GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

Patogenetyczne i kliniczne znaczenie wybranych polimorfizmow genow
STAT3, IL-6, FOXP3, CTLA-4 oraz ocena ekspresji bialek
STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 w raku podstawnokomérkowym skory

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych

Martyna Stawinska

Promotor: dr hab. n. med. Michat Sobjanek
Katedra 1 Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

GDANSK 2020



Wydano za zgoda

Dziekan Wydziatu Lekarskiego

Praca wykonana w Katedrze 1 Klinice Dermatologii, Wenerologii 1 Alergologii
oraz Katedrze 1 Zaktadzie Patomorfologii

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Praca zrealizowana w ramach badan statutowych Katedry 1 Kliniki Dermatologii,
Wenerologii 1 Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(numer projektu: 02-0066/07/253)



Pragne serdecznie podzigkowac

Mojemu Promotorowi i Mistrzowi dr hab. Michatowi Sobjankowi za inspiracje naukowgq,
motywacje i pomoc na kazdym etapie realizacji pracy doktorskiej, wprowadzenie mnie
w fascynujqcy swiat dermoskopii oraz przekazane umiejetnosci z zakresu dermatochirurgii.

Kierownikowi Katedry i Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii,
Prof. dr hab. Romanowi J. Nowickiemu za zyczliwos¢ oraz doskonate warunki rozwoju
naukowego.

Kierownikowi Katedry i Zakladu Patomorfologii, Prof. dr hab. Wojciechowi Biernatowi,
za wsparcie merytoryczne oraz mozliwos¢ realizacji czesci prac eksperymentalnych
w Laboratorium Patomorfologii.

Pani dr Monice Zablotnej za poswiecony czas, pomoc w czesci pracy poswieconej znaczeniu
polimorfizmow genetycznych oraz w opracowaniu statystycznym.

Pani dr Joannie Lakomy za poswiecony czas, pomoc w interpretacji wynikow oraz cenne
wskazowki w trakcie realizacji czesci pracy poswieconej ekspresji biatek STAT w raku
podstawnokomorkowym skory.

Pani mgr Aleksandrze Wysockiej za pomoc w korekcie jezykowej manuskryptow.

Zespotowi Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii oraz Zaktadu Patomorfologii za
zyczliwos¢ i pomoc podczas realizacji pracy doktorskiej.

Moim Bliskim, a szczegdlnie mojemu mezowi Grzesiowi, za wiare w moje mozliwosci, ogromng
cierpliwos¢ oraz wyrozumiatos¢ i wsparcie.



SPIS TRESCI:

1. Wykaz zastosowanych SKIOtOW...........ooviiiiiiiiiiiii i 5
2. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy..............coooiiiiiiin. . 7
TRV () 8
I 1S TN o) o 2 11
S. Materiat 1 Metody......oouii i e 12
6. Omowienie wynikow publikacji wchodzacych w sktad rozprawy.................. 14
T WIHOSKI. ¢ 19
8. Streszczenie pracy w jezyku polskim............cooiiiiiiiiiiiiiii 20
9. Streszczenie pracy w jezyku angielskim...............oooiiiiiiiiiiii e 23
10, PISMICNNICEWO. . ...ttt 26

11. Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej................ooooiiit. 33



1. Wykaz zastosowanych skrotow

W rozprawie symbole gendow zapisane s czcionka pochylong, natomiast biatek

czcionka prosta [1].
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antygen 4 limfocytéw T cytotoksycznych (ang. cytotoxic lymphocyte-

associated antigen-4)
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biatko chemotaktyczne dla monocytow typu 1 (ang. monocyte
chemotactic protein-1)
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neuraminidaza 1, nazywana takze sialidaza 1 (ang. neuraminidase 1)
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receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death receptor 1)
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2. Wykaz publikacji wechodzacych w sklad rozprawy

Rozprawa doktorska powstata w oparciu o cykl trzech spojnych tematycznie prac
oryginalnych, opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych

o sumarycznym wskazniku IF 5,837 oraz sumie punktoéw MNiSW 210.

Publikacja A

Martyna Stawinska, Monika Zablotna, Jolanta Glen, Joanna Lakomy, Roman J.
Nowicki, Michal Sobjanek.

STAT3 polymorphisms and /L-6 polymorphism are associated with the risk of
basal cell carcinoma in patients from northern Poland. Archives of Dermatological
Research 2019;311(9):697-704. DOI:10.1007/s00403-019-01952-7.

IF: 2,309; MNSiW: 70

Publikacja B

Martyna Stawinska, Monika Zabtotna, Roman J. Nowicki, Michat Sobjanek.

FOXP3 and CTLA-4 genetic variants’ influence on the susceptibility and clinical
course of basal cell carcinoma. Advances in Dermatology and Allergology
2019; DOI:10.5114/ada.2020.93368

IF: 1,757; MNSiW: 70

Publikacja C

Martyna Stawinska, Joanna Lakomy, Wojciech Biernat, Matgorzata
Sokotowska-Wojdyto, Joanna Karczewska, Monika Zablotna, Jerzy Jankau,
Roman J. Nowicki, Michat Sobjanek.

STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 proteins are overexpressed in human basal
cell carcinoma. Clinical and Experimental Dermatology 2020;45(2):165-171.
DOI:10.1111/ced.14048.

IF: 1,771; MNSiW:70



3. Wstep

Rak podstawnokomorkowy skéry (ang. basal cell carcinoma, BCC) jest zlosliwym
nowotworem pochodzenia nablonkowego wywodzacym si¢ z podstawnych komorek
nabtonka mieszka wlosowego okolicy wybrzuszenia wlosow anagenowych, komorek
macierzy witosa lub pluripotencjalnych komorek naskorka.

BCC jest najczestszym nowotworem zlo§liwym wystepujacym w populacji
kaukaskiej. Ze wzgledu na brak odpowiednich rejestrow zachorowan, doktadne dane
epidemiologiczne dla wielu krajow nie sg znane. Wiadomo, ze zachorowalnos$¢ na ten
nowotwor w Europie wzrasta w ostatnich dziesigcioleciach o okoto 5-10% rocznie [2-4].

Cho¢ BCC rzadko (0,0028%-0,55% przypadkow) daje przerzuty 1 jest przyczyna
$mierci chorych, moze nacieka¢ otaczajace tkanki 1 prowadzi¢ do powaznych nastepstw
funkcjonalnych, estetycznych, psychologicznych. Wysoka 1 wcigz wzrastajaca
zachorowalno$¢ na ten nowotwor, obnizanie si¢ sredniego wieku wystgpienia pierwszego
ogniska BCC, czgstsze wystepowanie wariantow histopatologicznych o agresywnym
charakterze wzrostu i licznych ognisk BCC, a takze zwigkszone ryzyko wystgpienia
innych rakow skory (ang. non-melanoma skin cancer, NMSC) oraz czerniaka w tej grupie
pacjentoOw stanowig istotny problem medyczny, ekonomiczny i spoteczny [2].

BCC jest nowotworem o zlozonym 1 wieloczynnikowym podtozu, ktérego
patogeneza nie zostalta w pelni poznana [5]. Doktadniejsze poznanie tych zagadnien
stanowi punkt wyjscia do rozwoju nowych metod profilaktyki oraz leczenia.

Najwazniejszym Srodowiskowym czynnikiem ryzyka zachorowania na BCC jest
ekspozycja na  promieniowanie ultrafioletowe (UVR). Procz ekspozycji
na promieniowanie stoneczne, udokumentowany jest zwiazek zachorowania na BCC
z ekspozycja na sztuczne zrodta UVR (w tzw. solariach lub podczas fototerapii
stosowanej w przebiegu schorzen dermatologicznych). Do innych $rodowiskowych
czynnikow ryzyka naleza stosowanie lekow uwrazliwiajacych na UVR, lekéw
immunosupresyjnych, ekspozycja na promieniowanie jonizujagce oraz arsen.
Cechami fenotypowymi predysponujacymi do zachorowania na BCC sa jasny kolor
skory, teczowek oczu oraz wlosy koloru rudego lub blond. Zachorowalnos¢ jest wyzsza
u 0s6b w zaawansowanym wieku, mezczyzn (wsrdd pacjentow ponizej 40 roku zycia

dominujg natomiast kobiety) i chorych z wywiadem raka skory [2]. Na rozwdj BCC maja



rowniez wplyw uwarunkowania genetyczne. Znane sg schorzenia w przebiegu ktorych
obserwuje si¢ zwigkszong predyspozycje do zachorowania na ten nowotwor (zespot
Gorlina-Goltza, zesp6t Rombo, zespot Bazex—Dupré—Christol, xeroderma pigmentosum,
albinizm, epidermodysplasia verruciformis) [6].

Okreslenie roli mutacji genu PTCHI u chorych z zespotem Golina-Goltza byto
przelomem w poznaniu patogenezy tego nowotworu i zaowocowato wprowadzeniem
nowych metod leczenia (wismodegib, sonidegib) [6]. Wykazano takze, ze mutacje genow
zaangazowanych w regulacje szlaku sonic hedgehog (SHH) obserwowane s3
w komorkach ponad 70% sporadycznych BCC [7].

Wecigz jednak niewystarczajagco poznane s3 czynniki genetyczne warunkujgce
podatnos¢ na wystgpienie BCC w populacji ogo6lnej. Wskazywano m.in. na udziat
polimorfizmoéw gendw warunkujacych pigmentacje skory (MCIR, ASIP, TYR),
S-transferazy glutationowej, receptora witaminy D, cytochromu P-450 (CYP2D6),
czynnika martwicy nowotworéw (TNF), TP53, VEGF, genow zaangazowanych
w napraw¢ uszkodzonego DNA oraz genoéw szlaku SHH [8-18].

Wydaje sie, ze geny regulujace odpowiedz immunologiczng moga wptywaé na
podatnos¢ oraz przebieg kliniczny BCC. Wiadomo, ze jest to nowotwdr immunogenny,
a w mikrosrodowisku guza stwierdza si¢ komoérki uktadu immunologicznego bedace
zrodlem cytokin oraz czynnikéw wzrostu, ktore odgrywajg istotng role w przebiegu
choroby [19-22]. Uprzednio wskazywano na rol¢ zwiazku polimorfizméw genow
zwigzanych z r6znymi mechanizmami regulujacymi odpowiedz immunologiczng, w tym
CTLA-4, PD-1, IL-1B, IL-6, RNASEL, MIR146A, HLA-B, HLA-DQA2, TICAM1, NEUI
z ryzykiem zachorowania i/lub przebiegiem klinicznym BCC [23-28].

Badania przeprowadzone w ostatnich latach w Klinice Dermatologii, Wenerologii
1 Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wskazaty na rol¢ polimorfizmow
IL-2, IL-10, MCP-1 oraz TNF-0.[29-31]. Niniejsza praca doktorska stanowi kontynuacje
badan nad molekularnymi aspektami patogenezy BCC. Procz znaczenia polimorfizmow
STAT3, IL-6, FOXP3 1 CTLA-4 przedmiotem badan byla ocena ekspresji STAT3
oraz innych biatek z tej rodziny, tj. STATSA, STATSB, STAT6 w tkankach tego

nowotworu.

IL-6 jest kluczowym czynnikiem aktywujacym szlak IL-6/JAK/STAT3. Uprzednio
przeprowadzone badania pokazaly, Ze interleukina ta moze stymulowac proces wzrostu

guza nowotworowego dzialajac bezposrednio lub poprzez modulacje jego



mikrosrodowiska (ang. tumour microenvironment) [32]. Jee i wsp. [33] w badaniu
przeprowadzonym na liniach komoérkowych BCC wykazali, ze IL-6 jest zaangazowana
zarbwno w hamowanie apoptozy, jak i w stymulowanie angiogenezy. Wykazano ponadto
zwigkszong ekspresj¢ IL-6 w tkankach ludzkiego BCC w poréwnaniu ze skorg zdrowa
[19,34,35]. W literaturze istnieja nieliczne doniesienia na temat roli polimorfizméow
genow powigzanych ze szlakiem molekularnym IL-6/JAK/STAT3 w patogenezie BCC
[26,36,37].

Limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T cells; Tregs) sa dominujagcym typem
komorek uktadu immunologicznego w mikrosrodowisku BCC 1 odgrywaja kluczowa role
w hamowaniu przeciwnowotworowej odpowiedzi zapalne; [21,38,39]. Genem
regulujacym funkcje Tregs jest FOXP3, kodujacy czynnik FOXP3 odpowiedzialny za
regulacj¢ transkrypcji licznych genow, w tym CTLA-4. Ekspresja CTLA-4 na
powierzchni Tregs poprzez interakcje z komorkami prezentujagcymi antygen, hamuje
aktywacje limfocytow T [23,40]. Warianty polimorficzne FOXP3 1 CTLA-4 moga
wplywac¢ na funkcj¢ Tregs, @ tym samym na podatno$¢ na wystapienie choroby oraz jej
przebieg [41].

Zwickszong ekspresj¢ biatek STAT stwierdza si¢ w wielu nowotworach
wystepujacych u czltowieka — w tym w guzach litych oraz nowotworach
hematologicznych. Uprzednio przeprowadzone badania dowiodly, ze proliferacja
komorek nowotworowych jest zalezna od konstytutywnej ekspresji  STAT
oraz ze wykazuja one zwigkszong wrazliwos¢ na inhibitory tych biatek, w poréwnaniu
z prawidlowymi komoérkami organizmu. Wskazywano gidwnie na onkogenng role biatek
STAT3, STATSA, STATSB oraz STAT6. Ekspresja STAT3 w komorkach BCC byta
przedmiotem pojedynczych doniesien [42-47]. W zadnym z badan nie oceniano roli
bialek STATSA, STATSB oraz STATS6.

Powyzsze spostrzezenia te byty inspiracja do podjecia badan bedacych przedmiotem

niniejszej rozprawy doktorskie;.
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4. Cele pracy

1. Analiza czestosci wystgpowania genotypow i alleli wybranych polimorfizméw genow

STAT3, IL-6, FOXP3, CTLA-4 w grupie chorych na BCC oraz w grupie kontrolne;.

2. Sprawdzenie czy istnieje zwigzek pomigdzy badanymi wariantami polimorficznymi

a wybranymi zmiennymi klinicznymi i rokowniczymi w grupie oso6b chorych na BCC.

3. Pordwnanie ekspresji biatek STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 w tkankach BCC

oraz w skorze niezmienione;j.

4. Sprawdzenie czy istnieje zwigzek pomiedzy ekspresja biatek STAT3, STATSA,
STATSB, STAT6 w tkankach BCC a wybranymi zmiennymi klinicznymi.
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5. Material i metody

Ponizej przedstawiono jedynie ogélny zarys materialu i metod zastosowanych
W niniejszej pracy; szczegétowe omoOwienie tych aspektéw znajduje sie w kazdej
z publikacji.

Do badania analizujacego znaczenie polimorfizméw gendéw STAT3 oraz IL-6
wlaczono 254 pacjentow z rozpoznaniem BCC w oraz 198 osob z grupy kontrolnej
dobranej wzgledem ptci 1 wieku. W toku prowadzonych badan, grupe badang poszerzono
1 do pracy, w ktorej analizowano role polimorfizmow genow FOXP3 1 CTLA-4 wtaczono
280 chorych z rozpoznaniem BCC oraz 200 osob stanowigcych grup¢ kontrolng dobrang
wzgledem pilci 1 wieku.

Wszyscy pacjenci byli diagnozowani i leczeni w Klinice Dermatologii, Wenerologii
1 Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. We wszystkich przypadkach
rozpoznanie BCC potwierdzono badaniem histopatologicznym. Szczegdtowe kryteria
wlaczenia 1 wytgczenia z badania opisano w poszczegolnych publikacjach (A, B).

Procz obecnosci okreslonych wariantow polimorficznych analizowano zmienne
kliniczne takie jak: wiek 1 pte¢ chorych, wielko§¢ guza, wariant histopatologiczny,
umiejscowienie anatomiczne, liczb¢ ognisk BCC, obecno$¢ guza pierwotnego
Vs. Wznowy nowotworu.

Wybor badanych polimorfizmoéw uwarunkowany byt uprzednio udokumentowanym ich
znaczeniem w patogenezie innych nowotworow, ich znaczeniem funkcjonalnym,
jak rowniez wartoscig MAF (ang. minor allele frequency) > 0,1 dla populacji kaukaskiej.

Do oznaczen polimorfizmow gendéw STAT3, IL-6, FOXP3, CTLA-4 postuzono si¢
metoda SSP-PCR. Do pomiaru stezenia IL-6 wykorzystano metod¢ ELISA.

Ekspresje bialek STAT3, STATSA, STATS5B 1 STAT6 oceniano metoda
immunohistochemiczng w 60 skrawkach tkankowych BCC (w tym od 20 pacjentéw
z rozpoznaniem postaci powierzchownej BCC, od 20 z rozpoznaniem postaci guzkowej
BCC oraz 20 z rozpoznaniem postaci naciekajacej BCC) oraz w 20 skrawkach skory
zdrowej (klinicznie 1 histopatologicznie niezmienionej). Ze wzgledu na heterogeniczno$¢
wybarwienia dotyczaca istotnego odsetka badanych preparatow, wykorzystano
wskaznik H (H-score) celem oceny intensywnosci ekspresji z zastosowaniem
nastepujacej formuly: [1 x (% komorek wykazujacych ekspresje o intensywnosci

ocenianej na 1+) + 2 x (% komorek wykazujacych ekspresje o intensywnos$ci ocenianej
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na 2+) + 3 x (% komodrek wykazujacych ekspresje o intensywno$ci ocenianej na 3+)]
[48].

Analizg statystyczng przeprowadzono przy wykorzystaniu oprogramowania Statistica
12.0 (StatSoft, Inc., 2015) wykorzystujac odpowiednie testy w zaleznos$ci od charakteru
rozktadu danych.

Na przeprowadzanie badan uzyskano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej
do Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym
(NKBBN/322/2014; NKBBN/383/2018).
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6. Omowienie wynikow publikacji wchodzacych w sklad rozprawy

Publikacja A

Martyna Stawinska, Monika Zabtotna, Jolanta Glen, Joanna Lakomy, Roman J.

Nowicki, Michat Sobjanek.

STAT3 polymorphisms and /L-6 polymorphism are associated with the risk of
basal cell carcinoma in patients from northern Poland. Archives of Dermatological

Research 2019;311(9):697-704. DOI: 10.1007/s00403-019-01952-7.

IF: 2,309; MNSiW: 70

W pracy badano zwigzek polimorfizmu rs1800795 (-174 G/C) IL-6 oraz dwoéch
polimorfizmow STAT3 1s2293152 (intron 11, C/G) oraz rs4796793 (—1697, C/G)
z ryzykiem zachorowania na BCC oraz z wybranymi zmiennymi klinicznymi. Ponadto
oceniano stezenie IL-6 w surowicy w odniesieniu do badanego polimorfizmu genu tej
interleukiny oraz korelacj¢ jej stezenia z wybranymi zmiennymi klinicznymi.

Obecnos¢ allelu C polimorfizmu 1s2293152 STAT3 byla zwigzana
ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na BCC (aOR 1,31; 95% CI 1,01-1,69;
p=0,04). Obecnos¢ genotypu CC polimorfizmu rs2293152 STAT3 byta zwigzana z prawie
czterokrotnie zwigkszonym ryzykiem zachorowania na BCC w modelu recesywnym
(aOR 3,94; 95% CI 1,59-9,77; p=0,003).

Z kolei obecno$¢ allelu G polimorfizmu rs4796793 STAT3 byla zwigzana
ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na BCC (aOR 1,59; 95% CI 1,01-2,49;
p=0,04). Obecnos¢ genotypu GG polimorfizmu rs4796793 STAT3 byta zwigzana z ponad
trzykrotnie zwigkszonym ryzykiem zachorowania na BCC w modelu recesywnym
(aOR 3,66; 95% CI 1,33—10,10; p=0,012).

Ponadto wykazano, ze obecnos$¢ allelu C polimorfizmu rs1800795 IL-6 wigzata
si¢ z istotnie wyzszym ryzykiem zachorowania na BCC (aOR 1,86; 95% CI 1,22-2,84;
p=0,004).

Nie stwierdzono zwigzku pomigdzy czestoscia wystepowania okreslonych alleli
1 genotypow badanych polimorfizmow STAT3 1 IL-6, a badanymi zmiennymi klinicznymi

zarowno wsrod pacjentow z pierwotnym BCC, jak 1 w grupie ze wznowa
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nowotworu.

Stezenie IL-6 byto istotnie wyzsze w grupie badanej (p<0,00001) i dodatnio
korelowato z wymiarem guza (p=0,005). Nie stwierdzono natomiast istotnej statystycznie
zalezno$ci pomigdzy stezeniem IL-6 w surowicy a pozostatymi badanymi zmiennymi
klinicznymi, zarowno w$rod pacjentéw z pierwotnym BCC, jak i ze wznowa nowotworu.

W piSmiennictwie nie odnalaztam badan poswigconych znaczeniu
polimorfizméw genu STAT3 w patogenezie BCC. Opublikowana praca jest zatem
pierwszym doniesieniem wskazujgcym na patogenetyczng role polimorfizmdw tego genu
w patogenezie nowotworu. Dotad opublikowano natomiast dwa badania, w ktérych
badano wptyw polimorfizmu rs1800795 (-174 G/C) IL-6 na ryzyko BCC [36,37].
W przeciwienstwie do moich badan, w zadnym z nich nie stwierdzono rd6znic
w wystepowaniu czgstosci poszczegdlnych genotypow 1 alleli w grupie osob z BCC,
w porownaniu z grupg kontrolng. Roznice w otrzymanych wynikach, uwzgledniajac
podobng wielkos¢ grup badanych, moga wynika¢ z odmiennosci pomiedzy badanymi
populacjami. Wykazane podwyzszone stezenie IL-6 w surowicy u os6b chorych na BCC

wydaje si¢ potwierdza¢ jej udzial patogenezie tego nowotworu.
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Publikacja B

Martyna Stawinska, Monika Zabtotna, Roman J. Nowicki, Michal Sobjanek.

FOXP3 and CTLA-4 genetic variants’ influence on the susceptibility and clinical course
of basal cell carcinoma. Advances in Dermatology and Allergology

2019; DOI: https://doi.org/10.5114/ada.2020.93368

IF: 1,757; MNSiW: 70

W  pracy oceniano zwigzek  polimorfizmow  rs3761548  (-3279, C/A)
oraz rs2232365 (-924, A/G) genu FOXP3, a takze polimorfizmu rs5742909 (-318, C/T)
CTLA-4 z ryzykiem zachorowania na BCC oraz wybranymi zmiennymi klinicznymi.

Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy czgstosciag wystgpowania wymienionych
alleli 1 genotypow badanych polimorfizmow FOXP3 i CTLA-4 pomigdzy grupa badang
1 kontrolng oraz w odniesieniu do badanych zmiennych klinicznych, za wyjatkiem
genotypu CC polimorfizmu rs5742909 CTLA-4, ktéry statystycznie czesciej stwierdzano
w grupie pacjentow z mnogimi ogniskami BCC (p=0,05).

Wedlug mojej wiedzy, nie przeprowadzono wczesniej badan dotyczacych roli
polimorfizmow genu FOXP3 w patogenezie BCC. W pismiennictwie odnalaztam
zaledwie jedno doniesienie wskazujace na rol¢ innego polimorfizmu CTLA-4 (CT60)
w patogenezie tego nowotworu [23]. Opublikowana praca jest zatem pierwszym
doniesieniem oceniajagcym role¢ badanych polimorfizméw w patogenezie BCC.
Mimo, ze nie udato si¢ wykaza¢ zwigzku badanych polimorfizméw z ryzykiem
zachorowania na BCC, to z racji uznanej roli komorek Tregs W tym schorzeniu celowe
wydaje si¢ poszukiwanie zwigzku innych polimorfizméw z ryzykiem zachorowania,

a takze przeprowadzenie podobnych badan w innych populacjach.
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Publikacja C

Martyna Stawinska, Joanna Lakomy, Wojciech Biernat, Malgorzata Sokolowska-

Wojdyto, Joanna Karczewska, Monika Zablotna, Jerzy Jankau, Roman J. Nowicki,

Michat Sobjanek.

STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 proteins are overexpressed in human basal cell
carcinoma. Clinical and Experimental Dermatology 2020;45(2):165-171.
DOI: 10.1111/ced.14048

IF: 1,771; MNSi1W: 70

W badaniu oceniano ekspresje biatek STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 w tkankach
trzech  wariantow  histopatologicznych BCC  (guzkowym, powierzchownym
oraz naciekajgcym) w porownaniu do skory zdrowej, a takze w odniesieniu do wybranych
zmiennych klinicznych.

Zwiekszong ekspresje bialek STAT3, STATSA, STATS5B, STAT6 obserwowano
w skrawkach wszystkich badanych wariantéw histopatologicznych BCC 1 byta ona
istotnie wyzsza niz w komorkach naskérka sgsiadujacego z tkankg guza, a takze
w naskorku skory zdrowej (grupa kontrolna). Najwyzsza srednig warto$¢ wskaznika H
w tkance BCC stwierdzono dla biatka STATS5A, a nastepnie STAT6, STATS5B i STAT3
(odpowiednio 276,25 + 38,31, 206,52 + 22,85, 171,25 + 52,41 oraz 135,81 + 52,59).
Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w $rednich warto$ciach wskaznika H
pomie¢dzy badanymi wariantami histopatologicznymi nowotworu, a takze w zalezno$ci
od pici 1 wieku osob badanych oraz wielkosci guza i jego umiejscowienia (lokalizacja
na skorze przewlekle eksponowanej vs. nieeksponowanej na S$wiatlo stoneczne).
Zwigkszong immunoekspresje biatek STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 obserwowano
takze w komorkach nacieku zapalnego znajdujacych si¢ w otoczeniu guza, komodrkach
srodbtonka naczyniowego oraz w gruczotach tojowych.

Wedhug mojej wiedzy jest to pierwsze na §wiecie badanie, w ktérym oceniano
ekspresje kilku biatek z rodziny STAT w roznych wariantach histopatologicznych BCC
uwzgledniajac  dodatkowo wyzej wymienione zmienne kliniczne. Potwierdzono
zaobserwowang uprzednio zwigkszong ekspresj¢ STAT3 w tkankach BCC; po raz
pierwszy wykazano zwigkszong ekspresj¢ STATSA, STATSB oraz STAT6.
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Obserwacja ta niesie ze sobg cenne implikacje terapeutyczne, poniewaz pierwsze
inhibitory biatek STAT (STAT3, STATS) s3 juz stosowane w leczeniu chorob
nowotworowych [49-55]. Wykazana zwigkszona ekspresja tych bialek w BCC stanowi
przestanke do kontynuacji badan nad mozliwoscia zastosowania inhibitoréw STAT
w leczeniu tego nowotworu (takze w postaci lekow stosowanych miejscowo —

na powierzchni¢ skory lub doogniskowo).
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. Whnioski

. Wykazana rdéznica w czestosci wystgpowania genotypdéw 1 alleli badanych
polimorfizméw sugeruje, ze polimorfizm /L-6 (rs1800795) oraz polimorfizmy
STAT3 (rs2293152 11rs4796793) maja zwigzek z ryzykiem zachorowania na BCC,
natomiast badane polimorfizmy FOXP3 (rs3761548 oraz rs2232365) 1 CTLA-4
(rs5742909) nie wptywaja na wystgpienie choroby.

. Niestwierdzenie zwigzku pomigdzy badanymi wariantami polimorficznymi
STAT3 (rs2293152 i 1rs4796793), IL-6 (rs1800795), FOXP3 (rs3761548
11s2232365), a analizowanymi zmiennymi klinicznymi 1 rokowniczymi pozwala
domniema¢, ze nie majg one istotnego wplywu na przebieg choroby.
Badany polimorfizm CTLA-4 (rs5742909) moze odgrywac role w podatnosci

na wystepowanie licznych ognisk BCC.

Stwierdzona podwyzszona ekspresja biatek STAT3, STATSA, STATSB, STAT6
w tkankach BCC w poréwnaniu do naskérka sgsiadujacego z tkanka guza, a takze
naskorka skory zdrowej $wiadczy o ich udziale w patogenezie nowotworu.
Wydaje si¢ zatem, ze biatka te mogg stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu dla

nowych ukierunkowanych molekularnie metod leczenia tego nowotworu.

. Niestwierdzenie roznic w ekspresji STAT3, STATSA, STATSB, STAT6
w tkankach BCC w zaleznos$ci od wariantu histopatologicznego, ptci i wieku oséb
badanych, wielko$ci guza 1 jego umiejscowienia (lokalizacja na skorze
eksponowanej vs. nieeksponowanej na S$wiatlo stoneczne) sugeruje wspolng
Sciezke patogenetyczng nowotwordw roznigcych si¢ wymienionymi cechami

klinicznymi.
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8. Streszczenie pracy w jezyku polskim

BCC jest nowotworem o wieloczynnikowym podtozu, ktérego patogeneza nie zostalta
w peli poznana. Doktadniejsze poznanie tych zagadnien stanowi punkt wyjscia

do rozwoju nowych metod profilaktyki i leczenia.

Celem pracy byly: 1. Analiza czesto$ci wystepowania genotypow 1 alleli
wybranych polimorfizméw genow STAT3, IL-6, FOXP3, CTLA-4 w grupie chorych
na BCC oraz w grupie kontrolnej. 2. Sprawdzenie, czy istnieje zwigzek pomig¢dzy
badanymi wariantami polimorficznymi a wybranymi zmiennymi klinicznymi
1 rokowniczymi w grupie 0sob chorych na BCC. 3. Poréwnanie ekspresji biatek STAT3,
STATSA, STATSB, STAT6 w tkankach BCC oraz w skorze niezmienione;.
4. Sprawdzenie, czy istnieje zwigzek pomiedzy ekspresja biatek STAT3, STATSA,
STATSB, STAT6 w tkankach BCC a wybranymi zmiennymi klinicznymi.

Do badania analizujgcego znaczenie polimorfizmow gendéw STAT3 oraz IL-6
wlaczono 254 pacjentow z rozpoznaniem BCC w oraz 198 osdb z grupy kontrolnej
dobranej wzgledem ptci 1 wieku. W toku prowadzonych badan, grupe badang poszerzono
1 do pracy, w ktorej analizowano role polimorfizmow genow FOXP3 1 CTLA-4 wtaczono
280 chorych z rozpoznaniem BCC oraz 200 osob stanowigcych grupe kontrolng.
Procz obecnosci okreslonych wariantow polimorficznych analizowano zmienne
kliniczne takie jak: wiek 1 pte¢ chorych, wielko$§¢ guza, wariant histopatologiczny,
umiejscowienie anatomiczne, liczba ognisk BCC, obecno$¢ guza pierwotnego
vs. wznowy nowotworu. Do oznaczen polimorfizméw genow STAT3, IL-6, FOXP3,
CTLA-4 postuzono si¢ metoda SSP-PCR. Do pomiaru stezenia IL-6 wykorzystano
metod¢ ELISA. Ekspresje biatek STAT3, STATSA, STATSB 1 STAT6 oceniano metoda
immunohistochemiczng w 60 skrawkach tkankowych BCC (w tym od 20 pacjentow z
rozpoznaniem postaci powierzchownej BCC, od 20 z rozpoznaniem postaci guzkowej
BCC oraz 20 z rozpoznaniem postaci naciekajacej BCC) oraz w 20 skrawkach skory
zdrowej (klinicznie i histopatologicznie niezmienionej). Celem potilosciowej oceny

immunoekspresji postuzono si¢ wskaznikiem H.

Obecno$¢ allelu C polimorfizmu 1s2293152 STAT3 byla zwigzana ze
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zwigkszonym ryzykiem zachorowania na BCC (aOR 1,31; 95% CI 1,01-1,69; p=0,04).
Obecnos¢ genotypu CC polimorfizmu rs2293152 STAT3 byla zwigzana z prawie
czterokrotnie zwickszonym ryzykiem zachorowania na BCC w modelu recesywnym
(aOR 3,94; 95% CI 1,59-9,77; p=0,003). Z kolei obecnos¢ allelu G polimorfizmu
154796793 STAT3 byla zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na BCC
(aOR 1,59; 95% CI 1,01-2,49; p=0,04). Obecnos¢ genotypu GG polimorfizmu
154796793 STAT3 byla zwigzana z ponad trzykrotnie zwigkszonym ryzykiem
zachorowania na BCC w modelu recesywnym (aOR 3,66; 95% CI 1,33—10,10; p=0,012).
Ponadto wykazano, ze obecno$¢ allelu C polimorfizmu rs1800795 IL-6 wigzala si¢
z istotnie wyzszym ryzykiem zachorowania na BCC (aOR 1,86; 95% CI 1,22-2,84;
p=0,004). Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy czgstoscig wystepowania okreslonych
alleli 1 genotypow badanych polimorfizméw STAT3 i IL-6, a badanymi zmiennymi
klinicznymi zarowno wsrdd pacjentow z pierwotnym BCC, jak i w grupie ze wznowg
nowotworu. Stezenie IL-6 bylo istotnie wyzsze w grupie badanej (p<0,00001) 1 dodatnio
korelowato z wymiarem guza (p=0,005). Nie stwierdzono natomiast istotnej statystycznie
zaleznosci pomiedzy stezeniem IL-6 w surowicy a pozostalymi badanymi zmiennymi
klinicznymi, zaréwno wsrdd pacjentéw z pierwotnym BCC, jak i ze wznowa nowotworu.

Nie stwierdzono zwiagzku pomigdzy czestoscia wystepowania wymienionych
alleli 1 genotypow badanych polimorfizmow FOXP3 i CTLA-4 pomigdzy grupa badang
1 kontrolng oraz w odniesieniu do badanych zmiennych klinicznych, za wyjatkiem
genotypu CC polimorfizmu rs5742909 CTLA-4, ktoéry statystycznie czesciej stwierdzano
w grupie pacjentow z mnogimi ogniskami BCC (p=0,05).

Zwiekszong ekspresje bialek STAT3, STATSA, STATS5B, STAT6 obserwowano
w skrawkach wszystkich badanych wariantow histopatologicznych BCC 1 byla ona
istotnie wyzsza niz w komorkach naskorka sgsiadujacego z tkanka guza, a takze
w naskorku skory zdrowej (grupa kontrolna). Najwyzszg $rednig warto§¢ wskaznika H
(H-score) w tkance BCC stwierdzono dla biatka STATSA, a nastepnie STAT6, STATSB
i1 STAT3 (odpowiednio 276,25 + 38,31, 206,52 + 22,85, 171,25 + 52,41 oraz
135,81 £+ 52,59). Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6éznic w $rednich wartosciach
wskaznika H pomigdzy badanymi wariantami histopatologicznymi nowotworu,
a takze w zalezno$ci od plci i wieku oso6b badanych oraz wielko$ci guza i jego
umiejscowienia (lokalizacja na skorze przewlekle eksponowanej vs. nieeksponowanej

na $wiatlo stoneczne).
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Podsumowujac, wykazana réznica w czgstosci wystepowania genotypow i alleli
badanych polimorfizméw sugeruje, ze polimorfizm /L-6 (rs1800795) oraz polimorfizmy
STAT3 (rs2293152 1 rs4796793) maja zwigzek z ryzykiem zachorowania na BCC,
natomiast badane polimorfizmy FOXP3 (rs3761548 oraz 1s2232365) i CTLA-4
(rs5742909) nie wptywaja na wystgpienie choroby. Niestwierdzenie zwigzku pomigdzy
badanymi  wariantami  polimorficznymi  STAT3  (rs2293152 1 r1s4796793),
IL-6 (rs1800795), FOXP3 (rs3761548 1 rs2232365) a analizowanymi zmiennymi
klinicznymi i1 rokowniczymi pozwala domniemaé, Zze nie maja one istotnego wptywu
na przebieg choroby. Badany polimorfizm CTLA-4 (rs5742909) moze odgrywac roleg
w podatnosci na wystepowanie licznych ognisk BCC. Stwierdzona podwyzszona
ekspresja bialek STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 w tkankach BCC w porownaniu
do naskorka sgsiadujacego z tkankg guza, a takze naskorka skory zdrowej §wiadczy o ich
udziale w patogenezie nowotworu. Wydaje si¢ zatem, ze biatka te moga stanowic
potencjalny punkt uchwytu dla nowych ukierunkowanych molekularnie metod leczenia
tego nowotworu. Niestwierdzenie roznic w ekspresji STAT3, STAT5A, STATSB,
STAT6 w tkankach BCC w zaleznosci od wariantu histopatologicznego, ptci i wieku osob
badanych, wielkosci guza 1 jego umiejscowienia (lokalizacja na skérze eksponowane;j
vs. nieeksponowanej na §wiatlo stoneczne) sugeruje wspdlng $ciezke patogenetyczng

nowotworow réznigcych si¢ wymienionymi cechami klinicznymi.
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9. Streszczenie pracy w jezyku angielskim

BCC is a multifactorial tumor whose pathogenesis has not been fully understood. A better
understanding of these issues is the starting point for the development of new methods of

prevention and treatment.

Aims of the study were: 1. Analysis of the frequency of genotypes and alleles of
selected STAT3, IL-6, FOXP3, CTLA-4 gene polymorphisms in the group of patients with
BCC and in the control group. 2. Checking whether there is a relationship between the
polymorphic variants studied and selected clinical and prognostic variables in the group
of BCC patients. 3. Comparison of expression of STAT3, STATSA, STAT5B, STAT6
proteins in BCC tissues and in unchanged skin. 4. Checking if there is
a relationship between the expression of STAT3, STATS5A, STATSB, and STAT6

proteins in BCC tissues and selected clinical variables.

Two hundred fifty-four patients with BCC diagnosis and 198 patients from the
control group selected according to gender and age were included in the study, which
analyzed the significance of STAT3 and IL-6 gene polymorphisms. In the course of
conducted research, the study group was expanded and the study, in which the role of
FOXP3 and CTLA-4 gene polymorphisms was analyzed, included 280 patients diagnosed
with BCC and 200 people constituting the control group. In addition to the presence of
specific polymorphic variants, clinical variables such as age and sex of patients, tumor
size, histopathological variant, anatomical location, number of BCC foci,
and the presence of primary tumor vs. tumor recurrence were analyzed.

SSP-PCR was used to determine the polymorphic variants of STAT3, IL-6,
FOXP3, CTLA-4 genes. ELISA was used to measure IL-6 concentration. Expression of
STAT3, STATS5A, STAT5B and STAT6 proteins was assessed by
immunohistochemistry in 60 tissue sections of BCC (including 20 patients with the
diagnosis of superficial BCC, 20 with nodular BCC and 20 with infiltrative BCC) and
20 sections of healthy skin (clinically and histopathologically unchanged). The H-score

was used for the semi-quantitative assessment of immunoexpression.
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The presence of C allele in 152293152 STAT3 polymorphism was associated with
an increased risk of developing BCC (aOR 1.31; 95% CI 1.01-1.69; p=0.04).
The presence of the CC genotype in STAT3 rs2293152 polymorphism was associated with
an almost 4-fold increased risk of developing BCC in the recessive model analysis
(aOR 3.94; 95% CI 1.59-9.77; p=0.003).

In turn, the presence of G allele in rs4796793 STAT3 polymorphism was
associated with an increased risk of BCC (aOR 1.59; 95% CI 1.01-2.49; p=0.04).
The presence of GG genotype in STAT3 rs4796793 polymorphism was associated with
a more than 3-fold increased risk of BCC in the recessive model analysis (aOR 3.66;
95% CI 1.33—10.10; p=0.012). In addition, it was demonstrated that the presence of
C allele in rs1800795 IL-6 polymorphism was associated with a significantly higher risk
of developing BCC (aOR 1.86; 95% CI 1.22—-2.84; p=0.004). There was no relationship
between the incidence of specific alleles and genotypes of the S7TAT3 and IL-6
polymorphisms studied, and the clinical variables studied in both primary BCC patients
and in the group with tumor recurrence. IL-6 concentration was significantly higher in
the study group (p<0.00001) and positively correlated with tumor size (p=0.005).
No statistically significant correlation was found between serum IL-6 concentration
and other clinical variables studied, both among patients with primary BCC and with
recurrent tumor.

There was no relationship between the incidence of alleles and genotypes of the
FOXP3 and CTLA-4 polymorphisms studied between the study and control group and in
relation to the clinical variables studied, except for the CC genotype of the rs5742909
CTLA-4 polymorphism, which was statistically more common in the group of patients
with multiple BCCs (p=0.05).

Increased expression of STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 proteins was
observed in sections of all examined BCC histopathological variants and it was
significantly higher than in the epidermal cells adjacent to the tumor tissue, as well as in
the epidermis of healthy skin (control group). The highest mean H-score values in BCC
tissue were found for the STATSA protein, followed by STAT6, STATSB and STAT3
(276.25£38.31,206.52 £22.85,171.25 + 52.41 and 135.81 + 52.59, respectively). There
were no statistically significant differences in the mean H-score values between
the examined histopathological variants of the tumor, as well as depending on the sex
and age of the subjects, the size of the tumor and its location (location on the skin exposed

vs. not exposed to UVR).
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To sum up, the analysis of the frequency of genotypes and alleles of the
polymorphisms studied suggests that the /L-6 polymorphism (rs1800795) and STAT3
polymorphisms (rs2293152 and rs4796793) are associated with the risk of BCC, while
the FOXP3 polymorphisms studied (rs3761548 and 1s2232365) and CTLA-4
polymorphism (rs5742909) do not affect the risk. The lack of association between the
examined polymorphic variants of STAT3 (rs2293152 and rs4796793), IL-6 (rs1800795),
FOXP3 (rs3761548 and rs2232365), and the analyzed clinical and prognostic variables
allow to presume that they have no significant effect on the course of the disease.
In turn, the examined CTLA-4 polymorphism (rs5742909) may play a role in the
susceptibility to multiple BCCs. Increased expression of the STAT3, STATSA, STATSB,
STAT6 proteins in BCC tissues compared to the epidermis adjacent to the tumor tissue,
as well as the epidermis of healthy skin support their involvement in tumor pathogenesis.
It seems, therefore, that these proteins may be a potential point of entry for new
molecularly targeted treatments for this cancer. No differences in the expression of
STAT3, STATSA, STATSB, STAT6 in BCC tissues depending on the histopathological
variant, sex and age of the subjects, tumor size and location (location on the skin exposed
vs. not exposed to sunlight) suggests a common pathogenetic pathway for tumors

differing listed clinical features.
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