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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Dane z literatury wskazuja na udziat receptora dla
witaminy D (ang. vitamin D receptor - VDR) w rozwoju nowotworéw
narzadéw wewnetrznych oraz rakéw skoéry. W pojedynczych
pracach analizowano role reduktazy metylenotetrahydrofolianowej
(ang. methylenetetrahydrofolate reductase - MTHFR), ktorej nieprawidto-
wa aktywnos¢ zwiazana jest z indukcja kancerogenezy.

Cel pracy. Ocena stezenia 25(OH)D oraz parathormonu w surowicy
u pacjentéw z rakiem podstawnokomoérkowym (ang. basal cell carcino-
ma - BCC), a takze analiza ekspresji VDR i MTHFR w bioptatach ze
zmian skérnych typu BCC.

Material i metodyka. Badaniem objeto grupe 79 chorych z BCC oraz
46 wolontariuszy stanowiacych grupe kontrolna. U wszystkich bada-
nych oznaczano steZenie witaminy D i parathormonu w surowicy,
natomiast u 44 pacjentéw z BCC oraz 30 wolontariuszy pobierano
biopsje skory celem oznaczenia ekspresji VDR i MTHFR.

Wyniki. Stezenie 25(OH)D bylo statystycznie istotnie wyzsze w grupie
kontrolnej niz u chorych na BCC (p = 0,0026), podczas gdy stezenie
parathormonu w surowicy pacjentéw z BCC bylo istotnie wyzsze
w poréwnaniu z grupa kontrolna (p < 0,0001). U chorych na BCC
wykazano istotnie wyzsza ekspresje VDR niz w grupie kontrolnej
(p < 0,001). Taka sama zalezno$¢ obserwowano w odniesieniu do eks-
presji MTHEFR, ktora byla istotnie wyzsza w bioptatach skéry pobra-
nych ze zmian typu BCC w poréwnaniu z grupa kontrolna (p < 0,01).

Whioski. Na podstawie wynikéw badan wiasnych nie mozna jedno-
znacznie okresli¢ roli VDR i MTHFR w rozwoju rakéw podstawnoko-
moérkowych skory, jakkolwiek wiele argumentéw przemawia za ich
istotnym udzialem w procesie kancerogenezy. Stad tez uzasadnione
jest prowadzenie dalszych, kompleksowych i wieloosrodkowych
badar celem poznania zlozonej etiopatogenezy BCC.
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ABSTRACT

Introduction. Literature data indicate the role of vitamin D receptor
(VDR) in the development of internal organs and skin cancers. There
are also scarce data on the impact of abnormal activity of methylenete-
trahydrofolate reductase (MTHFR) on induction of cancerogenesis.

Objective. To assess 25(OH)D and parathormone concentration in sera
of patients with BCC and to analyse VDR and MTHEFR expression in
BCC lesions.

Material and methods. The study group consisted of 79 BCC patients
and 46 healthy subjects. Vitamin D and parathormone serum level was
assessed in all subjects whereas VDR and MTHEFR expression was eva-
luated in biopsies taken from 44 BCC patients and 30 healthy subjects.

Results. 25(OH)D serum level was significantly higher in the control
group than in BCC patients (p = 0.0026), whereas parathormone serum
concentration was higher in BCC patients (p < 0.0001). In BCC patients
significantly higher VDR expression was found in comparison to heal-
thy subjects (p < 0.001). The same finding was noted in regard to
MTHEFR expression, which was higher in biopsies taken from BCC
lesions than in the control group (p < 0.01).

Conclusions. Our results indicate that although the role of VDR and
MTHEFR in the development of basal cell carcinoma is not unequivocal,
a lot of evidence testifies to their essential impact on carcinogenesis.
Thus, further complex and multicentre studies are required for com-

plete understanding of BCC pathogenesis.

WPROWADZENIE

W ostatnich latach ukazato si¢ wiele prac wskazu-
jacych na przeciwnowotworowe wtasciwosci witami-
ny D zwiazane z jej aktywnosciq biologiczng i zdol-
noécia do hamowania proliferacji oraz regulacji
réznicowania sie komoérek. Dane z piSmiennictwa
wskazuja rowniez, ze niedobdr witaminy D laczy sie
ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju niektérych nowo-
tworéw narzadéw wewnetrznych, a takze choréb
autoimmunologicznych [1]. Polaczenie aktywnej for-
my witaminy D z jej naturalnym ligandem, ktérym
jest receptor dla witaminy D (ang. vitamin D receptor -
VDR) nasila apoptoze komoérek nowotworowych,
a takze, jako czynnik transkrypcyjny, reguluje aktyw-
nos¢ ponad 60 genéw odpowiedzialnych za procesy
réznicowania sie komorek oraz efekty antyprolifera-
cyjne [2, 3]. W badaniach eksperymentalnych wyka-
zano zwiekszona ekspresje VDR w komorkach m.in.
nowotworoéw piersi, prostaty, trzustki, jelita grubego
oraz tarczycy [4, 5]. Zwiekszong ekspresje tego biatka
stwierdzono ponadto w komoérkach niemelanocyto-
wych rakow skoéry, tj. rakéw podstawno- (ang. basal
cell carcinoma - BCC) oraz kolczystokomoérkowych
(ang. squamous cell carcinoma - SCC) [6].

Zinser i wsp. [7] w badaniu na modelu zwierze-
cym wykazali, ze u myszy pozbawionych ekspresji
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VDR i poddanych dziataniu chemicznego kancero-
genu w 85% przypadkéw dochodzi do rozwoju
rakow skory, gtownie SCC. U zwierzat z prawidto-
wa ekspresjg tego receptora rozw6j nowotworéw
obserwowano zaledwie w 17% przypadkow. Wyni-
ki tych obserwacji wskazuja na istotng role VDR
W procesie nowotworzenia [7].

Reduktaza metylenotetrahydrofolianowa (ang.
methylenetetrahydrofolate reductase - MTHFR) jest
enzymem odgrywajacym istotna role w metaboli-
zmie folianéw. Zwiazki te sa niezbedne w procesach
naprawy DNA ulegajacego uszkodzeniu pod wply-
wem promieniowania ultrafioletowego. Ponadto
wykazano, ze foliany biora udzial w regulacji porlife-
racji keratynocytéw oraz innych komorek ulegaja-
cych szybkim podziatom. Substratem dla MTHFR
jest biatko wewnatrzkomérkowe, 5,10-metylenotetra-
hydrofolian, ktéry pelni istotng role w syntezie
i naprawie DNA jadra komérkowego, podczas gdy
w osoczu stwierdza sie produkt reakcji enzymatycz-
nej - 5-metylenotetrahydrofolian niezbedny do syn-
tezy metioniny i metylacji DNA. Naprawa uszko-
dzert DNA jest kluczowym zjawiskiem chronigcym
organizm przed rozwojem nowotwordéw [8-12].

Nieprawidtowa aktywnos¢ MTHEFR zostala uzna-
na za jeden z czynnikéw biorgcych udziat w kance-
rogenezie. W chwili obecnej pojedyncze prace wska-
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zuja na udzial polimorfizméw w genie kodujacym
MTHEFR w rozwoju niemelanocytowych rakéw sko-
ry [13].

CEL PRACY

Przytoczone powyzej informacje, wskazujace na
udzial zaré6wno witaminy D, jak i receptora VDR
oraz enzymu MTHFR w patogenezie nowotworéw,
stanowily przestanke do przeprowadzenia badan
wlasnych oceniajacych stezenie 25(OH)D oraz parat-
hormonu w surowicy u pacjentéw z BCC, a takze
poziom ekspresji VDR i MTHFR w bioptatach skéry
pobranych od chorych na raka podstawnokomorko-
wego.

MATERIAL | METODYKA

Badaniem objeto grupe 79 chorych z potwierdzo-
nym histopatologicznie BCC (41 kobiet, 38 mezczyzn,
sredni wiek 60,2 roku, fototyp skory: I/1I - 20 oséb,
III - 52 osoby, IV - 7 0s6b) leczonych w Katedrze
i Klinice Dermatologii Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi w latach 2005-2008 oraz 46 wolontariuszy sta-
nowigcych grupe kontrolng (21 kobiet, 25 mezczyzn,
sredni wiek 58,4 roku, fototyp skéry: I/Il - 10 os6b,
IIT - 28 0s6éb, IV - 8 o0s6b) [14]. Zadna z badanych
0s6b nie byla biorca przeszczepu, nie byla leczona
lekami immunosupresyjnymi ani nie chorowata na
inny nowotwor. U wszystkich badanych oznaczano
w miesigcach wczesnowiosennych (kwiecien-maj)
stezenie witaminy D i parathormonu w surowicy,
natomiast u 44 pacjentéw z BCC oraz 30 wolontariu-
szy pobierano biopsje skory celem oznaczenia eks-
presji VDR i MTHFR. Wycinki pobierano wylacznie
ze zmian typu BCC zlokalizowanych w gérnej czesci
policzka. U wolontariuszy pobierano biopsje skory
z analogicznej lokalizacji. Stezenia 25(OH)D i parat-
hormonu w surowicy nie oznaczano.

Metoda Western blot

Pobrane bioptaty skéry zostaly umieszczone
w 0,5 ml buforu lizujacego, zawierajacego 0,25-pro-
centowy Triton X-100 oraz Complete (inhibitor
proteaz, Roche, Szwajcaria). Nastepnie komoérki
poddano sonifikacji, trzykrotnie przez 15 sekund,
a potem odwirowywano (3 minuty, 14 000 rpm). Do
pomiaru stezenia catkowitego biatka w lizatach
komoérek uzyto zestawu BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Rockford, USA). Prébki zawierajace 50 pg
biatka przed naniesieniem elektroforeza byly dena-
turowane w buforze prébkowym (95°C, 5 minut)
zawierajagcym DDT, a nastepnie rozdzielane w 10%
zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE, w buforze
Tris-glycine SDS. Rozdzielone biatka przenoszono
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w polu elektrycznym na membrane PVDF (Millipo-
re, Billerica, USA). Po transferze membrane bloko-
wano w 5% mleku odtluszczonym z dodatkiem 0,1%
Tween20, w temperaturze 4°C, przez 12 godzin.
W celu wykrycia biatka zastosowano poliklonalne
kozie przeciwciala pierwszorzedowe (SantaCruz
Biotechnoloy, Santa Cruz, USA) skierowane swoiscie
przeciwko ludzkiemu MTHEFR (1 : 200) oraz mysie
przeciwciala pierwszorzedowe (SantaCruz Biotech-
nology, Santa Cruz, USA) skierowane swoiscie prze-
ciwko ludzkiemu VDR (1 : 200). Jako przeciwcial
drugorzedowych uzyto oslich przeciwcial znakowa-
nych HRP (1 : 20000) skierowanych przeciwko kozim
IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratory, Suffolk,
Wielka Brytania) lub oélich przeciwcial znakowa-
nych HRP (1 : 20000) skierowanych przeciwko mysim
(Jackson ImmunoResearch Laboratory Suffolk, Wielka
Brytania). W celu uwidocznienia uzyskanych praz-
kéw uzyto ECL Plus Western Blotting Detection
Reagents (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Wielka
Brytania) oraz system do wizualizacji chemilumi-
nescencji Chemilmager™ System (Alpha Innotech,
San Leandro, Kanada). Gestos¢ optyczna (IDV) praz-
kow byta analizowana przy uzyciu oprogramowania
Chemilmager™ Software (Alpha Innotech San Lean-
dro, Kanada).

Oznaczenie stezenia witaminy D i parathormonu

Surowica przechowywana byla w temperaturze
-25°C do chwili przeprowadzenia oznaczen. Steze-
nie witaminy D oznaczano metoda radioimmunoassay
(BioSource Europe S.A. Nivelles, Belgium), a parat-
hormonu medoda immunochemiluminescencji
(IMMULITE Turbointact PTH, Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles USA).

Analiza statystyczna

W celu poréwnan statystycznych, poza oblicze-
niem $redniej arytmetycznej i odchylenia standardo-
wego, postuzono sie obliczeniem mediany, dolnego
i gornego kwartyla, warto$ci minimum i maksimum.
Do oceny istotnosci réznic badanych parametrow
pomiedzy dwoma grupami zastosowano test
U Manna-Whitneya. Dla wszystkich poréwnan
i korelacji istotno$¢ statystyczng uznawano przy
p <0,05.

WYNIKI

Stezenie 25(OH)D byto statystycznie istotnie wyz-
sze w grupie kontrolnej niz u chorych na BCC
(mediana 29,5 ng/ml vs mediana 24,2 ng/ml,
p =0,0026). U 28 (35,4%) sposréd 79 chorych na BCC
stezenie witaminy D bylo ponizej wartosci 20 ng/ml,
u 30 (38%) chorych bylo w granicach 20-30 ng/ml,
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Rycina |. Stezenie 25(OH)D (A) oraz parathormonu (PTH) (B) w surowicy chorych na BCC oraz w grupie kontrolnej
Figure I. 25(0H)D (A) and parathormone (PTH) (B) serum concentration in BCC patients and healthy controls
Tabela I. Ekspresja VDR i MTHFR w badanych grupach wyrazona w jednostkach gestosci optycznej (IDV)
Table I. VDR and MTHFR expression in examined groups expressed as integrated density value (IDV)
VDR (IDV) MTHFR (IDV)
mediana dolny kwartyl  gérny kwartyl mediana dolny kwartyl  gdrny kwartyl
BCC 1,42 x 106 0,98 x 106 2,41 x 106 7,97 x 106 5,90 x 106 1,15 % 106
Kontrola 0,44 x 106 0,18 x 106 0,67 x 1096 531 x 106 2,82 x 1086 6,66 X 106

podczas gdy u pozostatych 21 (26,6%) os6b poziom
byt wyzszy od 30 ng/ml. W grupie kontrolnej steze-
nie 25(OH)D ponizej 20 ng/ml wykazano u 5 (10,9%)
oséb, u 20 (43,5%) bylo pomiedzy 20 ng/ml
a 30 ng/ml, natomiast u 21 (45,5%) - powyzej
30 ng/ml (ryc. 1. A). Stezenie parathormonu w suro-
wicy u pacjentéw z BCC bylo istotnie wyzsze
w poréwnaniu z grupa kontrolng (56,05 pg/ml vs
32,7 pg/ml, p < 0,0001) (ryc. 1. B).

We wszystkich analizowanych bioptatach wyka-
zano ekspresje VDR. U chorych na BCC byta ona
istotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej (mediana
1,4 x 10° IDV vs mediana 0,4 x 10° IDV, p < 0,001).
Taka samg zalezno$¢ obserwowano w odniesieniu
do ekspresji MTHFR, ktéra byla istotnie wyzsza
w bioptatach skéry pobranych ze zmian typu BCC
w poréwnaniu z grupa kontrolna (mediana 7,9 X
x 106 IDV vs mediana 5,3 x 10 IDV, p < 0,01) (tab. I,
ryc. 2.13)).

OMOWIENIE

Kalcytriol ma swoje receptory nie tylko
w kosciach, ale rowniez w innych tkankach, miedzy

T

BCC kontrola

Rycina 2. Ekspresja MTHFR w bioptatach pobranych ze zmian
typu BCC oraz w w grupie kontrolnej — metoda Western blot
Figure 2. MTHFR expression in BCC lesions and in control group —
Western blot analysis
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innymi w komérkach ukladu immunologicznego,
krwiotwoérczego, skéry, w miesniach oraz komor-
kach r6znych nowotworéw, np. czerniaka. Aktywna
postac¢ witaminy D dziala w nich jako czynnik anty-
proliferacyjny oraz proréznicujacy [15, 16]. Na pod-
stawie przeprowadzonych badan wykazano zwiazki
pomiedzy niedoborem witaminy D a rozwojem
pewnych choréb, do ktérych naleza m.in. niektdre
nowotwory (np. rak piersi, trzustki, jelita grubego),
cukrzyca typu 2, choroby autoimmunologiczne, cho-
roba niedokrwienna serca czy nadci$nienie tetnicze
[17, 18]. W ostatnio opublikowanej pracy Asgari
i wsp. [19] wykazali zwigzek pomiedzy zwiekszo-
nym ryzykiem rozwoju BCC a wysokim stezeniem
witamny D w okresie poprzedzajacym rozpoznanie
nowotworu o 11 lat. Oceniajac ryzyko rozwoju BCC,
autorzy stwierdzili, ze podwyzszenie stezenia wita-
miny D o 1 ng/ml zwigkszato to ryzyko o 2%. Prze-
ciwne wyniki uzyskano w badaniach przeprowa-
dzonych w warunkach in vitro, w ktérych wykazano
zahamowanie wzrostu BCC pod wplywem wyso-
kich stezen witaminy D [20]. Van Dam i wsp. oraz
Gandini i wsp. nie wykazali takze zwigzku pomie-
dzy rozwojem rakéw kolczystokomérkowych a spo-
zyciem witaminy D w codziennej diecie [21, 22].

- —

- e e -
BCC

kontrola

Rycina 3. Ekspresja VDR w bioptatach pobranych ze zmian typu
BCC oraz w w grupie kontrolnej — metoda Western blot

Figure 3. VDR expression in BCC lesions and in control group —
Western blot analysis
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W badaniu wlasnym oceniano stezenie 25-hydro-
ksycholekalcyferolu w surowicy chorych na BCC,
poniewaz stezenie tego zwiazku odpowiada rzeczy-
wistemu zaopatrzeniu organizmu w witamine D.
Ponadto, zgodnie z danymi z pi$miennictwa, jego
ocena przewyzsza pomiary innych form [23, 24].
Uzyskane w pracy wlasnej stezenie 25(OH)D byto
istotnie nizsze u chorych na BCC niz w grupie kon-
trolnej, jednak u wiekszosci oséb z obu grup stwier-
dzono stezenie ponizej 30 ng/ml. Obserwacja ta
wymaga jednak ostroznej interpretacji ze wzgledu
na przewage pacjentéw starszych wiekowo, u kto-
rych najczeéciej stwierdza sie tendencje do wystepo-
wania niedoboréw witaminy D [25]. Mimo to staty-
stycznie istotna réznica pomiedzy badanymi
grupami moze sugerowad, ze niedobér witaminy D
jest jednym z czynnikéw odgrywajacych role w roz-
woju rakow podstawnokomérkowych. Ze wzgledu
na brak dostepnych w ogélno$wiatowym pismien-
nictwie danych analizujacych stezenie 25(OH)D
w surowicy u chorych z juz rozwinietym BCC
w poréwnaniu z grupa kontrolna, dobrana pod
wzgledem wieku, pici i fototypu skéry, prezentowane
wyniki wlasne wydaja sie interesujace i sg przestanka
do prowadzenie dalszych badan. Mialyby one na
celu ocene stezenia witaminy D u pacjentéw z BCC
i jego zwiazku z ryzykiem ujawnienia si¢ zmian
nowotworowych. Obnizone stezenie 25(OH)D
z réwnoczesnym wzrostem stezenia parathormonu
moze réwniez przemawiac za udzialem tej witaminy
w zlozonym procesie skérnej kancerogenezy.

Reichrath i wsp. [26] wykazali, Ze ekspresja recep-
tora VDR, a takze ekspresja jego mRNA, jest istotnie
silniejsza w wycinkach pobranych ze zmian typu
BCC niz w skérze pozornie zdrowej, pobranej z oko-
licy zmian chorobowych, badZz w skérze zdrowej
pobranej od os6b z grupy kontrolnej. Autorzy na
podstawie przeprowadzonych obserwacji zasugero-
wali, Ze nasilona ekspresja VDR jest zwiazana z pro-
cesami regulacji wzrostu BCC. Uzyskane wyniki
wlasne sg zgodne z obserwacjami Reichratha i wsp.
[26], wykazano w nich réwniez istotny wzrost eks-
presji VDR w bioptatach pobranych z ognisk BCC
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Na podstawie
dostepnej wiedzy nie jest obecnie mozliwe ustalenie,
czy nasilona ekspresja tego receptora ma zwiazek ze
zdolnoscia syntezy kalcytriolu z witaminy D przez
raki podstawnokomoérkowe. Sugeruje sie, ze nasilo-
na ekspresja VDR moze by¢ zwigzana z obecnoécia
polimorfizméw w genie kodujacym VDR, ktére
stwierdza si¢ u chorych na BCC, co funkcjonalnie
wigze sie z synteza czeéciowo nieaktywnej formy
biatka, ktére nie ma zdolnosci wigzania sie z ligan-
dem. Uznaje sie, ze nasilona ekspresja receptora,
mimo uposledzenia jego funkgji, jest mechanizmem
protekcyjnym. Hipoteza ta nazwana zostala przez
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Reichratha i wsp. sprzezeniem zwrotnym [27]. Row-
niez w rakach kolczystokomoérkowych obserwowa-
no nasilong ekspresje receptora VDR [28]. Nie
stwierdzono jednak korelacji pomiedzy tym parame-
trem a histopatologicznym typem ani stopniem zlo-
sliwosci SCC. Obserwowano, ze inkubacja linii
komérkowych wywodzacych sie z SCC z kalcytrio-
lem prowadzita do supresji proliferacji komérek, co
jest posrednim dowodem na role VDR w patogene-
zie SCC oraz stanowi przestanke do testowania ana-
logéw witaminy D w terapii niemelanocytowych
rakéw skory. Na podstawie przeprowadzonych
badari podobne wnioski wysuneli Kamradt i wsp.
[29], ktérzy wykazali istotng role witaminy D
w patogenezie SCC i BCC.

Podsumowujac dane z literatury i wyniki badan
wlasnych, nie mozna jednoznacznie okresli¢ roli
VDR i MTHEFR w rozwoju rakéw podstawnokomor-
kowych skéry, jakkolwiek wiele argumentéw prze-
mawia za ich istotnym udzialem w procesie kance-
rogenezy. Stad wydaje sie, ze niezwykle potrzebne
i uzasadnione jest prowadzenie dalszych, komplek-
sowych i wieloosrodkowych badar celem poznania
zloZonej etiopatogenezy BCC.

Praca finansowana z funduszu prac statutowych
UM w Lodzi nr 503-1152-1 oraz projektu MNiSW
nr NN402474731.
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