przypadkow czerniaka guzkowego

Czerniak rozwijajacy si¢ w skorze o wysokim stopniu uszkodzenia postonecznego (w skorze
przewlekle eksponowanej na promieniowanie ultrafioletowe): czerniak powstajacy w plamie
soczewicowatej lub plamie Hutchinsona — czerniak lentiginalny (LMM-lentigo maligna

melanoma) oraz cze$¢ przypadkow czerniaka guzkowego

Czerniak desmoplastyczny

Czerniaki skory rozwijajace si¢ w skorze nieeksponowanej na promieniowane ultrafioletowe

lub bez zwigzku z ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe

Czerniak spitzoidalny

Czerniak akralny (dystalny)

Czerniak bton §luzowych (lentiginalny, guzkowy)

Czerniak wywodzacy si¢ ze znamienia wrodzonego

Czerniak wywodzacy si¢ ze znamienia biekitnego

Czerniak narzadu wzroku (btony naczyniowej oka, spojowki)

Czerniaki: guzkowy, rzekomoznamieniowy, przerzutowy

Czerniaki zwigzane z niskg ekspozycja na promieniowanie UV (nazywane pagetoidalnymi)
rozwijaja si¢ u wzglednie mlodych osob, w skérze poddawanej intensywnym, krotkim
ekspozycjom na promieniowanie stoneczne. Obecnos$¢ duzej liczby znamion i znamion

dysplastycznych zwigksza ryzyko zachorowania na czerniaka tego typu. Czerniaki zwigzane
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z wysokim stopniem ekspozycji na UV rozwijajg si¢ u starszych osob o jasnym fototypie
skory?.

Czerniak szerzacy si¢ powierzchownie jest najczestszym podtypem czerniaka i stanowi ok.
65% ognisk pierwotnych czerniaka skory. Wystepuje on zwykle na obszarach skory
o posredniej ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe i rozpoczyna si¢ faza wzrostu
radialnego (poziomego), a nastepnie wertykalnego (pionowego). Czerniaki szerzace si¢
powierzchownie wystepuja najczesciej na tutowiu u mezczyzn i w obrebie podudzi u kobiet,
w miejscu sporadycznej, intensywnej ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowed>-5°,
Typowo maja charakter nieregularnej plamy, wielkos$ci kilku milimetrow (najczgséciej powyzej
6 mm) i koloru od jasnobragzowego, r6zowego, czerwonego, niebieskiego, szarego do czarnego.
Wielobarwno$¢, obecno$¢ ciemnego, szarego koloru jest czesto klinicznym odzwierciedleniem
wzrostu stopnia zaawansowania czerniaka. W zaawansowanych stadiach czerniaka moze doj$¢
do powstania owrzodzenia i krwawienia zmiany. Czerniak guzkowy stanowi ok. 15%
czerniakéw 1 charakteryzuje go szybki wzrost oraz brak fazy wzrostu radialnego. Czerniak
wywodzacy si¢ ze zlosliwej plamy soczewicowatej ro$nie wolno, poczatkowo w fazie radialne;j
1 stanowi on ok. 4-15% pierwotnych ognisk czerniaka. Wystepuje on najczes$ciej w obszarach
skoéry uszkodzonych przez promieniowanie ultrafioletowe — klasycznie na glowie 1 szyi
w starszej grupie pacjentow?>86. Czerniak akralny charakteryzuje dystalna lokalizacja (dtonie
1 stopy). Sposrdd podtypoéw czerniaka, nalezy wymieni¢ réwniez czerniaka bezbarwnikowego
(ok. 4% czerniakow), ktory charakteryzuje brak pigmentacji oraz czerniaka desmoplastycznego
z obecnoscig skapych wrzecionowatych komorek, wystepujacego najczesciej u oséb
starszych?’.

McGovern i Clark w 197288 zaproponowali podstawy klasyfikacji histologicznej czerniaka,
ktéry w swoim poczatkowym okresie rozwoju szerzy si¢ powierzchownie w naskorku
1 powierzchownych warstwach skory wlasciwej (faza wzrostu radialna, horyzontalna),
a nastgpnie penetruje do glebiej potozonych tkanek. Czerniaki szerzace si¢ powierzchownie
wykazuja lepsze rokowanie niz czerniaki w pionowej (wertykalnej) fazie wzrostu. Czerniak in
situ stanowi proliferacje atypowych melanocytow w obrebie naskorka bez zajecia skory
wlasciwej. Czerniaki in situ wykazuja dwa typy wzrostu — lentiginalny (melanocyty szerza si¢
robwnomiernie w warstwie podstawnej) i pagetoidalny (melanocyty szerza si¢ pojedynczo lub
w skupiskach w obrebie wszystkich warstw naskorka)®®?° Wczesna diagnostyka i leczenie
czerniaka na etapie in sifu, pozwala na osiagni¢cie przezywalno$ci bliskiej 100%°!.
W przypadku, gdy komorki czerniaka siggaja glebiej niz warstwa podstawna naskorka (do

skory wlasciwej), wowcezas czerniak ma charakter inwazyjny®2. W przypadku czerniaka in situ
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wykazano obecno$¢ mutacji szlaku MAPK (BRAF, NFI, NRAS), mutacji TERT oraz
CDKN2!2%, W czerniakach inwazyjnych dochodzi do kumulacji mutacji w obrebie: CDKN2,
prowadzacych do utraty pl4ARF, pl5, pl6 — biatek hamujgcych wzrost guza®. Niektore
czerniaki inwazyjne wykazuja mutacje kompleksu remodelujagcego chromatyne SWI/SNF®3,
Pozne czerniaki inwazyjne wykazujg mutacje genow supresorowych p53 i PTEN?%Y7,
Czerniak pediatryczny jest rzadkim typem czerniaka, ktory przed okresem dojrzewania
wystepuje sporadycznie. Czerniaki wystepujace u dzieci mozna podzieli¢ na czerniaki
powstajace przed okresem pokwitania < 10-12 lat i czerniaki pojawiajace si¢ w wieku od 10-
12 do 19 r.z. (czerniaki wieku dojrzewania). Czerniaki wczesnodziecigce czesciej wywodzg sie
ze znamion wrodzonych i znamion Spitza. W tym przypadku dominuja mutacje NRAS oraz
obserwuje si¢ niewielka role promieniowania ultrafioletowego w patogenezie tych zmian.
Kryteria kliniczne czerniaka okresu dziecigcego sa odmienne, natomiast kryteria

histopatologiczne czerniaka dzieciecego sg takie same jak czerniaka u 0sob dorostych”®%°,

1.4. Epidemiologia czerniaka skory w Polsce i na Swiecie

Zapadalno$¢ na czerniaka rézni si¢ w zalezno$ci od szeroko$ci geograficznej,
wysokos$ci nad poziomem morza, na co wptyw maja zardwno stopien nastonecznienia, fototyp

skory oraz uwarunkowania kulturowe i behawioralne zamieszkujacej dany teren populacji.

1.4.1. Zapadalnos¢ w Polsce

W 2011 r. odnotowano w Polsce 2642 przypadki nowych zachorowan na czerniaka
(1375 przypadkdw u kobiet i 1267 u mgzczyzn). Standaryzowany wspdtczynnik
zachorowalno$ci wynosit w 2011 r. 4,2/100 000 u kobiet 1 4,7/100 000 u m¢zczyzn. W latach
1963-2011 zachorowalno$¢ na czerniaka skoéry ulegata stopniowemu wzrostowi.
Zaobserwowano roOwniez wzrost zachorowalnosci na czerniaka wraz z wiekiem badanej grupy
pacjentow. W 2011 r. w Polsce odnotowano 1259 zgonéw z powodu czerniaka skory (580
zgondw u kobiet 1 679 u mezczyzn). Standaryzowane wspotczynniki umieralnosci z powodu
czerniaka wynosity w 2011 r. 1,4/100 000 u kobiet i 2,3/100 000 u m¢zczyzn. Podobnie do
wspOtczynnikéw zachorowalnos$ci, wspotczynniki umieralnosci z powodu czerniaka w latach
19632011 ulegaty wzrostowi, zwigkszaty sie¢ one réwniez wraz z wiekiem chorych na
czerniaka. Zaobserwowano, ze wskaznik $miertelnosci z powodu czerniaka byt wyzszy
u mezezyzn w porownaniu do kobiet (0,5 w poréwnaniu do 0,4)!%°. W 2018 r. odnotowano
3723 nowych przypadkoéw czerniaka. Czerniak stanowil pigtnasty co do kolejnosci nowotwor

w Polsce (2% sposrod wszystkich nowotworow). W 2018 r. odnotowano 1728 zgonow
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z powodu czerniaka, co stanowito 1,5% zgonéw z powodu nowotwordow)'l. Wyzej
wymienione dane wskazujg na wzrastajaca zapadalnos$¢ 1 zwigkszajaca sie umieralno$¢ na
czerniaka w Polsce. Przytoczone dane wskazuja rowniez na wigksza zapadalnos$¢ i umieralnosé

z powodu czerniaka u m¢zczyzn w poréwnaniu do kobiet.

1.4.2. Zapadalno$¢ na swiecie

Zapadalno$¢ na czerniaka skory jest najwigksza w Australii (33,6/100 000 - 7,2%
zdiagnozowanych nowotworéw w 2018 r.) i Nowej Zelandii (33,3/100 000 - 7,6%
zdiagnozowanych nowotworow w 2018 r.). Zapadalno$¢ zarowno w Australii, jak i w Nowe]
Zelandii jest wigksza u me¢zczyzn niz u kobiet (40,4/100 000 u me¢zczyzn 1 27,5/100 000
u kobiet w Australii; 35,8/100 000 u mezczyzn, 31,1/100 000 u kobiet w Nowej Zelandii)!!102,
W Europie najwyzsza zapadalno$¢ na czerniaka obserwowana jest w krajach skandynawskich:
w Danii (27,6/100 000), w Szwecji (24,7/100 000) oraz w panstwach potozonych na duzej
wysokos$ci nad poziomem morza, takich jak Szwajcaria (zapadalnos¢ 21,3/100 000 w 2018
r.)!%, Zapadalno$¢ w tych panstwach jest 2-3,5 — krotnie wyzsza niz w krajach
$rodziemnomorskich, takich jak Wtochy (12,4/100 000 w 2018 r.) czy Grecja (8,7/100 000
w 2018 r.). Czerniak wykazuje najwigksze roéznice w zapadalnosci pomigdzy grupami
etnicznymi w porownaniu do wiekszo$ci nowotwordw!'%®. Stany Zjednoczone, ze wzgledu na
znaczne zroéznicowanie pod wzgledem ras zamieszkujacych osob, stanowiag modelowe panstwo
do badan epidemiologicznych. W Stanach Zjednoczonych najwyzsza zapadalno$¢ na czerniaka
obserwuje si¢ wsrod osob rasy kaukaskiej (24,6/100 000), nastgpnie wsrdéd rdzennych
mieszkancow Alaski i Indian 4,3/100 000, wéréd Azjatéw 1,3/100 000 i najmniejszg wsrod
Afroamerykanow 1/100 00019, Ryzyko zachorowania na czerniaka w ciggu calego zycia jest
najwyzsze u osob rasy kaukaskiej i wynosi 2,4%, jest nizsze u Latynoséw (0,5%) i u osob

ciemnoskorych (0,1%)!%,

1.4.3. Roznice w epidemiologii czerniaka w zalezno$ci od pici 1 wieku

Sredni wiek zachorowania na czerniaka to ok. 60 lat'%

, hatomiast prawdopodobienstwo
wystapienia czerniaka w ciggu calego zycia wynosi 1,72% u mezczyzn i 1,22% u kobiet!®®,
Zapadalno$¢ na czerniaka jest niska przed okresem dojrzewania u obu plci, nast¢gpnie znacznie

ro$nie w okresie dojrzewania'%

. Wyniki badan wskazuja, ze wsrdod osoéb w przedziale
wiekowym od 1 do 4 lat, zapadalno$¢ na czerniaka wynosi 1,1 na milion, a u 15-19 latkow 10,4
na milion badanych!?’. Wspétczynnik zapadalno$ci na czerniaka u kobiet wzrasta do 5 dekady
zycia (odpowiadajacej okresowi menopauzy), nastepnie maleje, natomiast u me¢zczyzn po 40

roku zycia w dalszym ciggu obserwowany jest wzrost zapadalnosci na czerniaka?. Do 75 roku
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zycia zapadalno$¢ na czerniaka jest prawie trzykrotnie wyZsza u me¢zczyzn niz
u kobiet!%%109,

Badania wykazuja, ze u kobiet z czerniakiem w IV stopniu zaawansowania wskaznik
10-letnich przezy¢ wynosi 61%, natomiast jedynie 32% mezczyzn przezywa 10 lat''%. Kemeny

' wykazali, ze kobiety z zaawansowanym czerniakiem bedace przed menopauza

i wsp.!!
wykazywaly si¢ wyzsza przezywalnoscia niz kobiety po menopauzie. Pomimo faktu, iz
wspotczynniki przezy¢ wsrod chorych na czerniaka maleja z wiekiem, kobiety po menopauzie
wykazywaly si¢ wickszg przezywalnoscia w porownaniu do mezczyzn. Gamba i wsp.!!?
dokonali analizy danych 26,107 pacjentow w wieku 15-39 lat, wykazujac, ze mtodzi mezczyzni
mieli 55% wyzszy wskaznik §miertelnosci z powodu czerniaka w poréwnaniu do kobiet w tym
samym wieku po uwzglednieniu grubo$ci nacieku guza, podtypu histologicznego, obecnos$ci
przerzutow 1 lokalizacji anatomicznej. Mg¢zczyzni z cienkimi (<I mm) czerniakami mieli
dwukrotnie wigksze prawdopodobienstwo zgonu niz kobiety w tym samym wieku. Badanie
obejmujace 11,774 pacjentdw z czerniakiem z bazy nowotworéw w Monachium wykazalo, ze
miejscowo zaawansowane czerniaki u kobiet wykazywaly mniejsze ryzyko przerzutu
i pacjentki te wykazywaly si¢ wieksza przezywalno$cig w poréwnaniu do mezczyzn''3. Kobiety
ponizej 45 roku zycia mialy wyzsza przezywalno$¢ niz pacjentki powyzej 55 roku zycia
i mezezyzni w kazdej grupie wiekowej!!?.

Wigkszo$¢ dotychczasowych badan zostato przeprowadzonych w populacji kaukaskie;.
Podejrzewano, iz roznice w zakresie wspotczynnikow zachorowalnosci w zaleznosci od wieku,
w tym czg¢ste wystepowanie czerniaka u mtodych kobiet, mogly by¢ spowodowane réznicami
w stopniu ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe pomigdzy danymi grupami pacjentow.
Badanie w populacji nie-kaukaskiej wykazato, ze podobnie jak u 0s6b rasy kaukaskiej, mtodsze
kobiety i starsi m¢zczyzni mieli wyzsze wskazniki zapadalno$ci na czerniaka w poréwnaniu do
przedstawicieli tej samej plci w innych grupach wiekowych. Wyniki tego badania sugeruja, ze
réznice w zapadalnosci na czerniaka pomiedzy osobami réznych ptci moga by¢ zwiazane
z innymi niz odmienna ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe czynnikami, takimi jak

108

na przyktad czynniki hormonalne'”". Na podstawie danych epidemiologicznych mozna wysnué

hipotezg, iz estrogeny pelnig funkcje protekcyjng w rozwoju czerniaka skory.
1.5. Rola czynnikéw hormonalnych w etiopatogenezie czerniaka

1.5.1. Wptyw antykoncepcji hormonalnej na rozwdj czerniaka

Metaanalizy badan nie wykazaly zwigzku mig¢dzy stosowaniem antykoncepcji
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hormonalnej oraz hormonalnej terapii zastgpczej, a zwigkszonym ryzykiem czerniaka

u kobiet!*!15

. Jednakze w literaturze dostgpne sa badania sugerujagce wpltyw terapii
hormonalnej] na rozwoj tego nowotworu. Cervenka 1 wsp. przeprowadzili badanie
prospektywne kohortowe w grupie 79,365 kobiet, sposrod ktoérych 539 zachorowato na
czerniaka (okres obserwacji 1992-2008). Autorzy badania wykazali, ze pacjentki, ktore
stosowaty w przeszio$ci doustng antykoncepcje hormonalng mialy minimalnie wigkszg
zapadalno$¢ na czerniaka w pordwnaniu do grupy kontrolnej dostosowanej wiekowo (ryzyko
wzgledne HR=1,18, przedzial ufnosci CI=0,98-1,42, po dostosowaniu HR=1,14, CI=0,95-
1,38). Autorzy wykazali, ze ryzyko czerniaka wzrasta z czasem trwania terapii doustng
antykoncepcja hormonalna, szczegdlnie po 7 latach jej stosowania. W badaniu wykazano
obecno$¢ wujemnej korelacji pomiedzy wiekiem pierwszego zastosowania doustnej
antykoncepcji hormonalnej a ryzykiem zachorowania na czerniaka. Badacze zaobserwowali,
ze kobiety stosujace wyzsze dawki estrogenow (=50 ng), miaty zwigkszone ryzyko czerniaka.
Jednakze we wspomnianym badaniu kobiety leczone doustng antykoncepcja hormonalng
czg$ciej korzystaly z 16zek opalajacych oraz miaty dodatni wywiad oparzen stonecznych > 25
r.z., w porownaniu do kobiet niestosujacych tej metody antykoncepcji (catkowite ryzyko 1,14,
przedzial ufnosci 1,01-1,29), co moze stanowi¢ istotny czynnik zaklocajgcy w tym badaniu''.
Fekanich 1 Koomen rowniez wykazali zwigkszone ryzyko zachorowania na czerniaka

w przypadku stosowania doustnej antykoncepcji hormonalnej!!7:!13,

1.5.2. Cigza a zmiany barwnikowe

Czerniak jest jednym z najcze$ciej wystepujgcych nowotwordéw u kobiet w cigzy!!?.
Wsrod wielu specjalistow zajmujacych si¢ oceng znamion dominuje poparty licznymi opisami
przypadkéw poglad, jakoby znamiona melanocytarne ulegaly powigkszeniu podczas ciazy.
W literaturze dostgpne jest badanie, w ktorym dokonano oceny histologicznej znamion
wykazujacych kliniczng zmiang morfologii w czasie cigzy. Badanie histologiczne wycietych
zmian nie wykazato nieprawidtowych cech!?’. Cze$¢ autorow sugeruje, ze zmiany wielkosci
znamion obserwowane w cigzy wynikaja wylacznie z mechanicznego rozciggania skory piersi
1 powtok brzusznych. U kobiet w cigZy nie obserwuje si¢ bowiem zmian morfologii znamion

121 Badania Travers i Mackie

na konczynach, ktore nie podlegaja mechanicznemu rozcigganiu
wykazaly, ze czerniaki rozpoznane w cigzy charakteryzuje wigksza grubo$¢ nacieku,
w porownaniu do czerniakéw u kobiet niebedacych w cigzy, po dostosowaniu do lokalizacji
i wieku. Rokowanie u ci¢zarnych pacjentek w tym badaniu nie bylo gorsze niz u pacjentek

niebedgcych w cigzy, co moze sugerowaé protekcyjng role estrogenow!?>123, Jednakze nalezy
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uwzgledni¢ fakt, iz w okresie cigzy istnieje nieuzasadniona obawa przed podejmowaniem
procedur medycznych u kobiet cigzarnych, takich jak biopsja, czy usunigcie znamienia, co
moze mie¢ wpltyw na pOzniejsze rozpoznanie czerniaka w cigzy!'?*. W badaniu Merkel i wsp.
na 50 przypadkach czerniakéw zwigzanych z cigza i 122 niezwigzanych z cigza, nie wykazano
wplywu cigzy na proces proliferacji guza. Obecno$¢ cigzy nie byla zwigzana z wiekiem
pacjentki, w ktérym postawiona byta diagnoza, lokalizacja guza, grubo$cia nacieku wg skal
Breslow i Clarka, obecno$cig owrzodzenia czy stadium nowotworu'?®. Johansson i wsp.
dokonali analizy 6857 przypadkdéw czerniaka, sposrdd ktorych 1019 byto zwiazanych z cigza.
Pacjentki z czerniakiem zwigzanym 1 niezwigzanym z cigza nie roznily si¢ wzgledem

7 oraz badanie Tellez i wsp.!?®

$miertelnosci'?®. Jednakze metaanaliza badan Li i wsp.!'?
sugeruja, ze wyzszy wskaznik dzietnoSci oraz wczesny wiek pierwszego porodu obnizaja
ryzyko zachorowania na czerniaka skory. Wyniki metaanalizy 11 badan obserwacyjnych
przeprowadzonej przez Li i wsp. wskazuja, iz ryzyko czerniaka istotnie statystycznie wzrasta
wraz z wiekiem pierwszej cigzy u kobiet!'?’. Cigza uwazana jest za stan immunosupresji, co
teoretycznie moze ulatwiaé progresje czerniaka w tym okresie. W trakcie cigzy dochodzi
réwniez do istotnych zmian statusu hormonalnego kobiety, zwlaszcza w zakresie gospodarki
estrogenowo - progesteronowej. Niejednoznaczne wyniki badan dotyczace zmiany morfologii
znamion 1 ryzyka czerniaka w cigzy oraz liczne, dostepne w literaturze opisy przypadkow

czerniakdow rozwijajacych si¢ w okresie cigzy, charakteryzujacych si¢ gwattownym

przebiegiem sprawiaja, iz temat ten pozostaje przedmiotem dyskusji i badan w tym zakresie.
1.6. Rola receptorow estrogenowych w patogenezie czerniaka

1.6.1. Poczatki badan nad receptorami estrogenowymi w czerniaku

Przez wiele lat uwazano, iz dzialanie estrogenow na poziomie komorkowym
mediowane jest wylacznie przez jadrowe receptory estrogenowe, nalezace do nadrodziny
steroidowych receptorow. Pierwsze doniesienie dotyczace ekspresji receptoréw estrogenowych
w czerniaku skory pochodzi z 1976 r. W przytoczonym badaniu wykazano cytoplazmatyczna
aktywno$¢ receptora estrogenowego w 46% sposrdd 35 badanych czerniakow skory!%.
Badacze w latach 80-tych proébowali sklasyfikowaé i oceni¢ rolg prognostyczng receptorow
estrogenowych w czerniaku, jednakze wyniki przeprowadzonych badan byty niezadowalajace.
Poczatkowe doniesienia nie wykazaly ekspresji receptorow estrogenowych w komorkach

130,131,132

czerniaka Rozwdj nowoczesnych technik laboratoryjnych pozwolit na

zidentyfikowanie podtypow receptorow estrogenowych. Dopiero od potowy lat 80-tych XX
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wieku zaczegly ukazywaé si¢ badania dotyczace ekspresji pierwszego zidentyfikowanego
receptora estrogenowego — receptora alfa w czerniakach'?3. Receptor estrogenowy beta zostat
odkryty w potowie lat 90-tych XX wieku®. Receptor GPER (GPERI, ang. G-protein-coupled
receptor 1), znany poprzednio jako GPR30 (ang. G-protein-coupled receptor 30) zostat

134,135

zidentyfikowany miedzy 1996 a 1998 rokiem

1.6.2. Receptory estrogenowe alfa i beta - charakterystyka

Receptor estrogenowy alfa stanowi produkt genu ESRI1 zlokalizowanego na
chromosomie 6q, natomiast receptor estrogenowy beta genu ESR2 potozonego na
chromosomie 14q. Receptory estrogenowe alfa i beta wykazuja wysoki stopien homologii
w zakresie domeny wigzacej DNA (na poziomie 96%), a jedynie 60% w obrgbie domeny
wigzgcej hormon'*S. Estrogeny wigzac sie z receptorem estrogenowym, poprzez aktywacje
réznych $ciezek sygnatowych, wplywaja na wiele procesow komorkowych. Estrogeny
wykazuja dziatanie klasyczne, genomowe poprzez pobudzenie receptorow estrogenowych alfa
1 beta. Receptory te sa rozpuszczalnymi receptorami, krazacymi pomiedzy jadrem
komorkowym a cytoplazma lub rezydujagcymi w obrebie jagdra komorkowego!®’. Na drodze
klasycznej, do aktywacji jadrowego receptora estrogenowego dochodzi poprzez wigzanie
dimeréw estrogenowych do tzw. Estrogen responsive elements (ERE), czyli sekwencji DNA
modulujacych proces transkrypcji. Kompleks estrogenowo-receptorowy wiaze si¢ do
okreslonych sekwencji DNA aktywujac okreslone geny, produkcje mRNA i synteze bialek.
Kompleks estrogen-receptor moze wigza¢ si¢ rowniez z ko-aktywatorem, aktywujac
dodatkowy gen czy indukujgc synteze biatka!3®.

Receptory alfa i beta rozmieszczone sg w réznych proporcjach w poszczegdlnych
tkankach. Aktywacja receptora alfa i beta w poszczegdlnych tkankach wywotuje odmienne
dziatania biologiczne. Wykazano, Ze receptor estrogenowy beta dziala antagonistycznie
w stosunku do receptora alfa'*¢. Receptory estrogenowe alfa (ER-a) nalezg do nadrodziny
aktywatorow transkrypcji, mogacych regulowac ekspresj¢ genow. Wykazano, ze s3 one
zaangazowane miedzy innymi w progresje guzow nowotworowych!*®, W obrebie gruczotu
piersiowego pobudzenie receptora alfa wykazuje dzialanie proliferacyjne, natomiast
przytaczenie ligandu do receptora beta ma dziatanie antagonizujace, antyproliferacyjne.
Pobudzenie receptora estrogenowego beta skutkuje degradacja receptora estrogenowego alfa,
indukcja procesu apoptozy i ma wplyw na ekspresj¢ integryn macierzy, prowadzac do
zahamowania progresji guza piersi'®’. Utrata ekspresji receptora estrogenowego beta jest

136,141

uwazana za czynnik umozliwiajagcy progresj¢ guzow . Postuluje si¢, ze zaburzenie
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réwnowagi pomiedzy ekspresja receptorow estrogenowych alfa i beta moze prowadzi¢ do
progresji procesu nowotworowego!42,

Skora nalezy do tzw. nieklasycznych tkanek odpowiadajacych na estrogeny, w ktorych
w przeciwienstwie do tkanek klasycznych, do okresu menopauzy stosunek ekspresji
receptordw beta jest wickszy niz receptorow alfa'3¢!43, Wykazano, ze z wiekiem i pojawieniem
si¢ menopauzy zmniejsza si¢ ekspresja receptoréw estrogenowych, zwlaszcza receptoréw beta
w poréwnaniu do receptoréw alfa, co zwigksza stosunek ekspresji receptorow alfa do

receptorow beta!®,

1.6.3. Receptor estrogenowy GPER1/GPR30 - charakterystyka

Receptory estrogenowe moga rowniez oddziatywaé za pomoca szybkiej, nieklasycznej
$ciezki niegenomowej, poprzez wptyw na kinaze biatkowa C, cykliczne AMP i fosfolipaze
C'*. Wykazano, ze estradiol moze aktywowal kinaze aktywowang mitogenami MAPK
i regulowang sygnatami spoza komorki $ciezke Erk poprzez receptor estrogenowy GPER (ang.
G-protein-coupled receptor)'*. GPER mediuje zarobwno natychmiastowe, jak i op6znione
procesy transkrypcji w odpowiedzi na estrogen (w mechanizmie zaleznym od estrogenoéw), jak
1 na czynniki wzrostu (w mechanizmie niezaleznym od estrogenéw). Receptor ten indukuje
proces adaptacyjnej odpowiedzi komorkowej poprzez wytwarzanie tlenku azotu, aktywacje

kinaz i mobilizacj¢ wapnia wewnatrzkomorkowego!®.

1.6.4. Estrogeny a zmiany melanocytarne

Estrogeny stymulujag melanocyty w modelach zwierzecych, zwigkszajac produkcje
melaniny, jak i réznicowanie melanocytow!'4’. Natale i wsp.!*® przeprowadzili badanie na
ludzkich liniach komérkowych, w ktérym stymulowali melanocyty hormonami estrogenowymi
1 progesteronowymi. Ciagla ekspozycja na estrogen zwigkszyta produkcje¢ melaniny,
progesteron natomiast zmniejszat jej syntez¢. Po zaprzestaniu podawania hormonu, komorki
eksponowane na progesteron zahamowaly produkcj¢ melaniny, natomiast komorki
eksponowane na estrogen produkowaty melaning poprzez podziaty komorek przez 50 dni po
zakonczeniu ekspozycji. W komorkach eksponowanych na estrogen wykazano réwniez wzrost
ekspresji bialek roznicowania melanocytow, takich jak: MCIR, p-CREB 1 tyrozynaza.
Poddanie komorek pierwotnie eksponowanych na estrogeny na wptyw progesteronu wywotato
zahamowanie wytwarzania melaniny. Po odstawieniu progesteronu, melanocyty ponownie
staly si¢ aktywne w produkcji melaniny. Badanie Natale i wsp. wyraznie wskazuje, ze

148

estrogeny wykazuja dhlugotrwale dziatanie na melanocyty *°. Estrogeny oddziatuja na
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melanocyty poprzez zwickszenie ich rozmiardw 1 liczby. Przykladem oddzialywania
estrogenow na skore jest zwigkszenie pigmentacji skory w okresie cigzy>!*°. Wyniki badan in
vitro 1 in vivo pokazuja, ze estrogeny moga rowniez wywiera¢ bezposredni wptyw na wzrost

czerniaka.

1.6.5. Receptory estrogenowe alfa i beta a czerniak skory

Badanie Rajabi i wsp., przeprowadzone w grupie 38 pacjentow, nie wykazato ekspresji
receptordw estrogenowych a w tkankach czerniaka!>°.

W badaniu Schmidt i wsp. analizujagcym rozne typy zmian barwnikowych (znamiona
barwnikowe, znamiona wrodzone, dysplastyczne, lentigo maligna, czerniaki) wykazano, ze
tylko 7,5% (7/94) badanych zmian wykazato ekspresje receptora estrogenowego a.. 87.7% (6/7)
sposrod zmian z dodatnig ekspresja receptora alfa stanowity czerniaki, jednakze wytacznie 50%

(3/6) sposrod badanych czerniakow wykazywato reaktywno$¢ jadrowa receptora!!

. Ekspresje
receptora estrogenowego beta wykazano we wszystkich badanych zmianach melanocytarnych.
W przytoczonym badaniu 36 czerniakow zostatlo podzielonych na cztery grupy wedlug
glebokosci nacieku wg Breslowa. Immunoreaktywno$¢ receptorow estrogenowych J3
w czerniakach ponizej 1 mm grubos$ci byta istotnie statystycznie wigksza niz w czerniakach
powyzej 4 mm grubo$ci zarowno jadrowo, jak i cytoplazmatycznie. Ekspresja receptorow
estrogenowych beta malala ze wzrostem grubos$ci guza w skali Breslow. Nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w ekspresji cytoplazmatycznej 1 jadrowej receptora
estrogenowego 3 pomigdzy znamionami barwnikowymi nabytymi, znamionami wrodzonymi
a znamionami dysplastycznymi z umiarkowang do tagodnej immunoreaktywnosci w zakresie
receptora estrogenowego P. Lagodne zmiany melanocytarne wykazywaty $rednig 50-75%
jadrowa 1 25-50% cytoplazmatyczna ekspresj¢ receptora estrogenowego [. Najwickszy
odsetek wybarwienia komodrek na receptor estrogenowy [ wykazywaly znamiona
dysplastyczne z atypia cytologiczng wysokiego stopnia (75-100% ekspresja jadrowa i 50-75%
cytoplazmatyczna). Bardzo wysoki poziom ekspresji receptora beta wykazano réwniez
w zmianach o charakterze lentigo maligna — $rednio 75-100% badanych komoérek wykazywato
immunoreaktywno$¢ jadrowg i 50-75% cytoplazmatyczng'!.

Spyropoulos C 1 wsp. analizujac receptory estrogenowe o i [ rowniez wykazali, ze
dominujagcymi receptorami w czerniakach 1 weztach wartowniczych byly receptory
estrogenowe beta. W tym badaniu najsilniejsza ekspresja receptora beta byla obserwowana

rowniez w ciefiszych, mniej inwazyjnych czerniakach, bez zajecia wezta wartownika!>2,
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Zhou i1 wsp. ocenili ekspresje receptorow estrogenowych a i B u 18 pacjentek w cigzy
oraz 6 miesigcy po jej rozwigzaniu, 18 kobiet niebgdacych w cigzy 1 18 megzczyzn
z czerniakiem. Ekspresj¢ receptora estrogenowego o wykazano wylacznie w dwoch
przypadkach czerniakow akralnych lentiginalnych — u jednej pacjentki z czerniakiem w cigzy
1 u jednego mezczyzny. Ekspresje receptora estrogenowego 3 wykazano w 22 przypadkach:
u 10 pacjentek bedacych w ciazy (56%), 7 (39%) niebedacych w cigzy i u 5 mezczyzn (29%)
z grupy kontrolnej. Nie wykazano statystycznie istotnych roéznic w ekspresji receptora
estrogenowego 3 miedzy pacjentkami bedacymi i niebedagcymi w cigzy. Nie wykazano réwniez
zalezno$ci miedzy ekspresja receptora estrogenowego [3 a skalg Breslow, lokalizacja guza,
obecnoscia ogniska pierwotnego/przerzutowego, stopniem zaawansowania

153, Badania wykazaly skuteczno$¢ agonisty receptora estrogenowego [3

1 przezywalnos$cia
w redukcji objawow fotostarzenia, co moze sugerowac efekt protekcyjny receptora 3 w zakresie

uszkodzef wywolanych promieniowaniem ultrafioletowym?!4,

1.6.6. Receptory estrogenowe GPER a czerniak skory

Warto podkresli¢, iz zjawisko fakultatywnej pigmentacji melanocytow jest regulowane
przez receptor melanokortyny 1 (receptor biatka G — ang. Gs-coupled G-protein—coupled
receptor, GPCR), ktérego aktywacja stymuluje cyklaze adenylowa do produkcji cyklicznego
AMP (cAMP). cAMP aktywuje kinaze biatkowa A w melanocytach, ktora fosforyluje
i aktywuje biatko CREB. CREB bierze udzial w transkrypcji czynnika transkrypcyjnego
matoocza (MITF- ang. microphthalmia-associated transcription factor), ktéry jest glownym
czynnikiem regulujacym proces roznicowania melanocytow!#415, MITF odpowiada za
transkrypcje gendw niezbednych do wytworzenia melaniny, w tym odpowiada za synteze
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tyrozynazy *°. Receptor GPER jest aktywowany w melanocytach obu plci poprzez 17-beta-

estradiol, jak rowniez przez selektywnego, syntetycznego agonist¢ G-1, omijajac Sciezke
receptoroOw estrogenowych alfa i beta!>157,

Natale i wsp. poddawali linie komorkowe czerniaka dziataniu estrogenu i biatka G-1,
wykazujac zalezne od dawki zahamowanie proliferacji komorek czerniaka. Po genetycznej
modyfikacji linii komoérkowej skutkujacej brakiem receptora GPER, stymulacja agonista G1
nie wykazata dzialania antyproliferacyjnego. Autorzy badania wnioskuja, Ze dziatanie
estrogenéw 1 G1 mediowane jest wylacznie przez receptory GPER. GPER aktywuje $ciezki
)48,

sygnalowe odmienne niz w przypadku klasycznych receptorow estrogenowych (ERa i ERf3

Natale 1 wsp. wykazali, Ze szlak sygnalowy GPER antagonizuje aktywno$¢ czerniaka poprzez
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hamujacy wplyw na biatko c-Myc i wptyw na kinaze¢ biatkowg A48,

Wykazano réwniez, ze w przypadku wielu nowotwordéw, takich jak rak jajnika, piersi
i tarczycy, GPER wykazuje dziatanie proliferacyjne na komérki nowotworowe!315°. Warto
podkresli¢, ze aktywacja receptora GPER obejmuje transaktywacje Sciezek receptora
naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR), kinazy aktywowanej mitogenem (MAPK) i kinazy
fosfatydyloinozytolu-3 (PI3K) — S§ciezek biorgcych udziat w patogenezie czerniaka
skory!45:160.161

Féabian i wsp. ocenili ekspresj¢ receptoréw estrogenowych alfa, beta i GPER w 81
tkankach czerniaka: w 38 czerniakach zwigzanych z cigza i w 43 niezdiagnozowanych w cigzy
(u 22 kobiet dostosowanych wiekowo 1 u 21 mezczyzn). Umiarkowana ekspresje
cytoplazmatyczng receptora GPER wykazalo 41 zmian. 39/41 (95,1%) czerniakow
wykazujacych ekspresje GPER, wykazywato réwniez ekspresje receptora ERP. Czerniaki
wykazujace koekspresjc GPER/ER beta wystepowaly czgéciej u kobiet w cigzy niz
w czerniakach niezwigzanych z cigza (p=0.0001). Wykazano, ze u pacjentow z czerniakiem
niezwigzanym z cigza, wigcej melanocytow wykazywato ekspresj¢ receptora estrogenowego
beta niz receptora GPER, natomiast u pacjentek ciezarnych stopien ekspresji tych receptorow
byt zblizony. Czerniaki z koekspresja GPER-/ERB-byly zwigzane z nizszym wskaznikiem
Breslow, nizszym indeksem mitotycznym i1 wigkszym naciekiem limfocytarnym. Tylko
w jednym przypadku czerniaka wykazano ekspresje receptora estrogenowego a!®?. Jest to
dotychczas jedyne badanie, ktore oceniato ekspresj¢ trzech receptorow w tkankach czerniaka
skory. W badaniu wykazano wylacznie umiarkowang cytoplazmatyczng ekspresje receptora
GPER. W literaturze brak badan poréwnujacych ekspresje receptorow estrogenowych alfa, beta
1 GPER pomig¢dzy znamionami barwnikowymi, znamionami dysplastycznymi a czerniakami.

Nie wykazano dotychczas jadrowej ekspresji receptora GPER w czerniaku skory.

1.6.7. Receptory progesteronowe a zmiany melanocytarne

Wyniki dotychczasowo przeprowadzonych badan sugeruja, ze progesteron moze petnic
dziatanie hamujace na wzrost komoérek czerniaka, jak 1 wykazywaé¢ dzialanie proliferacyjne
163,164,165.166  Moroni i wsp. wykazali, ze niskie stezenia progesteronu (0.01-1.0 pM)
indukowaty proliferacje komorkowa, dziatanie to zanikato przy stgezeniu powyzej 10 uM,
indukujac zaréwno zatrzymanie cyklu komorkowego, jak i wzrost $mierci komorkowej!t’.
Przeprowadzono liczne badania immunohistochemiczne, dotyczace ekspresji receptorow

progesteronowych w czerniaku. Badanie Duncan i wsp. w grupie 14 pacjentek z czerniakiem

zwigzanym z cigzg nie wykazalo ekspresji receptorow estrogenowych ani progesteronowych
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w tkankach czerniakow!®®. Li i wsp. dokonali oceny ekspresji receptorow progesteronowych
w 35 czerniakach oraz 8 znamionach barwnikowych. Ekspresj¢ receptorow progesteronowych
wykryto w  25.7% (9/35) tkanek czerniaka, nie wykazano ekspresji receptorow
progesteronowych w zadnym z badanych znamion barwnikowych. Wykazano odwrotng
korelacje miedzy ekspresja receptoréw progesteronowych a ekspresja biatka PCNA,
zaangazowanego w replikacje DNA, bedacego markerem proliferacji komorkowej!®®. Dika
1 wsp. ocenili ekspresje receptoréw hormonalnych w zmianach barwnikowych (znamionach
barwnikowych, znamionach melanocytarnych atypowych, czerniakach) pochodzacych od 28
pacjentek w cigzy, bedacych w potogu lub po stymulacji hormonalnej oraz w grupie kontrolne;j
czerniakdw niezwigzanych z cigza ani ze stymulacja hormonalng. Badanie wykazalo silng
cytoplazmatyczng ekspresj¢ receptorow estrogenowych alfa i progesteronowych u 2 pacjentek
poddanych terapii zaptodnienia in vitro. Pozostale badane probki nie wykazaly ekspresji
receptordw estrogenowych alfa i progesteronowych!7°,

Wyniki badan dotyczace potencjalnego wptywu progesteronu na rozwoj czerniaka sa
niejednoznaczne. Kanda 1 wsp. zbadali efekt 17-beta-estradiolu, progesteronu
i dihydrotestosteronu na wzrost in vitro hodowli komoérkowej czerniaka przerzutowego
1 wykazali, ze hormony te hamuja wzrost czerniaka poprzez zmniejszenie produkcji
interleukiny 8'®3, Rowniez badanie in vifro mysich linii komorkowych czerniaka B16F10
wykazalto, ze progesteron znaczaco hamowal wzrost komoérek czerniaka!6%195. Pozniejsze
doniesienia wykazaty, ze progesteron dziala hamujaco na wzrost komorek czerniaka poprzez
indukcje procesu autofagii, efekt ten nie jest jednak mediowany przez receptor

progesteronowy !,

1.7. Czerniak zlosliwy — rozpoznanie

Rozpoznanie czerniaka skoéry opiera si¢ na wyniku badania histopatologicznego
(badanie makro- 1 mikroskopowe). Badanie histopatologiczne zmiany poddanej biopsji
wycinajacej stanowi ,,zloty standard” diagnostyki czerniaka.

W  badaniu histopatologicznym w przypadku czerniakow szerzacych si¢
powierzchownie obserwuje si¢ wzorzec pagetoidalny oraz lentiginalny. W przypadku wzrostu
pagetoidalnego (melanocyty ponad warstwa podstawng) dochodzi do proliferacji
pojedynczych, rozproszonych melanocytow na réznych poziomach naskorka. Obserwuje si¢
réwniez nierdbwnomierne gniazda melanocytow zlokalizowane wzdhuz potaczenia skoérno-
naskorkowego. Gniazda mogg si¢ ze sobg taczy¢ w wigksze skupiska melanocytow. Atypowe

melanocyty moga szerzyé si¢ rowniez wzdtuz przydatkow skory. Srodnaskorkowe komorki
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czerniaka charakteryzuje obecnos¢ duzych jader o gestej chromatynie, wydatnych jaderkach
1 eozynofilowej, czasem lekko wybarwionej cytoplazmie, obserwuje si¢ rowniez niewielkiego
stopnia hiperplazj¢ naskorka objgtego procesem nowotworowym. Wzorzec lentiginalny
charakteryzuje mniejsza tendencja do tworzenia gniazd, minimalne lub brak szerzenia
pagetoidalnego mniejszych, atypowych melanocytow. W czerniaku inwazyjnym w fazie
radialnej dochodzi do rozproszenia melanocytéw w gornej warstwie brodawkowatej skory
wlasciwej lub w fazie wertykalnej do tworzenia gniazd melanocytow. W fazie wertykalnej,
w przeciwienstwie do fazy radialnej melanocyty czerniaka wykazuja aktywno$¢ mitotyczng®.
W sktadniku dermalnym moze by¢ obecna miejscowa odpowiedz zapalna (TIL- ang. tumor
infiltrating lymphocytes, naciek limfocytarny), czasem obserwowane s3 cechy widknienia,
noewaskularyzacja i regresja zmiany!’!. Regresja zwigzana jest z odpowiedzig
immunologiczng gospodarza na nowotwor i charakteryzuje ja miejscowe ograniczenie procesu
nowotworowego przypominajace histologicznie bliznowacenie. Obecno$¢ regresji (ognisk
zaniku zmiany) w badaniu histopatologicznym przejawia si¢ jako cechy zwyrodnienia, zaniku
melanocytow, witoknienie, obecno$¢ naciekow limfohistiocytarnych, melanofagow
(makrofagéw wypetnionych melaning), cech proliferacji i poszerzenia naczyn'’?. Nacieki
limfocytarne oceniane sg w 3-stopniowe;j klasyfikacji: brak nacieku (ang. absent TILs), naciek
ogniskowy, wnikajacy w obrgb guza pomigdzy melanocyty (ang. non-brisk TILs) oraz obfity
naciek limfocytarny (ang. brisk TILs)'">.

Czerniaki guzkowe obserwowane sg najczesciej u oséb w srednim wieku na tutowiu.
Od czerniakow szerzacych si¢ powierzchownie histologicznie r6znig si¢ ostrym
odgraniczeniem od otoczenia. Charakteryzuje je brak fazy wzrostu radialnego i wzrost w formie
gniazd atypowych komodrek w obrebie skory wlasciwej. Czgsto obserwowane jest owrzodzenie,
rzadziej szerzenie pagetoidalne pojedynczych melanocytow do naskorka przylegajacego do
guza*. W skladniku dermalnym najcze$ciej obserwuje si¢ epitelioidne melanocyty. Komorki
guza moga tworzy¢ struktury klonalne lub mie¢ jednorodny charakter. Obserwuje si¢ nacieki
limfocytarne, w ktérych plazmocyty moga stanowi¢ dominujaca komponente. Komorki
potozone glebiej zwykle s mniejszych rozmiardéw niz te zlokalizowane powierzchownie®.

Czerniak wywodzacy si¢ ze zlosliwej plamy soczewicowatej (Lentigo maligna
melanoma) wystepuje w obrebie skéry uszkodzonej przez promieniowanie ultrafioletowe
z cechami elastozy postonecznej i zaniku naskérka (najczesciej na glowie i1 szyi). Lentigo
maligna melanoma charakteryzuje nieostre odgraniczenie, §cienczenie naskorka, utrata sopli
naskorkowych i zwykle wzrost lentiginalny atypowych melanocytow. Wzrost pagetoidalny

obserwuje si¢ w poznej fazie tego typu czerniaka. Melanocyty tworza gniazda w mniejszym
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stopniu niz w przypadku czerniaka szerzgcego si¢ powierzchownie*!7!

. Wyrdznia si¢
nastgpujace typy wzrostu lentigo maligna melanoma: klasyczny, newoidny oraz
przypominajacy znami¢ dysplastyczne. W przypadku klasycznego typu wzrostu obserwuje si¢
ciagla proliferacje atypowych newoidnych i epiteliodnych melanocytow wzdtuz polaczenia
skorno-naskorkowego. Atypowe melanocyty tworza pojedyncze gniazda 1 komorki te
charakteryzuja powiekszone, hiperchromatyczne, nieregularne jadra komorkowe. W przypadku
nieklasycznego typu wzrostu lentigo maligna melanoma cz¢éciej obserwuje si¢ tendencje do
formowania gniazd, ktore moga mostkowa¢ wydtuzone sople naskorkowe. Komorki sktadnika
dermalnego lentigo maligna melanoma obejmuja owalne, mate lub umiarkowanie duze
atypowe newoidne 1 wrzecionowate melanocyty. W czesci przypadkéw komponent dermalny
moze wykazywaé cechy czerniaka desmoplastycznego, w ktorym wrzecionowate komorki
przypominajace fibroblasty rozmieszczone s3 pomiedzy rozbudowanym = zrgbem
tacznotkankowym®,

Czerniak lentiginalny akralny to rzadki typ czerniaka zlokalizowany gtownie na skorze
dystalnych czgéci ciala. W badaniu histologicznym w fazie radialnej wzrostu obserwuje si¢
lentiginalng proliferacje atypowych melanocytow. Poczatkowo sa one rozsiane pojedynczo
w warstwie podstawnej. Najczgsciej obserwowane s3 melanocyty wrzecionowate
o hiperchromatycznych jadrach. Czerniaki akralne w fazie wertykalnej wzrostu przypominaja
czerniaki guzkowe. Wraz z progresja czerniaka dochodzi do tworzenia naciekéw
limfocytarnych, rozsiewu pagetoidalnego melanocytow, nasilenia atypii cytologicznej,
intensywno$ci podziatéw mitotycznych oraz zajecia skory wiasciwej przez proces
nowotworowy*!7!,

Czerniak spitzoidalny (czerniak Spitz) w obrazie histologicznym moze przypominac
znami¢ Spitza, dodatkowo prezentujac asymetrig, wielko§¢ zwykle > 1 cm, nieostre
odgraniczenie, zaj¢cie naskorka, owrzodzenie, szerzenie pagetoidalne melanocytow, obecnosé
nieregularnych, zlewnych gniazd melanocytow?.

Podczas analizy czerniakéw niezbedne jest czesto zastosowanie okreslonych barwien
immunohistochemicznych, takich jak np.: barwienie na keratyng, HMB45, Melan A czy Ki-
67/MIB-143.

W zmianach watpliwych histologicznie pomocna jest metoda FISH (ang. Fluorescence
in situ hybridization) bgdaca badaniem cytogenetycznym stuzagcym do wykrywania
okreslonych fragmentow DNA (najczgsciej wystepujacych mutacji w czerniaku) przy

wykorzystaniu sond molekularnych znakowanych fluorescencynie!’.
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1.8. Czerniak — znane czynniki rokownicze w ocenie histologicznej

Ocena rokowania w czerniaku oparta jest o kryteria the American Joint Committee on
Cancer (AJCC)/Union for International Cancer Control (UICC) z 2018 r. Najistotniejsze
czynniki rokownicze to: grubo$¢ nacieku wg Breslow, obecnos¢ owrzodzenia, obecno$¢ ognisk
mikrosatelitarnych, indeks mitotyczny. Obowigzkowo ocenia si¢ rowniez margines obwodowy
oraz w glebi 1 stopien zaawansowania pT. Pozostate czynniki oceniane warunkowo to: ocena
nacieku limfocytarnego, ocena zajecia naczyn limfatycznych, nerwow, regresji, skala Clarka,
lokalizacja zmiany, obecno$¢ znamienia, typ komorki i podtyp histologiczny. W badaniu
makroskopowym ocenia si¢: wielko$¢ fragmentu skory, wielko$¢ zmiany (w milimetrach), typ
zmiany, zabarwienie, obecno$¢ guzka, marginesy boczne i gleboko§¢ zmiany. Podstawowym
narzgdziem klasyfikacji czerniaka jest skala TNM opracowana przez The American Joint

Committee on Cancer (AJCC). Ocena histologiczna stanowi podstawe klasyfikacji TNM!7,

1.8.1. Typ histologiczny guza
Typ histologiczny guza oceniany jest zgodnie z klasyfikacja Swiatowej

Organizacji Zdrowia z 2018 r*.

1.8.2. Glgbokos$¢ nacieku — skale Breslow i Clark
Glgboko$¢ nacieku w skali Breslowa jest mierzona od najbardziej wyniostego
fragmentu warstwy ziarnistej naskérka lub podstawy owrzodzenia do najgl¢biej potozonej

komorki nowotworowej podstawy guzal!’®,

Grubo$¢ nacieku wg Breslow jest silnym
czynnikiem prognostycznym czerniaka. Zmiany ponizej 1 mm grubos$ci nacieku okreslane sa
jako cienkie czerniaki. Historyczng, mniej doktadng skalg stosowana do przypadku oceny

glebokosci naciekania, jest skala wg Clarka [Tab. 4].

Tab. 4. Poziom naciekania wg Clarka

I. Komorki czerniaka obecne wylacznie w obrebie naskorka.

II. Komorki czerniaka naciekajace warstwe brodawkowatg skory wtasciwej i/lub przydatki.
Komorki nowotworu nie wypetniaja warstwy brodawkowatej 1 nie obejmujg innych warstw
skory wilasciwe;.

III. Komorki czerniaka naciekajace i wypetniajace warstwe brodawkowata skory wiasciwe;,
dochodzace do granicy warstwy brodawkowatej i siateczkowate;.

IV. Naciek przez komorki czerniaka warstwy siateczkowatej skory wlasciwe;.

V. Naciek przez komorki czerniaka tkanki podskorne;.
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W badaniu histopatologicznym oceniania jest rowniez faza wzrostu guza wg Clarka
1 McGoverna (faza wzrostu poziomego - wzrost w fazie $rédnaskorkowej 1 faza guzkowa,

obejmujaca skorg wlasciwa).

1.8.3. Obecno$¢ owrzodzenia

Obecnos¢ owrzodzenia ocenia si¢ wylacznie na podstawie badania mikroskopowego.
Owrzodzenie definiuje si¢ jako peinej grubosci ubytek naskorka powyzej jakiekolwiek czesci
guza pierwotnego, z powigzang reakcja odczynowa gospodarza (wysigkiem, stanem zapalnym).
Obecno$¢ owrzodzenia w stadium T1 czerniaka wystepuje rzadziej (1,7% zmian) niz
w przypadku stadiow T3 (34%) i T4 (53,2%) guza!”’. Obecno$¢ owrzodzenia stanowi
niezalezny czynnik prognostyczny w ,,grubych” czerniakach. Badania Garbe i Kalady nie
wykazaly réznic w rokowaniu w przypadku obecno$ci lub braku owrzodzenia w stadium
T177:178, Maurichi i wsp. wykazali, ze cienkie czerniaki z owrzodzeniem wykazywaty wyzszy
odsetek weztow wartowniczych zajetych przez proces nowotworowy w porownaniu do

nicowrzodziatych guzow!'”.

Badanie Landow 1 wsp. wykazato, ze 16,1% pacjentow
z owrzodziatymi cienkimi czerniakami zmarto w ciggu 10 lat, w poréwnaniu do 2,8% zgondéw

w grupie pacjentdw z czerniakami bez obecnosci owrzodzenia!®,

1.8.4. Liczba figur podziatu (indeks mitotyczny)

Liczba figur podzialu w 1 mm?, w polu o najwickszej liczbie mitoz w inwazyjnym
komponencie guza definiowana jest jako indeks mitotyczny (MI, mitotic index) lub jako
aktywno$¢ proliferacyjna (Ki-67)*. Znaczenie prognostyczne podzialdw mitotycznych przez
dtugi okres czasu byto przedmiotem dyskusji'®!, jednakze badanie Azzola i wsp. w grupie 3661
pacjentéw z czerniakiem w 1 1 2 stopniu zaawansowania wykazalo, ze indeks mitotyczny byt
niezaleznym czynnikiem prognostycznym w czerniaku, bardziej istotnym niz obecno$¢
owrzodzenia. Obecno$¢ >1 mitozy statystycznie istotnie pogarszata rokowanie w pordwnaniu

do braku mitoz!'%%,

Badanie Murali i wsp. wykazalo, Zze obecno$¢ mitoz pogarszala
przezywalno$¢ pacjentdw z czerniakiem!83. W 8 edycji kryteriow AJCC TNM czerniaka indeks
mitotyczny nie zostal wlaczony w kryteria stadium T1, jednakze panel ekspertow AJCC

Melanoma Expert Panel silnie rekomenduje ocen¢ indeksu mitotycznego we wszystkich

przypadkach pierwotnych czerniakow . Czg$¢ badan wykazalo bowiem, Zze aktywnos$¢
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mitotyczna byla zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem obecnos$ci przerzutu w wezle
wartowniczym!8-18,

Melanoma Expert Panel zaleca rutynowe raportowanie informacji dotyczacych guza,
takich jak: indeks mitotyczny, ocena nacieczenia naczyn krwiono$nych, limfatycznych,

nerwoOw oraz cech regresji’.

1.8.5. Przerzuty in-transit, ogniska mikrosatelitarne, ogniska satelitarne

Przerzuty in-transit stanowig przerzuty w obregbie skory i/lub tkanki podskoérne;
zlokalizowane ponad 2 cm od ogniska pierwotnego na drodze do regionalnego splywu
chlonnego'®’. Ogniska satelitarne stanowig widoczne w badaniu klinicznym ogniska
przerzutowe obejmujace skorg i/lub tkanke podskorng zlokalizowane do 2 cm od ogniska
pierwotnego czerniaka!®®, 8 kryteria AJCC definiuja ognisko mikrosatelitarne jako przerzut
w obrebie skory i/lub tkanki podskornej przylegajacy, zlokalizowany glebiej i catkowicie
niepolaczony z ogniskiem pierwotnym czerniaka, z obecno$cig nieobjetym czerniakiem
obszarem zrebu pomiedzy zmiang a przerzutem w badaniu histopatologicznym!84. Obecno$é¢
ognisk mikrosatelitarnych, satelitarnych, przerzutdéw in transit (ognisko zlokalizowane > 2 cm
od ogniska pierwotnego) wigze si¢ z pogorszeniem rokowania!®’.

Obecnos$¢ zmian mikrosatelitarnych, satelitarnych, przerzutow in transit, stopien zaje¢cia

przez proces nowotworowy weziow chtonnych oceniane sa w kategorii ,,N” 8 edycji kryteriow

ajcc'™

1.8.6. Przerzuty w weztach chlonnych

Przerzuty sa konsekwencja rozsiewu nowotworowego czerniaka drogg limfatyczng lub
potencjalnie drogg naczyn krwiono$nych. Mapowanie i biopsja wezta wartowniczego stanowig
rutynowa metode diagnostyczng w czerniakach w stopniu T1b, T2, T3 1 T4 wg 8 kryteriow
AJCC przy klinicznie niepodejrzanych o przerzut regionalnych wezlach chtonnych. Czgsto$é

przerzutow w weztach wartownikach wzrasta wraz ze wzrostem grubosci guza'®*,

1.9. Profilaktyka czerniaka

Profilaktyka pierwotna obejmuje ograniczenie ekspozycji na promieniowanie
ultrafioletowe, unikanie przebywania na Stoncu w godzinach o najwigkszym natg¢zeniu
promieniowania ultrafioletowego UVB (10:00 — 14:00), stosowanie kremow z filtrem

o najwyzszych wskaznikach ochrony przeciwstonecznej SPF 30+, 50+, nakryciu glowy
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(kapelusz z szerokim rondem) oraz uzywanie okularow przeciwstonecznych. Nie zaleca si¢
korzystania z t6zek samoopalajacych. Profilaktyka wtorna obejmuje wczesng diagnostyke
1 leczenie czerniaka poprzez wykonywanie regularnego samobadania znamion, badania
klinicznego 1 dermatoskopowego w gabinecie lekarskim oraz biopsje wycinajaca podejrzanych
zmian. Najistotniejsza metoda profilaktyki czerniaka skory jest unikanie nadmiernej ekspozycji
na promieniowanie stoneczne oraz unikanie ekspozycji na sztuczne zrodta promieniowania
ultrafioletowego (np. z lamp solaryjnych).

Wyniki badan dotyczace roli filtrow przeciwstonecznych sg sprzeczne, jednakze roznice
te moga wynika¢ z licznych zmiennych zakldcajacych wyniki tych badan, takich jak:
nieregularno$¢ stosowania fotoprotekcji, zwigkszony ogdlny czas ekspozycji na
promieniowanie ultrafioletowe, rodzaj preparatu ochronnego i inne. Interesujace jest, ze
badania z lat 70-tych i 80-tych wykazywaly obecno$¢ silnej zalezno$ci migdzy ryzykiem
rozwoju czerniaka a stosowaniem filtrow przeciwstonecznych!% 1°1, Badania przeprowadzane
od poczatku lat 90-tych do chwili obecnej nie wykazaly obecnosci istotnos$ci statystycznej
w tym zakresie!*>1?3, Rozbieznosci w przedstawionych wynikach badan mozna wyjasni¢
faktem, iz w latach 70-tych i 80-tych uzywano filtrow o niskim SPF (ang. Sun Protection Factor
— wskaznik ochrony stonecznej), chronigcych wytgcznie przeciwko promieniowaniu UVB!%3,
Jednakze mimo postepow w rozwoju filtrow przeglad systematyczny badan Silva i wsp.!** nie
wykazal korzysci w postaci redukcji zapadalno$ci na czerniaka przy ich stosowaniu. Autorzy
podkreslaja, iz moze mie¢ to zwigzek ze zbyt rzadka aplikacjg kremu z filtrem, zbyt matg iloscia
stosowanego preparatu, a rowniez z falszywym poczuciem bezpieczenstwa opalania z filtrem
i w konsekwencji dluzszej catkowitej ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe!?>1%,
W profilaktyce pierwotnej zaleca si¢ regularng aplikacj¢ kremu z filtrem co 2 godziny i po
kazdorazowym wyjsciu z wody, unikanie ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe
w godzinach o najwigkszym nastonecznieniu, sztucznych zrodet UV, stosowanie odziezy
ochronnej — odziezy specjalistycznej z filtrem, kapelusza, okularow przeciwstonecznych!®’.
Warto przytoczy¢ wyniki nierandomizowanego badania w populacji niemieckiej, ktérym
objeto ponad 360,000 obywateli powyzej 20 roku zycia zbadanych przez lekarzy rodzinnych
i dermatologéw pod katem oceny znamion barwnikowych. Wykazano zwiekszenie wskaznika
zapadalno$ci na czerniaka okresie objetym pilotazowym screeningiem (2003-2004) w tej
grupie oséb w poréwnaniu do lat 1998-2002 oraz znaczny spadek wskaznika $miertelnosci

198, Przeprowadzanie badan przesiewowych wérod

u mezezyzn 1 kobiet w tym rejonie Niemiec
0s6b z dodatnim wywiadem rodzinnym i/lub osobniczym w kierunku czerniaka i/lub obecnosci

zespotu znamion dysplastycznych wykazato duza skuteczno$¢ screeningu w profilaktyce
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czerniaka!®. Natomiast niepokojace sg ostatnie doniesienia grupy amerykanskiej, ktora
wykazata, ze w grupie ochotnikéw aplikujacych 4 komercyjnie dostepne preparaty (kremy,
mleczka, spreje) z filtrem przeciwstonecznym zawierajace: awobenzon, oksybenzon,
oktokrylen i ekamsul w maksymalnych dawkach, stezenie osoczowe badanych substancji
przekraczalo zakres ich normy w surowicy przewidziany przez agencje¢ The US Food and Drug

Administration (FDA)?%.

1.10. Rola dermatoskopii w diagnostyce zmian barwnikowych, kryteria dermatoskopowe

Za poczatki mikroskopii powierzchniowej skory uwazany jest 1663 rok, kiedy Johan
Christophorus Kolhaus prowadzil obserwacje naczyn krwiono$nych watu paznokciowego przy

201

pomocy mikroskopu="'. W 1878 roku Ernst Abbe poprawit jakos$¢ obrazu poprzez zastosowanie

202

olejku immersyjnego do badania mikroskopowego=’~. W 1893 Paul Gerson Unna zastosowat

immersj¢ podczas badania mikroskopowego powierzchownych warstw skory, wprowadzit

rowniez termin diaskopia?®-2%4

. Termin ,,dermatoskopia” zostal uzyty po raz pierwszy w 1920
r. przez niemieckiego dermatologa Johanna Saphiera?’>. Dermatoskopia (dermoskopia,
mikroskopia epiluminescencyjna) jest nieinwazyjng metoda diagnostyczng, ktéra pozwala
uzyska¢ powickszenie umozliwiajgce ocene skory do potgczenia skorno—naskorkowego®®.,
Zastosowanie dermatoskopii znacznie zwigkszyto czulo$¢ 1 swoisto§¢ badania klinicznego
przeprowadzanego celem rozpoznania czerniaka w porownaniu do badania gotym okiem?°7-2%,
W dermatoskopii wykorzystywane jest najczesciej 10-20 krotne powickszenie z zarowno
spolaryzowanymi, jak i niespolaryzowanymi zrodtami §wiatta 2%

Dermatoskopia jest stosowana w diagnostyce wielu jednostek chorobowych skory,
m.in.: choréb zapalnych (inflammoskopia), zakaznych (entomodermoskopia), wlosoéw
(trichoskopia). Glownym zastosowaniem badania dermatoskopowego, ktére zaczgto
dostrzega¢ w ostatnim 30-leciu XX wieku, jest wczesna diagnostyka zmian nowotworowych
skory, w tym rakéw skory i czerniaka. Dokladno$¢ diagnostyczna czerniaka jest znacznie
wyzsza przy uzyciu metody dermatoskopowej w porownaniu do oceny wytacznie na podstawie
badania klinicznego (czulo$¢ wigksza o 49%, p=0,001)""7. Wykonywanie badania
dermatoskopowego wymaga dokladnego przeszkolenia w zakresie struktur dermoskopowych
1 znajomosci kryteriow ich oceny. Wiele cech dermatoskopowych koreluje z obrazem
histopatologicznym?!®. Dokladno$¢ diagnostyczna jest w duzym stopniu zalezna od
doswiadczenia wykonujacego badanie. W przypadku 0sob nieprzeszkolonych lub o niewielkim

dos$wiadczeniu nie rozni si¢ ona od badania bez uzycia dermatoskopu?®’.
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Celem utatwienia diagnostyki dermatoskopowej wprowadzono szereg algorytmow

stuzacych do diagnostyki zmian melanocytarnych:

1.10.1. Analiza wzorca

Metoda ta zostata opisana po raz pierwszy przez Perhambergera i Steinera w 1987 r.,2!!
wystandaryzowana w 1989 r. i zaktualizowana przez Consensus Net Meeting w 2000 r.212:213,
Zmiany melanocytarne analizowane sg na podstawie ogolnych zasad dermatoskopowych
(analiza globalna) oraz cech szczegdétowych (analiza lokalna) wg tzw. ,alfabetu”
dermatoskopowego. Pierwszy krok w analizie wzorca stanowi okreslenie, czy zmiana jest
melanocytarna, czy niemelanocytarna (analiza globalna). Ocena globalna obejmuje oceng
obecnos$ci wzorca:
- siateczkowatego — najczesciej wystepujacy wzorzec. Siatka barwnikowa obejmuje wigkszos¢
obszaru zmiany. Charakteryzuje ja obecno$¢ cienkich brgzowych linii na jasnobrgzowym tle
- globularnego — liczne, okraglte do owalnych ciatka barwnikowe o zréznicowanym rozmiarze,
koloru brazowego do szaro-czarnego
- typu kostki brukowej — skupisko wigkszych cialek barwnikowych, przypominajacych
,,kamienie brukowe”
- homogennego — rozlany obszar o jednolitym zabarwieniu (brgzowy, szaro-niebieski, szaro-
czarny, czerwono-czarny), pozbawiony siatki lub  innych cech lokalnych
- wybuchu gwiazdy — rozchodzace si¢ promieniscie na obwodzie zmiany wypustki
- wielosktadnikowego — wzorzec obejmujacy min. 3 rdézne struktury dermatoskopowe
w obrebie pojedynczej zmiany
- rownoleglego — dotyczy zmian zlokalizowanych na dtoniach i podeszwach
- zatokowego — obecno$¢ okragtych do owalnych homogennych obszarow barwy czerwonej do
fioletowej 1 czarnej, odgraniczonych od siebie
- niecharakterystycznego — obraz niespecyficzny dermatoskopowo, gdy struktury nie da si¢
skategoryzowa¢ do zadnej z ww. grup
Obecnos¢: siatki barwnikowej, globul, kostki brukowej, kropek sugeruje melanocytarny
charakter zmiany. Znami¢ blgkitne charakteryzuje niebieskie zabarwienie. Brak ww. cech
wskazuje, iz zmiana jest niemelanocytarna?!3-214,

W analizie wzorca cechg globalng zwigzang z najwicksza warto$cig predykcyjng dla
czerniaka jest komponent wielosktadnikowy, podczas gdy wzorce: globularne, kostki
brukowej, homogenne, wybuchu gwiazdy cechuja zwykle tagodne zmiany melanocytarne.

W zakresie struktur lokalnych: atypowa siatka barwnikowa, nieregularne wypustki
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promieniste, struktury regresji wykazuja najwigksze powigzanie z czerniakiem, kolejno nieco
mniejsze: nieregularne kropki/globule, nieregularne plamy oraz niebiesko-bialy ,,welon”.
Typowa siatka barwnikowa, regularne kropki/globule, regularne wypustki 1 plamy sa
powigzane z fagodnymi zmianami melanocytarnymi?®?.

Zmiany niemelanocytarne, takie jak np.: witokniaki twarde, raki
podstawnokomorkowe, choroba Bowena, naczyniaki, ziarniniaki naczyniowe, krwotoki
srodnaskorkowe, stoneczne plamy soczewicowate czy brodawki tojotokowe diagnozowane sg
w oparciu o osobne kryteria. Lokalna ocena dermatoskopowa obejmuje:

- siatke barwnikowg — w zmianach fagodnych najczgsciej siatka jest rownomierna, cienka na
obwodzie, koloru jasnobragzowego. Atypowa siatka, mogaca wystepowac¢ w czerniakach jest
ciemna (bragzowa, czarna, szara), ostro odcigta, pogrubiata.

- pseudosiatke

- kropki i ciatka skupione — ostro odgraniczone, zwykle okragle do owalnych, o zréZznicowanym
rozmiarze, bragzowe, szare

- smugi barwnikowe — struktury linijne o ciemnym zabarwieniu, niezwigzane z siatka (ang.
radial streaming, pseudopodia)

- przebarwienia — ograniczony obszar o wzmozonym zabarwieniu koloru bragzowego, szarego
lub czarnego o zmiennej grubosci

- odbarwienia — ograniczony obszar o zmniejszonej pigmentacji

- obszary regresji — obszar o bialym, biato-niebieskim do niebieskiego zabarwieniu, mogacy
przypominac¢ blizng, klinicznie trudny do rozréznienia od ,,welonu”

- objaw ,,welonu” - obszar o zabarwieniu biato-niebieskim, szaroniebieskim

- struktury naczyniowe — obecno$¢ atypowych naczyn np. typu spinki do wtosow, kropek,
nieregularnych, mleczno-czerwonych obszaréw moze sugerowac¢ rozpoznanie czerniaka
Pozostate kryteria obejmuja:

- cysty typu pseudotorbieli rogowej — owalne bialo-zolte struktury

- ujscia pseudomieszkow — zotte, brazowe, czarne dobrze odgraniczone struktury

- egzofityczne struktury brodawkujace — uniesione zmiany oddzielone kryptami

- czerwone zatoki

- czerwono-fioletowe zatoki

- struktury przypominajace liScie klonu — palczaste ogniska koloru bragzowego, szarego, ksztattu
lisci klonu

- centralne biate plamy
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- struktury typu ,kota ze szprychami” — obszar centralnego zageszczenia z promieniscie
odchodzacymi smugami

Obecnos¢ siatki barwnikowej, skupisk globul, wypustek, wzorca homogennego
niebieskiego lub rownoleglego wskazuje na melanocytarny charakter zmiany. Atypowa siatka,
nieregularne rozmieszczenie kropek lub wypustek, niebiesko-biaty welon, regresja moga by¢
oznakami czerniaka. Ocena wzorca jest najczes$ciej stosowang metoda w celu ustalenia

doktadnosci diagnostycznej czerniaka?!>.

1.10.2. Reguta ABCD

Reguta ABCD byta pierwszym algorytmem dermoskopowym, opublikowanym w 1994
r. przez Wilhelma Stolza i wsp., obejmujacym nastepujace kryteria: asymetrig, granice, kolor
zmiany 1 struktury dermatoskopowe. Na podstawie ww. kryteriow obliczany jest TDS (ang.
total dermoscopy score), ktory umozliwia kategoryzowanie zmian w zaleznosci od
prawdopodobienstwa ich zto$liwego charakteru?!22!4216 Akronim ABCD obejmuje:
A (ang. asymmetry) - asymetria: zmiana dzielona jest przez 2 prostopadte osie, pod katem 90
stopni. Asymetria dotyczy konturu, oceniane sg kolory i struktury po kazdej ze stron osi.
Asymetria oceniania jest w skali 0-2,
B (ang. border) - granica (odgraniczenie): ostre odcigcie/tagodne, stopniowe przejscie siatki na
obwodzie. Zmiana dzielona jest na 8 segmentdéw (ocena w skali 0-8)
C (ang. colour) - kolor: bialy, czerwony, jasnobrazowy, ciemnobrazowy, niebiesko-szary,
czarny — obecno$¢ kazdego koloru to 1 punkt (skala 1-6)
D (ang. dermatoscopic structures) - struktury dermatoskopowe (réznicujace) obejmuja:
obszary bezstrukturalne, siatke barwnikowa, rozgat¢zione smugi, kropki, grudki ,,ciatka”. Za

obecno$¢ kazdej z ww. cech przyznawany jest 1 punkt (skala 1-5)

Poszczegodlne kryteria A,B,C,D nalezy pomnozy¢ przez wspolczynniki: A x 1,3, Bx 0,1, C x

0,5, D x 0,5 celem obliczenia TDS (ang. fotal dermoscopy score).

Pierwotnie ustalono wspotczynnik 5,46 jako warto§¢ graniczng. Zmiany wysoko podejrzane
0 proces nowotworowy pierwotnie obejmowaty TDS 5,46-8,9, w poOzniejszym okresie
dodatkowo wlaczono do zmian podejrzanych zmiany, ktorych TDS miescil si¢ w zakresie od
4,75 do 5,45. Regula ABCD powinna by¢ stosowana wylacznie do wykwitow

melanocytarnych. Czuto$¢ i specyficzno$¢ tej metody wynoszg kolejno: 90,3% i 92,8%217213,
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1.10.3. Algorytm CASH
Nazwa algorytmu CASH jest akronimem pierwszych liter stow:
C (ang. colour) — kolor: 1 punkt przyznawany jest za obecno$¢ kazdego z kolorow:
jasnobrazowego, ciemnobragzowego, czarnego, czerwonego, bialego, niebieskiego (1-6)
A (ang. architecture) — nieporzadek architektoniczny (0-2 punkty)
S (ang. symmetry) — symetria: ksztalt zmiany i struktury dermoskopowe w obrebie zmiany (0
— 2 punkty)
H (ang. homogeneity) — homogenno$¢ zmiany: 1 punkt za obecno$¢ kazdej ze struktur:
kropki/globule, smugi palczaste, niebiesko-biaty welon, obszary regresji (obszary o szarym
zabarwieniu z/bez obecno$ci pepperingu — ,ziaren pieprzu”), bezstrukturalne obszary
zajmujace > 10% powierzchni zmiany, naczynia polimorficzne (w tym typu kropek
1 nieregularne linijne).

Obliczany jest Total CASH Score (TCS), ktorego punkty mieszcza si¢ w przedziale od
2 do 17. Wynik 8 i powyzej wykazuje 98% czuto$¢ i 68% specyficznos¢ dla rozpoznania

czerniaka (8 punktow stanowi punkt odciecia)?!®.

1.10.4. Metoda 7-punktowa
W 1998 r. Giuseppe Argenziano wprowadzil metode 7-punktowa, ktora obejmuje
kryteria wigksze 1 mniejsze (kazde spetnione kryterium stanowi 1 punkt). 3 punkty i wigcej
sugeruja zmian¢ o charakterze czerniaka.
Kryteria wigksze:
1. Atypowa siatka barwnikowa (brazowa, czarna, szara, nieregularna)
2. Objaw ,,welonu”

3. Nieprawidlowy wzorzec naczyn (naczynia typu kropek, nieregularne linie)

Kryteria mniejsze:
1. Nieregularne wypustki (ang. radial streaming, pseudopodia)
2. Nieregularne kropki i ciatka skupione
3. Nieregularne plamy
4. Obszary regresji

Za kazde z kryteridow gtownych (wickszych) przyznawane sa 2 punkty, za kazde z kryteriow

mniejszych po 1 punkt. Wynik 3 i wiecej wskazuje na diagnoze czerniaka ztosliwego?2°.
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1.10.5. Metoda Menziesa

W tej metodzie oceniana jest obecno$¢ cech ,negatywnych” (wykluczajacych)
1 ,,pozytywnych” (potwierdzajacych). W pierwszej kolejnosci oceniana jest symetria zmiany
1 jej kolor — zmiany symetryczne i o jednolitym zabarwieniu uznawane s3 za lagodne
1 wykluczane z dalszej analizy. Pozostate zmiany oceniane sa pod katem obecnos$ci cech
potwierdzajacych. Aby zmiana mogta by¢ klasyfikowana jako podejrzana dermatoskopowo
(potencjalnie mogaca odpowiada¢ czerniakowi) zadne z 2 kryteriow negatywnych nie moze
by¢ spetnione, zmiana musi spetnia¢ przynajmniej 1 z 9 kryteriow potwierdzajacych??!.
Cechy negatywne, wykluczajace w zmianie:
- symetria wzorca barwnikowego (nie wymaga symetrii ksztaltu)
- obecno$¢ wylacznie jednego koloru (czarny, szary, niebieski, czerwony, jasnobrazowy,
ciemnobrazowy)
Cechy pozytywne, potwierdzajace w zmianie:
- wielobarwno$¢ — kolory czarny, szary, niebieski, ciemnobragzowy, jasnobragzowy, czerwony
(5-6 kolorow)
- liczne brazowe kropki
- liczne niebiesko-szare kropki przypominajace ziarna pieprzu
- obwodowo utozone czarne kropki lub ciatka skupione
- objaw niebiesko-biatawego ,,welonu”
- biale obszary typu blizn (odbarwienia bliznopodobne)
- poszerzenie siatki barwnikowe;j
- pseudopodia (nieregularne, asymetryczne)
- smugi promieniste (asymetryczne)

Czuto$¢ 1 specyficzno$¢ tej metody wynosza odpowiednio: 92% 1 71%.

1.10.6. Chaos i wzory

W metodzie ,,chaos i wzory”???

zmiany oceniane s3 pod katem obecnosci ,,chaosu” struktur
1 barwy oraz okreslonego wzoru (przynajmniej jeden z wymienionych ponizej obecny):
Obwodowe obszary bezstrukturalne

Grube siateczkowate lub rozgatezione linie

Szare lub niebieskie struktury

Czarne kropki lub grudki — utozone obwodowo

Linie promieniste lub pseudopodia — utozone segmentalnie

A

Biale linie
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7. Naczynia roznoksztaltne (polimorficzne)

8. Linie rownolegle: grzebienie (lokalizacja: dlonie i podeszwy)

1.10.7. Metoda 3 - punktowa
W 2003 r. podczas Virtual Consensus Net Meeting on Dermoscopy (CNMD) ustalono
prosty algorytm, pozwalajacy rozr6zni¢ zmiany nowotworowe (np. posta¢ barwnikowa raka
podstawnokomorkowego, czerniak) od tagodnych zmian barwnikowych. W metodzie 3-
punktowej ocenie podlegaja: obecnos$¢ asymetrii, atypowej siatki barwnika i niebiesko-biatych
struktur. Obecno$¢ ponad jednego kryterium sugeruje rozpoznanie czerniaka??,
1. Asymetria — obecno$¢ asymetrii struktury i/lub koloru w jednej lub dwoch osiach
zmiany. Ksztalt konturu zmiany nie ma wplywu na jej symetri¢
2. Atypowa siatka — siatka barwnikowa o pogrubiatych liniach i o nieregularnym
rozmieszczeniu
3. Niebiesko-biale struktury — obecno$¢ koloru bialego i/lub niebieskiego w obrgbie
zmiany np. niebiesko-bialego welonu, obszaru blizny, struktur regresji takich jak
peppering (struktury ziaren pieprzu)

Metoda 3 — punktowa jest metoda o do$¢ wysokiej czulo$ci i umiarkowanej
specyficznosci. Od  wyzej wymienionych regul istnieja  odstepstwa, ktorych
scharakteryzowanie wykracza poza zakres niniejszego opracowania. Scharakteryzowane
powyzej algorytmy oceny dermatoskopowej w wigkszosci przypadkow nie znajduja
zastosowania w lokalizacjach szczego6lnych (na skoérze dtoni, stop, owlosionej skorze glowy,
twarzy, blonach $luzowych), w ktorych obowigzuja odmienne kryteria i zasady oceny. Kazdy
pacjent oceniany jest indywidualnie, celem oceny wzorca znamion typowego dla danego
chorego. W przypadku, gdy oceniania zmiana skorna melanocytarna rézni si¢ od pozostatych
— tzw. ,,brzydkie kaczatko”, jest poddawana biopsji wycinajgcej®?*.

Wykazano, ze wiele cech dermatoskopowych znamion i czerniaka koreluje z cechami
histologicznymi. Obecnos$¢ siatki barwnikowej w dermatoskopii koresponduje z proliferacja
melanocytarng o charakterze laczacym, gléwnie lentiginalnym. Obecno$¢ duzych globul
w dermatoskopii, histologicznie odpowiada duzym dermalnym lub naskorkowym gniazdom
melanocytarnym??>22°, Znamiona o wzorcu globularnym histologicznie wykazujg wzrost
w skorze wilasciwej lub obecnos$¢ duzych taczacych gniazd. Wykazano ponadto, ze cechy
dermatoskopowe koreluja z obecnoscig niektérych mutacji: znamiona o wzorcu globularnym

istotnie czgsciej wykazuja ekspresje BRAFV6YE niz znamiona o wzorcu siatki??’.
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W przypadku konieczno$ci monitorowania zmian stosowana jest wideodermatoskopia,
ktéra pozwala na zarejestrowanie i porOwnanie w czasie obrazéw dermatoskopowych.

W niejednoznacznych przypadkach zdjgcia dermatoskopowe zmian moga by¢
przesylane drogg elektroniczng i konsultowane (teledermatoskopia).

Refleksyjna mikroskopia konfokalna in vivo (ang. in vivo reflectance confocal
microscopy, RCM) to nieinwazyjna metoda, pozwalajaca na ocen¢ skory w czasie
rzeczywistym in vivo z rozdzielczo$cig na poziomie komorkowym??%22°. Umozliwia ona
zobrazowanie tkanek z dokladno$cia poréwnywalng z badaniem histopatologicznym do
glebokosci goérnej czgsci warstwy siateczkowatej skory oraz jej przydatkow (maksymalna
gleboko$¢ obrazowania to ok. 200 — 300 um). Mikroskopia konfokalna jest stosowana m.in.
w celu diagnostyki watpliwych klinicznie i dermatoskopowo zmian, pomiaru granic guza przed
planowanym zabiegiem operacyjnym, oceny wznowy miejscowej oraz oceny skutecznos$ci
leczenia rakow skory metodami niechirurgicznymi. Szczegdlnym wskazaniem do oceny zmian
melanocytarnych w mikroskopii konfokalnej sa jasno wybarwione zmiany, ktére nie wykazuja
zadnych specyficznych kryteriow klinicznych i dermatoskopowych. Mikroskopia konfokalna
pozwala na redukcje wskaznika stosunku usunietych zmian tagodnych do czerniakow. RCM
oprocz klasycznego zastosowania w diagnozowaniu czerniaka i raka podstawnokomorkowego,

stosuje si¢ w kontroli leczenia chordb zapalnych skory.

Tab. 5. Czulo$¢ i swoistos¢ poszczegodlnych algorytméw stosowanych w diagnostyce

czerniaka?®>.

Analiza wzorca 100% 87,7%
Reguta ABCD 96,3% 70,4%
Algorytm CASH 98% 68%
Metoda 7-punktowa | 96,3% 72,8%
Metoda Menziesa 92% 71%

W ostatnich latach postep jaki dokonat sie¢ w zakresie rozwoju tzw. sieci neuronowych,
umozliwil stworzenie algorytmu rozpoznawania obrazéw przedmiotdw/zmian skornych.
W przypadku czerniaka zlozone systemy dokonuja analizy tysiecy przypadkdéw obrazéw
dermoskopowych zmian skérnych, nastgpnie opracowywane sg algorytmy réznicowania zmian
tagodnych od nowotworowych. W badaniu Esteva i wsp. sieci neuronowe dokonaty analizy

129,450 obrazéw zmian skornych, z nastgpowym poréwnaniem wynikoOw ocenianych zmian
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przez specjalistow dermatologii do§wiadczonych w analizie zmian dermoskopowych?. | Sieci
neuronowe” dokonywaty diagnostyki zmian skornych na poziomie zblizonym do ekspertow
dermatoskopii. Interesujace sa wyniki badania Haenssle i wsp., w ktérym wykazano, ze
w przewazajacej czesci przypadkow czutos¢ i specytficzno$¢ sieci neuronowych w diagnostyce
czerniaka bylta wyzsza niz dos§wiadczonych dermoskopistéw. Podsumowujac, algorytm ,,sieci
neuronowych” moze w przysztosci stanowi¢ uzyteczne narzedzie pomocnicze w diagnostyce

czerniaka?3!,

Fot. 1 Przyktadowy obraz kliniczny a) i dermatoskopowy b) czerniaka

a) Zmiana barwnikowa zlokalizowana w okolicy mig¢dzylopatkowej z widocznym
w obszarem hipopigmentacji na obwodzie zmiany

b) widoczna asymetria struktur barwnikowych, obecno$¢ niebiesko-bialych struktur oraz
licznych globul na obwodzie zmiany.

i

50



1.11. Leczenie czerniaka
1.11.1. Leczenie chirurgiczne czerniaka

Leczenie chirurgiczne jest postgpowaniem z wyboru w przypadku zmian podejrzanych
o czerniaka skory. Zgodnie z obowigzujacymi w Polsce wytycznymi Polskiego Towarzystwa
Dermatologicznego (PTD)?*?, w leczeniu czerniaka zaleca sie biopsje wycinajgca skory
z powierzchowna warstwa tkanki tluszczowej z 1-2 mm marginesem skory niezmienionej
chorobowo. Zabieg wykonuje si¢ w znieczuleniu nasickowym. Podtuzna linia cigcia powinna
by¢ zgodna z podtuzng osig ciata, rownolegle do sptywu naczyn chtonnych, za wyjatkiem
twarzy, gdzie cigcie powinno si¢ odbywac zgodnie z liniami estetycznymi. Dopuszczalne jest
pobranie materialu do badania metoda odciskowa (ang. imprint cytology) w przypadku
rozleglych 1 owrzodziatych zmian, nie zaleca si¢ natomiast chirurgii Mohsa. Celem
zapewnienia dobrego efektu kosmetycznego, wykonywane jest cigcie eliptyczne w proporcjach
3:1 (dtugos¢ : szeroko$¢). Ciecie tkanki powinno obejmowaé obszar do powierzchownej, ale
nie glebokiej powiezi mig$niowej?3>233234 Po uzyskaniu potwierdzenia histologicznego
rozpoznania czerniaka, zaleca si¢ poszerzenie marginesu wyciecia (radykalne wycigcie ogniska
pierwotnego, ,,docigcie blizny”’). W przypadku czerniaka in situ jest to obszar 5-10 mm (5 mm
wg aktualnych wytycznych PTD); w przypadku czerniaka pT1 grubosci < 1.0 mm: 1 cm (pT2);
1.01-2 mm grubos$ci: margines 1-2 cm; pT3, 2.01-4 mm: 1-2 cm; pT4 >4 mm: 2 cm (wg PTD
<2mm-1 cm; >2 mm-2 cm). Wytyczne AJCC z 2018 6smej edycji American Joint Committee
on Cancer (AJCC) w kwestii marginesu wycig¢cia nie ulegly zmianie w pordwnaniu do
wytycznych z 2008 r., za wyjatkiem czerniaka in sifu, gdzie zaleca si¢ poszerzenie marginesu
do 5-10 mm?*,

Regionalne wezly chionne s3 najczestsza lokalizacja przerzutdéw u pacjentow
z czerniakiem. Ocena regionalnych weztow chionnych pozwala na oceng procesu
zaawansowania choroby oraz wybor odpowiedniej metody leczniczej. Mapowanie i biopsja
wezta wartownika jest zabiegiem o niskim odsetku powiktan pozabiegowych (<5%). Odsetek
dodatnich weztéw wsrdd pacjentow w grupie o stopniu zaawansowania Tla wynosi <5%, 5-
12% w T1b i ponad 50% w stadiumT4b. Wytyczne ASCO-SSO (American Society of Clinical
Oncology—Society of Surgical Oncology) zalecaja biopsj¢ wezla wartownika u pacjentéw
z pierwotnymi ogniskami czerniaka o grubosci >1.0 mm. Zaréwno wytyczne ASCO-SSO, jak

i wytyczne National Comprehensive Cancer Network (NCCN) zalecajg, aby u pacjentow
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z czerniakami T1b (<0.8 mm z owrzodzeniem lub 0.8-1.0 mm z lub bez owrzodzenia) rozwazy¢

biopsje wezta wartowniczego?S.

1.11.2. Niechirurgiczne metody leczenia czerniaka skory

Przez wiele lat leczenie chirurgiczne bylo jedyna metoda terapeutyczng stosowang
w leczeniu czerniaka. W ostatnich latach, z uwagi na znaczny rozwdj wiedzy dotyczacy
patogenezy czerniaka i immunologii tego nowotworu, doszto do rozwoju wielu opcji
terapeutycznych u pacjentow w zaawansowanym stadium czerniaka 1 przypadkach
nieresekcyjnych. Nowoczesne metody terapeutyczne obejmuja immunoterapie, ktora zwigksza
stopien odpowiedzi immunologicznej gospodarza (obejmuje ona terapi¢ inhibitorami antygenu
limfocytéw cytotoksycznych T —anty-CTLA-4 i zaprogramowanej $mierci komorki anty—PD1)
oraz terapie celowane molekularnie (inhibitory szlaku BRAF/MEK)?*¢237. U pacjentow po
resekcji ogniska pierwotnego decyzja co do ewentualnego wdrozenia terapii adjuwantowe;
zalezy od stopnia zaawansowania usunigtej zmiany, ogdlnego stanu zdrowia i wieku pacjenta

oraz obecnosci chordéb wspétistniejacych.

Tab. 6. Niechirurgiczne metody leczenia czerniaka skory — aktualnie dostgpne metody
lecznicze i metody w fazie badan klinicznych?’.

Chemioterapia:
Dakarbazyna

Temozolomid
Elektrochemioterapia

Immunoterapia:
Interferon alfa-2b/peginterferon alfa-2b

Interleukina 2

Tymozyna alfa 1

Anty-CTLA-4 np. ipilimumab

Anty-PD1 np. niwolumab, pembrolizumab

Inne: Ontak (hamujacy limfocyty T regulatorowe), Talimogen laherparepvec (T-VEC,
wirus onkolityczny),

W stadium badan klinicznych: durvalumab, CK-301, avelumab, atezolizumab, szczepionka
gp100, resekwimod, komorki CAR-T- adoptywny transfer limfocytéw T

Leczenie celowane:

Inhibitor BRAF np. wemurafenib, dabrafenib, encorafenib

Inhibitor RAF np. sorafenib
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Inhibitor MEK np. trametynib, kobimetynib
Inhibitor c-KIT np. imatynib, nilotinib, dasatinib, sunitinib
Inhibitor VEGF np. bewacizumab — badania kliniczne

Inhibitor $ciezki PI3K-AKT-mTOR: PI-103, rapamycyna, BKM120, GSK2636771,
INCBO050465, IP1-549, MK2206, ewerolimus, temsirolimus— badania kliniczne
Inhibitor $ciezki CDK ribociclib, abemaciclib, palbociclib

Inhibitor ErbB4

1.11.2.1.Chemioterapia

Stosowana w leczeniu czerniaka skoéry przez wiele lat chemioterapia wykazywala
niewielka skuteczno$¢ terapeutyczng. Chemioterapeutyk alkilujacy dakarbazyna, zostata
w 1975 r. zatwierdzona przez FDA do leczenia czerniaka. W badaniu Serrone i wsp., $redni
czas odpowiedzi w przypadku chemioterapii wynosit 5-6 miesigcy, obiektywny wskaznik
odpowiedzi 20%, a catkowity wskaznik odpowiedzi 5%, Analog dakarbazyny temozolomid,
podawany doustnie, wykazuje podobng skuteczno$¢ co dakarbazyna®’®, jednakze lek ten
przenikajac przez barier¢ krew-mozg, ma potencjalny wptyw na prewencje przerzutow do

centralnego uktadu nerwowego?*

. Uwaza sig, ze w grupie pacjentow z przerzutami do mézgu
zastosowanie temozolomidu w monoterapii lub w potaczeniu z radioterapia moze zwigkszy¢
przezywalno$¢ w tej grupie chorych?®. Czg$¢ pacjentdéw poddawanych chemioterapii moze
jednak wytwarza¢ mechanizmy opornos$ci na leczenie®*’. Aktualnie uwaza si¢, ze stosowanie
chemioterapii powinno by¢ ograniczone do sytuacji ratunkowych, w przypadku niepowodzenia

leczenia ukierunkowanego molekularnie i immunoterapii®*®.

1.11.2.2.Immunoterapia

Immunoterapia poprawia odpowiedZz immunologiczng u pacjentow z czerniakiem -
przyktady lekow immunostymulujacych wymienione sg w Tabeli 6. Aktualnie immunoterapia
zwigzana jest glownie z zastosowaniem przeciwcial anty- PD-1 (niwolumabu
1 pembrolizumabu) w monoterapii lub w skojarzeniu z przeciwcialami anty-CLA4. Terapi¢
anty-PD1 cechuja znaczne odsetki odpowiedzi klinicznych (siegajace 50%), przy przezyciach
rocznych na poziomie 70-80%. Cz¢$¢ pacjentdw z zaawansowanymi czerniakami leczonych
anty-PD1 wykazuje dlugotrwalg korzy$¢ kliniczna. Anty-PD1 wykazuja mniejsza od
ipilimumabu toksycznos¢, przy wigkszej skutecznosci?*!.

Ipilimumab jest lekiem blokujacym receptory CTLA-4 limfocytéw T. To pierwszy lek,
po zastosowaniu ktorego wykazano zwigkszenie wskaznika przezywalno$ci u pacjentow

z czerniakiem przerzutowym. W 2011 r. zostat on zarejestrowany przez FDA jako lek II rzutu
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w leczeniu zaawansowanego czerniaka w przypadku jego oporno$ci na terapi¢ przeciwciatami
anty-PD-1%#2, Ipilimumab wykazuje niewielki odsetek obiektywnych odpowiedzi na leczenie
(na poziomie 11-19%), 2-letni wskaznik catkowitych odpowiedzi wynosi ok. 24% 1 jest on
wigkszy niz w przypadku dakarbazyny. Dlugotrwale korzysci ze stosowania tego leczenia
obserwowane sg u ograniczonej liczby chorych (20-25%), jednak zastosowanie tego leku wigze
sie z najdluzszymi przezyciami catkowitymi na poziomie 10 lat>*2. Korzy$¢ z leczenia
obserwowana jest jednakze dopiero po 3-4 miesigcach terapii tym lekiem. Dziatania
niepozadane ipilimumabu zwigzane s3 z reakcjami autoimmunologicznymi, reakcjami
skornymi, biegunkami, hepatotoksyczno$cig, niedoczynnos$cig przysadki i tarczycy?*.
Ipilimumab nie powinien by¢ podstawowym rodzajem immunoterapii, gdyZ przynosi gorsze
wyniki niz przeciwciata anty-PD1 (niwolumab lub pembrolizumab) przy gorszym profilu
bezpieczenstwa?32,

Wykazano, ze terapia laczona niwolumabem (anty-PD-1) i ipilimumabem (anty-CTLA-
4) charakteryzuje si¢ wigksza skutecznoscig niz monoterapia anty-CTLA-4 w zakresie przezy¢
calkowitych 1 przezycia wolnego od progresji, jednak przy nasilonych dzialaniach
niepozadanych. Terapia ipilimumabem wykazywata wigksza czegstos¢ wystepowania
mediowanych immunologicznie dziatan niepozadanych niz niwolumab. Nie wykazano
zadowalajacych korzysci u pacjentow leczonych poczatkowo anty-PDI, nastgpnie

ipilimumabem?*,

1.11.2.3. Terapia celowana molekularnie

Terapia celowana, skierowana jest na okreslone mechanizmy patogenetyczne czerniaka
(leczenie ukierunkowane molekularnie) np. $ciezke BRAF/MEK. Przyktadami inhibitorow
BRAF s3 wemurafenib i dabrafenib?**2#°, Inhibitory BRAF indukujg szybka regresje zmian
przerzutowych w czerniaku, w badaniu RECIST wykazano 50-60% pozytywnych odpowiedzi

klinicznych u pacjentéw z czerniakiem?*

. Wemurafenib jest doustnym inhibitorem BRAF
o wysokiej selektywnosci wobec zmutowanego receptora BRAF. Wykazal on korzys¢
kliniczng w leczeniu pacjentow z obecnoscia mutacji BRAF, nie zaobserwowano
zadowalajgcej odpowiedzi klinicznej u chorych bez obecnosci tej mutacji*®. Wemurafenib jest
stosowany jako lek z wyboru w grupie pacjentow z mutacja BRAF. Wemurafenib zostal w
2011 zatwierdzony przed FDA 1 jest zarejestrowany do leczenia chorych na zaawansowane
czerniaki z obecnoscig mutacji BRAF. W badaniu III fazy $redni okres wolny od progresji

wynosil 5,1 miesigcy w przypadku dabrafenibu i 5,3 miesiecy w przypadku wemurafenibu?4’-

248
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Pomimo, iz pacjenci z mutacja BRAFY®? wykazuja korzy$¢ z leczenia inhibitorami
BRAF/MEK, z uplywem czasu wszyscy chorzy wykazuja progresje guza poprzez wytworzenie
mechanizméw opornosci na lek®¥’. Najczestsze dzialania niepozadane zwigzane z terapig
wemurafenibem obejmuja: istotng toksyczno$¢ skorng, ostabienie, hepatotoksycznosé, tysienie,
bole stawowe?*. Dzialania niepozadane wemurafenibu czgsto wymagaja redukcji dawki leku.
Sposrod skornych dziatan niepozadanych mozna wymienié: reakcje fotonadwrazliwosci,
osutki, nadmierne  rogowacenie, zmiany brodawkowate, rogowiaki 1  raki

kolczystokomorkowe?3% 251

. WyzZej wymienione dziatania niepozadane wystgpuja rowniez
w przypadku zastosowana inhibitorow RAF, takich jak sorafenib®!. W badaniu trzeciej fazy
18% pacjentow leczonych sorafenibem rozwinglo raka kolczystokomorkowego i/lub
rogowiaka kolczystokomorkowego (zaobserwowano nieco mniejszy odsetek zmian
nowotworowych niz w przypadku terapii dabrafenibem)?**2!. Raki kolczystokomorkowe
w przypadku inhibitoréw RAF pojawiaja si¢ szybko (mediana 8 tygodni), najczesciej w obrebie
skory z cechami uszkodzenia stonecznego i sg dobrze zroznicowane*°. Pomimo, iz najczesciej
wystepujacymi  nowotworami w  przypadku terapii inhibitorami BRAF sg raki
kolczystokomdrkowe, opisano rozwdj nowych ognisk pierwotnych czerniaka w trakcie terapii
tg grupg lekow?>2,

Inhibitor MEK trametynib, wykazuje skuteczno$¢ u chorych z przerzutowym
czerniakiem z mutacja BRAF i NRAS. Zastosowanie leczenia taczonego inhibitorami
BRAF i MEK pozwala na osiagniecie wickszych wskaznikéw odpowiedzi bez zwigkszenia
toksyczno$ci®>3.

Aktualne, najczesciej stosowane metody lecznicze zaawansowanego czerniaka
obejmuja: chemioterapi¢, immunoterapi¢ oraz terapi¢ celowang, jednakze kazda z tych metod
wigze si¢ z obecnoscig czgsto istotnych dzialan niepozadanych. Niepetne wskazniki
odpowiedzi klinicznych oraz wytwarzane mechanizmy opornosci wskazuja na potrzebe
dalszego rozwoju nowych metod leczenia tego nowotworu. Pomimo znacznego wydtuzenia
przezywalno$ci pacjentow z czerniakiem przez wyzej wymienione metody lecznicze,

w dalszym ciggu efekty leczenia tej jednostki chorobowej nie s3 w petni zadowalajace.

1.11.2.4. Potencjalna rola lekow dziatajgcych na receptory estrogenowe w leczeniu czerniaka

Dobos i wsp. wykazali, ze 2-metyloestradiol, metabolit estradiolu wykazuje dziatanie
hamujgce na proliferacje linii komoérkowych czerniaka?4. Utrata c-Myc stanowita gtéwny
mediator dziatania antyproliferacyjnego pobudzenia receptoréw GPER. Wysokie stezenie

biatka c-Myc w komoérkach guza hamuje ekspresje prezentujacych antygen HLA/MHC?3,
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aktywujac ekspresj¢ PD-L1, co sprawia, iz komorki guza stajg si¢ mniej ,,widoczne” dla uktadu
immunologicznego. W badaniu Natale 1 wsp. indukowany GPER-spadek poziomu biatka c-
Myc, doprowadzit do wzrostu biatka HLA/MHC, spadku poziomu PD-L1 i zwigkszone]
podatnoSci na immunoterapi¢. W badaniu wykazano, ze agonista G-1 wykazuje dziatanie
hamujace na wzrost guza u myszy. G-1 wykazywat dziatanie hamujace na rozwoj czerniaka
niezaleznie od limfocytéw T CD4 + 1 CD8+. Badanie wykazato, ze zastosowanie agonisty
GPER w modelu mysiego czerniaka spotegowalo przeciwnowotworowe dziatanie
immunoterapii anty-PD-1!48. Wykazano, iz poza specyficznymi agonistami, receptor GPER
moze by¢ aktywowany przez tamoksifen i 4-hydroksytamoksifen'*®. Tamoksifen byt
stosowany w leczeniu czerniaka w skojarzeniu z chemioterapig. Tamoxifen blokuje kanaly
wapniowe, uwrazliwiajac pacjentOw na stosowang chemioterapie. Wyniki badan dotyczace
skuteczno$ci leczenia zaawansowanego i przerzutowego czerniaka tamoxifenem w monoterapii
i w polaczeniu z chemioterapiag sa niejednoznaczne®°. Meta-analiza badan wykazata, ze
dotagczenie tamoksifenu do chemioterapii zaawansowanego czerniaka byto bardziej skuteczne
niz sama chemioterapia w zakresie catkowitego 1 czeSciowego wskaznika odpowiedzi,
z wigkszg korzy$cig obserwowang u kobiet. Poprawa wskaznikéw odpowiedzi nie byla jednak
powigzana ze spadkiem $miertelno$ci ocenianej po 1-2 latach. Wyniki meta-analizy badan
sugerowaty, ze biorac pod uwage wskaznik catkowitych odpowiedzi i §miertelno$ci pacjentow
oraz toksyczno$¢ tamoksifenu, zastosowanie tego leku moze nie by¢ korzystne. Autorzy

256

podkreslili jednak konieczno$¢ przeprowadzenia dalszych badan w tym zakresie*°. Wykazano,

ze endoksifen hamuje wzrost komorek czerniakowych u myszy?>’.

1.12. Obserwacja po leczeniu

Czerniak jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworéw o silnym potencjale
przerzutowym. Nowotwor ten przerzutuje najczesciej do skory, phluc, mozgu, jelita
cienkiego?>8. Czesto$¢ wykonywania badan kontrolnych jest zalezna od czasu, jaki uptynat od
momentu wycigcia ogniska pierwotnego nowotworu oraz stopnia zaawansowania zmiany.
Szczegdtowy zakres czgstoSci wykonywania poszczegdlnych badan laboratoryjnych
i obrazowych precyzuja wytyczne Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego. Nalezy
podkresli¢, ze istotnym elementem kontroli lekarskiej pacjentoéw z rozpoznanym czerniakiem
jest badanie catej skory chorego. U chorych z wywiadem czerniaka poza ogniskami wznowy
miejscowej 1 zmianami przerzutowymi, poszukuje si¢ nowych ognisk czerniaka, ktoére w tej

grupie chorych wystepuja czeséciej niz w populacji ogdlnej. Istotnym elementem pozwalajacym
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okresli¢ rokowanie, jak i czestos¢ wykonywania badan kontrolnych jest ocena czynnikow
rokowniczych na podstawie badania histologicznego (takich jak grubos$¢ nacieku, czy indeks
mitotyczny). Ocena czynnikOw prognostycznych stanowi niezbednga czg$¢ badania
histopatologicznego, gdyz od ich wartosci zalezy dobdr odpowiedniej metody leczniczej.
Istnieje jednak wiele zmian melanocytarnych o niepewnym potencjale ztosliwosci, co moze

implikowa¢ koniecznos$¢ poszukiwania nowych czynnikéw prognostycznych w czerniaku.
1.13. Wstep — podsumowanie i uzasadnienie celu badan

Wykazane w przytoczonych badaniach epidemiologicznych réznice w zapadalnosci
1 umieralno$ci z powodu czerniaka w zalezno$ci od plci, wieku i statusu hormonalnego
sugeruja, ze udziat hormondéw ptciowych i ich receptoréw w tworzeniu zmian melanocytarnych
moze by¢ niedoceniony. Do tej pory, pomimo licznych danych epidemiologicznych
wskazujacych na protekcyjng role hormondéw zenskich w patogenezie czerniaka, wyniki badan
naukowych miaty ograniczong warto$¢ z uwagi na fakt, iz badano gtéwnie receptory klasyczne.
Liczne badania z lat 80-tych i 90-tych, oceniajace ekspresje receptoréw w zmianach
melanocytarnych nie wykazaly ich roli w patogenezie czerniaka. Wyniki tych badan moga
zaleze¢ od mniejszego niz obecnie stopnia zaawansowania technik oraz nieuwzgledniania
podtypdéw receptoréw estrogenowych. Dopiero badanie deGiorgi!*® z 2011 r., w ktorym
zaobserwowano, ze niskie warto$ci ekspresji jadrowej receptora estrogenowego beta sg
zwigzane z wigkszg gruboscia nacieku wg Breslow rzucity nowe $wiatto na postrzeganie roli
hormonoéw 1 ich receptorow w czerniaku skory. Receptor GPER jest w ostatnich kilku latach
przedmiotem intensywnych badan w kontek$cie patogenezy rdéznych procesow
nowotworowych. Jak dotad nie przeprowadzono badan poréwnujacych ekspresje receptorow
estrogenowych alfa, beta, GPER 1 progesteronowych pomig¢dzy grupa znamion, znamion
dysplastycznych i1 czerniakow. W literaturze dostepne jest jedno badanie wegierskie, ktore
wykazato ekspresje receptoréw GPER w 41 sposrod 81 badanych czerniakow. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w badaniu 38 pacjentek stanowity kobiety w ciazy, a ekspresje receptora GPER
umezczyzn 1 kobiet niebedacych w cigzy wykazano tylko u 27,9% badanych. W przytoczonym
badaniu jednakze wykazano umiarkowana, wylacznie cytoplazmatyczng ekspresje tego
receptora'®. W literaturze brak jest dostepnych badaf oceniajgcych ekspresje receptorow
estrogenowych 1 progesteronowych w zmianach melanocytarnych w polskiej populacji.
Wskazana jest ocena ekspresji receptorow hormonalnych w zmianach melanocytarnych

w konteks$cie danych klinicznych, w niebadanej dotychczas w tym zakresie populacji polskie;.
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2. CELE I ZALOZENIA PRACY:

Celem przeprowadzonych badan byla:

1. ocena ekspresji receptorow estrogenowych alfa, beta, GPER oraz progesteronowych
w melanocytach 1 keratynocytach czerniaka ztosliwego skory, znamion barwnikowych
1 znamion dysplastycznych u kobiet w okresie reprodukcyjnym, w wieku

pomenopauzalnym oraz u m¢zczyzn w odpowiednich grupach wiekowych.

2. ocena zalezno$ci pomigdzy ekspresja receptorow estrogenowych (alfa, beta, GPER)
1 progesteronowych, a danymi klinicznymi pacjentow (takimi jak: wiek, pte¢, BMI),
stopniem zaawansowania czerniaka (ocena ewentualnej wartosci prognostycznej ekspresji
receptoréw) oraz cechami histologicznymi (grubo$cig nacieku, obecno$cia mitoz,

owrzodzenia)

3. ocena ekspresji receptoréw estrogenowych i progesteronowych w keratynocytach
1 melanocytach réznych typéw zmian melanocytarnych oraz melanocytach

1 keratynocytach zdrowej skory marginesu czerniaka

Uwzgledniajac powyzsze cele badawcze, badanie podzielono na dwa etapy.

a) w pierwszym etapie oceniono ekspresj¢ receptorow estrogenowych (alfa, beta, GPER)
1 progesteronowych w réznych typach zmian melanocytarnych (w znamionach
barwnikowych, znamionach dysplastycznych i czerniakach) oraz w marginesie zdrowe;j
skory usunietych zmian.

b) w drugim etapie, z uwagi na ograniczong liczbe¢ doniesien literaturowych w tym
zakresie (1 badanie immunohistochemiczne poréwnujace czerniaki zwigzane
1 niezwigzane z cigza) oceniono ekspresje receptora GPER w tkankach czerniakéw
me¢zczyzn 1 kobiet w wieku reprodukcyjnym i okresie pomenopauzalnym oraz

marginesie zdrowej skory usunigtych zmian.
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3. MATERIALY I METODY:
3.1. Charakterystyka badanej grupy pacjentow

Badang grupg¢ stanowili pacjenci Kliniki Dermatologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, kobiety i mezczyzni w rdznych grupach
wiekowych, ktérzy na podstawie wywiadu lekarskiego, badania  klinicznego
i dermatoskopowego zostali poddani zabiegowi usunie¢cia zmiany skoérnej (znamienia
barwnikowego, znamienia dysplastycznego lub czerniaka). Pacjenci, po wyrazeniu pisemne;j
zgody na udziat w badaniu, wypetnili kwestionariusz ankiety dotyczacy danych podstawowych,
czynnikow ryzyka rozwoju zmian melanocytarnych oraz elementow wywiadu osobniczego
i rodzinnego w kierunku ewentualnych zaburzen endokrynologicznych 1 chordb
nowotworowych. Kwestionariusz ankiety obejmowatl 30 pytan otwartych oraz zamknigtych,
w tym 8 pytan dotyczacych wywiadu ginekologiczno-endokrynologicznego u kobiet.

W pierwszym etapie badania analizie poddano 73 zmiany skérne — 25 znamion
barwnikowych, 24 znamiona dysplastyczne 1 24 czerniaki skory. Zmiany zakwalifikowano do
ww. grup na podstawie wyniku badania histopatologicznego. Dokonano oceny ekspresji
receptoréw alfa, beta, GPER oraz progesteronowych w tkankach zmian skornych, jak
1 w zdrowej skérze marginesu chirurgicznego zmian.

W drugim etapie grupe czerniakow rozszerzono o dodatkowe 30 przypadkow. Oceniono
w nim 54 zmiany o charakterze czerniaka pod katem ekspresji receptora GPER w obrgbie

tkanek nowotworu, jak i marginesu zdrowej skory.

3.2. Material biologiczny

Zmiany skoérne zostaly wyciete w calosci z marginesem zdrowych tkanek zgodnie
z obowigzujacymi w Polsce standardami postgpowania w zmianach podejrzanych o czerniaka
skory (biopsja wycinajaca). Wycigty fragment skory zostat utrwalony w formalinie i zatopiony
w parafinie celem wykonania standardowego badania histopatologicznego. U pacjentow
z potwierdzonym czerniakiem wykonano procedur¢ docigcia blizny. Dodatkowo u pacjentéw
kwalifikujacych si¢ do tego badania wykonano biopsje wezta wartowniczego.

Materiat diagnostyczny zatapiany byl w kostce parafinowej, nast¢gpnie krojony na 3 pm
skrawki naciggane na szkielka silanizowane. Preparaty parafinowe zostatly odparowanie (3
zmiany ksylenu w temperaturze 60 stopni Celsjusza, pierwsza zmiana — 10 min. w 3%

roztworze H202 w celu zablokowania endogennej peroksydazy). Preparaty byty nast¢pnie
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wyplukane w wodzie destylowanej i inkubowane z buforem 7BS przez ok. 5 min. Preparaty

zostaty nastepnie odmaskowane w tazni wodnej w temp. 97 st. C (wedtug zataczonej tabeli).

Tab. 7. Odczynniki wykorzystane w badaniu

Przeciwciato Klon Rodzaj i Producent  Rozcienczenie Czas Odmaskowanie
pochodzenie przeciwciata inkubacji z
przeciwciata przeciwcialem
Estrogenowe 6F11 monoklonalne = Leica 1:100 30 min. bufor
alfa mysie cytrynianowy pH
6,0
Estrogenowe NR3A2 monoklonalne = Novus 1:50 30 min. bufor
beta mysie cytrynianowy pH
6,0
GPER GPR30 monoklonalne = Novus 1:50 30 min. bufor
krolicze cytrynianowy pH
6,0
Progesteronowe | PgR636 | monoklonalne | Dako 1:100 60 min. bufor
mysie cytrynianowy pH
6,0

Po odmaskowaniu preparatéw natozono Ultra Vision Protein Block (Thermo Scientific), na ok.
5 min. w temperaturze pokojowej w komorze wilgotnej. Nastepnie natozono przeciwciato
pierwotne (wedlug zataczonej tabeli) i inkubowano w temperaturze pokojowej w komorze
wilgotnej przez okreslony czas (wedtug zalaczonej tabeli). Nadmiar przeciwciata odptukano
roztworem 7BS 1 natozono na 20 min. post antibody blocking for Bright Vision plus
(BrightVision+Goat anti-mouse/rabbit HRP, zestaw ImmunoLogic). Nastepnie preparat
inkubowano w temperaturze pokojowej, w komorze wilgotnej przez 30 min. Nadmiar
odczynnika odptukano buforem 7BS, natozono DAB Quanto (Thermo Scientific) inkubowano
w temperaturze pokojowej, w komorze wilgotnej przez 3-8 min. Nadmiar odczynnika zostat
nastepnie odplukany woda destylowana, a preparat podbarwiono hematoksyling (7hermo
Scientific). Preparaty odwodniono przeprowadzajac szereg 3 zmian alkoholu i ksylenu
w rosnacych stezeniach i zamknigto szkietkiem nakrywkowym (CYTOSEAL firmy Thermo
Scientific).

3.3. Analiza ekspresji receptorow

W niniejszej rozprawie dokonano oceny ekspresji receptorow estrogenowych (ERa, Erf,
GPER) oraz progesteronowych w nastepujacych komoérkach:

- w melanocytach i1 keratynocytach czerniaka skory, znamion barwnikowych i dysplastycznych

- w melanocytach oraz keratynocytach marginesu chirurgicznego zdrowej skory
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- w sebocytach gruczotéw tojowych i komoérkach gruczotow potowych

Ekspresja danego receptora zostata oceniona metodami immunohistochemicznymi i wyrazona
jako odsetek wybarwionych jader komoérkowych i/lub cytoplazmy 1 mm? W przypadku
receptorow jadrowych (estrogenowych alfa i beta, progesteronowych) dokonano oceny
ekspresji jadrowej, w przypadku receptora btonowego GPER dokonano oceny ekspresji
cytoplazmatycznej i jadrowej. Jedynie jednoznaczne barwienie jadrowe lub cytoplazmatyczne
byto uwazane za dodatnie. Wynik oceniany byt przez 2 niezaleznych obserwatorow, nastgpnie

usredniany.

3.4. Najistotniejsze dane oceniane w badanych grupach

Najistotniejsze dane, ktdre byty oceniane w badanych grupach przedstawiajg tabele 8 1 9.

Tabela 8. Elementy charakterystyki badanej grupy, sporzadzonej na podstawie odpowiedniego
kwestionariusza (wypelnianego wspolnie przez lekarza i1 pacjenta podczas wywiadu
internistycznego i dermatologicznego)

Dane ogdlne:
- BMI
- Wiek
- Ple¢
Dane dotyczace typu skory i stopnia uszkodzenia postonecznego, m.in.:
- Fototyp skory wg Fitzpatricka
- Liczba znamion
- Obecnos$¢ innych zmian skornych (takich jak raki skory)
- dominujaca lokalizacja znamion barwnikowych (tuléw, konczyny, jednorodna
dystrybucja znamion)

Wywiad ginekologiczny u kobiet:
- liczba cigz, porodow, poronien

- cykl miesieczny (regularno$¢, czas trwania, data pierwszej i ostatniej miesigczki)

- aktualny status ginekologiczny (obecno$¢ cigzy, wiek rozrodczy, menopauzalny,
pomenopauzalny)

- trudnosci poloznicze w przesztosci

- leczenie hormonalne: antykoncepcja hormonalna, hormonalna terapia zast¢pcza, inne
(obecnie, w przesztosci)

- wywiad rodzinny (w tym choroby nowotworowe)

Wywiad internistyczny i dermatologiczny u kobiet i m¢zczyzn:

- choroby towarzyszace

- immunosupresja

- leki przyjmowane na state (w tym hormonalne u m¢zczyzn obecnie 1 w przesztosci)

- wywiad nowotworowy
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- wywiad ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe (promieniowanie stoneczne, sztuczne
zrédla promieniowania ultrafioletowego)

- wywiad oparzen slonecznych

Ocena kliniczna i histopatologiczna usunig¢tej zmiany skorne;j:

- lokalizacja

- typ histologiczny zmiany

- w przypadku czerniaka: zmiana de novo, czerniak wywodzacy si¢ ze znamienia
barwnikowego

- w przypadku czerniaka: typ czerniaka, ocena w skali Clarka, Breslowa, obecnos¢
owrzodzenia, regresji, faza wzrostu, indeks mitotyczny, naciek naczyn krwionos$nych,
chtonnych, nerwow

Tabela 9. Charakterystyka grupy badanej — cechy oceniane w badaniu dermatoskopowym

Charakterystyka dermatoskopowa znamion u danego pacjenta

- dominujacy obraz dermatoskopowy znamion (wzorzec siatki, globularny, homogenny,
dwuskladnikowy, znamiona z globulami rosngcymi symetrycznie obwodowo)

Charakterystyka dermatoskopowa usunigtej zmiany

- obecnos¢ asymetrii globul

- pogrubienie siatki barwnikowej

- asymetria struktur dermoskopowych

- obecno$¢ niebiesko-biatego ,,welonu”

- zageszczenie struktur na obwodzie zmiany

- obecnos¢ 3-koloréw w obrebie zmiany

- obecno$¢ pseudopodidw (wypustek na obwodzie zmiany)

- obecno$¢ atypowych naczyn krwiono$nych

- obecno$¢ pepperingu (szarych kropek)

- obecnos¢ biatych linii

- obecno$¢ szarych homogennych obszaréw globularnych

- obecno$¢ obszardw przypominajacych blizny (ang. chrystalline structures)

- obecno$¢ wysp zageszczonej siatki

- obecno$¢ pogrubiatych linii

- obecnos¢ struktur romboidalnych

- obecno$¢ pseudolakun

- zmiana morfologii dermoskopowej w czasie w badaniu wideodermatoskopowym

3.5. Analiza statystyczna

Zmienne jako$ciowe zostaly wyrazone jako liczebnos$ci i odpowiadajace im procenty,
gdy zmienne iloSciowe wyrazono jako mediany, kwartyle oraz $rednie i odchylenia
standardowe. Z uwagi na fakt, iz ekspresj¢ receptoréw wyrazono jako procentowy wskaznik

ekspresji zastosowano testy nieparametryczne. Korelacje badanych cech histologicznych
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z ekspresja receptorow zakresie ekspresji receptorow oceniono za pomocg korelacji rang
Spearmana. Wplyw zmiennych dychotomicznych na ekspresje receptorow oceniono testem
U Manna-Whitneya z powodu matej liczebno$ci obserwacji w grupach. W przypadkach
istotnosci testow U Manna-Whitneya uzyto testow post-hoc. W przypadku pordwnan ekspresji
receptoréw pomi¢dzy trzema grupami zmian barwnikowych wykorzystano test ANOVA rang
Kruskala-Wallisa. Testem Wilcoxona poréwnano ekspresj¢ receptorow pomiedzy tkanka
zmiany melanocytarnej a marginesu zdrowej skory. Wartos$ci p ponizej 0,05 byta uznano jako
istotne statystycznie dla testow dwustronnych. Wszystkie obliczenia wykonano za pomoca

programu STATISTICA, wersja 12 (StatSoft®, Poland).
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4. WYNIKI

4.1. Ogolna charakterystyka pacjentow bioracych udzial w badaniu

W pierwszym etapie badania oceniono zmiany barwnikowe (znamiona barwnikowe,
znamiona dysplastyczne oraz czerniaki), pochodzace od 25 mezczyzn i1 48 kobiet. 30 kobiet
objetych badaniem byto w okresie rozrodczym (w tym 4 w okresie potogu, 2 w cigzy), 18
w okresie pomenopauzalnym. Sposrod 73 badanych osob przewazaly osoby zamieszkujace
miasta powyzej 500.000 mieszkancow (60,27% badanych) — Tabela 10. Wigkszo$¢ badanych

(57,53%) miato wyksztatcenie wyzsze, szczegétowe dane przedstawia tabela 11.

Tab. 10. Charakterystyka grupy badanej ze wzgledu na miejsce zamieszkania

wies 15 (20,55%)
miasto do 20.000 mieszkancow 4 (5,48%)
20.000 - 100.000 8 (10,96%)
100.000 - 500.000 2 (2,74%)
powyzej 500.000 44 (60,27%)

Tab. 11. Charakterystyka grupy badanej ze wzgledu na poziom wyksztatcenia

Podstawowe 2 (2,74%)
Zawodowe 6 (8,22%)
Srednie 23 (31,51%)
Wyzsze 42 (57,53%)

Sredni wiek badanych wynosit 61,87 lat, mediana 65 lat (minimum 26 — maksimum 94 lata).

4.2. Charakterystyka znamion barwnikowych obecnych u badanej populacji pacjentow

Analizujac fototyp skoéry badanej populacji w skali Fitzpatricka, u 26 badanych
stwierdzono fototyp I (35,62%), u 41 fototyp II (56,16%), u 6 fototyp III (8,22%). W badane;j
grupie [Tabela 12] u 18 0s6b (24,66%) liczba znamion na skorze calego ciata miescila sig
w przedziale 0-15, u 9 pacjentow (12,33%) wynosita od 16 do 30, u 16 badanych (21,92%) od
31 do 50, u 25 (34,35%) od 51 do 100, a u 5 0s6b (6,85%) powyzej 101 znamion.
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Tab. 12. Catkowita liczba znamion na ciele w grupie badanych pacjentow

Liczba znamion Liczba  badanych

(odsetek badanych)
0-15 18 (24,66%)
16 -30 9(12,33%)
31-50 16 (21,92%)
51-100 25 (34,25%)
101 i wigcej 5 (6,85%)

U 31 pacjentow (42,47%) wykazano najwicksza liczbe znamion na tutowiu, u 5 (6,85%)
na konczynach, u 37 (50,68%) znamiona roztozone byly réwnomiernie na tulowiu
1 konczynach.

U 64 0s6b (87,67%) dominowaty znamiona o dermatoskopowym wzorcu siatki, u 45
(61,64%) o wzorcu dwusktadnikowym, u 12 (16,44%) o wzorcu globularnym, u 8 (10,96%)
o wzorcu homogennym. U cz¢$ci badanych pacjentow dominowaly dwa typy wzorca
dermatoskopowego. 11 (15,07%) badanych wykazato obecno$¢ licznych znamion rosngcych
symetrycznie obwodowo, co odpowiadato symetrycznie rozmieszczonym globulom na
obwodzie zmian w badaniu dermatoskopowym.

Ponadto u 7 badanych wykazano obecno$¢ plam soczewicowatych, u 5 rakéw
podstawnokomoérkowych, u 1 raka kolczystokomorkowego — zmiany te stanowig
odzwierciedlenie uszkodzenia postonecznego skory. U 9 badanych wykazano obecno$¢
naczyniakow, u 4 znamion biekitnych, u 3 brodawek tojotokowych, u 1 badanego wykazano
obecno$¢ wtokniakow twardych, u 1 obecne byto duze znamig¢ wrodzone.

Jeden pacjent byt w trakcie leczenia immunosupresyjnego. U 3 sposrdd pacjentdw
z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku czerniaka zdiagnozowano znamiona
dysplastyczne, u 2 czerniaki.

Okoto 74% ankietowanych podato w wywiadzie usunigcie zmiany skornej

w przesztosci.

4.3. Charakterystyka usuni¢tych zmian skornych

W pierwszym etapie badania dokonano oceny 73 zmian skornych:
- 25 znamion barwnikowych
- 24 znamion dysplastycznych

- 24 czerniakow
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Szczegotowa charakterystyke usunietych zmian przedstawia ponizszy wykres:

Wykres 1. Charakterystyka usuni¢tych zmian skornych.

Znamiona barwnikowe ztozone
16,44%

Znamiona
barwnikowe
faczace

17.8%

Czerniaki
32.9%

Znamiona Znamiona
dysplastyczne dysplastyczne
faczace ztozone
2,74% 30,14%

Sposrod usunigtych zmian 51 (69,86%) bylo zlokalizowanych w okolicach
eksponowanych na promieniowanie ultrafioletowe, 22 (30,14%) w okolicach
nieeksponowanych na promieniowanie ultrafioletowe. Na wykresie 2 przedstawiono

szczegOlowa lokalizacj¢ usunigtych zmian melanocytarnych.

Wykres. 2. Lokalizacja usunig¢tych zmian skornych (o$ pionowa - odsetek zmian w danej
lokalizacji).
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4.4. Przyczyny podjecia decyzji o usuni¢ciu zmiany skornej przez badanych pacjentow

W kwestionariuszu ankiety badani zostali poproszeni o zaznaczenie powodu, z jakiego
zdecydowali si¢ usungé zmiane skorng. Na ponizszym wykresie przedstawiono powody

usunig¢cia zmian skornych przez chorych.

Wykres 3. Powod usunigcia zmiany skorne;j.

Zalecenie lekarskie

Obawa pacjenta przed rozwojem nowotworu
Zmiana wielko$ci zmiany

Zmiana zabarwienia zmiany

Lokalizacja zmiany

Wzgledy estetyczne

Krwawienie zmiany

Owrzodzenie zmiany

10 20 30 40 50 60

(o]

m Liczba badanych

4.5. Wybrane, najczesciej obserwowane cechy dermatoskopowe zmian skornych

Przed usunieciem, kazda zmiana skoérna zostala poddana ocenie dermatoskopowej.
Tabela 13 przedstawia cechy dermatoskopowe usunigtych zmianach skornych. W Tabeli 13
przedstawiono cechy obecne w badaniu dermatoskopowym z uwzglednieniem podzialu na

poszczegolne typy zmian barwnikowych.

Tabela 13. Cechy dermatoskopowe 73 zmian skornych.

Liczba zmian  Odsetek zmian
wykazujacych ~ wykazujacych

dana ceche dana ceche
Asymetria struktur 58 79,45%
Pogrubienie siatki 47 64,38%
Asymetria globul 34 46,58%
Niebiesko-biaty welon 28 38,36%
Atypowe naczynia 18 24,66%
Obecnos¢ 3 kolorow w obrebie zmiany 17 23,29%
Pseudopodia 15 20,55%
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Biale linie 12 16,44%
Zageszczenie siatki na obwodzie zmiany 11 15,07%
Wyspa barwnika 11 15,07%
Peppering 8 10,96%
Niejednorodne ogniska zageszczenia siatki 8 10,96%
Pogrubiate linie 5 6,85%
Blizna 5 6,85%
Pseudolakuny 3 4,11%
Biate kropki 3 4,11%
Struktury romboidalne 3 4,11%
Nadzerka 2 2,74%
Zmiana morfologii w czasie 13 17,81%
(wideodermatoskopia)

Tabela 14. Porownanie cech dermatoskopowych badanych znamion barwnikowych, znamion
dysplastycznych i czerniakow.

Cecha dermatoskopowa/Liczba zmian wykazujacych Znamiona Znamiona Czerniaki
dana ceche barwnikowe  dysplastyczne
Asymetria globul na obwodzie zmiany 15 11 8
Pogrubienie siatki barwnikowej na obwodzie zmiany 16 16 15
Asymetria struktur 17 20 21
Obszary niebiesko-biate 8 4 16
Zaggszczenie siatki na obwodzie zmiany 3 2 6
obecnos¢ 3 kolorow w obregbie zmiany 2 3 12
Obecnos¢ pseudopodiow 7 5 3
Obecnos¢ atypowych naczyn w obrebie zmiany 3 6 9
Peppering 0 2 6
Biate linie 2 3 7
Wyspa (zageszczenie) barwnika 2 2 7
Pseudolakuny 0 0 3
Biate kropki 2 1 0
Pogrubiate linie 2 1 2
Blizna 0 1 4
Wywiad zmiany w czasie 5 7 1

4.6. Charakterystyka badanej populacji uwzgledniajaca ocen¢ czynnikow ryzyka

Tabela 15. Elementy wywiadu osobniczego obecne w grupie 73 badanych pacjentow

Cecha Odsetek badanych pacjentow
Dodatni wywiad rodzinny w kierunku czerniaka skory  11%
Dodatni wywiad w kierunku oparzen stonecznych 47,95%
Stopien ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe 17,81% wysoki
52,05% $redni

30,14% niski
Dodatni wywiad w kierunku korzystania z solarium 65,75%

Czestotliwos¢ korzystania z solarium - 1,37% czeste
- 9,59% umiarkowanie czeste
- 23,29% rzadkie
Kontrola znamion 68,5% kontrola znamion u dermatologa
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9,59% samodzielna kontrola znamion

Zaburzenia hormonalne 23,29% (w tym 8,33% kobiet zespot
policystycznych jajnikow)
Choroby towarzyszace 26,03% nadci$nienie tetnicze

4,11% obecnos¢ nowotworu
Dodatni wy\yiad rodzinny w kierunku choroby 54,8%
nowotworowej
Sposrod badanej grupy 73 pacjentow:
- 8 pacjentow miato dodatni wywiad rodzinny w kierunku czerniaka skory, co stanowi ok. 11%
badanych.
- 47,95% ankietowanych miato dodatni wywiad w kierunku oparzen stonecznych
w przesztosci.
- 17,81% ocenito swdj poziom ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe jako wysoki,
52,05% jako $redni, 30,14% jako niski.
- 65,75% badanych negowalo korzystanie z solarium w przesztosci, 23,29% badanych
korzystato z solarium rzadko, 9,59% umiarkowanie, 1,37% czesto.
- 9,59% badanych kontrolowato znamiona samodzielnie, 68,5% u dermatologa.
- 17 (23,29%) wykazywato zaburzenia endokrynologiczne. 4 kobiety (8,33% kobiet) byty
leczone z powodu zespotu policystycznych jajnikow.
Sposréd chorob towarzyszacych w populacji badanej najczesciej wystepowato
nadci$nienie tetnicze (19 badanych, 26,03%). 3 osoby wykazywaly obecnos¢ nowotworu, a 40
0s6b miato dodatni wywiad rodzinny w kierunku choroby nowotworowej (54,8%). Tabela 16

przedstawia najczesciej wystepujace nowotwory w rodzinach badanych pacjentow.

Tab. 16. Wywiad rodzinny w kierunku nowotworow — charakterystyka czgstosci
wystepowania poszczegolnych nowotworow

Typ nowotworu Liczba badanych Odsetek badanych
Rak przewodu pokarmowego 17 23,29%
Rak uktadu oddechowego (krtan, pluco) 11 15,07%
Czerniak 8 10,96%
Nowotwor drog rodnych 5 6,85%
Rak piersi 4 5,48%
Nowotwor gruczotu krokowego, jadra 4 5,48%
Bialaczka 4 5,48%
Rak trzustki 3 4,11%
Bialaczka 4 5,48%
Nowotwor drog moczowych 2 2,74%
Rak tarczycy 1 1,37%

Sposrod 73 badanych minimum jeden lek zazywato przewlekle 53,42% badanych, w
tym 15,07% leki hormonalne aktualnie i 27,4% w przesztosci. Trzy osoby sposréd badanych
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zazywajacych leki hormonalne zauwazyly powigkszanie si¢ zmian barwnikowych w trakcie
terapii hormonalnej, trzy zmiang ich koloru. Osiem sposrod 48 kobiet stosowato antykoncepcje
w trakcie trwania badania. Dwie kobiety podawaly zmian¢ zabarwienia znamion w okresie
stosowania antykoncepcji hormonalnej, jedna zmiane wielko$ci znamion, pige¢ kobiet
zaobserwowalo pojawienie si¢ nowego znamienia. Pig¢ kobiet zglosito zmiang zabarwienia

znamion w trakcie cigzy w przeszto$ci, a cztery zmiang wielko$ci znamion.

4.7. Ekspresja receptorow estrogenowych i progesteronowych w znamionach
barwnikowych, dysplastycznych i czerniakach

W niniejszej rozprawie, w pierwszym etapie badania dokonano oceny ekspresji
receptor6w  hormonalnych (estrogenowych 1 progesteronowych) w melanocytach,
keratynocytach znamion barwnikowych, znamion dysplastycznych i czerniakéw. Ponadto
oceniono ekspresje wyzej wymienionych receptorow w gruczotach potowych i tojowych oraz
w skorze otoczenia zmian (margines zdrowej skory z otoczenia wycigtej chirurgicznie zmiany).

Ekspresje receptoréw progesteronowych wykazano wylacznie w jednej ocenianej
zmianie o charakterze znamienia dysplastycznego (jedynie 5% badanych komodrek znamienia
wykazalo obecno$¢ barwienia na progesteron).

W badaniu nie wykazano roznic w ekspresji receptora estrogenowego alfa
w keratynocytach, melanocytach i gruczotach (fojowych, potowych) pomi¢dzy znamionami
barwnikowymi, znamionami dysplastycznymi a czerniakami.

W oceniane] grupie wykazano obecnos$¢ statystycznie istotnych réznic w ekspresji
receptora estrogenowego beta w melanocytach otoczenia zmiany pomig¢dzy znamionami
barwnikowymi 1 znamionami dysplastycznymi, ekspresja receptora beta byla wyzsza
w otoczeniu znamion dysplastycznych (mediana 90% vs 100%, p=0,046). Keratynocyty
czerniakéw 1 znamion dysplastycznych wykazaty réznice w ekspresji receptora estrogenowego
beta — ekspresja byla nizsza w grupie czerniakoéw (mediana 80% vs 90%, p=0,021). Nie
wykazano roéznic w ekspresji receptora estrogenowego beta pomi¢dzy melanocytami trzech
typow zmian barwnikowych.

Wykazano istotne statystycznie rdéznice w ekspresji receptora GPER pomiedzy
znamionami dysplastycznymi a czerniakami w zakresie melanocytéw tkanek zmian
melanocytarnych jadrowo i cytoplazmatycznie oraz melanocytow marginesu zmian. Ekspresja
byla nizsza w czerniakach niz w znamionach dysplastycznych (odpowiednio: p=0,02, p=0,036).

Wykazano rowniez istotne statystycznie rdznice w ekspres;ji receptora GPER w melanocytach
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marginesu znamion barwnikowych w stosunku do marginesu czerniakow (p=0,021). Ekspresja
receptora GPER byla nizsza w otoczeniu czerniakow niz w tkance marginesu znamion
barwnikowych. Interesujacg obserwacja bylo wykazanie réznic w ekspresji receptora GPER
pomiedzy znamionami barwnikowymi i dysplastycznymi w obrebie sasiadujacych ze zmianami
gruczoldw potowych i tojowych. Ekspresja byla nizsza w gruczotach tkanki otaczajacej
znamiona barwnikowe (p=0,025, p=0,027). Szczegdlowe statystyki przedstawiajg tabele 17-
19.

Tab. 17. Wartos$ci p dla testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla r6znic w ekspresji receptorow
hormonalnych pomigdzy znamionami barwnikowymi, znamionami dysplastycznymi
a czerniakami. *- wartosci istotne dla p<0,05

Ekspresja receptora p

o w keratynocytach marginesu 0,22

o w keratynocytach zmiany barwnikowej 0,21

o w melanocytach marginesu 0,31

o w melanocytach zmiany barwnikowej 0,91

o w gruczolach potowych 0,15

o w gruczotach tojowych 0,19

B w keratynocytach marginesu 0,48

B w keratynocytach zmiany barwnikowej 0,015*
 w melanocytach marginesu 0,037*
B w melanocytach zmiany barwnikowej 0,58

B w gruczotach potowych 0,71

B w gruczotach tojowych 0,64
GPER w keratynocytach marginesu 0,82
GPER w keratynocytach zmiany barwnikowe; 0,09
GPER w melanocytach marginesu 0,0004*
GPER w melanocytach zmiany barwnikowej cytoplazmatycznie = 0,015*
GPER w melanocytach zmiany barwnikowej jadrowo 0,041*
GPER w gruczotach potowych 0,014*
GPER w gruczotach tojowych 0,027*

Tab. 18. Wartosci p dla testu post-hoc do testu Kruskala-Wallisa, *wartosci istotne dla
p<0.05.

Ekspresja receptora Porownanie znamion Poréwnanie znamion Poréwnanie znamion
barwnikowych barwnikowych dysplastycznych
1 znamion 1 czerniakow - 1 czerniakow - wartos¢
dysplastycznych - warto$¢ p p
warto$¢ p

a w keratynocytach marginesu | 0,99 0,37 0,49

o w keratynocytach zmiany 0,99 0,41 0,39

barwnikowe;j

o w melanocytach marginesu 0,99 0,57 0,84

o w melanocytach zmiany 0,99 0,99 0,99
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barwnikowe;j

o w gruczotach potowych

o w gruczotach tojowych

B w keratynocytach marginesu
B w keratynocytach zmiany
barwnikowe;j

B w melanocytach marginesu

B w melanocytach zmiany
barwnikowe;j

B w gruczotach potowych

B w gruczotach tojowych
GPER w keratynocytach
marginesu

GPER w keratynocytach zmiany
barwnikowe;j

GPER w melanocytach
marginesu

GPER w melanocytach zmiany
barwnikowej cytoplazmatycznie
GPER w melanocytach zmiany
barwnikowej jadrowo

GPER w gruczotach potowych

GPER w gruczotach tojowych

0,99
0,99
0,78
0,39

0,046*
0,99

0,99
0,99
0,99
0,23
0,99
0,99
0,58

0,025*
0,027*

0,18
0,28
0,99
0,67

0,67
0,99

0,99
0,99
0,99
0,99
0,004*
0,08
0,65

0,059
0,26

0,78
0,56
0,99
0,021*

0,71
0,99

0,99
0,99
0,99
0,14
0,021*
0,02*
0,036*

0,99
0,99

Tab. 19. Statystyki opisowe w zakresie warto$ci procentowej ekspresji receptorow
estrogenowych alfa, beta i GPER w znamionach barwnikowych, znamionach dysplastycznych
1 czerniakach skory oraz w marginesie zdrowej skory.

IQR—dolny kwartyl-gérny kwartyl, No—liczba zmian

Ekspresja receptora No  Srednia
(odchylenie
standardowe)

ERo w 25 12 (14,36)

keratynocytach

marginesu

ERo w 25 11,6 (12,39)

keratynocytach

zmiany

ERo w 25 42,2 (49,16)

melanocytach

marginesu

ERo w 25 16,2 (18,72)

melanocytach

zmiany

ERa w gruczotach 21 8,57 (12,56)

potowych

ERa w gruczotach 21 8,57 (11,2)

lojowych

ERB w 25 80,4 (16,95)

keratynocytach

marginesu

ERBw 25 83,6 (13,50)

keratynocytach

zmiany

Znamiona barwnikowe

Mediana

(IQR)

5(5-15)

10 (5-15)

0 (0-100)

10 (5-20)

5 (0-10)
5 (0-10)

90 (80-
90)

90 (80-
90)

No

24

24

24

24

24

Znamiona dysplastyczne
Srednia
(odchylenie
standardowe)
9,83 (9,57)

10,88 (9,7)

37,29 (44,79)

17,54 (20,07)

12,71 (19,5)

11,67 (16,8)

85,63 (13,3)

88,13 (11,87)
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Mediana

(IQR)

7,5 (3-15)

10 (5-17.5)

2,5 (0-90)

10 (5-30)

5(0-17.5)

5(0-17,5)

90 (80-90)

90 (90-
92,5)

Czerniaki

No Srednia Mediana

24

24

24

24

(odchylenie (IQR)
standardowe)
8,13 (12,58) 5(0-10)

10 (16,08) 5(0-12,5)

16,46 (30,38) 0 (0-15)

20,63 (26,18) 5 (2,5-35)

17,5 (19,95) 10 (5-30)
17,5(19,95) 10 (5-30)

78,33 (24,96) 90 (70-
90)

75,21(23,38) 80 (65-
90)



Ekspresja receptora

ERB w
melanocytach
marginesu

ERB w
melanocytach
zmiany

ERf w gruczotach
potowych

ER w gruczotach
lojowych

GPER w
keratynocytach
marginesu
GPER w
keratynocytach
zmiany

GPER w
melanocytach
marginesu
GPER w
melanocytach
zmiany
cytoplazmatycznie
GPER w
melanocytach
zmiany jadrowo
GPER w
gruczotach
potowych
GPER w
gruczotach
lojowych

4.8. Ekspresja receptorow estrogenowych i progesteronowych w obrebie znamion
barwnikowych, znamion dysplastycznych i czerniakow w kontekscie wieku i BMI

25

25

22

19

25

25

25

25

25

24

24

pacjentow.

W dalszym etapie pracy zbadano zalezno$¢ pomiedzy ekspresja receptoréw estrogenowych
a wiekiem i BMI pacjentow. W badaniu nie wykazano istotnej statystycznie korelacji pomiedzy

BMI a ekspresja receptorow [Tabela 20].

Znamiona barwnikowe

Srednia
(odchylenie
standardowe)
82,8 (26,06)

81,6 (21,15)

84,55 (17,66)

83,68 (18,92)

38 (24,79)

39,6 (24,28)

86,4 (32,9)

53,6 (20,39)

39,8 (25,76)

41,25 (30,08)

41,67 (29,70)

Mediana

(IQR)

90 (80-
90)

90 (80-
90)

90 (90-
90)
90 (80-
90)

40 (10-
50)

40 (20-
60)

100
(100-
100)
50 (40-
70)

40 (20-
60)

50 (10-
70)

50 (10-
70)

No

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

Znamiona dysplastyczne

Srednia
(odchylenie
standardowe)
90,0 (22,6)

78,75 (23,74)

87,29 (13,75)

87,29 (13,75)

40,62 (27,12)

53,96 (28,32)

85,42 (33,49)

57,5 (24,0)

50,63 (28,18)

64,79 (26,02)

64,79 (26,02)

Mediana

(IQR)

100 (90-
100)

90 (70-
92,5)

90 (80-
100)

90 (80-
100)

35 (20-70)

60 (40-75)

100 (95-

100)

70 (40-80)

45 (30-75)

70 (50-80)

70 (50-80)

24

24

23

21

24

24

24

24

24

23

23

Czerniaki
Srednia
(odchylenie
standardowe)
82,71 (32,40)

68,13 (33,65)

83,26 (21,72)

82,14 (22,39)

36,67 (28,96)

37,29 (29,12)

55 (44,92)

36,67 (28,23)

30,21 (25,47)

62,17 (26,79)

57,83 (28,44)

Tab. 20. Ocena korelacji porzadku rang Spearmana pomi¢dzy BMI a ekspresja receptoréw
hormonalnych (wspolczynnik R zostat pominigty z uwagi na nieistotnos$¢ statystycznag)

Para zmiennych

BMI a ERa w keratynocytach marginesu

BMI a ERa w keratynocytach zmiany barwnikowej

BMI a ERa w melanocytach marginesu

BMI a ERa w melanocytach zmiany barwnikowej

BMI a ERa w gruczotach potowych

73

p
0,15

0,21
0,99
0,52
0,77

Mediana

(IQR)

90 (90-
100)

85 (50-
90)

90 (80-
95)
90 (80-
90)

40 (10-
60)

30 (10-
65)

80 (0-
100)

30 (15-
60)
25 (10-
40)

70 (50-
90)

70 (40-
70)



BMI a ERa w gruczotach tojowych 0,59

BMI a ER w keratynocytach marginesu 0,68
BMI a ERB w keratynocytach zmiany barwnikowej 0,35
BMI a ERP w melanocytach marginesu 0,85
BMI a ERB w melanocytach zmiany 0,26
BMI a ERB w gruczotach potowych 0,18
BMI a ERB w gruczotach fojowych 0,22
BMI a GPER w keratynocytach marginesu 0,78
BMI a GPER w keratynocytach zmiany barwnikowe;j 0,52
BMI a GPER w melanocytach marginesu 0,38
BMI a GPER w melanocytach zmiany barwnikowej cytoplazmatycznie 0,44
BMI a GPER w melanocytach zmiany barwnikowej jadrowo 0,67
BMI a GPER w gruczotach potowych 0,20
BMI a GPER w gruczotach lojowych 0,25

Wykazano obecnos$¢ korelacji pomigdzy ekspresja receptora estrogenowego beta
melanocytow zmiany a wiekiem pacjentow (p=0,035). Korelacja byta dodatnia i staba (R=0,25)
— wraz z wiekiem pacjentow wykazano wzrost wartosci ekspresji receptora estrogenowego
beta. Wykazano réwniez obecno$¢ stabej ujemnej korelacji pomigdzy wiekiem pacjentow
a ekspresja GPER w cytoplazmie melanocytéw marginesu zmiany (p=0,022, R=-0,27 - wraz
ze wzrostem wieku pacjenta malata cytoplazmatyczna ekspresja receptora GPER) — Tab. 21.
Tab. 21. Ocena korelacji pomi¢dzy wiekiem a ekspresja receptoréw hormonalnych.

Korelacja porzadku rang Spearmana

Para zmiennych (BMI). Oznaczone* wspotczynniki
korelacji sg istotne z p <0,05

R Spearman p
wiek a ERa. w keratynocytach marginesu 0,01 0,93
wiek a ERa w keratynocytach 0,006 0,96
zmiany
wiek a ERa w melanocytach marginesu 0,04 0,73
wiek a ERo. w melanocytach zmiany 0,15 0,2
wiek a ERo w gruczotach potowych 0,22 0,07
wiek a ERa w gruczotach tojowych 0,21 0,09
wiek a ERP w keratynocytach marginesu 0,19 0,1
wiek a ERP w keratynocytach zmiany 0,15 0,21
wiek a ER w melanocytach marginesu 0,15 0,19
wiek a ER3 w melanocytach zmiany 0,25%* 0,035%*
wiek a ER w gruczotach potowych 0,13 0,29
wiek a ERP w gruczotach tojowych 0,1 0,43
wiek a GPER w keratynocytach marginesu 0,15 0,21
wiek a GPER w keratynocytach zmiany 0,18 0,12
wiek a GPER w melanocytach marginesu -0,27* 0,022*
wiek a GPER w melanocytach zmiany -0,17 0,15
cytoplazmatycznie

74



wiek a GPER w melanocytach zmiany 0,05 0,69

jadrowo
wiek a GPER w gruczotach potowych 0,2 0,1
wiek a GPER w gruczotach fojowych 0,14 0,25

W dalszym etapie pracy zbadano zalezno$¢ pomiedzy ekspresja receptorow

estrogenowych a statusem hormonalnym i BMI pacjentow.

4.9. Ekspresja receptorow estrogenowych alfa, beta, GPER w zaleznosci od statusu
hormonalnego.

W kolejnym etapie badania pacjentow podzielono na trzy grupy: kobiety przed
menopauza, kobiety w okresie menopauzalnym i pomenopauzalnym oraz mezczyzn,
porownujac grupy w zakresie ekspresji receptoroOw estrogenowych i progesteronowych. Nie
wykazano istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptoréw pomiedzy wyzej

wymienionymi grupami — Tab. 22.

Tab. 22. Ekspresja receptorow estrogenowych a, , GPER w zalezno$ci od statusu
hormonalnego (grupy: kobiety w okresie menopauzalnym i pomenopauzalnym oraz
mezczyzni)

Zmienna Wartos¢ p
a keratynocyty marginesu 0,25
o keratynocyty zmiany 0,7
o. melanocyty marginesu 0,48
o melanocyty zmiany 0,76
o gruczoly potowe 0,54
o gruczoty tojowe 0,54
B keratynocyty marginesu 0,95
B keratynocyty zmiany 0,76
B melanocyty marginesu 0,74
 melanocyty zmiany 0,13
[ gruczoly potowe 0,84
[ gruczoty tojowe 0,72
GPER keratynocyty marginesu 0,61
GPER keratynocyty zmiany 0,91
GPER melanocyty marginesu 0,52
GPER melanocyty zmiany cytopazmatycznie 0,52
GPER melanocyty zmiany jagdrowo 0,76
GPER gruczoty potowe 0,98
GPER gruczoty tojowe 0,88
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4.10. Ekspresja receptorow estrogenowych — poréownanie ekspresji receptorow
w keratynocytach i melanocytach czerniakow skory i marginesu zdrowej skory otoczenia
zmian

Celem oceny roznic w ekspresji receptorow estrogenowych pomigdzy tkankami
czerniaka a marginesem zdrowej skory wykonano test Wilcoxona.
Nie wykazano istotnych statystycznie roéznic w ekspresji receptora alfa pomigdzy
melanocytami czerniakow 1 melanocytami marginesu zdrowej skory. Brak istotnych
statystycznie réznic w ekspresji receptora estrogenowego alfa pomiedzy keratynocytami

czerniakoéw 1 keratynocytami zdrowej skory otoczenia zmian — Tab. 23.

Tab. 23. Ocena ekspresji receptorow alfa w keratynocytach i melanocytach w czerniakach
1 zdrowej skorze otoczenia zmian.

Warto$¢ p dla testu

Para zmiennych kolejnosci par
Wilcoxona
Receptor estrogenowy o w keratynocytach marginesu 0,11

i receptor estrogenowy o w keratynocytach czerniakow
Receptor estrogenowy o w melanocytach marginesu 0,24
i receptor estrogenowy o. w melanocytach czerniakow

W przypadku receptora estrogenowego beta wykazano istotne statystycznie réznice
w ekspresji receptora estrogenowego beta pomigdzy melanocytami marginesu zdrowej skory
a tkankg czerniaka. Ekspresja receptora estrogenowego beta byla wyzsza w melanocytach
marginesu zmian niz w melanocytach czerniakow 90% vs. 85% (p=0,009) [Tab. 24]. Nie
wykazano istotnych statystycznie r6znic w ekspresji receptora beta pomi¢dzy keratynocytami

marginesu zdrowej skory 1 keratynocytami czerniakow.

Tab. 24. Ocena ekspresji receptorow beta w keratynocytach i melanocytach w czerniakach
1 zdrowej skorze otoczenia zmian. *- wartosci istotne dla p < 0,05

Warto$¢ p dla testu

Para zmiennych kolejnosci par
Wilcoxona

B keratynocyty marginesu i B keratynocyty czerniaka 0,2

[ melanocyty marginesu i B melanocyty czerniaka 0,009*

W badaniu nie wykazano istotnych statystycznie roéznic w ekspresji receptora
estrogenowego alfa oraz beta w zaleznosci od grubosci nacieku wg Breslow i obecnosci

podzialow mitotycznych — Tab. 25 1 26.
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Tab. 25. Warto$ci p dla wspdtczynnikdw korelacji Spearmana dla ekspresji receptoréw
w zaleznosci od grubos$ci nacieku wg Breslow. Oznaczone * wspotczynniki korelacji sg istotne
z p <0,05. Wspodtczynniki korelacji Spearmana pomini¢to z uwagi na brak istotno$ci
statystycznej.

Para zmiennych Wartosci p dla  wspdlczynnikow
korelacji porzadku rang Spearmana.

Breslow (mm) a ERa w keratynocytach marginesu 0,43

Breslow (mm) a ERa w keratynocytach czerniaka | 0,39

Breslow (mm) a ERo. w melanocytach marginesu 0,61
Breslow (mm) a ERa. w melanocytach czerniaka 0,91
Breslow (mm) a ERB w keratynocytach marginesu 0,18
Breslow (mm) a ERB w keratynocytach czerniaka 0,69

Breslow (mm) a ERB w melanocytach marginesu 0,46
Breslow (mm) a ERB w melanocytach czerniaka 0,54
Breslow (mm) a ERa. w gruczotach potowych 0,17
Breslow (mm) a ERa w gruczotach tojowych 0,17
Breslow (mm) a ERB w gruczotach potowych 0,7

Breslow (mm) a ERP w gruczotach tojowych 0,88

Tab. 26. Ekspresja receptoréw wzgledem podzialdéw mitotycznych.

Obecnos¢ Brak podziatow Wartos¢ p dla testu
podziatow mitotycznych U Manna-
mitotycznych (liczba Whitneya

Zmienna (liczba waznych) waznych)

a keratynocyty marginesu 10 14 0,55

o keratynocyty czerniaka 10 14 0,47

o melanocyty marginesu 10 14 0,84

o melanocyty czerniaka 10 14 0,98

B keratynocyty marginesu 10 14 0,15

B keratynocyty czerniaka 10 14 0,31

[ melanocyty marginesu 10 14 0,47

B melanocyty czerniaka 10 14 0,58

o gruczoty potowe 10 14 0,26

o gruczoty tojowe 10 14 0,26

[ gruczoty potowe 9 14 0,88

[ gruczoty tojowe 7 14 0,69

4.11. Ocena ekspresji receptorow GPER w czerniakach

W drugiej czesci badania rozszerzono grupe czerniakow badanych w pierwszej czgsci
o 30 przypadkow, dokonujac analizy 54 zmian o charakterze czerniaka w zakresie ekspresji
receptoréw GPER. Szczegdtowe dane dotyczace grupy czerniakow przedstawione sg w tabeli

27.
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Tab. 27. Statystyki opisowe w grupie czerniakow

Zmienna

Wiek
Breslow (mm)

GPER keratynocyty marginesu
GPER keratynocyty zmiany

GPER melanocyty
GPER melanocyty
cytoplazmatycznie

marginesu
zZmiany

GPER melanocyty jadrowo
GPER gruczoty potowe
GPER gruczoty tojowe

Liczba
badanych
zmian

54

54

54

54

54

54

54
53
45

Srednia
(odchylenie
standardowe)
61,87 (15,68)
0,7 (1,13)
26,39 (24,87)
25,65 (23,83)
45,09 (42,78)
31,02 (29,71)

25,04 (26,64)
53,02 (28,86)
48,44 (30,9)

Mediana

(IQR)

65 (47-73)
0,4 (0,2-0,7)
20 (5-40)
20 (10-40)
40 (0-90)
20 (5-60)

10 (5-40)
60 (30-80)
50 (20-70)

Minimum-
maksimum

26-94
0-7
0-90
0-80
0-100
0-100

0-90
0-100
0-100

W badanej grupie pacjentow ocenione czerniaki pochodzity od 9 kobiet przed

menopauza, 20 kobiet po menopauzie i 25 m¢zczyzn.

W zakresie usuni¢tych czerniakow, najczestszym podtypem czerniaka byt czerniak

szerzacy si¢ powierzchownie, ktory stanowit 38,9% usunigtych zmian (Tab. 28). Najczestsza

lokalizacja zmian o charakterze czerniakéw byty plecy (29,63%) (Tab. 29).

Tab. 28. Czerniaki — podziat na podtypy

Typ zmiany

Czerniak szerzacy si¢ powierzchownie (SSM)
Czerniak in situ (MMis)

Czerniak akralny lentiginalny
Czerniak guzkowy
Lentigo maligna melanoma (LMM)

Czerniak spitzoidalny
Czerniak - typ niekreslony

Liczba czerniakow (%)
21 (38,89%)

11 (20,37%)
6 (11,11%)

5 (9,26%)
5(9,26%)
4(7,41%)
2 (3,7%)

Tab. 29. Lokalizacja usunig¢tych zmian skérnych o charakterze czerniakéw

Lokalizacja
Plecy

Klatka piersiowa

Udo

Glowa i szyja
Podudzie
Ramig
Brzuch
Lopatka
Przedrami¢

i S I S AN e e NN |

Liczba zmian
16
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Odsetek zmian

29,63%
12,96%
11,11%
11,11%
9,26%
9,26%
7,41%
7,41%
1,85%



Sposrod usunigtych czerniakow:
-26 zmian bylo zlokalizowanych w okolicach nieeksponowanych na promieniowanie

ultrafioletowe, 28 zmian w okolicach eksponowanych na promieniowanie ultrafioletowe.

- 13 zmian o charakterze czerniaka rozwinglo si¢ w obrgbie znamienia, w tym 9 zmian powstato

ze znamion dysplastycznych, a 4 ze znamion skérnych (dermalnych).

W badaniu wykazano istotne statystycznie réznice w ekspresji receptora GPER pomiedzy
melanocytami marginesu zmiany a melanocytami czerniaka cytoplazmatycznie. Ekspresja byta

wyzsza w melanocytach marginesu (mediana 40% vs. 20%, p=0,012).

Tab.30. Test kolejnosci par Wilcoxona dla ekspresji receptora GPER w keratynocytach oraz
melanocytach w obrebie skory zdrowej (margines zmian) oraz keratynocytach i melanocytach
tkanki czerniaka.

Para zmiennych Wartos¢ p

Ekspresja GPER: keratynocyty poza zmiang i w obrebie zmiany 0,65
Ekspresja GPER: melanocyty poza zmiang i w obrgbie zmiany 0,012*
cytoplazmatycznie

W badanych tkankach czerniakow:

- wykazano obecno$¢ dodatniej, przecigtnej korelacji pomigdzy ekspresja receptora GPER

w melanocytach cytoplazmatycznie a skalg Clarka (p=0,0002, R=0,48).

- wykazano obecno$¢ dodatniej, przecigtnego stopnia korelacji pomigdzy ekspresja receptora

GPER w melanocytach cytoplazmatycznie a skalg Breslow (p<0,0001, R=0,62).

- wykazano obecno$¢ stabej, dodatniej korelacji pomigdzy jadrowa ekspresja GPER
w melanocytach czerniaka a skalg Clarka (p=0,024, R = 0.31)

- jadrowa ekspresja GPER w melanocytach czerniaka korelowata stabo dodatnio ze skalg

Breslow (p=0,015, R=0.33)

Ponadto zaobserwowano obecno$¢ ujemnej, stabej korelacji pomigdzy ekspresja receptora

GPER w gruczotach potowych a skalg Clarka (p=0,034, R=-0,29) (Tab. 31).
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Tab. 31. Ocena korelacji pomiedzy ekspresja receptora GPER a cechami czerniaka ocenianymi
w raporcie histopatologicznym oraz wiekiem
Korelacja porzadku rang Spearmana
Oznaczone* wspotczynniki korelacji
sg istotne z p <0,05

Para zmiennych R Spearman P

GPER w keratynocytach marginesu a wiek 0,04 0,8
GPER w keratynocytach marginesu a Clark 0,02 0,88
GPER w keratynocytach marginesu a Breslow -0,03 0,81
GPER w keratynocytach zmiany a wiek -0,05 0,72
GPER w keratynocytach zmiany a Clark 0,06 0,67
GPER w keratynocytach zmiany a Breslow -0,02 0,86
GPER w melanocytach marginesu a wiek -0,06 0,65
GPER w melanocytach marginesu a Clark 0,17 0,23
GPER w melanocytach marginesu a Breslow 0,22 0,1
GPER w melanocytach zmiany cytoplazmatycznie a wiek -0,1 0,49
GPER w melanocytach zmiany cytoplazmatycznie a Clark *0,48 *0,0002
GPER w melanocytach zmiany cytoplazmatycznie a Breslow *0,62 *<0,0001
GPER w melanocytach zmiany jadrowo a wiek -0,2 0,12
GPER w melanocytach zmiany jadrowo a Clark *0,31 *0,024
GPER w melanocytach zmiany jadrowo a Breslow *0,33 *0,015
GPER w gruczotach potowych a wiek -0,07 0,62
GPER w gruczotach potowych a Clark *-0,29 *0,034
GPER w gruczotach potowych a Breslow -0,24 0,08
GPER w gruczotach tojowych a wiek -0,09 0,55
GPER w gruczotach tojowych a Clark -0,18 0,23
GPER w gruczotach tojowych a Breslow -0,14 0,37

W analizie nie wykazano korelacji pomigdzy ekspresja GPER w gruczotach potowych
a skalg Breslow, jednakze zaobserwowano, iz po wykluczeniu z analizy dwoch odstajacych
przypadkéw, wykazano obecno$¢ ujemnej korelacji (p=0,039, R=-0,29).
Tab. 32. Ocena korelacji pomiedzy ekspresja receptora GPER w gruczotach potowych a skalg

Breslow (po wykluczeniu z analizy dwoch odstajacych przypadkow).

Korelacja porzadku rang Spearmana. Oznaczone * wsp. korelacji sa istotne z p
Para zmiennych R P
GPER w gruczotach potowych a Breslow -0,29 *0,039

W tescie U Manna - Whitneya w grupie czerniakow nie wykazano istotnych
statystycznie roéznic w ekspresji receptorow estrogenowych GPER w keratynocytach
1 melanocytach czerniakdbw i marginesu zdrowej skory, w zakresie zmian z regresja
1 pozbawionych regresji (p>0,05).

Wykazano istotnie statystycznie roznice pomig¢dzy czerniakami z owrzodzeniem
a czerniakami pozbawionymi owrzodzenia w zakresie ekspresji receptorow GPER
w melanocytach zmian w zakresie cytoplazmy. Wyzsze wartosci uzyskano w grupie

z owrzodzeniami (p=0,0014) [Tab. 33].
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Tab. 33. Wartosci p 1 statystyki opisowe dla réznic w ekspresji receptora GPER
w czerniakach z owrzodzeniem i brakiem owrzodzenia. Test U Manna - Whitneya.

Zaznaczone™* p <0,05.

Brak owrzodzenia

Zmienna
Brak Srednia Mediana
owrzodzenia (odchylenie (IQR)
(liczba standardowe)
obserwacji)
GPER - keratynocyty 49 26,22 (24,63) 20 (5-40)
marginesu
GPER - keratynocyty 49 24,8 (23,8) 20 (5-40)
zmiany
GPER - melanocyty 49 41,94 (42,72) 20 (0-80)
marginesu
GPER -melanocyty 49 26,63 (27,03) 15 (5-40)
zmiany
cytoplazmatycznie
GPER - melanocyty 49 23,1 (25,78) 10 (5-40)
zmiany jadrowo
GPER - gruczoty 48  53,75(29,36) 60 (30-80)
potowe
GPER - gruczoty 41 48,78 (31,4) 50 (20-70)
lojowe

Obecnos¢ owrzodzenia

Obecnosé Srednia Mediana = Wartos$¢

owrzodzenia  (odchylenie (IQR) p

(liczba standardowe)

obserwacji)
5 28 (30,12) 10 (5-50) 0,89
5 34(25,1) 20 (20-50) 0,28
5 76 (32,09) 90 (80-90) 0,08
5 74 (19,49) 80 (60-80) *0,0014
5 44 (30,5) 50 (30-60) 0,2
5 46 (25,1) 50 (20-70) 0,49
4 45(28,87) 45 (20-70) 0,8

W przypadku podziatéw mitotycznych wykazano istotne réznice w poziomach ekspresji

GPER w melanocytach zmiany w zakresie ekspresji cytoplazmatycznej (p <0,0001) 1 ekspresji

jadrowej (p = 0,046). Wyzsze warto$ci ekspresji byly obserwowane w przypadku obecnosci

figur podziatu [tab. 34].

Tab. 34. Statystyki opisowe 1 wartosci p dla testu U Manna-Whitneya dla ekspresji receptora
GPER ze wzgledu na obecno$¢ figur podzialu. Zaznaczone* p <0,05.

Mitozy - obecnos¢

Zmienna Liczba
obserwacji
(obecnosé

mitoz)

GPER keratynocyty 17

marginesu

GPER keratynocyty 17

zmiany

GPER melanocyty 17

marginesu

GPER melanocyty 17

zmiany

cytoplazmatyczny

GPER melanocyty 17

zmiany jadrowy

GPER gruczoty 16

potowe

GPER gruczoty 13

lojowe

Srednia
(odchylenie
standardowe)

24,71 (27,47)
22,35 (24,25)
54,12 (44,13)

57,35 (30,83)

40,0 (32,74)
43,13 (24,14)

43,85 (26,63)

Mitozy - brak

Mediana Liczba
(IQR) obserwacji

(brak

mitoz)
10 (5-40) 37
10 (5-20) 37
80 (5-90) 37
70 (30-80) 37
30 (5-70) 37
45 (20-70) 37
50 (20-70) 32
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Srednia
(odchylenie
standardowe)

27,16 (23,94)
27,16 (23,82)
40,95 (42,1)

18,92 (19,97)

18,16 (20,34)
57,3 (29,97)

50,31 (32,67)

Mediana
(IQR)
20 (10-40)
20 (10-40)
20 (0-80)

10 (5-30)

10 (5-30)
60 (30-80)

55 (20-80)

Wartos¢

0,32
0,27
0,27

£<0,0001

*0,046
0,06

0,42



Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptora GPER pomigdzy
czerniakami z obecnoscig nacieku limfocytarnego 1 bez obecnosci takiego nacieku (p>0,05).

Oceniajac faze wzrostu czerniaka, wykazano, ze dla ekspresji GPER w melanocytach
zmiany cytoplazmatycznie (p=0,00095), w melanocytach zmiany jadrowo (p=0,04)
1 w gruczolach potowych (p=0,046) istnieja statystycznie istotne rdéznice pomig¢dzy fazami
wzrostu poziomego i pionowego — w fazie wzrostu poziomego ekspresja melanocytarna GPER

byta nizsza [tab. 35].

Tab. 35. Wartos$ci p dla ekspresji receptora GPER z uwzglednieniem podziatu ze wzgledu na
faze wzrostu (test U Manna-Whitneya). Zaznaczone* p <0,05.

Faza wzrostu pionowego Faza wzrostu poziomego

Zmienna

Wzrost Srednia Mediana Wzrost Srednia Mediana Wartosé

pionowy (odchylenie (IQR) poziomy (odchylenie (IQR) p

(Liczba standardowe) (Liczba standardowe)

obserwacji) obserwacji)

GPER 30 26 (26,76) 12,5 (5-40) 24 26,88 (22,83) 20 (10-40) 0,57
keratynocyty
marginesu
GPER 30 23,83 (24,09) 12,5 (5-40) 24 27,92 (23,82) 20 (10-40) 0,34
keratynocyty
zmiany
GPER 30 47 (44,09) 55 (0-90) 24 42,71 (41,88) 25 (5-80) 0,94
melanocyty
marginesu
GPER 30 44,83 (32,39) 50(10-70) 24 13,75 (12,27) 10 (5-20) *0,00095
melanocyty
zmiany
cytoplazmatyczny
GPER zmiany 30 34,67(30,96) 30 (5-60) 24 13 (12,42) 10 (5-20) *0,04
Jadrowy
GPER gruczoty 29 45,52 (29,95) 50 (20-70) 24 62,08 (25,19) 65 (40-80) *0,046
potowe
GPER gruczoty 25 43,6 (30,94) 50 (20-70) 20 54,5 (30,52) 60 (40-80) 0,27
lojowe

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptora GPER pomigdzy

czerniakami wywodzacymi si¢ ze znamienia a czerniakami de novo (p>0,05).

4.12. Ocena ekspresji receptora GPER u kobiet w okresie reprodukcyjnym, okolo-
i pomenopauzalnym oraz u mezczyzn.

W nastepnym etapie badania podzielono czerniaki na trzy grupy: wystepujace
u me¢zezyzn, u kobiet przed menopauza oraz u kobiet po menopauzie. Zmiany poréwnano za

pomocy testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Nie wykazano roéznic w ekspresji receptorow
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pomiedzy plcig meska, kobietami przed i po menopauzie [Tab. 36].

Tab. 36. Wartosci p dla grup: mezczyzni, kobiety przed i po menopauzie.

Zmienna warto$¢ p

GPER keratynocyty marginesu 0,66
GPER keratynocyty zmiany 0,36
GPER melanocyty marginesu 0,63
GPER melanocyty zmiany cytoplazmatyczny 0,71
GPER melanocyty zmiany jadrowy 0,08
GPER gruczoty potowe 0,40
GPER gruczoty tojowe 0,39

Nastgpnie dokonano analizy ekspresji receptorow wzgledem pici za pomoca testu
U Manna-Whitney’a, dzielagc grupe na kobiety i mezczyzn. Wykazano istotne statystycznie
roznice w ekspresji receptorow pomiedzy ptciami w zakresie ekspresji jadrowej receptora
GPER w melanocytach czerniaka (p=0,034) [Tab. 37]. Wykazano, ze ekspresja jadrowa

receptora estrogenowego GPER w tkance czerniakdéw bylta nizsza u m¢zczyzn [Tab. 38].

Tab. 37. Wartos$ci p testu U Manna-Whitneya w grupie czerniakow dla ekspresji receptoréw
GPER wzgledem plci. Zaznaczone* wyniki sg istotne z p < 0,05

Zmienna Liczba waznych Liczba waznych =~ Wartos¢
(Kobiety) (Mezczyzni) p

GPER keratynocyty marginesu 29 25 0,37
GPER keratynocyty zmiany 29 25 0,17
GPER melanocyty marginesu 29 25 0,67
GPER melanocyty zmiany cytoplazmatyczny 29 25 0,59
GPER melanocyty zmiany jadrowy 29 25 *0,034
GPER gruczoty potowe 28 25 0,22
GPER gruczoty tojowe 25 20 0,52

Tab. 38. Statystyki opisowe dla ekspresji jadrowej i cytoplazmatycznej receptora GPER

w melanocytach w zaleznosci od pici.
IQR (dolny — gorny kwartyl)

Liczba Srednia (odchylenie Mediana (IQR)
obserwacji  standardowe)
GPER ekspresja receptora w melanocytach 29 30,69 (25,17) 30 (10-50)
cytoplazmatycznie u kobiet
GPER ekspresja jadrowa receptora 29 28,97 (23,31) 30 (10-40)
w melanocytach u kobiet
GPER ekspresja receptora w melanocytach 25 31,4 (34,78) 10 (5-70)
cytoplazmatycznie u mgzczyzn
GPER ekspresja jadrowa receptora 25 20,48 (29,87) 5(2-20)

w melanocytach u m¢zezyzn
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Nie zaobserwowano wptywu menopauzy na poziom ekspresji receptorow GPER, jednakze

interpretujac wynik nalezy uwzgledni¢ niewielka liczebno$¢ grup [Tab. 39].

Tab. 39. Wartosci p dla testu U Manna - Whitneya w grupie czerniakow dla ekspresji
receptoréw u kobiet wzgledem zmiennej menopauza.

Zmienna Liczba obserwacji  Liczba obserwacji  Wartos¢ p
- kobiety po - kobiety przed
menopauzie menopauzg
GPER keratynocyty marginesu 20 9 0,94
GPER keratynocyty zmiany 20 9 0,76
GPER melanocyty marginesu 20 9 0,42
GPER melanocyty zmiany cytoplazmatyczny 20 9 0,56
GPER melanocyty zmiany jadrowy 20 9 0,44
GPER gruczoty tojowe 20 8 0,64
GPER gruczoty potowe 17 8 0,26
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Fot. 2. Ekspresja receptora estrogenowego alfa w znamieniu barwnikowym.
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Fot. 4. Ekspresja receptora estrogenowego alfa w czerniaku
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Fot. 5. Ekspresja receptora estrogenowego alfa w obrebie mieszka wlosowego
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Fot. 6. Ekspresja receptora estrogenowego alfa w obrgbie gruczolu tojowego
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Fot. 8. Ekspresja receptora estrogenowego beta w znamieniu dysplastycznym
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Fot. 9. Ekspresja receptora estrogenowego beta w czerniaku
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Fot. 10. Ekspresja receptora estrogenowego beta w obrebie jednostki wltosowo-tojowej

Fot. 11. Ekspresja receptora estrogenowego beta w gruczotach potowych
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Fot.12. Ekspresja receptora GPER w znamieniu barwnikowym
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Fot. 13. Ekspresja receptora GPER w znamieniu dysplastycznym




Fot. 15. Ekspresja GPER w gruczole tojowym

Fot. 16. Ekspresja GPER w gruczole potowym
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S.DYSKUSJA

5.1.Charakterystyka grupy badanej — omowienie

W niniejszej rozprawie w grupie 73 pacjentOow ze znamionami barwnikowymi,
znamionami dysplastycznymi i czerniakami, dominujagcymi fototypami skory wg skali
Fitzpatricka byly fototypy drugi i pierwszy (odpowiednio: 56,16% 1 35,62%). W badaniu Sitek
1 wsp., przeprowadzonym w polskiej populacji, ktore obejmowato 156 zdrowych osob i1 133
pacjentdw z nowotworami skory (rakami skdry, czerniakami), dominujacymi fototypami byty:
drugi i trzeci fototyp (odpowiednio: 27,6% - 34,6% i 44,9% - 50,4%)*°. W obu badaniach
wykazano, ze dominujagcymi fototypami skéry w polskiej populacji byly fototypy jasne
(fototypy I-1II). Badana w niniejszej rozprawie grupa byta homogenna pod wzglgdem fototypu
skory ocenianym wg skali Fitzpatricka - sposrod szesciu fototypow, wystepowaty wytacznie
te, w ktoérych stale lub okresowo wystgpuje tendencja do oparzen stonecznych. Czynnikiem
mogacym wpltyna¢ na zwigkszony odsetek 0sob z fototypem pierwszym w naszej grupie byt
fakt, iz czg$¢ badanych os6b stanowili pacjenci gabinetu zaburzen barwnikowych, u ktérych
wystepuje zwigkszone ryzyko nowotwordow skory (m.in. jasny fototyp, zespdt znamion
atypowych, czerniak w rodzinie).

W naszej populacji 73 badanych u 37 oséb (50,68%) znamiona byly rozmieszczone
réwnomiernie na tutowiu i konczynach, u 31 (42,47%) ich liczba byta najwigksza na tutowiu,
u 5 (6,85%) na konczynach. W badaniu Witt i wsp. przeprowadzonym w grupie 400 pacjentéw,
tutdw i konczyny byty najczestszg lokalizacjg znamion barwnikowych plaskich?*. W badaniu
Martin-Gorgojo i wsp. przeprowadzonym w grupie 888 chorych z czerniakiem (populacja
hiszpanska) wykazano, ze 66,4% badanych charakteryzowato si¢ obecno$cia mniej niz 20
znamion na skorze, 18,1% badanych miato 20-50 znamion, a u 10,4% liczba znamion mie$cita
sie¢ w przedziale 51-100%°!. W naszej grupie 73 pacjentdw ze zmianami melanocytarnymi,
24,66% pacjentow charakteryzowalo si¢ obecnoscig 0-15 znamion, 12,33% 16-30 znamion,
natomiast w 21,92% 1 34,25% przypadkow liczba znamion wynosita odpowiednio: 30-50 1 50-
100. W naszej grupie badanych wykazano mniejszy odsetek pacjentéow z niewielka iloscig
znamion, jednakze poréwnujac wyzej wymienione grupy, nalezy uwzgledni¢ odmienno$é
etniczng, roznice w rodzaju usunietych zmian (hiszpanska populacja obejmowata pacjentow
wylacznie z czerniakami) oraz fakt, iz czg$¢ pacjentdéw objetych naszym badaniem stanowili
chorzy regularnie odbywajacy kontrole wideodermatoskopowe (z zespotem znamion

atypowych). Badania wykazuja, Ze najczgstsza lokalizacja znamion dysplastycznych jest
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tutdow?%2. W naszej grupie badanych usuniete znamiona dysplastyczne w 13 przypadkach (54%)
wystepowaty na tutowiu (najczgséciej na plecach — 10 zmian w tej lokalizacji), co potwierdza
dotychczasowe wyniki badan.

W grupie objetej niniejszym badaniem wywiad rodzinny w kierunku czerniaka byt
pozytywny u 10,96% sposrod 73 badanych osob. Wysoki odsetek osob z dodatnim wywiadem
rodzinnym w kierunku czerniaka moze wynika¢ z faktu, iz czg$¢ badanych stanowili pacjenci
Gabinetu Wideodermatoskopii, ktorzy byli kwalifikowani do objecia opieka specjalistyczna
w tym gabinecie na podstawie m.in. duzego ryzyka czerniaka wynikajacego z uwarunkowan
rodzinnych (czerniak w rodzinie), czy rozpoznania zespolu znamion dysplastycznych.

W drugiej czesci naszego badania, oceniajacej wylacznie grupe pacjentow
z czerniakiem skory, zaobserwowano wigkszy odsetek zmian o charakterze czerniaka u kobiet
w poréwnaniu do m¢zczyzn (53,7% vs 46,3%). W badaniu Martin-Gorgojo rowniez wykazano
wiekszg liczbe czerniakéw u kobiet w poréwnaniu do mezczyzn (51,2% w porownaniu do
48,8%)?°!. W badaniu Martin-Gorgojo i wsp.?¢! najczestsza lokalizacjg zmian o charakterze
czerniaka byt tutow (40,3%), nastepnie konczyny dolne bez lokalizacji akralnej (20,9%).
W badaniu holenderskim?%® 35,9% czerniakéw wystepowato na tutowiu, 30% na konczynach
dolnych. W naszej grupie pacjentow, najczestszg lokalizacja czerniaka byl rowniez tutow —
59,26% (29,63% stanowil dolny odcinek plecow, 7,41% topatki, 12,96% klatka piersiowa,
9,26% brzuch), 20,36% zmian zlokalizowanych byto na konczynie dolnej (11,11% na udzie,
9,26% na podudziu). W obu badanych populacjach tuléw i konczyny dolne stanowily
najczestsze lokalizacje czerniakow. 72,1% zmian o charakterze czerniaka w badaniu Martin-
Gorgojo i wsp.2! wystepowato w miejscach okazjonalnie eksponowanych na promieniowanie
ultrafioletowe, 19,7% w okolicach eksponowanych czgsto, 8,2% w obrebie skory
nieeksponowanej. W naszym badaniu podzieliliémy zmiany na wystgpujace w okolicach
eksponowanych na promieniowanie ultrafioletowe (51,85% zmian) oraz nieeksponowane lub
eksponowane rzadko (48,15% zmian). Ocena ekspozycji opierata si¢ na danych z wywiadu
lekarskiego 1 obiektywnych cechach fotouszkodzenia skory, takich jak np. obecnosé
teleangiektazji, Scienczenia skory, obszardw hipo- i hiperpimentacji). Metaanaliza badan
wykazata, ze czerniaki powstajace ze znamion stanowily 29,1% usunigtych czerniakow?%,
W naszej grupie badanej 24,07% zmian o charakterze czerniaka wywodzito si¢ z obecnych
wczesniej znamion dysplastycznych lub dermalnych. Nasze wyniki potwierdzaja poprzednie
obserwacje, z ktorych wynika, ze czerniaki powstajace de novo stanowig wiekszos¢ usunietych
zmian. Srednia wieku pacjentéw z czerniakiem w naszej grupie badanych wynosita 61,87 lat

(mediana 65 lat). Wedtug $wiatowych danych epidemiologicznych, zapadalno$¢ na czerniaka
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stopniowo ro$nie z wiekiem i osigga maksimum w siddmej i 6smej dekadzie zycia®. W Stanach
Zjednoczonych osoby w przedziale wiekowym 55-74 lat stanowig 44.9% pacjentow
z czerniakiem®. Najwiecej zmian w naszym badaniu byto usunig¢tych w stadium III wg Clarka
(48,15%), $rednia grubo$ci nacieku w skali Breslow wynosita 0,7 mm, mediana 0,4 mm.
W badaniu Stenehjem i wsp. obejmujacym 2570 czerniakow mediana skali Breslow usunietych

265 'W badaniu Cubitt i wsp. obejmujgcym 214 zmian mediana skali

zmian wynosila 1 mm
Breslow usunietych czerniakow wynosita 0,7 mm dla kobiet i 0,8 mm dla mezczyzn®®.
W badaniu Stitzenberga analizujacym dane 615 czerniakéw, mediana grubosci nacieku
wynosita 0,6 mm?%’. Czerniaki w naszym badaniu wykazywatly si¢ mniejszg grubo$cig nacieku

niz czerniaki w wyzej wymienionych doniesieniach.

5.2. Wskazania kliniczne do usuni¢cia zmiany

Najczgstszym powodem usunigcia zmiany barwnikowej w naszej grupie badanych byto
zalecenie lekarskie (lekarza rodzinnego lub dermatologa) — 73,97% wszystkich zmian.
W 31,5% przypadkow pacjent zgtosit si¢ do specjalisty dermatologa zaniepokojony zmiang
barwnikowa, ktora w 21,92% przypadkéw zmienita wielkos$¢, w 15,07% przypadkéw zmienita
zabarwienie, w 2,74% krwawita, w 1,37% ulegta owrzodzeniu. Wyniki naszego badania, cho¢
przeprowadzone w niewielkiej grupie 73 pacjentdéw pokazuja, jak istotna jest edukacja
1 samobadanie chorych w zakresie wystgpowania cech ABCDE badania klinicznego oraz
regularna ocena demoskopowa w gabinecie lekarskim. W naszym badaniu w przypadku
czerniakdw, najczesciej obserwowang cecha demoskopowa byta asymetria struktur,
wystepujaca w  87,5% czerniakéw, obecno$¢ obszardw niebiesko-bialych (66,67%
czerniakdw), pogrubienie siatki barwnikowej na obwodzie zmiany (62,5% czerniakow)
1 obecno$¢ 3 kolorow w obrgbie zmiany (50% czerniakéw). Zmiang morfologii w czasie
w badaniu wideodermatoskopowym wykazano w 7 przypadkach znamion dysplastycznych
1 w 5 przypadkach znamion barwnikowych. Interesujaca jest obserwacja, iz tylko w jednym
przypadku czerniaka wykazano zmian¢ morfologii zmiany barwnikowej w czasie w badaniu
wideodermatoskopowym. Wynik ten moze wynika¢ z faktu, iz cz¢$¢ badanej grupy stanowili
pacjenci z wywiadem znamion dysplastycznych, ktoérzy byli $cisle kontrolowani w odstgpach
3-6 miesigcznych oraz kazdorazowo szczegdtowo pouczani o konieczno$ci fotoprotekcji.
Osoby te wykazywaty wysoki poziom wiedzy dotyczacy czynnikdw ryzyka czerniaka oraz byly
regularnie informowane o koniecznosci zgloszenia si¢ do specjalisty w przypadku pojawienia

si¢ nowej zmiany barwnikowej. W naszym badaniu w przypadku usunigtych znamion przy
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braku spelnienia wszystkich kryteriow zmiany atypowej (np. 2/3 w skali trdjstopniowej), na
decyzje o usunig¢ciu znamion barwnikowych i dysplastycznych dodatkowy wpltyw mialy

wywiad wzrostu zmiany i niepokoj pacjenta.

5.3. Rola receptoro6w hormonalnych w patogenezie czerniaka

Estrogeny poprzez receptory estrogenowe alfa, beta i GPER wykazuja wptyw na proces
melanogenezy. Wzrost poziomu estrogendOw W czasie cigzy moze wywolywac
hiperpigmentacj¢ skory, co objawia si¢ m.in.: zwigkszeniem pigmentacji wokot brodawek

sutkowych i kresy bialej?®

. Glowna zewnatrzpochodna $ciezka regulacji melanogenezy
obejmuje receptor MCIR pobudzany przez aMSH2%°. Zaréwno receptor estrogenowy o, jak i B
sa zwigzane z cyklaza adenylowa 1 produkcja cAMP. W badaniu na ludzkich i mysich liniach
komoérkowych czerniaka wykazano, ze pobudzenie receptora GPER indukowato
melanogenezg, co byto zwigzane ze wzrostem ekspresji tyrozynazy i czynnika MITF
(microphthalmia- associated transcripiton factor). Wykazano, ze GPER pobudza S$ciezke:

cAMP- kinaza biatkowa A (PKA)-MITF- tyrozynaza®”°.

5.4. Ekspresja receptorow progesteronowych w zmianach melanocytarnych

Wyniki badan sprzed wprowadzenia metody immunohistochemii (metody
biochemiczne stosowane w latach 70-tych i 80-tych) wykazuja wysoki odsetek wigzania
progesteronu przez zmiany melanocytarne. Ellis i wsp. dokonali oceny znamion barwnikowych
pod katem komorek wiagzacych progesteron. Wszystkie oceniane w badaniu znamiona u kobiet
bedacych w ciazy, miesiac po porodzie i przyjmujacych antykoncepcje hormonalng
wykazywaty zwiekszony odsetek komoérek wigzacych progesteron. Komorki znamion
dermalnych u kobiet niebedacych w ciazy i nieprzyjmujacych antykoncepcji hormonalnej nie

wykazaly wigzania progesteronu lub wigzaty go w niewielkim stopniu?’!

. W kolejnym badaniu,
obejmujagcym 15 znamion wrodzonych i1 11 znamion skoérnych nabytych, oceniono
cytoplazmatyczne wigzanie receptora progesteronowego. Znamiona wrodzone wykazaly
wysoki odsetek komorek wigzacych progesteron, co dotyczylo zar6wno zmian pochodzacych
od mezezyzn (6/6), jak 1 od kobiet (5/9). Mniejszy odsetek komorek wigzacych progesteron
wykazano w obrgbie znamion wrodzonych pochodzacych od 4 me¢zczyzn. Znamiona skérne
nabyte cechowalo niewielkie wigzanie lub brak wigzania progesteronu?’?. W badaniu
przeprowadzonym na 10 przypadkach czerniakoéw szerzacych si¢ powierzchownie, w 6

badanych zmianach wykazano wigzanie progesteronu. Pacjenci z zespolem znamion

dysplastycznych i z rodzinnym wywiadem zespolu znamion dysplastycznych wykazywali
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wysoki odsetek komoérek wigzacych progesteron. Zadne sposrod 21 znamion skornych nie
wykazato wigzania progesteronu®’?,

Odmienne wyniki uzyskano stosujac nowsze, bardziej zaawansowane metody
immunohistochemiczne diagnostyki receptoréw. Duncan i wsp. dokonali oceny ekspresji
receptorow progesteronowych w tkankach czerniakow pochodzacych od 14 kobiet
z czerniakiem zdiagnozowanym podczas ciazy lub w okresie jednego roku po porodzie. Nie
wykazano ekspresji receptoréw progesteronowych w zadnej sposrod badanych tkanek!®8. Lin
1 wsp. ocenili ekspresj¢ PCNA (jadrowego antygenu dzielacej si¢ komorki) oraz ekspresje
receptora progesteronowego w 35 przypadkach czerniaka. 25,7% badanych zmian
barwnikowych wykazalo ekspresj¢ receptora progesteronowego, odsetek wybarwionych
komoérek w obregbie kazdej ze zmian wynosit ponizej 25%. W badaniu wykazano ujemng
korelacje pomiedzy ekspresja receptorow progesteronowych a PCNA (r=-0,353, P=0,026).
PCNA stanowi marker proliferacji, badanie wykazato wigc, ze nasilona proliferacja
komorkowa jest zwigzana z utratg ekspresji receptora progesteronowego. W badaniu nie
wykazano ekspresji receptora progesteronowego w znamionach barwnikowych i skorze

zdrowej'®.

Dika i wsp. dokonali oceny ekspresji receptorow estrogenowych alfa
1 progesteronowych w 28 zmianach barwnikowych. W badaniu nie wykazano ekspresji
receptorow estrogenowego alfa i progesteronowego w 7 znamionach barwnikowych usunietych
u kobiet bedacych w cigzy, w okresie roku po porodzie oraz po stymulacji hormonalne;j.
Badanie nie wykazato obecnos$ci ekspresji wyzej wymienionych receptoréw w znamionach
atypowych i czerniakach niezwigzanych z ciaza, ani ze stymulacja hormonalng. W dwoch
przypadkach czerniakow u kobiet po stymulacji hormonalnej zwigzanej z zaptodnieniem in
vitro wykazano silng cytoplazmatyczng ekspresje receptorow alfa i progesteronowych. Nie
wykazano ekspresji receptorow estrogenowych alfa i progesteronowych w 5 czerniakach
usunietych w trakcie trwania cigzy lub do 4 miesigcy po niej!'’.

Wigkszos$¢ przytoczonych badan wykazuje brak lub niewielkg immunohistochemiczng
ekspresje receptora progesteronowego w zmianach melanocytarnych?’*. W naszym badaniu
wykazano niewielkiego stopnia (5%) ekspresje receptora progesteronowego w keratynocytach
w jednym przypadku znamienia dysplastycznego. Pozostate badane zmiany nie wykazaly
ekspresji receptora progesteronowego ani w obrebie keratynocytéw ani melanocytéw, co
dotyczylo zar6wno zmian barwnikowych, jak i marginesu zdrowej skory.

Aktualne metody diagnostyczne (immunohistochemia) s3 uwazane za bardziej czute
i specyficzne w diagnostyce ekspresji receptoréw niz metody biochemiczne. Wyniki

przytoczonych wyzej doniesien sugeruja, ze ekspresja receptordw progesteronowych
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w zmianach melanocytarnych jest niewielka, co potwierdza wyniki naszych badan.

5.5. Ekspresja receptorow estrogenowych w zmianach melanocytarnych

5.5.1. Receptory estrogenowe alfa

W naszym badaniu odsetek wybarwionych komorek w zakresie receptora
estrogenowego alfa byt niewielki — w przypadku melanocytow czerniakow, znamion
dysplastycznych i znamion barwnikowych mediany ekspresji receptora wynosity odpowiednio:
5%, 10% 1 10%. 16,44% badanych zmian nie wykazato Zadnej ekspresji receptora alfa
w obrebie melanocytow, w pozostatych przypadkach byta ona bardzo niska. W naszym badaniu
nie wykazano roznic w ekspresji receptora estrogenowego alfa w keratynocytach,
melanocytach i1 gruczotach (fojowych, potowych) pomigdzy znamionami barwnikowymi,
znamionami dysplastycznymi i czerniakami. Nie wykazano istotnych statystycznie rdznic
w ekspresji receptorow estrogenowych alfa w zaleznos$ci od statusu hormonalnego (kobiety
w wieku rozrodczym, po menopauzie, me¢zczyzni) pomiedzy tymi trzema grupami. Nie
wykazano istotnych statystycznie roznic w ekspresji receptora alfa pomigdzy melanocytami
czerniakdéw 1 melanocytami marginesu zdrowej skory. Nie wykazano réwniez istotnych
statystycznie rdéznic w ekspresji receptora estrogenowego alfa pomiedzy keratynocytami
czerniakéw 1 keratynocytami zdrowej skory otoczenia zmian.

Rajabi 1 wsp. ocenili ekspresj¢ receptorow estrogenowych alfa w tkankach czerniaka
pochodzacych od 38 pacjentow (20 kobiet i 18 mezczyzn); §redni wiek badanych wynosit 52,4
lata. W zadnym przypadku czerniaka nie wykazano ekspresji receptora estrogenowego alfa!>°.

Spyropoulos i wsp. ocenili czerniaki 1 wezly wartownicze pochodzace od 60 pacjentéw
(Srednia wieku 54,4 lata). Autorzy badania wykazali, ze dominujacym receptorem we
wszystkich badanych zmianach byl receptor estrogenowy beta, nie receptor alfa. Najbardziej
intensywng ekspresje receptora beta wykazano w czerniakach pochodzacych od pacjentow
niewykazujacych przerzutow do wezla wartownika 1 ciefiszych, mniej inwazyjnych
czerniakach!>2,

Ohata i wsp. ocenili ekspresj¢ receptorow estrogenowych alfa w 40 zmianach
melanocytarnych. Badana grupe stanowito 17 kobiet (Srednia wieku 27,2 lata), 11 m¢zczyzn
($rednia wieku 21,3 lata) ze znamionami oraz 6 kobiet (Srednia wieku 48,5 lata) 1 6 m¢zczyzn
(§rednia wieku 57 lat) z ogniskami pierwotnymi czerniaka. Zadne spoéréd badanych 30
znamion melanocytarnych nie wykazato ekspresji receptorow estrogenowych alfa, wszystkie
zmiany wykazaly ekspresj¢ receptorow estrogenowych beta. W badaniu wykazano ekspresje

jadrowa 1 cytoplazmatyczng receptora estrogenowego beta w prawie 100% komorek
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znamionowych kazdej ocenionej probki. Intensywno$¢ wybarwienia byla podobna we
wszystkich probkach niezaleznie od wieku i pici. Zadna sposréd badanych komérek czerniaka
nie wykazala ekspresji receptora estrogenowego alfa. Wszystkie melanocyty czerniaka
wykazaly ekspresj¢ receptorow estrogenowych beta. Nie wykazano réznic w stopniu
wybarwienia komoérek pomiedzy kobietami, megzczyznami 1 pomigdzy kobietami
w cigzy?”.

Zhou i wsp. dokonali oceny ekspresji receptorow w tkankach czerniakow pochodzacych
od 18 kobiet w cigzy, 18 kobiet nieb¢dacych w ciazy 1 18 mezczyzn. Ekspresje receptordéw alfa
wykazano wylacznie w 2 czerniakach akralnych lentiginalnych — w jednym przypadku
u kobiety w cigzy i w jednym u mezczyzny '3,

Poréwnanie przytoczonych wynikéw badan z wynikami naszych doniesien jest
utrudnione, z uwagi na zastosowanie odmiennego kryterium oceny ekspresji receptorow.
W naszym badaniu oceniali$my odsetek wybarwionych komorek w 1 mm?. Ekspresje receptora
oceniliSmy jako ujemng w przypadkach obejmujacych mniej niz 5% wybarwienie tkanek.
Nasze badanie potwierdza jednak przytoczone uprzednio wyniki badan — ekspresja receptora
estrogenowego alfa jest niska zaréwno w tagodnych zmianach melanocytarnych, jak
1 w czerniaku skory, co moze sugerowaé brak roli receptoréw estrogenowych alfa

w patogenezie zmian melanocytarnych.

5.5.2. Receptory estrogenowe beta

W przytoczonym badaniu Zhou i wsp. obejmujacym 18 kobiet w cigzy, 18 kobiet
nieb¢dacych w cigzy i 18 mezczyzn w 22 przypadkach wykazano ekspresje receptora
estrogenowego beta: 10 przypadkéw (56%) stanowily kobiety w cigzy, 7 (39%) niebedace
w ciazy 15 (29%) mezezyzni. Odsetek komorek wykazujacych ekspresj¢ receptora beta miescit
si¢ w zakresie 30-90%. W badaniu nie wykazano statystycznie istotnych réznic w ekspresji
receptoroOw beta pomigdzy kobietami bedacymi i niebedacymi w cigzy. W badaniu nie
wykazano réznic w stopniu ekspresji receptora beta a glebokoscia nacieku w skali Breslow,
lokalizacja guza, obecno$cig ogniska pierwotnego/przerzutowego, stopniem zaawansowania
zmiany!'3,

Schmidt i wsp. ocenili ekspresje receptoréw estrogenowych alfa i beta w 94 zmianach
melanocytarnych. Autorzy wykazali ekspresje receptora estrogenowego beta we wszystkich
ocenianych zmianach, natomiast tylko 7 sposrod 94 badanych tkanek wykazalo ekspresje
receptora estrogenowego alfa. 6 sposrod zmian barwnikowych wykazujacych ekspresje

receptora alfa stanowily czerniaki, 1 zmiana miata charakter znamienia dysplastycznego
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z niewielkim poziomem atypii komdrkowej. Znamiona tagodne w badaniu obejmowaly 39
probek. Nie wykazano statystycznie istotnych roznic w ekspresji receptora estrogenowego beta
pomigdzy znamionami barwnikowymi, znamionami dysplastycznymi i1 wrodzonymi.
Znamiona barwnikowe wykazywaty ekspresj¢ jadrowa receptora beta na poziomie 50-75%.
Znamiona dysplastyczne z duzym poziomem atypii wykazaty 75-100% poziom ekspresji
receptora beta w obrgbie jader komorkowych melanocytéw. Plamy soczewicowate zto§liwe
cechowata ekspresja jadrowa receptorow beta na poziomie 75-100%. Wykazano, ze zmiany
o charakterze plam soczewicowatych zlodliwych i z duzym poziomem dysplazji wykazaly
zwigkszong ekspresj¢ receptora beta w poréwnaniu do pozostatych zmian (p<0,001). W grupie
36 czerniakow immunoreaktywno$¢ receptora beta w czerniakach grubo$ci mniejszej niz 1 mm
byta wigksza niz czerniakow grubosci >4 mm zaréwno jadrowo jak i cytoplazmatycznie
(p=0,003). Ekspresja receptora beta malata ze wzrostem stopnia nacieku wg Breslow.
W badaniu wykazano trend do zwigkszonej ekspresji receptora beta u kobiet w poréwnaniu do

151 'W naszym badaniu nie wykazano istotnych

mezczyzn, wyniki nie byly istotne statystycznie
statystycznie roznic w zakresie ekspresji receptora estrogenowego beta pomiedzy
melanocytami znamion i czerniakoéw. WykazaliSmy obecno$¢ statystycznie istotnych rdznic
w ekspresji receptora estrogenowego beta w melanocytach otoczenia zmiany pomiedzy
znamionami barwnikowymi i znamionami dysplastycznymi, ekspresja receptora beta byta
wyzsza W otoczeniu znamion dysplastycznych (mediana 90% vs 100%, p=0,046). Réwniez
keratynocyty czerniakoéw i znamion dysplastycznych wykazaty réznice w ekspresji receptora
estrogenowego beta — ekspresja byla nizsza w grupie czerniakdw (mediana 80% vs 90%,
p=0,021). Obecnos¢ istotnych statystycznie roznic w ekspresji receptora beta w keratynocytach
zmian 1 melanocytach marginesu zdrowej skory pomigdzy rdéznymi typami zmian
barwnikowych, moze $wiadczy¢ o potencjalnym wplywie ekspresji receptora beta na
mikrosrodowisko wokot guza albo wynikaé z osobniczych uwarunkowan genetycznych.

De Giorgi i wsp. wykazali ekspresj¢ receptora estrogenowego beta w 66 przypadkach
czerniakdw szerzacych si¢ powierzchownie. W przytoczonym badaniu 33% pacjentow
stanowili m¢zezyzni, 32% kobiety przed menopauzg i 35% kobiety po menopauzie. Mieszki
wlosowe, gruczoty potowe i1 lojowe cechowat wysoki poziom ekspresji receptorow
estrogenowych beta. Po dostosowaniu do wieku i ptci wykazano, ze ekspresja receptora  byta
statystycznie istotnie nizsza w tkance czerniaka niz w marginesie zdrowej tkanki (mediana 50%
vs 80%, p<0,0001)2’. W naszym badaniu rowniez wykazaliSmy obecno$¢ istotnych

statystycznie roznic w ekspresji receptora estrogenowego B pomigdzy melanocytami marginesu
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zdrowej skory a tkankg czerniaka. Ekspresja receptora estrogenowego f jest w naszym badaniu
wyzsza w melanocytach marginesu zmian niz w melanocytach czerniakow.

W badaniu de Giorgi ekspresja receptora estrogenowego B w tkankach czerniaka
1 zdrowej tkanki marginesu byta nizsza u m¢zczyzn w poréwnaniu do kobiet po dostosowaniu
wieku postawienia diagnozy (p=0,01 dla czerniaka i p=0,07 dla marginesu zmiany)’®.
W badaniu de Giorgi wykazano wyzsze poziomy ekspresji receptora beta u pacjentow z BMI
> 25 kg ™2 niz u pacjentow z BMI < 25 kg ™2 (80% vs 70%, p=0,04, wynik statystycznie
nieistotny po dostosowaniu do wieku). Badanie wykazalo, ze ekspresja receptora
estrogenowego beta byla nizsza u kobiet po menopauzie w poréwnaniu do kobiet przed
menopauzg (50% vs 70%, bez istotnosci statystycznej)?’®. W naszym badaniu nie wykazalismy
obecnosci korelacji pomigedzy BMI a ekspresja receptoréw estrogenowych beta. Nie
wykazali$my ro6znic w ekspresji receptora beta pomiedzy kobietami przed i po menopauzie.
W badaniu de Giorgi i wsp. wykazano statystycznie istotnie nizszy poziom ekspresji receptora
beta w grubych czerniakach w pordwnaniu do cienkich czerniakow (40% vs 60%, p=0,03). Nie
wykazano takiej istotno$ci w tkance marginesu cienkich i grubych czerniakéw. W badaniu de
Giorgi wykazano powigzanie pomig¢dzy gruboscig nacieku w skali Breslow i1 rdznica
w ekspresji receptora beta pomiedzy tkankg czerniaka i marginesem zdrowej skory (p=0,0004).
Mgzczyzni wykazali nizszy poziom ekspresji receptora beta niz kobiety zarowno w zakresie
tkanek czerniaka (p=0,05) i tkanek marginesu (p=0,02)?’6. W naszym badaniu nie wykazalismy
istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptora estrogenowego beta w melanocytach
w zalezno$ci od grubosci nacieku wg Breslow, jednakze podobnie jak w badaniu de Giorgi
1 wsp. ekspresja receptora estrogenowego beta byta wyzsza w tkance marginesu zmiany niz w
tkance czerniaka. Wykazali§my obecnos$¢ korelacji ekspresji receptora estrogenowego beta
melanocytow zmiany z wiekiem pacjentow (p=0,035). Korelacja byta dodatnia i staba (R=0,25)
— wraz z wiekiem pacjentoéw wzrastat stopien ekspresji receptora estrogenowego beta.

W kolejnym badaniu deGiorgi i wsp. dokonali oceny ekspresji receptoréw
estrogenowych alfa i beta w tkankach 14 pacjentdw: oceniono 12 czerniakoéw (pochodzacych
od 6 me¢zczyzn 1 6 kobiet) oraz 2 znamiona taczace z ogniskowg atypia. Wszystkie kobiety
objete badaniem byly w okresie menopauzy i nie byly leczone hormonalnie. W badaniu
oceniono ekspresje mRNA 1 ekspresj¢ receptorow metodg immunohistochemiczng. Podzielono
czerniaki na dwie grupy: cienkie zmiany (< 1 mm, 6 przypadkow) oraz zmiany grube (> 1 mm,
6 przypadkéw). Zaobserwowano, ze ekspresja mRNA receptorow estrogenowych alfa i beta
korelowata z grubo$cia nacieku. Wykazano, Ze grubsze czerniaki wykazaly wigksza,

statystycznie istotng ekspresje mRNA receptora estrogenowego alfa. W przypadku receptora
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beta zaobserwowano, ze cienkie czerniaki wykazuja wigksza, statystycznie istotng ekspresje
mRNA receptora estrogenowego beta. Réwniez ekspresja receptora beta oceniona metoda
immunohistochemiczng wykazata, ze cienkie czerniaki wykazuja wigkszg ekspresje receptora
estrogenowego beta niz grube czerniaki (mediana 90% w pordéwnaniu do 30%, p=0,04).
W badaniu wykazano, ze keratynocyty naskorka potozonego w obrebie marginesu i w obrebie
zmian tagodnych i czerniakdw wykazaly nasilong ekspresje receptordw estrogenowych beta?”’.

Nading i wsp. ocenili 17 znamion, 11 znamion dysplastycznych i 5 znamion
wrodzonych u pacjentek w cigzy 1 poréwnali je z 82 zmianami od pacjentek niebedacych
w cigzy: 62 znamionami dysplastycznymi i 35 znamionami wrodzonymi pod katem ekspresji
receptoréw estrogenowych alfa i beta. Nie wykazano ekspresji receptorow alfa w Zadnej ze
zmian melanocytarnych. Ekspresje receptora alfa wykazano jedynie w sebocytach gruczotow
tojowych. Newocyty (komoérki znamionowe) znamion pochodzacych od 14 pacjentek bedacych
w cigzy w porownaniu do newocytow zmian od 47 pacjentek niebgdacych w cigzy wykazaly
znacznie wigksza ekspresje jadrowa receptora beta w obrgbie w obrgbie naskorka (p=0,0054)
i skéry wihasciwej (p=0,0013), jak i cytoplazmatyczng w obrgbie naskérka (p=0,0036) jak
1 skory wlasciwej (p=0,0073). Autorzy nie wykazali statystycznie istotnych réznic w poziomie
ekspresji receptora estrogenowego beta w znamionach dysplastycznych u 11 kobiet w ciazy
w porownaniu do znamion dysplastycznych 36 kobiet niebgdacych w cigzy. Znamiona
wrodzone wykazaly statystycznie istotnie nizszy poziom ekspresji receptorow beta
w poréwnaniu do znamion nabytych zaréwno jadrowo (p=0,0211 dla ekspresji w obrebie
naskorka, p=0,008 dla ekspresji w skorze witasciwej), jak 1 cytoplazmatycznie (p=0,0407
w naskorku, p=0,0587 w skorze wlasciwej)?’s.

Badanie Fabian i wsp. wykazalo, ze ekspresja receptora ER byla czg¢$ciej obserwowana
w cienkich czerniakach. Wykazano obecno$¢ ujemnej korelacji pomiedzy indeksem
mitotycznym i ekspresjg receptora estrogenowego 3. Badanie wykazato, Ze naciek limfocytarny
wystepowal czeséciej w przypadku ekspresji receptora estrogenowego beta'®2,

Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami, w niniejszej rozprawie wykazano, ze
czerniaki charakteryzuje wysoki poziom ekspresji receptora estrogenowego beta, przy
niewielkiego stopnia ekspresji receptora alfa. Ekspresja receptora estrogenowego [ byta
w czgsci dotychcezas przeprowadzonych badan dobrym czynnikiem prognostycznym czerniaka.
W przytoczonych badaniach ekspresja receptora beta byla ujemnie skorelowana ze skalg
Breslow i agresywno$cia nowotworu. W naszym badaniu nie wykazano obecnosci takiej

korelacji.

Wyniki przytoczonych badan, podobnie jak wyniki naszego badania wskazuja na
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wysoki stopien ekspresji receptora estrogenowego beta w zmianach barwnikowych. Receptor
estrogenowy beta, nie receptor alfa jest dominujagcym receptorem klasycznym w zmianach
barwnikowych. Wyniki przytoczonych badan moga sugerowaé protekcyjna role receptora

estrogenowego beta w patogenezie czerniaka.

5.5.3. Potencjalna rola receptora GPER w patogenezie czerniaka

Wykazano, ze tamoksifen, antyestrogen ktory aktywuje receptor GPER, hamuje
proliferacje komorek czerniaka. W badaniu Ribeiro i wsp. stymulacja komoérek modelu
mysiego czerniaka G-1 zmniejszyta podziaty komodrkowe poprzez zahamowanie cyklu
komoérkowego w fazie G2. Terapia tamoksifenem roéwniez wykazala dziatanie
antyproliferacyjne w liniach komodrkowych czerniaka poprzez zmniejszenie podziatéw
komoérkowych. G-1 i antyestrogeny zmniejszaty poziom fosforylowanego ERK 1/2. Celujac
w receptor GPER krotkim interferujagcym RNA (siRNA) zniesiono dziatanie cytostatyczne G-
1. Badanie Ribeiro i wsp. wykazalo, ze przeciwnowotworowe dziatanie antyestrogendéw
w komorkach czerniaka jest zalezne od receptorow GPER?7 .

Natale 1 wsp. wykazali, ze szlak sygnalowy GPER antagonizuje aktywno$¢ czerniaka
poprzez zahamowanie biatka c-Myc!* i wptyw na kinaze biatkowa A. Sciezki sygnatowe
aktywacji receptora GPER obejmuja aktywacje czynnika wzrostu naskorka, kinazy
bisfosforanu 4,5- fosfatydyloinozytolu i kinazy ERK?**°, Aktywacja receptora GPER wigze sie
z pobudzeniem cyklazy adenylowej i1 kinazy bialkowej A poprzez aktywacj¢ biatka Gg28!,
Wykazano, ze receptor GPER wykazujacy ekspresj¢ ektopowa moze by¢ poddawany
procesowi endocytozy z btony komoérkowej, co moze thumaczy¢ obserwowang w naszym
badaniu ekspresje cytoplazmatyczng i jadrowg tego receptora®®?. Ligandami receptora GPER
sa estrogeny, aldosteron oraz substancje takie jak leki, fito i ksenoestrogeny. GPER reguluje
czynniki transkrypcyjne i koaktywatory, takie jak: TAZ, YAP, jun/c-fos, TIF2, SF-1 oraz biatka
cyklu komérkowego (cyklina D2) i zaprogramowanej $mierci komorkowej (Bcl-2)?80-283.284.285,

W niniejszej rozprawie wykazano obecnos$¢ ekspresji receptorow estrogenowych GPER
w wigkszo$ci zmian o charakterze znamion barwnikowych, znamion dysplastycznych
i czerniakow. Wykazalismy obecnos$¢ stabej ujemnej korelacji pomiedzy wiekiem pacjentow
a ekspresja GPER w cytoplazmie melanocytow marginesu zmiany (R=-0,27) - wraz z wiekiem
pacjenta malata cytoplazmatyczna ekspresja receptora GPER.

W dotychczasowej literaturze brak doniesien poréwnujacych ekspresj¢ receptoréw

estrogenowych GPER pomig¢dzy réznymi typami zmian melanocytarnych. W niniejszym
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badaniu wykazaliSmy ekspresj¢ cytoplazmatyczng tego blonowego receptora, ale réwniez
w wiekszosci przypadkow jego ekspresj¢ jadrowa. WykazaliSmy, ze ekspresja receptora GPER
w melanocytach marginesu znamion barwnikowych i czerniakow (p=0,004) oraz znamion
dysplastycznych 1 czerniakow (p=0,021), byla istotnie statystycznie rézna. W niniejszej
rozprawie wykazaliSmy rdéznice w ekspresji receptora GPER pomigdzy znamionami
dysplastycznymi i czerniakami zaréwno w cytoplazmie melanocytow zmiany (p=0,02), jak
1 w jadrach komoérkowych (p=0,036). Ekspresja receptora GPER w naszym badaniu jest
statystycznie istotnie nizsza w czerniakach w poréwnaniu do znamion dysplastycznych.
Dotychczas w literaturze dostepne jest jedno badanie Fabian i wsp. oceniajace ekspresje
receptorow estrogenowych GPER w tkankach czerniakow. W badaniu oceniono 38 czerniakow
pochodzacych od pacjentek w cigzy i bedacych mniej niz rok po jej rozwigzaniu oraz 43
czerniakéw pochodzacych od 21 mezczyzn 1 22 kobiet. W badaniu Fabian i wsp. nie wykazano
istotnych statystycznie roznic w ekspresji receptora GPER w zakresie: czerniakéw de
novo/wywodzacych si¢ ze znamion, lokalizacji guza, podtypu histologicznego, indeksu
mitotycznego, obecno$ci owrzodzenia czy nacieku limfocytarnego. Ekspresje receptora GPER
wykazano w wigkszosci przypadkéw czerniakdw zwigzanych z cigza i w czgsci przypadkow
czerniakdw niezwigzanych z cigzg (78.4% vs. 27.9%, p=0.0000)'%2. Odsetek wybarwionych
czerniakdw u pacjentdOw z czerniakami niezwigzanymi z cigzg byl znacznie mniejszy niz
odsetek w naszym badaniu (93,15% w naszej grupie badanych). Jesli wykluczy¢ w naszym
badaniu ekspresje < 10%, wowczas dodatnig ekspresj¢ receptora GPER wykazywatoby 75,34%
zmian. Jest to odsetek znacznie wigkszy niz zaobserwowany w podobnej populacji w badaniu
Fabian i wsp. (27,9%). Badanie Fabian i wsp. nie wykazato statystycznie istotnych réznic
w ekspresji GPER pomi¢dzy kobietami i m¢zczyznami. Cytoplazmatyczna ekspresja receptora
GPER byta w wymienionym badaniu statystycznie istotnie czg¢stsza w czerniakach w cigzy
1 wystepujacych po porodzie (ang. pregnancy-associated melanoma, PAM) w poréwnaniu do
czerniakdbw u kobiet niebedacych w cigzy 1 mezczyzn (ang. non-pregnancy-associated
melanoma, NPAM). 31 sposrod 41 przypadkéw czerniakow wykazujacych ekspresje GPER
wykazywato rowniez ekspresje receptora ERB. W grupie pacjentek niebgdacych w ciazy,
receptor ERB wykazywat czesciej ekspresje niz receptor GPER (60,5% vs. 27,9%, p=0,001).
W grupie kobiet z czerniakiem w cigzy receptory ERPB i GPER wykazywaly ekspresje
z podobng czestoscig (odpowiednio: 81,6% 1 78,4%, p=0,7290). W badaniu nie wykazano
r6znic w ekspresji GPER 1 ER pomigdzy mezczyznami a kobietami niebedacymi w ciazy
(p=0,4383). W naszym badaniu wykazano istotne statystycznie réznice w ekspresji jadrowe;j

receptora GPER w melanocytach czerniaka (p=0,034) pomig¢dzy ptciami. Ekspresja jadrowa
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receptora estrogenowego GPER w tkance czerniakow byta nizsza u mezczyzn. W badaniu
Fabian i wsp. sposrod badanych zmian tylko w jednym przypadku czerniaka akralnego
wykazano ekspresje receptora estrogenowego alfa. Wérdd czerniakow wykazujacych ekspresje
receptora estrogenowego beta, naciek w skali Breslow byl statystycznie istotnie nizszy
w przypadkach z brakiem ekspresji receptora beta (p=0,0093). W przypadkach wykazujacych
ekspresje GPER grubo$¢ nacieku Breslow byta mniejsza (Srednia 1,23, SD 1,00) w pordwnaniu
do przypadkow niewykazujacych ekspresji GPER ($rednia 1,80, SD 1,64), jednakze istotno$¢
statystyczng wykazano jedynie w grupie me¢zczyzn ($rednia 0,54, SD 0,18 vs. §rednia 1,91, SD
1,56) (p=0,0256). Poréwnujac podwojnie dodatnie w zakresie ekspresji GPER/ER[ czerniaki
1 czerniaki podwojnie ujemne, naciek Breslow byt nizszy w czerniakach podwojnie dodatnich
(Srednia 1,24, SD 1,03 vs. $rednia 2,23, odchylenie standardowe — SD 1,80) (p=0,0156). Ta
tendencja byta obserwowana w kazdej z badanych podgrup, ale osiagneta istotno$¢ statystyczna
tylko w grupie mezczyzn ($rednia 0,54, SD 0,18 vs. $rednia 2,44, SD 1,87, p=0,0452) i w grupie
kontrolnej ($rednia 0,82, SD 0,61 vs. $rednia 1,74, SD 2,27, p=0,0090). Indeks mitotyczny byt
statystycznie istotnie nizszy w czerniakach wykazujacych ekspresje receptora estrogenowego
beta niz w przypadkach niewykazujacych jego ekspresji (§rednia 2,40, SD 2,71 vs. $rednia 6,00,
SD 5,72, p=0,0011). Pacjenci z ekspresja GPER mieli nizszy indeks mitotyczny w poroéwnaniu
do pacjentéw z brakiem ekspresji GPER, jednakze w badaniu znaczacg statystycznie rdznice
wykazano jedynie u me¢zczyzn (Srednia 0,50, SD 0,84 vs. $rednia 4,93, SD 5,28, p=0,0326)
i w grupie kontrolnej NPAM ($rednia 1,30, SD 1,57 vs. $rednia 4,90, SD 5,58, p=0,026).
Obecnos¢ nacieku limfocytarnego wokot guza byta statystycznie istotnie wyzsza w czerniakach
wykazujacych ekspresj¢ ERP, GPER i GPER/ERP niz w przypadkach niz w przypadkach
niewykazujacych ekspresji tego receptora (p=0,0053, p=0,0000 i p=0,0001). Owrzodzenie guza
byta rzadko obecne i wykazalo powigzane z brakiem ekspresji receptora GPER (p=0,0489)'62,
Autorzy badania oceniali ekspresj¢ jako jej obecnos$¢ lub jej brak. W naszym badaniu
dokonali$my oceny stopnia ekspresji mierzonego jako odsetek wybarwionych komorek guza.
W czgéci badania w grupie 54 czerniakéw wykazaliSmy obecnos¢ dodatniej $redniego stopnia
korelacji pomiedzy ekspresja receptorow GPER w melanocytach a stopniem nacieku wg Clarka
1 Breslowa zaréwno jadrowo, jak i cytoplazmatycznie. Interesujaco, w niniejszej rozprawie
wykazano ujemng korelacje miedzy ekspresja receptoréw GPER w gruczotach potowych
a skalg Clarka. W naszym badaniu, odmiennie niz w badaniu Fabian i wsp. brak ekspresji
receptorow GPER dotyczyl wczesnych czerniakow. GPER korelowat dodatnio z grubo$cia
naciecku wg Breslow. W badaniu Fabian i wsp. wykazano wylacznie ekspresje

cytoplazmatyczng receptora GPER o umiarkowanej intensywnos$ci $wiecenia. W naszym
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badaniu receptor GPER charakteryzowala wyrazna, zarowno jadrowa, jak i cytoplazmatyczna
ekspresja w tkankach czerniaka.

Nalezy jednakze przytoczy¢ wyniki badan dotyczacych innych nowotwordéw, ktore
wykazuja, ze receptor estrogenowy GPER reguluje ich proliferacje¢, mogac w zaleznosci od

typu nowotworu dziata¢ prokancerogennie lub powstrzymywaé wzrost guza.

5.7. Rola receptorow estrogenowych w patogenezie choréb nowotworowych

5.7.1.Rola receptora estrogenowego alfa w patogenezie nowotworow
Wykazano, ze ekspresja receptora estrogenowego o byla zwigzana ze zwigkszong

przezywalno$cig pacjentow z HPV-dodatnim rakiem nosogardta®’

. Ekspresja receptora
estrogenowego o w raku brodawkowatym tarczycy byla zwigzana z wigkszym rozmiarem guza
1 wyzszym stopniem ekspresji markera proliferacji Ki67. Wykazano, Ze receptor estrogenowy
a moze pobudzaé Sciezke sygnatlowg MAPK, prowadzac do rozwoju raka endometrium?%3.
Wyciszenie genu ERa lub zastosowanie antagonisty estrogenowego receptora o istotnie
redukuje inwazyjno$¢ guza i ekspresje metaloproteinazy 9 w rakach jajnika stymulowanych
leptynga. Receptor estrogenowy a, nie receptor § byl zaangazowany w proces patogenezy

289 Obecnosé

indukowanego leptyna raka jajnika w mechanizmie niezaleznym od estradiolu
ekspresji receptora estrogenowego o w raku pecherza byla powigzana z wigkszym stopniem
zaawansowania guza, obecno$cig odlegtych przerzutow i ztym rokowaniem. Zahamowanie
ekspresji receptora estrogenowego o w badaniu in vivo u myszy istotnie zahamowato wzrost

guza i tworzenie przerzutow>""

. Wykazano, ze pobudzenie receptora estrogenowego alfa
zwigksza proliferacje komorek raka kory nadnercza zaré6wno w drodze zaleznej od estrogenow,
jak 1niezaleznej od estrogendw, poprzez indukcje $ciezki insulinopodobnego czynnika wzrostu
IGF-I/IGFIR. Zastosowanie antyestrogenu tamoksifenu, ktory jest agonista GPER zahamowat
wzrost raka kory nadnercza w badaniach in vitro 1 in vivo. Jednakze rowniez stymulacja
selektywnym agonistg GPER G-1 hamowata wzrost komorek raka kory nadnercza poprzez
zahamowanie cyklu komérkowego, uszkodzenie DNA i pobudzenie procesu apoptozy poprzez

aktywacje kinazy ERK 1/2%!

. Wyniki wymienionych badan wykazuja, ze ekspresja receptora
estrogenowego alfa wigze sie¢ w przypadku wigkszo$ci nowotworéw z niekorzystnym
rokowaniem. W naszym badaniu nie wykazano réznic w ekspresji receptora estrogenowego
alfa pomigdzy réznymi typami zmian barwnikowych, nie wykazaliSmy réwniez korelacji

ekspresji receptora alfa ze stopniem zaawansowania zmiany.
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5.7.2. Rola receptora estrogenowego beta w patogenezie nowotworow

Liczne badania wskazuja, ze receptor estrogenowy B zapobiega procesowi tworzenia
guza poprzez wptyw na procesy naprawcze DNA i proces apoptozy oraz hamowanie ekspresji
onkogenow, procesu proliferacji i przerzutowania guza. Badanie oceniajace role receptora
estrogenowego B w procesie zapalnym indukowanym w liniach komoérkowych raka prostaty
wykazato, ze nadmierna ekspresja receptora estrogenowego [ zahamowata produkcje
markeréw stanu zapalnego, takich jak: TNF-o, IL-18, MCP-1 i IL-6. Pobudzenie receptora
estrogenowego B obnizylo przezywalno$¢ i migracj¢ oraz wywotato apoptoze komorek raka
prostaty. Dziatanie to zostalo zahamowane po zastosowaniu antagonisty receptora ERf
i specyficznego dla ER krotkiego interferujacego RNA. Wyniki tego badania sugeruja, ze ER3

292, Wykazano, ze proces

pelni role przeciwzapalng i przeciwnowotworowg w raku prostaty
zapalny moze doprowadzi¢ do aktywacji onkogendw, takich jak m.in.: N-RAS, H-RAS, BRAF,
C-MYC oraz do utraty funkcji supresorowych przez pl4, pl6 i p5S3. Wykazano rowniez, ze
komorki nowotworéw skory indukuja m.in. produkcje cytokin, chemokin, prostaglandyn,

293 'W przypadku czerniaka, nowotworu cechujgcego sie

stymulujac proces zapalny wokot guza
duza immunogenno$cig przejawiajaca si¢ m.in. regresjag oraz mogacego indukowac stan
zapalny istotne wydaje si¢ by¢ poznanie roli receptora estrogenowego beta, hamujacego stan
zapalny w patogenezie tego nowotworu.

Ekspresja receptora estrogenowego [ jest zwigzana ze zmniejszong czgstoscia
wystepowania polipow jelita grubego i1 niskim stopniem zaawansowania raka jelita
grubego®™®. Pobudzenie receptora estrogenowego P indukuje apoptoze oraz hamuje
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proliferacje komérkowa m.in. poprzez fragmentacj¢ DNA komorek raka jelita”> oraz poprzez

329, Wykazano, ze nadmierna ekspresja receptora beta

wplyw na $ciezke sygnatowa p5
moduluje czynniki regulujgce cykl komorkowy?®? oraz reguluje ekspresje genow fazy G1 cyklu
komorkowego?®®. Receptor estrogenowy B wykazywal w raku jelita grubego dzialanie
antyproliferacyjne, poprzez wptyw na cykl komorkowy. W raku jelita grubego dochodzi do
nadmiernej ekspresji cykliny D1. Receptor estrogenowy P bierze udzial w degradacji cykliny
D1 poprzez proces autofagii, hamujgc wzrost linii komorkowych raka jelita grubego®”.
Receptory estrogenowe P ulegaja przemieszczeniu do mitochondriow, gdzie reguluja
ich funkcje poprzez element odpowiedzi na estrogeny mitochondrialnego DNA. Wykazano, ze
nadmierna ekspresja mitochondrialnego ER 3 wywotata pobudzenie syntezy ATP i zahamowata
proliferacje komorek raka piersi. W modelu zwierzecym wykazano, ze nadmierna ekspresja

mitochondrialnego ERf} hamowata proliferacj¢ komorek raka piersi i wzrost masy guza.

Zahamowanie ekspresji mitochondrialnego ERP skutkowato zwigkszeniem proliferacji
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komorek raka piersi poprzez wptyw na mitochondria i proces glikolizy. Wykazano, Zze poziom
mRNA ERp byt 80% nizszy w tkankach raka piersi w porownaniu do zdrowej tkanki sutka.
Ekspresja receptora ERa z kolei byta wyzsza w komorkach raka piersi w poréwnaniu do
komorek nablonkowych sutka, co moze sugerowaé antagonistyczne dzialanie wyzej
wymienionych receptorow>%,

Postuluje sig, iz receptor estrogenowy B petni funkcje przeciwnowotworowe w raku

prostaty, natomiast receptor estrogenowy o petni funkcje onkogenne’®!

. Pobudzenie receptora
estrogenowego [ redukuje stan zapalny w modelach zwierzgcych. Selektywni agonisci
receptora estrogenowego [} wywieraja dzialanie supresyjne na aktywno$¢ limfocytéw T,
poprzez obnizenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego procesu zapalnego NF-kB. NF-xB
kontroluje ekspresje genow odpowiedzialnych za procesy: apoptozy (m.in. Bcl-2), proliferacji
(cykliny, c-Myc), inwazji, angiogenezy i przerzutowania. Postuluje si¢ znaczny udzial NF-kB
w procesie tworzenia guza®®’. Li i wsp. wykazali, ze wysoki poziom ekspresji HI19 jest
zwigzany ze zmniejszong przezywalnoscig catkowita w raku prostaty. Estradiol indukuje
proces transkrypcji H19 i jego ekspresje poprzez receptor estrogenowy Erp302.

Wykazano, ze receptor estrogenowy beta moze petni¢ funkcje hamujace wzrost
glioblastoma. W badaniu Zhou i wsp. nadmierna ekspresja receptora estrogenowego [
w glioblastoma wigzata si¢ ze zwigkszong przezywalno$cia u myszy w odpowiedzi na leczenie
temozolomidem?®®.

W badaniu Schiiler-Toprak ekspresja jadrowa receptoréw 3 byta istotnie statystycznie
nizsza w niskozréznicowanych rakach jajnika, w poréwnaniu do wyzszej ekspresji
w nowotworach o wysokim stopniu zréznicowania. Ekspresja jadrowa receptora f istotnie
korelowata z markerami nowotworowymi CEA i1 CA72-4, ekspresja cytoplazmatyczna
receptora estrogenowego [ wykazata natomiast korelacj¢ z EGF. Przezywalno$¢ catkowita
pacjentek z guzami wykazujacymi ekspresj¢ cytoplazmatyczng receptora estrogenowego 3 byla
istotnie dluzsza w poréwnaniu do chorych z rakami jajnika niewykazujacych
cytoplazmatycznej ekspresji receptora estrogenowego B (p<0,05)3%4.

Wykazano, ze pacjentki z ERB-dodatnimi rakami pluca charakteryzowaty si¢ gorsza
przezywalno$cig niz pacjentki z rakiem ptuca niewykazujgcym ekspresji Er>%.

W gruczolakoraku przewodowym trzustki ekspresja receptora estrogenowego 3 byta
niezaleznym czynnikiem predykcyjnym zmniejszonej przezywalnosci pacjentow. Badania
kliniczne oceniajace dziatanie selektywnych modulatorow estrogenowych nie wykazaly ich

skuteczno$ci w leczeniu raka trzustki3%°.
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W badaniu immunohistochemicznym zmian o charakterze raka kolczystokomorkowego
krtani wykazano, ze ekspresja receptorow estrogenowego [3 i progesteronowego byla istotnie
statystycznie wyzsza w niskozroznicowanych rakach krtani i w przypadkach z zajgciem naczyn
limfatycznych w poréwnaniu do zmian wysokozréznicowanych i1 bez zajecia uktadu
limfatycznego. Sugeruje si¢, ze receptory ER-f i progesteronowe moga stanowi¢ marker
gorszego rokowania u pacjentow z rakiem krtani?’.

Wykazano, ze ekspresja biatka ERP byla wyzsza w tkankach gruczolakoraka ptuca
w porownaniu do zdrowych tkanek. Ekspresja receptora estrogenowego [ korelowata
z wielko$cig guza, obecno$cig przerzutow w wezlach chlonnych i stopniem zaawansowania
guza. W badaniu in vitro w liniach komorkowych raka niedrobnokomorkowego ptuca
zablokowanie ekspresji Erff zahamowalo inwazyjno$¢ komorek guza. W modelu in vivo
zahamowanie ekspresji receptora [ zmniejszylo liczb¢ guzéw przerzutowych. Badanie
wykazalo, ze receptor estrogenowy B moze petni¢ istotng rol¢ w progresji gruczolakoraka ptuca
poprzez wpltyw na $ciezke sygnatowg MEK/ERK?3%,

W badaniu oceniajacym 83 przypadki pacjentek z rzadkim typem guza piersi —
nowotworem desmoidalnym, wykazano dodatnig korelacj¢ ekspresji receptora beta z ekspresja
markerow proliferacyjnych: Ki67, cykliny D1 i cykliny A. W wymienionym badaniu, wysoki
poziom ekspresji receptora byl zwigzany z duzym wskaznikiem nawrotowos$ci nowotworu

i nasilong proliferacjg guza®®

. W jednym z badan pobudzenie receptora ERf skutkowato
zwigkszeniem proliferacji komorek raka pecherza moczowego i ich inwazyjno$ci®!’.
Wykazano, ze ekspresja podtypdéw receptora estrogenowego B 2 i 5, moze by¢ zwigzana
z oporno$cig raka prostaty na chemioterapig’!!.

Wyniki przytoczonych badan sugeruja, ze receptory estrogenowe 3 moga w zaleznosci
od nowotworu wplywaé¢ na zwigkszenie, badZz zmniejszenie masy guza. Wyniki

dotychczasowych badan wskazuja na protekcyjng role ekspresji receptora beta w czerniakach

skory.

5.7.3. Rola receptora estrogenowego GPER w patogenezie nowotwordéw

W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan dotyczacych ekspresji receptora
estrogenowego GPER w réznych nowotworach. Liczba doniesien naukowych w tym zakresie
ciggle wzrasta, jednakze naszym zdaniem jak dotad nieliczne badania podejmuja zagadnienie
roli receptoréw GPER w czerniaku skory.

Wykazano, ze receptor estrogenowy GPER pelni istotng funkcje w nowotworach

hormonozaleznych?!'!. Wyniki badan dotyczace roli tego receptora w raku piersi sugeruja, ze
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pelni on jednoczes$nie role stymulujaca proliferacj¢ komorkowa, jak i1 proapoptotyczng.
Tamoksifen, raloksifen, fulwestrant stanowiag modulatory lub antagonistow klasycznych
receptorow estrogenowych, bedac jednoczesnie agonistami receptora GPER. Wykazano, ze
tamoxifen redukuje odsetek nawrotowosci raka piersi i zapobiega rozwojowi bilateralnego raka

sutka3!!

. Wzrastajaca czgstos¢ opornosci raka piersi na leczenie tamoksifenem sugeruje
ztozony charakter $ciezek sygnatowych prowadzacych do rozwoju tego nowotworu’!'?,
Wykazano, ze ekspresja receptora GPER w tkankach raka piersi byta powigzana z opornoscia
nowotworu na tamoksifen’’®> i byla ona niezaleznym czynnikiem prognostycznym
pogarszajacym rokowanie pacjentek z rakiem piersi*!. Ekspresja GPER wykazywata dodatnig
korelacj¢ z ekspresja markera raka piersi HER2/neu, wielkoscia guza i obecnoscia
przerzutow>'2. Wykazano, ze S$ciezka sygnatowa insulinopodobnego czynnika wzrostu
IGF1/IGF1R, poprzez $ciezki przewodzenia sygnatu ERK1/2 i AKT, indukuje ekspresje
czynnikow: HIF-1a (czynnik 1 indukowany przez hipoksj¢), VEGF i receptora estrogenowego
GPER. Pobudzenie receptora GPER indukuje ekspresj¢ czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF), zwigkszajac proces angiogenezy w hipoksyjnym mikrosrodowisku
raka piersi. De Francesco 1 wsp. wykazali, ze do indukowanej IGF1 aktywacji VEGF niezbedna
jest koekspresja HIF-la i GPER®". Sciezka sygnatowa Notch bierze udziat w procesie
tworzenia guza, angiogenezy i zwigkszonej ruchomosci komodrkowej. De Francesco i wsp.
wykazali, Ze na mikrosrodowisko guza piersi maja wplyw interakcje pomiedzy czynnikiem
HIF-1a, receptorem GPER i Notch3!6. Wyniki ww. badah moga sugerowa¢ potencjalny udziat
receptora GPER w procesie nowotworzenia, poprzez stymulacj¢ procesu angiogenezy.
Sugeruje si¢ role transaktywacji czynnika wzrostu naskorka (ang. epidermal growth factor

receptor, EGFR) jako elementu $ciezki sygnalowej w rozwoju raka piersi*!’

. ERal17p stanowi
antagoniste receptora GPER, hamuje on wzrost komérkowy, poprzez indukcje zaleznego od
proteasoméw  obnizenia ekspresji receptora GPER. ERal7p zmniejsza poziom
fosforylowanego EGFR (ang. phosphorylation of epidermal growth factor receptor, pEGFR),
fosforylowanej kinazy ERK1/2 (ang. phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase,
PERK1/2) oraz biatka c-fos®'®. Podkresla sie role receptora GPER w indukcji potrojnie
negatywnego (nie wykazujacego ekspresji receptoréw ERa, PR lub nadekspresji HER2/neu)
raka piersi®!®. Badanie Wei i wsp. wykazalo z kolei, ze aktywacja receptora GPER poprzez jego
agoniste¢ G-1 zahamowata wzrost komorek raka piersi ERalfa i ERbeta-ujemnych in vitro,

poprzez zmniejszenie poziomu cykliny B, zahamowanie cyklu komorkowego w fazie G2/M

1 indukcje¢ zaleznego od mitochondridow procesu apoptozy. Stymulacja G-1 zwigkszyta
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ekspresje biatka p53, podtrzymata aktywacje i translokacje¢ jadrowa kinazy ERK1/2. Proces ten
byt mediowany poprzez receptor GPER i naskérkowy czynnik wzrostu EGFR3!3.

Samartzis 1 wsp. wykazali ekspresje jadrowa i cytoplazmatyczng receptora GPER
w raku piersi. Ekspresja cytoplazmatyczna GPER byla zwigzana 2z lokalizacja
pozaprzewowodowa guza, nizszym stopniem zaawansowania zmiany, wigkszym stopniem
zréznicowania i lepsza przezywalnoscia, natomiast ekspresja jadrowa byta zwigzana z niskim

320 W naszym badaniu rowniez wykazali$my dwa rodzaje

stopniem zréznicowania nowotworu
ekspresji receptora estrogenowego GPER — jadrowg i cytoplazmatyczng.

Wykazano, ze w modelu mysim raka Zotadka, pobudzenie ekspresji receptora GPER
przez G1 indukowato procesy $mierci komorkowej komorek nowotworowych??!.

Hernandez i wsp. wykazali obecnos$¢ ekspresji receptorow GPER w komorkach raka
szyjki macicy, zmiany przednowotworowe nie wykazaly natomiast obecno$ci receptoréw
GPER. W komorkach rakowych dominowala ekspresja cytoplazmatyczna receptora,
dodatkowo wykazano obecno$¢ wybarwienia jader komoérek nabtonka. Stymulacja agonista
receptora GPER G-1 wywolala zahamowanie proliferacji komorkowej i zwigkszenie odsetka
komorek apoptotycznych w badanych liniach komoérkowych®?2. Pobudzenie receptora
GPER jego agonista G-1 wywotuje zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M 1 obnizenie
ekspresji cykliny B. W komorkach raka szyjki macicy G-1 aktywuje kinazy ERK 1/2 poprzez
$ciezke sygnatowsg receptora naskorkowego czynnika wzrostu EGFR323. W badaniu Friese
1 wsp. wykazano powiazanie pomig¢dzy ekspresjg cytoplazmatyczng GPER w raku szyjki
macicy a ekspresja pl6 i p53. Ekspresja cytoplazmatyczna GPER byla zwigzana z lepsza
catkowitg 1 wolng od nawrotow przezywalno$cig w raku szyjki macicy we wczesnym stadium.
W badaniu in vivo, raloksifen, ktory pobudza receptor GPER wykazal dzialanie zapobiegajace
nawrotom raka szyjki macicy>**.

Oceniono ekspresje immunohistochemiczng receptora GPER-1 w 35 tagodnych guzach
jajnika, 35 zmianach o niskim potencjale onkogennym i 124 ztosliwych guzach jajnika.
Wykazano, ze ekspresja receptora GPER-1 byla istotnie statystycznie nizsza w tkance raka
jajnika niz w guzach tagodnych i o niskim stopniu zaawansowania. Ekspresja GPER byla
wyzsza w rakach we wczesnym stadium oraz guzach o wigkszym stopniu zréznicowania.
Ekspresja GPER-1 byla w tym badaniu zwigzana z dobrym rokowaniem i wigksza 2-letnig
przezywalnos$cig. Podanie agonisty GPER G-1, zahamowato proces proliferacji linii
komoérkowych raka jajnika poprzez zahamowanie cyklu w fazie G2/M 1 pobudzenie zaleznej

325

od kaspaz apoptozy’=>. Wykazano, ze agonista GPER G-1 wykazuje wtasciwos$ci podobne do

alkaloidow barwnika rozyczkowego (np. winkrystyny, winblastyny), bedacych uznanymi
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chemioterapeutykami. G-1 hamuje polimeryzacj¢ biatka tubuliny i tworzenie mikrotubul
w komorkach raka jajnika, hamuje cykl komorkowy w profazie mitozy i zmniejsza proliferacje
komorek raka jajnika, prowadzac do ich apoptozy3?°.

W badaniach in vitro i in vivo, pobudzenie receptora GPER agonista G-1
zahamowato wzrost komorek raka prostaty zaré6wno androgenozaleznych, jak
1 androgenoniezaleznych. Poddanie linii komdrkowych raka prostaty na dziatanie G-1
wywolalo ciagla aktywacje kinazy Erk 1/2 i nadmierng ekspresje p21. G-1 wywotat obnizenie
ekspresji czynnikdéw regulujacych fazg G2 cyklu — cykliny A2 1 B1, cdc25c¢, cdc2, fosforylacje
ich regulatora transkrypcji, co skutkowato zahamowaniem cyklu komorkowego w fazie G23%7.
Zahamowanie wzrostu komorek raka prostaty przez GPER nastgpito poprzez pobudzenie biatka
Gail, wywotujac ciagla aktywacje¢ kinazy Erk1/2, bez wplywu na cyklaz¢ adenylowa.
Pobudzenie $ciezki sygnatowej cyklazy adenylowej AC-cAMP-PKA zwigkszyto aktywno$¢
Erk1/2 i zahamowato dziatanie G-1. Aktywacja GPR30 przez G-1 wptyngta na ekspresje
regulatorow cyklu komérkowego, hamujac migracj¢ komoérek raka prostaty i progresj¢ guza
poprzez zmniejszenie formacji filopodiow i widkien stresowych??®. Fibroblasty zwigzane
z nowotworem odgrywaja istotng rol¢ w transformacji nowotworowej i progresji raka prostaty.
Wykazano wysoki poziom ekspresji receptora GPER 1 niski poziom ekspresji receptora
estrogenowego alfa w fibroblastach zwigzanych z rakiem prostaty. Wykazano koekspresje
GPER z biatkiem aktywujacym fibroblasty. Pobudzenie receptora GPER dziatato hamujaco na
ekspresj¢ receptora estrogenowego alfa poprzez zahamowanie S$ciezki sygnalowej
cAMP/kinazy biatkowej A3%.

Wykazano, ze pacjenci z migsakiem koSci i wysoka ekspresja receptora GPER
wykazywali si¢ zwiekszong przezywalnos$ciag w poréwnaniu do pacjentdw z nizszg ekspresja
tego receptora. Pobudzenie receptora GPER G1 hamuje migracj¢ i inwazje komorek migsaka
ko$ci®3,

Badanie Liu i wsp. wykazato ekspresje cytoplazmatyczng GPER w 80.49% i jadrowa
w 53.05% zmian o charakterze raka niedrobnokomoérkowego pluca. Wysoka ekspresja
cytoplazmatyczna GPER byla powigzana z wyzszym stopniem zaawansowania nowotworu,
przerzutami do weztéw chtonnych 1 niskim zréznicowaniem guzow. Agonista GPER G11 1783-
estradiol stymulowaty proliferacje i migracj¢ komorek raka ptuca. W modelu gruczolakoraka
ptuca in vitro podanie estradiolu i G1 doprowadzito do zwigkszenia liczby guzow i stopnia
zaawansowania nowotworu. Pobudzenie GPER obejmowato $ciezke sygnalowa MAPK
i Akt**!. Wykazano zmiany w morfologii i nadmierng ekspresje metaloproteinaz 2 i 9 pod

wplywem bisfenolu A (czynnika o dziataniu estrogenowym), mediowane przez receptor GPER,
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nie przez receptory estrogenowe a i . Wykazano, ze podanie bisfenolu A promowato migracje
1 inwazj¢ komorek raka ptuca przez zwigkszenie ekspresji metaloproteinaz i poprzez $ciezke
sygnatowg GPER/EGFR/ERK1/2%32,

Pobudzenie receptora GPER przez agonist¢ G-1 w warunkach in vifro zmniejszylo
ruchliwo$¢ komorek raka niedrobnokomorkowego ptuca i obnizyto ekspresj¢ metaloproteinaz
macierzy MMP 2 1 9. Wyniki badania sugeruja, ze pobudzenie receptora GPER moze
zmniejszy¢ migracje komorek raka niedrobnokomodrkowego pluca poprzez zahamowanie
$ciezki kinazy IKK-B/NF-kB*3, Badania epidemiologiczne wykazujg, ze kadm i arszenik
zwigkszaja ryzyko raka ptuca. Wykazano, ze chlorek kadmu i metaarsenin sodu aktywowaly
fosforylacje¢ kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK), prawdopodobnie przez receptory
estrogenowe beta i receptory GPER33%,

W badaniu na liniach komdrkowych raka urotelialnego, gtéwnego typu raka pgcherza
moczowego, 17B-estradiol zahamowat wzrost komoérek rakowych poprzez wplyw na receptor
GPER. GPER jednoczes$nie pobudzat proliferacj¢ komorkowa niezaleznie od $ciezki EGFR-
MAPK?3,

W raku jelita grubego do proliferacji dochodzi za posrednictwem stymulowanego
estradiolem receptora estrogenowego GPER, poprzez zwigkszenie ekspresji czynnika wzrostu
tkanki facznej*3®. Liu i wsp. wykazali, ze ekspresja receptora GPER jest nizsza w tkance raka
jelita grubego w poréwnaniu do tkanek jelita niezmienionych chorobowo. Pacjenci, u ktérych
ekspresja GPER byta nizsza wykazywali si¢ nizszym wspolczynnikiem przezywalno$ci niz
pacjenci z wigksza ekspresja GPER. Pobudzenie receptora GPER przez agoniste G-1
prowadzito do zahamowania cyklu komorkowego, proliferacji i apoptozy zwigzane]
z mitochondrium komérkowym?%7.

W  warunkach in vitro GPER stymulowal proliferacj¢ komorek nasieniaka.
Zastosowanie antagonisty GPER odwracalo jego dziatanie’*®. Badanie Wallacides i wsp.
wykazato, ze proliferacja komorek nasieniaka, najczesciej wystepujacego guza jadra, moze by¢
pobudzana przez estradiol i testosteron. Estradiol moze aktywowac $ciezke sygnalowa GPER-
cAMP/fosfokinaza A (PKA)**°. Boscia i wsp. wykazali, ze obnizenie ekspresji receptora
estrogenowego [ bylo zwigzane z nadmierng ekspresja receptora estrogenowego GPER
w rakach jadra in situ i w nasieniakach. 17B-estradiol indukowat aktywacj¢ ERK1/2, zwigkszat
ekspresje¢ c-Fos, co byto zwigzane ze wzrostem ekspresji receptora GPER/GPR30 1 obnizeniem
ekspresji receptora estrogenowego B w linii komorkowej raka jadra®+0.

Akimoto 1 wsp. wykazali obecno$¢ ekspresji GPER w liniach komérkowych raka szyjki

macicy. Klaudyna 1 jest czastka wystepujaca na powierzchni komorek, jej brak indukuje
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apoptoze, hamuje proliferacj¢, migracje, inwazj¢ komorek raka szyjki macicy w warunkach in
vivo. W przytoczonym badaniu wykazano mediowang przez GPER oraz $ciezke sygnatowa
ERK i Akt, indukcje ekspresji klaudyny 1. GPER i klaudyna 1 stanowily w tym badaniu
wskazniki prognostyczne ztego rokowania u pacjentek z rakiem szyjki macicy**!. Wykazano,
ze ftalan mono-2-etyloheksylu (MEHP), bedacy srodowiskowym ksenoestrogenem, stymuluje
proliferacj¢ komorek linii komorkowych raka szyjki macicy poprzez aktywacje¢ S$ciezki
GPER/Akt. Pobudzenie receptora GPER hamuje indukowang MEHP fosforylacj¢ Akt, receptor
estrogenowy o nie wykazuje takiego dziatania®*?.

Autokrynny czynnik ruchliwosci jest enzymem regulujagcym agresywno$¢ raka
endometrium. Wykazano, ze GPER-1 wiaze si¢ do autokrynnego czynnika ruchliwos$ci
w obrebie btony komodrkowej, nastepnie kompleks ulega przemieszczeniu do cytoplazmy.
Proces ten prowadzi do pobudzenia kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, pobudzenia wzrostu
komoérek 1 progresji raka endometrium. Do progresji raka endometrium dochodzi za
po$rednictwem pobudzenia przez GPER-1 kinazy AKT3*,

Huang i wsp. ocenili metoda immunohistochemiczng ekspresje receptorow
estrogenowych i1 progesteronowych w rakomigsaku macicy. Rakomigsaki wykazaly nizsza
ekspresje receptora estrogenowego alfa i progesteronowego w poréwnaniu do zdrowej tkanki
endometrium, ale wyzszg ekspresj¢ receptora GPER. Rakomigsaki o wyzszym stopniu
zaawansowania wykazywaly wyzszy poziom ekspresji receptora GPER 1 estrogenowego beta
w porownaniu do zmian nowotworowych o nizszym stopniu zaawansowania. GPER
wykazywat korelacje z ekspresja receptora estrogenowego beta, ale nie z ekspresja receptorow
estrogenowego alfa i progesteronowego>#,

Wykazano, ze ekspresja GPER1 powyzej mediany byta obserwowana czg¢$ciej w raku
nabtonkowym jajnika niz w guzach o niskim potencjale onkogennym. Wyzsza ekspresja GPER
w raku jajnika byla zwigzana z nizszymi wskaznikami przezywalno$ci*#. Ekspresja jadrowa
receptora GPER byla zwigzana z wigksza nawrotowo$cig raka nablonkowego jajnika oraz
nizsza przezywalnoscia pacjentek z rakiem jajnika. Jadrowy GPER wykazal warto$¢
predykcyjna zaréwno dla catkowitej przezywalnosci, jak i 5-letniego okresu wolnego od
progresji choroby. Ekspresja cytoplazmatycznego GPER byla istotnie statystycznie czestsza
w zaawansowanych rakach, nie wykazata jednak dodatniej wartosci predykcyjnej w zakresie
przezywalno$ci**¢. Receptor GPER charakteryzuje si¢ obecno$cig domeny przecinajgcej btone
komoérkowa w siedmiu miejscach. Badania immunohistochemiczne wykazuja ekspresje
jadrowa receptora w rdéznych typach komorek, jednakze nie jest do konca jasne czy receptor

wykazuje rowniez lokalizacje jadrowg?®?.
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Wykazano, ze ekspresja receptora GPER1 byla statystycznie istotnie wyzsza
w tkankach raka jajnika, niz w przypadku tagodnych torbieli endometriotycznych. Wyzszy
stopien ekspresji receptora GPER1/GPR30 byl zwigzany z wiekszym rozmiarem guza,
wyzszym stopniem zaawansowania i obecnos$cig przerzutéw w weztach chtonnych. Wykazano
dodatnig korelacje pomiedzy ekspresja receptora GPER1 a ekspresjg metaloproteinazy 9°47.

W raku brodawkowatym tarczycy ekspresja GPER korelowata z czgsto$cig przerzutow

h*#¥, Kadm jest metaloestrogenem i podobnie jak estradiol i G1 indukuje

do wezldw chionnyc
proliferacje, inwazje 1 migracj¢ komorek raka tarczycy wykazujacych ekspresje GPER. Kadm
prowadzi do szybkiej aktywacji §ciezki ERK/AKT, translokacji czynnika NF-kB, zwigkszenia
ekspresji cykliny A i D1 1 wzrostu poziomu IL-8. Po zastosowaniu inhibitorow GPER, ERK,
AKT i NF-«xB, dochodzi do zahamowania indukowanej kadmem proliferacji, inwazji
i migracji komorek raka tarczycy>*.

Wykazano, ze estrogeny stymulowaty proliferacj¢ ludzkich hepatocytéw oraz
przyspieszaty proces nowotworzenia u ryb z rodziny karpiowatych, zwlaszcza ptci meskie;.
U ryb zaobserwowano wyzszy poziom ekspresji receptora GPER1 w tkankach raka
watrobowokomodrkowego w poréwnaniu do zdrowych tkanek watroby. Zahamowanie ekspresji
receptora GPER1 obnizylo progresje raka watrobowokomorkowego u badanych ryb®°. Z kolei
badanie Wei i wsp. wykazato, ze mRNA i biatko GPER wykazywaly nizszy poziom ekspresji
w tkankach raka watrobowokomodrkowego niz w zdrowej tkance watroby u myszy. Myszy,
u ktorych zablokowano ekspresj¢ receptora GPER, charakteryzowalo przyspieszenie procesu
wzrostu masy guza raka watrobowokomorkowego, zwigkszenie nacieku komorek uktadu
immunologicznego, intensywno$ci widknienia 1 produkcji czynnikdéw stanu zapalnego, takich
jak interleukina 6. W linii komdrkowej raka watrobowokomodrkowego zastosowanie G-1
obnizylo ekspresje aktyny alfa migsniowki gladkiej®!.

Pobudzenie receptora GPER przez G-1 w liniach komérkowych raka nerki indukowato
migracj¢ 1 inwazje komorek nowotworowych. Stymulacja G-1 zwickszyta ekspresje
metaloproteinaz macierzy 2 1 9 (MMP-2 i MMP-9) i inicjowata proces fosforylacji kinaz AKT
i ERK w komorkach raka nerki. Pobudzenie receptora GPER nasilalo proces tworzenia
przerzutow w raku nerki poprzez $ciezke sygnatowg PI3K/AKT/MMP-932,

Wyniki wyzej wymienionych badan sugeruja, ze w zalezno$ci od nowotworu, ale
réwniez od rodzaju ekspresji (jadrowa lub cytoplazmatyczna), ekspresja receptora GPER moze
wigza¢ si¢ zarOwno z korzystnym, jak i niekorzystnym rokowaniem. W naszym badaniu

wykazaliSmy obecno$¢ korelacji (w tym korelacji ekspresji jadrowej) receptora GPER
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w melanocytach z glebokoscig nacieku czerniaka. Badanie Fabian i1 wsp. z kolei wykazato

odwrotng zalezno$¢ cytoplazmatyczng!?.

5.8. Receptory estrogenowe - podsumowanie

Przytoczone, czgsto sprzeczne wyniki badan, wskazuja na zlozong role receptoréw
estrogenowych w patogenezie nowotworow. Nalezy podkresli¢ fakt, iz w czgsci wymienionych
badan zaobserwowano wzajemny wplyw receptorow na siebie, dziatajacych na zasadzie
autoregulacji. Receptory estrogenowe, w szczegolnosci receptor GPER stanowig w ostatnich
latach przedmiot licznych badan w konteks$cie ich wptywu na karcynogenezg. Rola receptoréw
GPER w patogenezie czerniaka wydaje si¢ by¢ niedoceniona.

Celem naszego badania byto poréwnanie ekspresji receptoréw pomiedzy trzema typami
zmian melanocytarnych. W $rodowiskach akademickich trwaja dyskusje dotyczace roli
znamion dysplastycznych w patogenezie czerniaka i ich definicji. W naszym badaniu wykazano
réznice w ekspresji receptorow hormonalnych pomigdzy znamionami barwnikowymi,
znamionami dysplastycznymi 1 czerniakami. Nadal kwestia sporng jest, czy znami¢
dysplastyczne mozna uzna¢ za forme¢ ,,posrednia” migdzy znamieniem barwnikowym
a czerniakiem. Jednocze$nie badania wskazuja, na czgsto trudne rozréznienie histologiczne
pomie¢dzy znamieniem dysplastycznym a czerniakiem o wczesnym stopniu zaawansowania.
Czgsto ta sama zmiana moze by¢ zaklasyfikowana przez dwodch specjalistow patomorfologii
do réznych kategorii*. Postawienie odpowiedniego rozpoznania wymaga ogromnego
doswiadczenia badajacego zmiang dermatopatologa. W przysztosci wskazane byloby
opracowanie bardziej czulych i specyficznych markeréw diagnostyki zmian melanocytarnych.
Dalsze badania pozwola na ocen¢ przydatnosci oznaczania receptoréw estrogenowych w
zmianach melanocytarnych.

W  niniejszej rozprawie ekspresje receptorow progesteronowych wykazano
w niewielkim stopniu wylacznie w jednej ocenianej zmianie, co w kontek$cie dotychczasowych
wynikow badan, moze wskazywac na niewielka rolg tego receptora w patogenezie zmian
melanocytarnych. Wykazano statystycznie istotne roznice w ekspresji receptora estrogenowego
beta w melanocytach marginesu pomig¢dzy znamionami barwnikowymi 1 znamionami
dysplastycznymi, ekspresja receptora beta byla wyzsza w znamionach dysplastycznych
(p=0,046). Wykazano rowniez réznice w ekspresji receptora beta pomig¢dzy keratynocytami
znamion dysplastycznych 1 czerniakow, byla ona wyzsza w znamionach dysplastycznych

(p=0,021). Przytoczone uprzednio badanie Schmidt i wsp. nie wykazato réznic w ekspresji
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receptora beta pomiedzy rdéznymi typami zmian melanocytarnych!>!. W naszym badaniu,
w przeciwienstwie do doniesien de Giorgi i wsp.!*® nie wykazano roznic w ekspresji receptora
beta w zalezno$ci od grubos$ci nacieku wg Breslow. Wynik ten moze wynika¢ z niewielkiej
liczebnosci badanej proby.

W badaniu wykazali$my istotnie wyzsza ekspresje receptora GPER w melanocytach
marginesu znamion dysplastycznych w poréwnaniu do marginesu czerniakow (p=0,021).
Wykazali$my rowniez istotne statystycznie rdéznice w ekspresji receptora GPER w obrgbie
melanocytow marginesu pomi¢dzy znamionami barwnikowymi i czerniakami (p=0,004).
Ekspresja receptora GPER w melanocytach marginesu znamion barwnikowych
1 dysplastycznych byla istotnie nizsza niz w grupie czerniakoéw. WykazaliSmy rdznice
w ekspresji jadrowej i cytoplazmatycznej receptora GPER w melanocytach czerniakow
pomig¢dzy znamionami dysplastycznymi oraz czerniakami i byta ona wyzsza w grupie znamion
dysplastycznych. Gruczoty potowe i1 lojowe obecne w usunietych tkankach znamion
barwnikowych i dysplastycznych réwniez roznity si¢ stopniem ekspresji receptora GPER i byla
ona wyzsza w znamionach dysplastycznych. Ponadto w badaniu wykazali§my obecnos¢
korelacji ekspresji melanocytarnej receptora GPER z czynnikami rokowniczymi w czerniaku.
W naszym badaniu wykazali$my istotne statystycznie rdéznice w ekspresji receptora beta
1 GPER pomigdzy tkankg czerniaka jej marginesem, wynik ten moze wskazywac na istotng rolg
receptorow estrogenowych w patogenezie czerniaka i na ich potencjalng role prognostyczng.
W ocenianych w niniejszej pracy zmianach wykazano nie tylko ekspresje cytoplazmatyczng,
ale rowniez silng ekspresj¢ jadrowa receptora GPER. Wysoki odsetek czerniakow
wybarwionych na obecnos$¢ receptora GPER 1 receptora estrogenowego beta wskazuje na
potrzebe przeprowadzenia dalszych badan nad farmakoterapig tego nowotworu celowang

W wymienione receptory.
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6. WNIOSKI

Jest to pierwsze badanie wykazujace roznice w ekspresji receptora GPER
w melanocytach pomi¢dzy czerniakami a znamionami dysplastycznymi

Jest to pierwsze badanie wykazujace wysoki stopien ekspresji GPER w melanocytach
czerniakdw u me¢zczyzn i u kobiet niebedacych w ciazy

Jest to rowniez pierwsze badanie wykazujace wyrazng, jadrowa ekspresj¢ receptora
GPER w melanocytach czerniakow

Badanie to wykazato obecno$¢ roznic w ekspresji receptora GPER w melanocytach
czerniaka w zalezno$ci od skali Clark, Breslow, indeksu mitotycznego, obecnosci
owrzodzenia, fazy wzrostu

Badanie wykazalo roznice w ekspresji receptora estrogenowego beta i GPER pomigdzy
tkankg czerniaka a marginesem zdrowej skory

Dotychczasowe doniesienia sugeruja, ze analiza ekspresji receptoréw estrogenowych
beta i potencjalnie GPER moze stanowi¢ przyszto§ciowo cenny dodatkowy marker
immunohistochemiczny w ocenie zmian barwnikowych.

Schemat wzajemnych oddziatywan receptoréw na siebie wydaje si¢ by¢ ztozony, a rola
receptorow estrogenowych w patogenezie nowotworéw jest szersza niz dotychczas
sadzono.

Potencjalny wptyw receptoréw estrogenowych na rozwdj zmian melanocytarnych
wydaje si¢ by¢ niedoceniony i wymaga dalszych badan w tym zakresie, szczegodlnie
w obliczu danych epidemiologicznych od lat sugerujacych réznice w zapadalnos$ci na

czerniaka w zalezno$ci od plci.
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STRESZCZENIE
Wstep:

Czerniak skory jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworéw o czesto
nieprzewidywalnym przebiegu. W jego patogenezie biorg udziat m.in. czynniki sSrodowiskowe
(ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe), uwarunkowania osobnicze (genetyczne,
fototyp skory) i inne. Wpltyw hormondéw plciowych na rozwdj zmian barwnikowych (znamion
barwnikowych, znamion dysplastycznych, czerniakdéw) pozostaje w dalszym ciggu
przedmiotem dyskusji, z uwagi na niejednoznaczne wyniki badan naukowych w tym zakresie.
Postuluje sig, ze czerniak jest nowotworem hormononiezaleznym, pomimo iz wyniki badan
epidemiologicznych wskazuja na roéznice w zapadalno$ci na czerniaka pomig¢dzy plciami.
Wykazano, ze zapadalno$¢ na czerniaka jest niewielka przed okresem dojrzewania, natomiast
w okresie dojrzewania i po nim znacznie wzrasta. Wspolczynnik zapadalno$ci na czerniaka
u kobiet ro$nie do okresu menopauzy, nast¢pnie maleje, natomiast u me¢zczyzn po andropauzie
obserwuje si¢ dalszy jego wzrost. Dane epidemiologiczne wskazuja rowniez na wigksza
zapadalno$¢ 1 umieralno$¢ z powodu czerniaka u m¢zczyzn w pordwnaniu do kobiet. Czerniak
stanowi réwniez jeden z najczgsciej wystepujacych nowotwordw w okresie cigzy. Przytoczone
dane sugeruja, ze udzial hormonow piciowych i1 ich receptorow w tworzeniu zmian
melanocytarnych moze by¢ niedoceniony.

Badania z lat 80-tych i 90-tych, oceniajace ekspresje receptorow estrogenowych
1 progesteronowych w zmianach melanocytarnych nie wykazaty ich roli w patogenezie
czerniaka, co bylo zwigzane z mniejszym niz obecnie stopniem zaawansowania technik
diagnostyki patomorfologicznej oraz nieuwzglednieniem podtypdw receptoréw estrogenowych
(receptory estrogenowe alfa, beta i GPER). W 2011 r. w badaniu de Giorgi i wsp wykazano, ze
niskie wartosci ekspresji jadrowej receptora estrogenowego beta sa zwigzane z wigksza
gruboscia nacieku guza wg Breslow. Receptor GPER (G protein-coupled estrogen receptor 1)
stal si¢ ostatnich kilku latach przedmiotem intensywnych badan w kontek$cie patogenezy
réznych procesOw nowotworowych. Jak dotad nie przeprowadzono badan poréwnujacych
ekspresje receptoréw estrogenowych alfa, beta, GPER 1 progesteronowych pomiedzy grupa
znamion barwnikowych, znamion dysplastycznych i czerniakow. W literaturze dostepne jest
jedno badanie, w ktorym wykazano ekspresje receptora GPER w 41/81 czerniakow. Badanie
obejmowato czerniaki zwigzane 1 niezwigzane z cigzg. Nalezy jednak podkresli¢, ze ekspresje
receptora GPER u me¢zczyzn i kobiet niebedacych w cigzy wykazano jedynie w 27,9%

badanych tkanek. W przytoczonym badaniu wykazano umiarkowana, wylacznie
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cytoplazmatyczng ekspresj¢ tego receptora. W dostepnej literaturze brak jest badan
oceniajacych ekspresje receptoréw estrogenowych 1 progesteronowych w zmianach
melanocytarnych w populacji polskie;.

Cel badania:

Celem niniejszej rozprawy byta ocena ekspresji receptorow estrogenowych alfa, beta,
GPER oraz progesteronowych w melanocytach i keratynocytach znamion barwnikowych,
znamion dysplastycznych i czerniakow u kobiet w okresie reprodukcyjnym, w wieku
pomenopauzalnym oraz u me¢zczyzn w odpowiednich grupach wiekowych. Dokonano oceny
zalezno$ci  pomiedzy ekspresja receptorow estrogenowych (alfa, beta, GPER)
i progesteronowych, a danymi klinicznymi pacjentow, stopniem zaawansowania czerniaka oraz
cechami histologicznymi, takimi jak m.in. grubo$¢ nacieku, obecnos$¢ podziatow mitotycznych,
owrzodzenia. Celem badania byto rdwniez porownanie ekspresji receptoréw estrogenowych
1 progesteronowych pomigdzy keratynocytami oraz melanocytami zmian barwnikowych
a keratynocytami i1 melanocytami zdrowej skory marginesu czerniaka. Uwzgledniajac
powyzsze cele badawcze, badanie podzielono na dwa etapy. W pierwszym etapie oceniono
ekspresje¢ receptoréw estrogenowych (alfa, beta, GPER) i1 progesteronowych w réznych typach
zmian melanocytarnych (w znamionach barwnikowych, znamionach dysplastycznych,
czerniakach) oraz w marginesie zdrowej skory usunigtych zmian. W drugim etapie badania
oceniono ekspresje receptora GPER w tkankach czerniakéw oraz w obrebie marginesu zdrowe;j
skory usunietych zmian pochodzacych od mezczyzn i kobiet o roznym statusie hormonalnym.
Materiatl 1 metody:

Badang grupe stanowili: kobiety i m¢zczyzni w roznych grupach wiekowych, ktérzy na
podstawie wywiadu lekarskiego, badania klinicznego i dermatoskopowego zostali poddani
zabiegowi usunig¢cia zmiany skornej (znamienia barwnikowego, znamienia dysplastycznego
lub czerniaka). Pacjenci wypeknili kwestionariusz ankiety dotyczacy danych podstawowych,
czynnikow ryzyka rozwoju zmian melanocytarnych oraz elementow wywiadu osobniczego
1 rodzinnego. W pierwszym etapie badania analizie poddano 73 zmiany skorne — 25 znamion
barwnikowych, 24 znamiona dysplastyczne 1 24 czerniaki skory. Zmiany zakwalifikowano do
wyzej wymienionych grup na podstawie wyniku badania histopatologicznego. Dokonano
oceny ekspresji receptorow alfa, beta, GPER oraz progesteronowych w tkankach zmian
skornych, jak 1 w zdrowej skorze marginesu chirurgicznego zmian. W drugim etapie grupe
czerniakow rozszerzono o dodatkowe 30 przypadkdéw, oceniajac 54 zmiany o charakterze

czerniaka w zakresie ekspresji receptora GPER w obrebie tkanek nowotworu, jak i marginesu
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zdrowej skory. W badaniu dokonano ekspresji receptorow estrogenowych i progesteronowych
metodami immunohistochemicznymi. Ekspresja zostata wyrazona jako odsetek wybarwionych
jader komorkowych i/lub cytoplazmy 1 mm? W przypadku receptorow jadrowych
(estrogenowych alfa i1 beta, progesteronowych) dokonano oceny ekspresji jadrowej,
w przypadku receptora btonowego GPER dokonano oceny ekspresji cytoplazmatycznej
1 jadrowej. Wynik oceniany byt przez 2 niezaleznych obserwatordw, nastgpnie usredniany.
Wyniki:

W pierwszym etapie badania dokonano oceny ekspresji receptorow hormonalnych
w melanocytach, keratynocytach zmian barwnikowych, w gruczotach potowych i tojowych
oraz w keratynocytach i melanocytach marginesu zdrowej skory. Ekspresje receptorow
progesteronowych wykazano wytacznie w jednym znamieniu dysplastycznym i dotyczyta ona
jedynie 5% badanych komoérek znamienia. Nie wykazano réznic w ekspresji receptora
estrogenowego alfa w keratynocytach, melanocytach i gruczotach (fojowych, potowych)
pomigdzy znamionami barwnikowymi, znamionami dysplastycznymi a czerniakami.
Melanocyty oraz keratynocyty czerniakdw i marginesu zdrowej skory nie roznity si¢ wzgledem
ekspresji receptora estrogenowego alfa.

W niniejszej rozprawie wykazano statystycznie istotne rdznice w ekspresji receptora
estrogenowego beta w melanocytach otoczenia zmiany pomi¢dzy znamionami barwnikowymi
oraz znamionami dysplastycznymi i byla ona wyzsza w otoczeniu znamion dysplastycznych
(mediana 90% vs 100%, p=0,046). Keratynocyty czerniakéw i znamion dysplastycznych
wykazaly réznice w ekspresji receptora estrogenowego beta — byla ona nizsza w grupie
czerniakow (mediana 80% vs 90%, p=0,02). Nie wykazano réznic w ekspresji receptora
estrogenowego beta pomigdzy melanocytami znamion barwnikowych i1 dysplastycznych.
Wykazano istotne statystycznie réznice w ekspresji receptora estrogenowego beta pomiedzy
melanocytami marginesu zdrowej skory a tkanka czerniaka. Ekspresja byla wyzsza
w melanocytach marginesu zmian niz w melanocytach czerniakéw (p=0,009). W badaniu nie
wykazano istotnych statystycznie r6znic w ekspresji receptora beta pomi¢dzy keratynocytami
marginesu zdrowej skory i keratynocytami czerniakow. W badaniu nie wykazano istotnej
statystycznie korelacji pomigdzy BMI (Body Mass Index) a ekspresja receptorow
hormonalnych. Wykazano obecnos¢ stabej, dodatniej korelacji pomigdzy ekspresja receptora
estrogenowego beta w melanocytach zmiany a wiekiem pacjentow (p=0,035, R=0,25). W

badaniu nie wykazano istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptora estrogenowego alfa
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oraz beta w zaleznosci od czynnikow rokowniczych w czerniaku, takich jak grubos$¢ nacieku
wg Breslow czy obecnos$¢ podzialow mitotycznych.

Wykazano istotne statystycznie rdznice w ekspresji receptora GPER w melanocytach
pomie¢dzy znamionami dysplastycznymi a czerniakami. Ekspresja byla nizsza w czerniakach
niz w znamionach dysplastycznych (odpowiednio dla ekspresji jadrowej i cytoplazmatyczne;j:
p=0,036, p=0,02). Wykazano obecno$¢ istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptora
GPER w melanocytach marginesu znamion barwnikowych i dysplastycznych w stosunku do
marginesu czerniakow. Ekspresja byta nizsza w otoczeniu czerniakéw niz w tkance marginesu
znamion barwnikowych oraz znamion dysplastycznych (odpowiednio: p=0,004, p=0,021).
Wykazano réznice w ekspresji receptora GPER w gruczotach potowych i lojowych pomiedzy
znamionami barwnikowymi i dysplastycznymi (p=0,025 i p=0,027) i byla ona wyzsza
w znamionach dysplastycznych. Wykazano obecno$¢ stabej ujemnej korelacji pomiedzy
wiekiem pacjentow a ekspresja GPER w cytoplazmie melanocytow marginesu zmiany
(p=0,022, R=-0,27). Nie wykazano istotnych réznic w ekspresji receptoroOw hormonalnych
pomiegdzy kobietami przed i po menopauzie oraz mezczyznami.

W drugiej czesci badania rozszerzono grupe czerniakow badanych w pierwszej czgsci
o 30 przypadkow, dokonujac analizy 54 zmian o charakterze czerniaka w kontek$cie ekspresji
receptoréw GPER. W zakresie usunig¢tych czerniakéw, najczgstszym podtypem czerniaka byt
czerniak szerzacy si¢ powierzchownie, ktéry stanowit 38,9% usunietych zmian. 13 zmian
o charakterze czerniaka rozwingto si¢ w obrgbie znamienia, w tym 9 zmian powstato ze
znamion dysplastycznych, a 4 ze znamion skornych. WykazaliSmy zaréwno jadrowa, jak
1 cytoplazmatyczng ekspresje receptora GPER w czerniakach skory. W badaniu wykazano
istotne statystycznie roznice w ekspresji receptora GPER pomig¢dzy melanocytami marginesu
zmiany a melanocytami czerniaka cytoplazmatycznie i byta ona wyzsza w melanocytach
marginesu. Wykazano obecno$¢ dodatniej, przecietnej korelacji pomigdzy ekspresja receptora
GPER w melanocytach cytoplazmatycznie a skalg Clarka (p=0,0002, R=0,48) oraz obecnos¢
dodatniej, przecigtnej korelacji pomiedzy ekspresja receptora GPER w melanocytach
cytoplazmatycznie a skalg Breslow (p<0,0001, R=0,62). W badaniu wykazano obecno$¢ stabej,
dodatniej korelacji pomigdzy ekspresja jadrowa GPER w melanocytach czerniaka a skalg
Clarka (p=0,024, R=0,31) oraz stabej, dodatniej korelacji pomiedzy jadrowa ekspresja GPER
w melanocytach czerniaka a skalg Breslow (p=0,015, R=0,33). Zaobserwowano obecnos¢
ujemnej, stabej korelacji pomigdzy ekspresja receptora GPER w gruczotach potowych a skala
Clarka (p=0,034, R=-0,29). W analizie nie wykazano korelacji pomiedzy ekspresja GPER
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w gruczotach potowych a skalg Breslow, jednakze zaobserwowano, iz po wykluczeniu z analizy
dwdch odstajacych przypadkéw, wykazano obecno$¢ ujemnej korelacji (p=0,039, R=-0,29).
Wykazano istotne statystycznie roznice pomiedzy czerniakami z owrzodzeniem
a czerniakami pozbawionymi owrzodzenia w zakresie ekspresji receptorow GPER
w melanocytach zmian w zakresie cytoplazmy. WyzZsze wartosci uzyskano w grupie
z owrzodzeniami (p=0,0014).W przypadku podziatow mitotycznych wykazano istotne rdéznice
w poziomach ekspresji GPER w melanocytach zmiany w zakresie ekspresji cytoplazmatycznej
(p<0,0001) 1 ekspresji jadrowej (p=0,046). Wyzsze wartosci ekspresji byly obserwowane
w przypadku obecnosci figur podzialu. Oceniajac faze wzrostu czerniaka, wykazano, ze dla
ekspresji GPER w melanocytach zmiany cytoplazmatycznie (p=0,00095), w melanocytach
zmiany jadrowo (p=0,04) istniejg statystycznie istotne rdznice pomigdzy fazami wzrostu
poziomego i pionowego — w fazie wzrostu poziomego ekspresja byla nizsza. Zaobserwowano
wyzsza ekspresj¢ receptora GPER w gruczotach potowych w fazie wzrostu poziomego
w porownaniu do fazy wzrostu pionowego (p=0,046). Nie wykazano istotnych statystycznie
réznic w ekspresji receptoréw estrogenowych GPER w keratynocytach i melanocytach
czerniakéw 1 marginesu zdrowej skory, w kontekscie regresji, nacieku limfocytarnego czy
pochodzenia zmiany (znami¢/zmiana de novo).
Nie wykazano réznic w ekspresji receptora GPER pomi¢dzy mezczyznami, kobietami przed
1 po menopauzie. Wykazano istotne statystycznie rdznice w ekspresji receptora GPER
pomiedzy plciami w zakresie ekspresji jadrowej receptora GPER w melanocytach czerniaka
(p=0,034). Ekspresja jadrowa receptora estrogenowego GPER w tkance czerniakéw byta nizsza
u mezezyzn.
Whnioski:
Wyniki niniejszej rozprawy wskazuja na niewielka role receptoréw estrogenowych alfa
w patogenezie zmian barwnikowych, co potwierdza poprzednie doniesienia. W badaniu
wykazano roznice w ekspresji receptora GPER w melanocytach pomiedzy czerniakami
a znamionami dysplastycznymi oraz obecno$¢ réznic w ekspresji receptora  GPER
w melanocytach czerniaka w zaleznosci od skali Clark, Breslow, indeksu mitotycznego, fazy
wzrostu 1 obecnosci owrzodzenia. Wyniki tego badania moga wskazywac na potencjalng role
prognostyczng receptora GPER w czerniaku. W niniejszej rozprawie wykazano wysoki stopien
ekspresji receptora GPER w melanocytach czerniakow u mezczyzn i1 u kobiet niebedacych
w cigzy. Jest to pierwsze badanie wykazujace jadrowa ekspresje receptora GPER

w melanocytach czerniakow. W przypadku receptora estrogenowego beta i GPER wykazano
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réznice w jego ekspresji pomigdzy czerniakiem a zdrowa tkanka marginesu. Wyniki niniejszej
pracy oraz dotychczasowych doniesien moga sugerowaé, ze analiza ekspresji receptorow
estrogenowych beta 1 GPER moze stanowi¢ przysztosciowo cenny marker
immunohistochemiczny w ocenie zmian barwnikowych. Schemat wzajemnych oddzialywan
receptor6w na siebie jest ztozony, a rola receptorow estrogenowych w patogenezie

nowotworow wydaje si¢ by¢ szersza niz dotychczas sadzono.
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SUMMARY

Introduction:

Melanoma is one of the most aggressive neoplasms and it is characterized by often
unpredictable course. Environmental stimuli (ultraviolet radiation exposure), individual
predispositions (genetic factors, skin phototype) and other factors may be related to its
pathogenesis. The influence of sex hormones on pathogenesis of melanocytic lesions
(melanocytic nevi, dysplastic nevi and melanomas) is still unknown, due to equivocal results
of the studies in this area. It is postulated that melanoma is a nonhormone-related neoplasm,
despite the numerous epidemiological studies suggesting the differences in melanoma
incidence between sexes. Melanoma incidence is low before puberty, then it increases.
Melanoma incidence raises until menopause, then decreases in women; in men it has tendency
to raise after the andropause. Both melanoma incidence and mortality are higher in men than in
women. Melanoma is one of the most common neoplasms in pregnancy. Data show that the
role of sex hormones and their receptors in the pathogenesis of melanocytic lesions is
underestimated.

Studies from eighties and nineties, assessing the expression of estrogen and
progesterone receptors in melanocytic lesions did not show their role in the pathogenesis of
melanoma. It may be caused by the lower level of diagnostic techniques in pathology at the
time and lack of knowledge about the presence of subtypes of estrogen receptors (receptors:
alpha, beta and GPER). In 2011 de Giorgi has shown that low nuclear estrogen beta expression
in melanoma melanocytes is associated with higher Breslow scale rates. Estrogen receptor
GPER (G protein-coupled estrogen receptor 1) has recently become the point of interest in
studies concerning the pathogenesis of various neoplasms. There are no studies comparing the
expression of estrogen receptors: alpha, beta, GPER and progesterone receptors between
common nevi, dysplastic nevi and melanomas. There is one study available in the literature that
showed expression of GPER receptor in 41/81 melanomas. The study included melanomas
related and not related to pregnancy. The expression of GPER in nonpregnancy-associated
melanomas was low (27,9% of lesions expressed GPER), mild and only cytoplasmic. There are
no studies available in the literature assessing the expression of estrogen and progesterone
receptors in melanocytic lesions in Polish population.

Aim of the study:
The aim of this study was to assess the expression of estrogen receptors alpha, beta,

GPER and progesterone in melanocytes, keratinocytes of common nevi, dysplastic nevi and
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melanomas in women of reproductive, postmenopausal age and in men in various age groups.
We analyzed the expression of progesterone and estrogen receptors (alpha, beta, GPER) in the
context of patients’ clinical and histological data, such as: hormonal status, BMI, tumor depth,
mitotic index, the presence of ulceration in cases of melanoma. Another aim of the study was
to compare the expression of estrogen and progesterone receptors between keratinocytes and
melanocytes of healthy skin margin and melanomas. Concerning these aims we divided the
study into two separate parts. In the first part of the study we evaluated the progesterone and
estrogen (alpha, beta, GPER) expression in subsequent melanocytic lesions: common,
dysplastic nevi and melanomas and in healthy skin tissue margin. The aim of the second part
of the study was to assess the expression of GPER in melanomas and healthy skin tissue margin
in men and women (concerning their hormonal status).

Materials and methods:

We included to the study females and males of different age groups, who based on
medical history, clinical assessment and dermoscopy were qualified to excision of
a melanocytic lesion (common nevus, dysplastic nevus or melanoma). Patients fulfilled short
questionnaire concerning personal and medical data, potential risk factors for development of
melanocytic lesions and family history. In the first part of the study we analyzed 73 skin lesions
— 25 common nevi, 24 dysplastic nevi and 24 melanomas. Lesions were qualified to particular
groups based on histopathological evaluation. We analyzed the expression of progesterone and
estrogen receptors alpha, beta, GPER in melanocytic lesions, as well as in healthy skin tissue
margins. In the second part of the study melanoma group was extended to 54 lesions and GPER
expression was assessed in melanomas, as well as in the healthy skin tissue margins. We
assessed the expression of receptors by the means of immunohistochemistry. The expression
was shown as the percentage of stained cells and/or nuclei in 1 mm?. In case of nuclear receptors
(estrogen alpha, beta and progesterone), nuclear expression was assessed, in case of GPER
receptor we evaluated cytoplasmic and nuclear expression. The expression was viewed by 2
observers, then medium value was taken as a final result.

Results:

In the first part of the study we analyzed the expression of hormone receptors in
melanocytes, keratinocytes of pigmented lesions, in sebaceous and sweat glands and in
keratinocytes and melanocytes of healthy tissue margin. The progesterone receptor expression
was present in one dysplastic nevus and only 5% of the nevus cells were stained. We did not

show significant differences in expression of estrogen receptor alpha in keratinocytes,
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melanocytes, sebaceous and sweat glands between common nevi, dysplastic nevi and
melanomas. We did not show statistically significant differences in estrogen alpha expression
between melanoma and margin melanocytes. No significant differences were found between
keratinocytes of melanomas and healthy skin margin.

We found significant differences in expression of estrogen receptor beta in margin
melanocytes between common nevi and dysplastic nevi and it was higher in dysplastic nevi
margin (median 90% vs 100%, p=0,046). Keratinocytes of melanomas and dysplastic nevi
differed in estrogen beta expression — it was lower in melanoma tissues (median 80% vs 90%,
p=0,021). No significant differences were found in estrogen beta expression between
melanocytes of common and dysplastic nevi. Significant differences were found between
estrogen beta receptor expression in melanocytes of melanoma and healthy skin margin. The
expression was higher in melanocytes in the healthy margin of the lesions than in melanomas
(p=0,009). No differences in estrogen beta expression were found between keratinocytes of
healthy skin margin and melanoma keratinocytes. There was no correlation between BMI (body
mass index) and sex hormones expression. We found a weak, positive correlation between
estrogen beta expression in melanocytes and age of the patients (p=0,035, R=0,25). We did not
find significant differences in estrogen alpha and beta expression in melanoma melanocytes
concerning the Breslow thickness and the presence of mitotic figures.

There were significant differences in GPER expression between dysplastic nevi and
melanomas in melanocytes of melanocytic lesions. The expression was lower in melanomas
than in dysplastic nevi (p=0,036 for nuclear, p=0,02 for cytoplasmic expression). There were
significant differences in GPER expression in melanocytes of healthy skin tissue margin of
common, displastic nevi and melanomas. The expression was was lower in melanoma margin
tissue than in margin of pigmented and dysplastic nevi (subsequently: p=0,004, p=0,021).
Significant differences were found in GPER expression in sebaceous and sweat glands between
common and dysplastic nevi and it was higher in dysplastic nevi (p=0,025, p=0,027). There
was a weak, negative correlation between patients’ age and cytoplasmic GPER expression in
margin melanocytes (p=0,022, R=-0,27). No significant differences were found in estrogen
alpha, beta and GPER expression between women before, after menopause and men.

In the second part of the study we analyzed GPER expression in 54 cases of melanoma.
The most common type of melanoma was superficial spreading melanoma (38,9% of the
lesions). 13 melanomas developed in a nevus — 9 in dysplastic nevi and 4 in dermal nevi. GPER
was expressed both in nuclei and in cytoplasm of melanoma melanocytes. There were

significant differences in GPER expression between healthy tissue margin and melanoma
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melanocytes cytoplasmically and it was higher margin melanocytes. A positive, medium
correlation was observed between melanocytic GPER expression in cytoplasm and Clark scale
(p=0,0002, R=0,48). Positive, medium correlation was seen between GPER expression in
melanocytes cytoplasmically and Breslow scale (p<0,0001, R=0,62). There was a weak,
positive correlation between nuclear melanocytic GPER expression and Clark scale (p=0,024,
R=0,31) and weak, positive correlation between nuclear GPER expression in melanocytes and
Breslow (p=0,015, R=0,33). We observed negative, weak correlation between GPER
expression in sweat glands and Clark scale (p=0,034, R=-0,29). No correlation between
expression of GPER in sweat glands and Breslow was seen, however when we excluded two
cases that differed greatly in GPER expression, there was a negative correlation (p=0,039, R=-
0,29).

We have shown significant differences between melanomas with and without ulceration
in melanocytic cytoplasmic GPER expression. Higher values of GPER expression were seen in
ulcerated tumors (p=0,0014). There were significant differences in cytoplasmic and nuclear
GPER expression between lesions with and without the presence of mitotic figures (p<0,0001,
p=0,046). Higher levels of expression were observed in case of the presence of mitotic figures.
We have found significant differences in melanocytic GPER expression (p=0,00095) and
nuclear GPER expression (p=0,04) between vertical and horizontal growth phases — it was
lower in horizontal growth phase. There was a higher GPER expression in sweat glands in
horizontal growth phase than in vertical growth phase (p=0,046). We did not show statistically
significant differences in GPER expression in keratinocytes and melanocytes of melanomas, as
well as in healthy skin margin concerning the presence of regression, lymphocytic infiltrate an
origin of the lesion (nevus or de novo lesion).

No differences were found in GPER expression between men, pre- and postmenopausal
women. However, we found significant differences in GPER expression between sexes in
nuclei of melanoma melanocytes (p=0,034). The nuclear expression of GPER receptors in
melanoma tissue was lower in men.

Conclusions:

The results of our study show that estrogen receptor alpha does not play a role in the
pathogenesis of melanocytic lesions, which confirms the results of previous studies. We have
shown statistically significant differences in GPER expression in melanocytes between
melanomas and dysplastic nevi, as well as differences in GPER expression in melanoma

melanocytes related to Clark, Breslow scale, mitotic index, growth phase and ulceration. The
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results of our study may potentially show a prognostic role of GPER expression in melanoma.
We have shown high level of expression of GPER in melanocytes of melanomas in
nonpregnancy-associated melanomas. It is the first study showing nuclear expression of GPER
in melanoma melanocytes. In case of estrogen beta and GPER, we have shown significant
differences in their expression between melanomas and healthy tissue margin. The results of
our study and previous findings suggest that the analysis of expression of estrogen beta and
GPER may be a valuable immunohistochemical marker in the evaluation of melanocytic
lesions. The interactions between estrogen receptors is complex and their role in the

pathogenesis of various neoplasms, including melanomas is wider than previously thought.
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