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Olsztyn 2023  



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dziękuję Pani Promotor prof. dr hab. Agnieszce Owczarczyk-Saczonek za nieustające 

wsparcie zarówno w pracy zawodowej, jak i w życiu, za liczne rady i uwagi dotyczące 

niniejszej pracy oraz ogromną cierpliwość. 

 

 

 

 

Dziękuję mojej Rodzinie, Mężowi i Dzieciom za miłość, cierpliwość i wsparcie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pracę tę dedykuję mojej Babci Jadwidze Niedzielskiej. 

 



3 

 

 

SPIS TREŚCI 
 

 

PUBLIKACJE STANOWIĄCE ROZPRAWĘ DOKTORSKĄ .................................... 5 

ANKIETA PRACY ZAWODOWEJ I NAUKOWEJ ..................................................... 23 

ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ I ŚWIADOMA ZGODA ................................... 24 

STRESZCZENIE ................................................................................................................... 25 

SUMMARY.............................................................................................................................. 27 

CELE PRACY ........................................................................................................................ 29 

WPROWADZENIE ............................................................................................................... 30 

METODY ................................................................................................................................. 35 

WYNIKI ................................................................................................................................... 37 

DYSKUSJA .............................................................................................................................. 42 

PIŚMIENNICTWO ............................................................................................................... 44 

SPIS RYCIN ............................................................................................................................ 48 

SPIS TABEL ............................................................................................................................ 48 

OŚWIADCZENIA WSPÓŁAUTORÓW PUBLIKACJI .............................................. 49 

KOPIA POŚWIADCZENIA DOROBKU NAUKOWEGO ......................................... 54 

 

  



4 

 

 

Podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej jest spójny tematycznie zbiór dwóch artykułów 

opublikowanych w czasopismach naukowych o łącznej punktacji IF 7,872 

i MNiSW/KBN 210. Jestem pierwszym autorem obu prac, mój udział w artykułach 

wynosi 80%. 

Tytuł rozprawy doktorskiej: Ekspresja mRNA kaspasy-14 w rakach skóry i rogowaceniu 

słonecznym. 
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34070382; PMCID: PMC8197544. 
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Edukacja 

2005–2011 – studia na kierunku lekarskim Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego 

2010–2011 – studia na kierunku lekarskim Universidad de Illeida, Hiszpania  

2018 – uzyskanie tytułu specjalisty dermatologii i wenerologii  

 

Praca 

2011–2012 – lekarz stażysta w Wojewódzkim Szpitalu Specjalistycznym w Gdańsku 

2012–2018 – szkolenie specjalizacyjne w trybie rezydenckim, Klinika Dermatologii, 

Chorób Przenoszonych Drogą Płciową i Immunologii Klinicznej, Miejski Szpital 

Zespolony w Olsztynie 

Od 2019 – obecnie asystent dydaktyczny w Katedrze Dermatologii, Chorób 

Przenoszonych Drogą Płciową i Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Warmińsko-

Mazurskiego w Olsztynie  

Od 2018 – obecnie lekarz specjalista dermatologii i wenerologii w Klinice Dermatologii, 

Chorób Przenoszonych Drogą Płciową i Immunologii Klinicznej, Miejski Szpital 

Zespolony w Olsztynie  

 

Osiągnięcia naukowe 

26 publikacji naukowych o łącznym IF: 12.569 

 

Towarzystwa Naukowe  

Polskie Towarzystwo Dermatologiczne 

 

Znajomość języków obcych 

Język angielski: biegła 

Język hiszpański: komunikatywna 
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ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ I ŚWIADOMA ZGODA 
 

Badanie zostało zatwierdzone przez Komisję Bioetyczną przy Collegium 

Medicum Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie (Uchwała 13/2017). 

Każdy pacjent włączony do badania podpisał świadomą zgodę na udział w nim.  
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STRESZCZENIE 
 

Skóra jest największym i bardzo złożonym organem ludzkiego ciała. Swoją 

funkcję pełni prawidłowo dzięki temu, że jest w sposób ciągły odbudowywana. 

Zachwianie równowagi między procesem śmierci komórek (w procesie rogowacenia 

i złuszczania) a ciągłą proliferacją prowadzi do powstawania nowotworów skóry. Raki 

skóry to najczęściej występujące u człowieka nowotwory. Wyjątkowa lokalizacja skóry 

i jej dostępność dla lekarza i badacza powodują, że wydaje się ona być doskonałym 

modelem do badania mechanizmów kancerogenezy. Można przypuszczać, że niektóre 

wnioski płynąca z badań przeprowadzanych na skórze mogą być ekstrapolowane na 

nowotwory w innych lokalizacjach o pochodzeniu płaskonabłonkowym. Poszukiwanie 

czynników, które pełnią rolę regulatorową i gwarantują równowagę procesów śmierci 

komórek i ich proliferacji, jest ważne w celu poznania mechanizmu powstawania 

nowotworów oraz potencjalnie w znalezieniu możliwości jego kontrolowania, 

hamowania. 

Kaspaza-14 to wyjątkowy członek rodziny kaspaz – cząsteczek biorących udział 

w regulacji procesu apoptozy. Jednakże, wyjątkowo, nie bierze ona udziału w tymże 

procesie. Badania wskazują, że reguluje ona inny rodzaj zaprogramowanej śmierci 

komórki charakterystyczny dla naskórka – rogowacenie.  

W piśmiennictwie dostępne są publikacje dotyczące biotechnologicznych 

aspektów kaspazy-14 – regulacji jej ekspresji, transkrypcji, translacji, obróbki 

postranslacyjnej oraz funkcji w fizjologii i patofizjologii komórki. Istnieją również liczne, 

choć często przeprowadzone na małych próbach badawczych, badania dotyczące roli 

kaspazy-14 w różnych nowotworach oraz chorobach, w tym również chorobach skóry. 

Brak jednak danych dotyczących kaspazy-14 i jej związków z nowotworami 

niemelanocytranymi skóry. 

Praca badawcza, na której opiera się rozprawa doktorska, polegała na dwóch 

etapach. Najpierw dokonano przeglądu dostępnego na maj 2021 roku piśmiennictwa ze 

szczególnym uwzględnieniem aspektów klinicznych i roli kaspazy-14 w etiopatogenezie 

chorób człowieka. Wyniki tej części pracy zamieszczono w publikacji: Markiewicz A, 

Sigorski D, Markiewicz M, Owczarczyk-Saczonek A, Placek W. Caspase-14-From 

Biomolecular Basics to Clinical Approach. A Review of Available Data.  

Drugim etapem pracy było badanie potencjalnej roli kaspazy-14 w nowotworach 

skóry. Badaniem objęto 56 pacjentów Kliniki Dermatologii, Chorób Przenoszonych 
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Drogą Płciową i Immunologii Klinicznej w Olsztynie (grupa kontrolna stanowiła 

21 pacjentów, grupa badana – 35). Grupę badaną stanowili pacjenci z rakiem 

podstawnokomórkowym, kolczystokomórkowym lub rogowaceniem słonecznym. 

Badano ekspresję mRNA kaspazy-14 w wycinkach skóry pobranych ze zmian 

nowotworowych oraz ze skóry zdrowej. Wyniki wykonanych pomiarów pokazują, 

że kaspaza-14 może być czynnikiem wpływającym na powstawanie raków skóry. 

Ekspresja kaspazy-14 była niższa w zdrowej skórze w połączonej grupie raków 

inwazyjnych-kolczystokomórkowych i podstawnokomórkowych niż w zdrowej skórze 

pacjentów z grupy rogowacenia słonecznego i grupy kontrolnej. Ponadto ekspresja była 

niższa w grupie inwazyjnych raków skóry w skórze zdrowej niż zmienionej chorobowo. 

Niniejsze badanie dotyczy dotychczas nieopisywanego związku kaspazy-14 z rakami 

skóry. Wskazane jest rozszerzenie w przyszłości projektu o badanie na poziomie ekspresji 

białek oraz powiększenie grupy badanej tak, aby wyciągnąć jeszcze więcej wniosków 

mogących posłużyć do lepszego poznania biologii tych nowotworów. Wyniki tej części 

pracy zamieszczono w publikacji: Markiewicz A, Sigorski D, Markiewicz M, Placek W, 

Owczarczyk-Saczonek A. mRNA expression of caspase-14 in skin epithelial 

malignancies. Advances in Dermatology and Allergology/Postępy Dermatologii 

i Alergologii. 2023;40(2):315-320.   
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SUMMARY 
 

Skin is the biggest and very complex organ of human body. Its protective function 

is properly maintained due to its continuous renewal. Malignancies develop when the 

balance between proliferation and cell death is dysregulated in skin cells. Skin cancers 

are the most common neoplasms in humans. Its localisation and availability for the 

clinician and researcher make it a perfect model for exploring the carcinogenesis 

mechanisms. It seems that some of the results from the research done in the skin samples 

could be extrapolated to planoepithelial cancers of other localisation. 

The search for factors that play a regulatory role and guarantee the balance of cell 

death and proliferation processes seems to be important in order to understand the process 

of carcinogenesis and potentially find ways to control and inhibit it. 

Caspase-14 is a unique member of the family of caspases – molecules involved 

in the regulation of the apoptosis process. However, exceptionally, she does not take part 

in this process. Studies indicate that it regulates another type of programmed cell death 

characteristic of the epidermis – keratinisation. 

In the literature there are publications on the biotechnological aspects of caspase-

14-th, regulation, transcription, translation, post-translational modifications and functions 

in the physiology and pathophysiology of the cell. There are also numerous, though often 

conducted in small research samples, data on the role of caspase-14 in various cancers 

and diseases, including skin diseases. However, there is no data on caspase-14 and its 

association with non-melanocytic skin cancers. 

The research work on which the doctoral dissertation is based consisted of two 

stages. First, the literature available as of May 2021 was reviewed, with particular 

emphasis on clinical aspects and the role of caspase-14 in the etiopathogenesis of human 

diseases. The results were presented in Markiewicz A, et al.(2021) Caspase-14-From 

Biomolecular Basics to Clinical Approach. A Review of Available Data. 

The second stage of the work was to investigate the potential role of caspase-

14 in skin cancer. The results were presented in Markiewicz A,et al.(2023) "mRNA 

expression of caspase 14 in skin epithelial malignancies". 

The study included 56 patients of the Department of Dermatology, Sexually 

Transmitted Diseases and Clinical Immunology in Olsztyn (21 patients in the control 

group, 35 in the study group). The study group consisted of patients with basal cell 

carcinoma, squamous cell carcinoma or actinic keratosis. The expression of caspase-



28 

 

 

14 mRNA in skin samples taken from neoplastic lesions and from healthy skin was 

studied. The results of the measurements show that caspase-14 may be a factor 

influencing the formation of skin cancers. 

Caspase-14 expression was lower in healthy skin in a combined group of invasive 

squamous cell and basal cell carcinomas than in healthy skin of actinic keratosis patients 

and controls. In addition, the expression was lower in the group of invasive skin cancers 

in healthy skin than in diseased skin. The present study investigates an undescribed link 

between caspase-14 and skin cancers. It is advisable to extend the research in the future 

with a study at the protein level and to enlarge the study group so as to draw even more 

conclusions that could be used to better understand the biology of these tumors.
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CELE PRACY 
 

Celem niniejszej pracy jest: 

1. Analiza ekspresji kaspazy-14 w skórze zdrowej i chorej w poszukiwaniu indykatora 

nowotworów skóry. 

2. Analiza ekspresji mRNA kaspazy-14 w skórze zdrowej pacjentów zdrowych oraz 

w skórze zdrowej i chorej u pacjentów z rakami skóry i/lub rogowaceniem słonecznym. 

3. Analiza różnic ekspresji kaspazy-14 w rakach skóry i rogowaceniu słonecznym jako 

stanie przedrakowym. 
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WPROWADZENIE 
 

Równowaga między śmiercią komórek a wzrostem w tkankach odgrywa 

kluczową rolę w dobrostanie organizmów. Procesy te są regulowane przez określone 

białka, z których wiele było do tej pory przedmiotem zainteresowania licznych projektów 

naukowych. Przeprowadzono wiele badań, zwłaszcza nad możliwymi sposobami śmierci 

komórki, w tym nekroptozą [1], piroptozą [2], autofagią, katastrofą mitotyczną i najlepiej 

poznaną – apoptozą [3]. Konsekwencje kliniczne dysfunkcji poszczególnych białek 

w tych procesach są bardzo ważne dla zdrowia człowieka. Kaspazy stanowią jedną z grup 

białek biorących udział w homeostazie [4]. 

Kaspazy to białka, które odgrywają ważną rolę w złożonej kaskadzie reakcji 

prowadzących do apoptozy komórki, zapoczątkowania stanu zapalnego czy końcowego 

różnicowania komórek [5, 6, 7]. Przynależność do rodziny białek kaspazy jest określona 

przez homologię sekwencji Ced-3 ważnego białka efektorowego w programowanej 

śmierci komórki w Caenorhabditis elegans [8]. 

Kaspaza-14 jest wyjątkowym członkiem konserwatywnej ewolucyjnie rodziny 

proteinaz specyficznych dla asparaginianu cysteinylu. Ludzki gen kaspazy-14 znajduje 

się na chromosomie 19p13.1 i składa się z siedmiu eksonów. Natywne białko kaspazy-14 

o masie cząsteczkowej 28 kDa nie jest aktywne katalitycznie [9]. Peptydaza-7 związana 

z kalikreiną (KLK7) generuje metabolit pośredni zawierający podjednostki 20- i 8-kDa 

przez rozszczepienie po Tyr178 prokaspazy-14. Ten związek pośredni rozszczepia 

prokaspazę-14 w Asp146, tworząc dojrzałą i aktywną kaspazę-14 [10]. 

Sugerowano, że kaspaza-14 w skórze jest aktywowana pomiędzy warstwą 

ziarnistą i zrogowaciałą naskórka. W całkowitym ekstrakcie naskórka stwierdzono 

zarówno formę aktywną, jak i nieaktywną, natomiast w warstwie zrogowaciałej – tylko 

postać aktywną [11]. Co więcej, aktywacja kaspazy-14 zachodzi równocześnie 

z tworzeniem się warstwy rogowej naskórka podczas rozwoju embrionalnego [12, 13]. 

Większość kaspaz występuje jednolicie we wszystkich komórkach. Wyjątkiem 

jest kaspaza-14, która ulega ekspresji tylko w określonych komórkach. Obserwowano ją 

tylko u ssaków, głównie w nabłonku rogowaciejącym [14]. W naskórku stwierdza się ją 

w warstwach różnicujących się i rogowaciejących oraz w mieszkach włosowych [15, 16]. 

W warstwie ziarnistej kaspaza-14 jest związana z jądrem, ziarnistościami keratohialiny 

i desmosomami, podczas gdy w korneocytach kaspaza-14 jest obecna w cytoplazmie 
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i jest połączona z korneodesmosomami oraz pozostałościami jądrowymi. Takie wyniki 

mogą sugerować rolę kaspazy-14 w degradacji jądrowej podczas rogowacenia, ale 

degradacja jądrowa wydawała się niezmieniona u myszy z niedoborem kaspazy-14 [17]. 

Kaspaza-14 uczestniczy w tworzeniu bariery skórnej od wczesnych stadiów 

embrionalnych. Jej ekspresję notowano od dnia embrionalnego 14,5 [11] lub 15,5 [18]. 

W tych stadiach rozwoju zarodkowego tworzy się również zrogowaciała warstwa 

naskórka. 

Główna lokalizacja w naskórku sugeruje, że kaspaza-14 może odgrywać tam 

szczególną rolę. 

Skóra jest największym organem ludzkiego ciała. Pełni niezwykle ważną funkcję 

w ochronie organizmu przed zagrażającymi czynnikami zewnętrznymi, np. urazami 

chemicznymi, fizycznymi, promieniowaniem UVB, mikroorganizmami oraz, co ważne 

u gatunków lądowych, utratą wody. Najważniejsza dla tej funkcji jest górna warstwa 

skóry (naskórek). Jest to struktura o złożonej warstwowej budowie. Najniższa warstwa 

naskórka nazywana jest warstwą podstawną i składa się z proliferujących keratynocytów. 

Jest to warstwa, w której znajdują się komórki macierzyste, umożliwiające cykl ciągłej 

produkcji nowych keratynocytów i złuszczanie starych (ryc. 1). Komórki te odłączają się 

od błony podstawnej i przechodzą wiele modyfikacji prowadzących do ostatecznego 

różnicowania i przekształcenia się w korneocyty. Transformacja proliferujących 

keratynocytów w korneocyty nazywana jest rogowaceniem. Proces ten jest dobrze 

zorganizowany i napędzany wieloma czynnikami. Tylko doskonale skoordynowany 

proces prowadzi do końcowego rezultatu, jakim jest stworzenie skutecznej bariery 

naskórkowej. Przedwczesna śmierć komórek nabłonka może prowadzić do 

dysfunkcyjnych modyfikacji struktury komórkowej lub stanu zapalnego, a tym samym 

do utraty pierwotnej roli. Dlatego wydaje się, że keratynocyty rozwinęły skuteczne 

mechanizmy przeciwapoptotyczne i przeciwnekrotyczne. Przypuszcza się, że kluczową 

rolę w tym procesie odgrywa NF-kB – czynnik transkrypcyjny nadający oporność na 

apoptozę [19, 20]. Warstwa kolczysta, warstwa ziarnista, warstwa półprzezroczysta 

i warstwa zrogowaciała znajdują się powyżej warstwy podstawnej. Kiedy komórki 

naskórka przemieszczają się do górnych warstw, zmieniają swój profil ekspresji genów. 

Wytwarzają keratyny (K1 i K10), które są charakterystyczne dla różnicujących się 

keratynocytów. Wcześniej w warstwie podstawnej wytwarzają keratyny K5 i K14 – 

typowe dla proliferujących keratynocytów. Proces ten zachodzi dzięki czynnikom 

transkrypcyjnym, takim jak p63 [21, 22]. Klaster genów zwany kompleksem 



32 

 

 

różnicowania naskórka (EDC) to kolejny gen, który zaczyna ulegać ekspresji w górnych 

warstwach. Powoduje to wytwarzanie w górnych warstwach takich białek jak 

inwolukryna i lorykryna. W warstwie kolczystej komórki poprawiają swoją sieć włókien 

keratynowych cytoszkieletu. Interakcja między sąsiednimi komórkami zachodzi za 

pośrednictwem desmosomów. W warstwie ziarnistej komórki stają się bardziej 

spłaszczone i zaczynają produkować określone białka, takie jak lorykryna i profilagryna, 

zgromadzone w ziarnistościach keratohialiny. Te ziarnistości są powodem nazwy 

warstwy. Odbywa się tu również produkcja lipidów. 

Silna mechanicznie bariera ochronna jest budowana w wyniku procesów 

zachodzących pomiędzy warstwą ziarnistą i zrogowaciałą. 

 

 

Rycina 1. Budowa naskórka 

Źródło: Markiewicz A, Sigorski D, Markiewicz M, Owczarczyk-Saczonek A, Placek W. Caspase-14-From 

Biomolecular Basics to Clinical Approach. A Review of Available Data. Int J Mol Sci. 2021 May 

25;22(11):5575. DOI: 10.3390/ijms22115575. PMID: 34070382; PMCID: PMC8197544. 

 

Przetwarzanie profilagryny, która jest prekursorem filagryny, jest jedną z dobrze 

zdefiniowanych ról kaspazy-14. Profilagryna po odpowiednim przetworzeniu do 

filagryny, a następnie do higroskopijnych aminokwasów, pełni rolę jednego ze 

składników naturalnych czynników nawilżających (NMF) chroniących skórę przed utratą 

wody. Wykazano, że kaspaza-14 uczestniczyła w obu procesach: przetwarzania 
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profilagryny do filagryny i degradacji filagryny do wolnych aminokwasów [23]. Dlatego 

kaspaza-14 odgrywa rolę w utrzymaniu bariery skórnej i ochronie jej przed utratą wody. 

Filagrynę wykryto u myszy z niedoborem kaspazy-14, ale miała ona mniejszą masę 

cząsteczkową, a jej fragmenty były nieprawidłowo gromadzone w warstwie 

zrogowaciałej [17, 24, 25]. Ta funkcja kaspazy-14 może być blokowana przez infekcję 

komórek naskórka wirusem brodawczaka ludzkiego 8 (HPV8) [26]. 

Utrata wody, promieniowanie UVB i inne stresy środowiskowe są niebezpieczne 

dla gatunków lądowych. Kaspazy odgrywają rolę w ochronie przed wszystkimi z nich. 

Rozwój myszy z niedoborem kaspazy-14 ujawnił, że brak kaspazy-14 powodował 

wrażliwość na fotouszkodzenia wywołane promieniowaniem UVB i apoptozę skóry. 

Może to być spowodowane zdolnością filtrowania UVB warstwy rogowej naskórka, 

która jest zmniejszona w skórze z niedoborem kaspazy-14. Wykazano to przez 

stwierdzenie podwyższonych poziomów dimerów cyklobutanu pirymidyny, co stanowi 

molekularny znak uszkodzenia DNA UVB [27]. 

Budowę, rolę i czynniki regulujące kaspazy-14 opisano nie tylko w badaniach 

in vitro, ale także in vivo na tkankach ludzkich. Zasugerowano, że kaspaza odgrywa dużą 

rolę w ochronie organizmu przed zewnętrznymi czynnikami stresowymi i zapewnia 

równowagę produkcji i niszczenia komórek skóry. Dlatego po badaniach laboratoryjnych 

przeprowadzono badania kliniczne dotyczące jej roli w patofizjologii stanów 

proliferacyjnych i zapalnych. Rozregulowanie ekspresji kaspazy-14 opisano w ludzkich 

komórkach nowotworowych oraz w kilku liniach komórek nowotworowych (tabela 1). 

 

Tabela 1. Kaspasa-14 w nowotworach 

NOWOTWÓR Kaspaza-14 

Rak szyjki macicy 
− istotne obniżenie ekspresji w porównaniu z prawidłowym nabłonkiem 

− obniżenie ekspresji korelowało ze stopniem zaawansowania choroby [28] 

Rak jajnika 

− istotne obniżenie ekspresji w porównaniu z prawidłowym nabłonkiem 

− obniżona ekspresja korelowała ze stopniem klinicznego zaawansowania 

choroby oraz z krótszym całkowitym przeżyciem u pacjentek z rakiem 

surowiczym [29] 

Rak jelita 

grubego 
− ekspresja istotnie obniżona w porównaniu z prawidłowym nabłonkiem [39] 

Rak żołądka 

− stwierdzono obniżoną ekspresję w słabiej zróżnicowanych postaciach raka 

żołądka 

− u pacjentów T(3)N(0)M(0) obniżenie ekspresji kaspazy-14 korelowało 

z krótszym całkowitym przeżyciem chorych [29] 
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Rak piersi 
− stwierdzono zwiększoną ekspresję kaspazy-14 w przewodowych rakach 

piersi zarówno in situ, jak i naciekających [29] 

Gruczolakorak 

ślinianki 

− fizjologicznie brak jej ekspresji 

− obecna ekspresja w 32% badanych gruczolaków ślinianek 

− w liniach nowotworowych transfekowanych kaspazą-14 stwierdzono 

zahamowanie wzrostu, obniżoną zdolność do tworzenia guza na skutek 

zmniejszonej waskularyzacji [30] 

− ekspresja jest obniżona w stanach przednowotworowych 

i kolczystokomórkowych rakach sromu 

− ekspozycja na ekstrakt z czarnej maliny zwiększała jej ekspresję, co 

mogłoby być zastosowane w miejscowym leczeniu choroby [30] 

Rak sromu 

Gruczolakorak 

płuca 

− zwiększona ekspresja 

− jej nadmierna ekspresja korelowała ze złym rokowaniem dla pacjenta 

− in vitro nadmierna ekspresja powodowała oporność na leczenie cisplatyną 

[31] 

 

Rak skóry jest nowotworem silnie związanym z przewlekłą ekspozycją na 

promieniowanie UV. W modelu mysim ekspresja mRNA kaspazy-14 była zmniejszona 

w raku płaskonabłonkowym indukowanym przez UVB. Globalne profile ekspresji genów 

normalnego mysiego naskórka i raków płaskonabłonkowych indukowanych 

promieniowaniem UV (SCC) u myszy wykazały 8-krotnie niższą ekspresję kaspazy-14 

w raku płaskonabłonkowym [13]. W przypadku raka skóry transfekcja linii 

komórkowych ludzkiego raka naskórkowego (A431) wektorem pCMV z ekspresją 

kaspazy-14 doprowadziła do ograniczenia wzrostu i rakotwórczości komórek [33]. 

Nadekspresja kaspazy-14 znacznie zmniejszyła proliferację komórek, opóźniła wzrost 

guza i wyindukowała ekspresję trzech markerów różnicowania płaskonabłonkowego 

w komórkach A431, modelowych komórkach linii komórkowej raka naskórka [34]. 

Powyższe badania przeprowadzono na liniach komórek naskórka lub modelach 

mysich, ale nie na raku skóry lub komórkach ludzkich in vivo. 

Wobec braku badań dotyczących ekspresji kaspazy-14 w rakach skóry podjęcie 

decyzję o rozpoczęciu badań własnych dotyczących jej roli w kancerogenezie skóry.  
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METODY 
 

Badanie zostało zatwierdzone przez Komisję Bioetyczną Uniwersytetu 

Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie. Badaną populację stanowiły próbki pobrane od 

56 pacjentów przyjętych do Kliniki Dermatologii, Chorób Przenoszonych Drogą Płciową 

i Immunologii Klinicznej w Olsztynie w okresie od stycznia 2017 do marca 2019 roku. 

Świadomą zgodę na zabieg i wykorzystanie materiału biologicznego w badaniach 

uzyskano od wszystkich uczestników. Próbki pobrano od pacjentów z klinicznym 

podejrzeniem nowotworów nabłonkowych. Od każdego pacjenta pobrano trzy próbki – 

jedną ze zdrowej skóry grzbietu dłoni (próbki zdrowe) oraz dwie próbki z podejrzanych 

zmian skórnych, z których jedną poddano badaniu patomorfologicznemu. Rozpoznanie 

nowotworu zostało potwierdzone przez doświadczonego patomorfologa przed dalszą 

analizą. Próbki kontrolne pobrano ze zdrowej skóry grzbietowej powierzchni dłoni 

pacjentów bez objawów chorobowych i historii nowotworów nabłonkowych. Miejscem, 

z którego pobrano próbki, były obszary narażone na naświetlenie promieniowaniem UV. 

Nowotwory skóry zlokalizowane są głównie w miejscach narażonych na działanie 

promieni słonecznych, a celem było uzyskanie porównywalnej próbki. 

Procedurę biopsji przeprowadzono z użyciem znieczulenia 2% lignokainą 

i sztancą biopsyjną o średnicy 4 mm. Rany zostały później zszyte. Próbki 

przechowywano w temperaturze −80°C do dalszej analizy. Próbkę, którą wykorzystano 

do badania histopatologicznego (rutynowe barwienie), przechowywano w buforowanej 

formalinie. 

Pacjentów podzielono na grupy na podstawie wyniku badania histologicznego: 

rak płaskonabłonkowy (SCC), rak podstawnokomórkowy (BCC) i rogowacenie 

słoneczne (AK). Grupa SCC składała się z 5 pacjentów (2 mężczyzn i 3 kobiety, w wieku 

69–87 lat, średnia 77 lat). Uzyskaliśmy wiarygodne wyniki dla skóry ze zmianami 

chorobowymi u wszystkich pacjentów i wiarygodne wyniki dla skóry bez zmian 

u 3 z tych pacjentów. Grupa BCC liczyła 10 pacjentów (6 mężczyzn i 4 kobiety w wieku 

48–84 lat, średnia wieku 73,8 lat). Uzyskaliśmy wyniki dla skóry ze zmianami 

chorobowymi wszystkich pacjentów i wyniki dla skóry bez zmian chorobowych od 

7 z tych pacjentów. Grupa AK liczyła 20 pacjentów (13 mężczyzn i 7 kobiet w wieku 47–

93 lata, średnia 74,7). Uzyskaliśmy wyniki zarówno dla skóry ze zmianami 

chorobowymi, jak i bez zmian chorobowych u 12 pacjentów oraz tylko ze zmianami 
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chorobowymi u 6 pacjentów i tylko bez zmian chorobowych u 2 pacjentów. Grupę 

kontrolną stanowiło 21 pacjentów w wieku 47–88 lat. Średnia wieku wynosiła 70,5 roku. 

W grupie było 14 kobiet i 7 mężczyzn. We wszystkich przypadkach rozpoznanie 

kliniczne było zgodne z histopatologicznym. Utrata próbek była spowodowana 

uszkodzeniami podczas transportu i przetwarzania. 

Próbki skóry pobrano z magazynu w probówkach utrzymywanych w temperaturze 

−80°C i homogenizowano w moździerzu ceramicznym w ciekłym azocie do postaci 

drobnego proszku bibułkowego. Następnie próbki przeniesiono do 1,5 ml probówki 

Eppendorfa z 400 mikrolitrami fenozolu. Przechowywano je przez 30 minut, 

worteksowano przez 1 minutę i odwirowano. Zgodnie z protokołem producenta 

całkowity mRNA wyizolowano z próbek za pomocą zestawu Total RNA Mini Plus (A&A 

Biotechnology, Gdynia, Poland, #036-100). Oznaczenie ilościowe RNA przeprowadzono 

za pomocą systemu Nanodrop (Hampton), a jego jakość oceniono przez wizualizację 

prążków rRNA 28S i 18S po elektroforezie w 1,5% żelu agarozowym i wybarwieniu na 

czerwono (41 003; Biotium, Hayward, CA, USA). Tę samą ilość (1000 ng) mRNA 

z każdej próbki poddano odwrotnej transkrypcji przy użyciu zestawu Maxima First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA, #K1641). Odwrotną 

transkrypcję przeprowadzono zgodnie z protokołem producenta. cDNA zamrożono 

w temperaturze −20°C do czasu dalszej analizy. Wszystkie reakcje dla genów 

docelowych i referencyjnych przeprowadzono w dwóch powtórzeniach na 384-

dołkowych płytkach (MicroAmp™ Optical 384-dołkowa płytka reakcyjna z kodem 

kreskowym, nr 4309849) i przeprowadzono w systemie wykrywania sekwencji ABI 

Prism 7900 (Applied Biosystems, Life Technologies, Foster City, CA, USA) z Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA, 

#K0222). Przygotowanie próbki przeprowadzono zgodnie z protokołem producenta 

z użyciem 15 ng cDNA na studzienkę w łącznie 10 mikrolitrach mieszaniny reakcyjnej. 

Gen metabolizmu podstawowego wybrano zgodnie z literaturą. Względne dane mRNA 

określono ilościowo przy użyciu ilościowego algorytmu eksploratora PCR. W skrócie, 

średnią progu cykliczności (Cq) i poziom skuteczności startera (E) dla każdej próbki 

powiązano za pomocą następującego równania: [1/(1þE)Cq]. Następnie poziomy 

ekspresji genów docelowych znormalizowano względem genu referencyjnego. 
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WYNIKI 
 

Próbki pobrano od 56 pacjentów, w tym od 21 osób z grupy kontrolnej bez zmian 

skórnych lub raka skóry w wywiadzie. Liczba próbek była dość niska, a liczby różniły 

się w różnych grupach. W związku z tym nie mogły zostać poddane analizie testami 

parametrycznymi (nie zostało spełnione kryterium rozkładu normalnego zmiennych). 

W rezultacie zastosowano testy nieparametryczne. 

Obliczenia wykonano w programie Statistica PL v.13.1 z wykorzystaniem 

modułów: statystyka opisowa i statystyka nieparametryczna. Zastosowano następujące 

testy dla prób niezależnych: test Mediany, test Kruskala-Wallisa, test Kołmogorowa-

Smirnowa, test U-Manna-Whitneya. Testami zastosowanymi dla prób zależnych były test 

znaków i test kolejności par Wilcoxona oraz współczynnik korelacji rang Spearmana. 

 

Skóra zdrowa 

Ekspresję mRNA kaspazy-14/GAPDH w zdrowej skórze przedstawiono 

w tabeli 2. 

Tabela 2. Expression of caspase-14 mRNA in healthy skin 

Diagnoza 
Liczba 

próbek 
Wynik Średnia Mediana 

Odchylenie 

standardowe 

Błąd 

standardowy 

Grupa kontrolna 21 
0.13–

2.65 
1.18 0.75 0.86 0.19 

Rak 

kolczystokomórkowy 

– ze zdrowej 

3 
0.12–

0.67 
0.44 0.52 0.23 0.16 

Rak 

podstawnokomórkowy 

– ze zdrowej 

7 
0.04–

1.15 
0.35 0.29 0.35 0.22 

Rogowacenie 

słoneczne – ze zdrowej 
14 

0.16–

3.59 
1.25 0.9 1.00 0.27 

 

W żadnej z grup nie zaobserwowano korelacji między ekspresją a wiekiem lub 

płcią pacjentów. 
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Poziom ekspresji kaspazy-14 był podobny w grupie kontrolnej i w grupie 

z rogowaceniem słonecznym – znacznie wyższy niż w próbkach zdrowej skóry 

pacjentów z rakiem płaskonabłonkowym i próbkach zdrowej skóry pacjentów z rakiem 

podstawnokomórkowym (ryc. 2). 

W obliczeniach dla próbek skóry zdrowej w różnych grupach zaobserwowano 

istotne statystycznie różnice pomiędzy porównywanymi grupami dla testu Mediana 

z p=0,043 oraz dla testu Kruskala-Wallisa z p=0,023. 

 

Wykr. ramka-wąsy względem grup

Zmienna:  Results

 Średnia 
 Średnia±Błąd std 
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Rycina 2. Ekspresja mRNA kaspazy-14 w próbkach zdrowej skóry 

 

Ponieważ wyniki były podobne dla grupy kontrolnej i pacjentów z rogowaceniem 

słonecznym z próbek bez zmian chorobowych, zostały one przeanalizowane i porównane 

z próbkami SCC bez zmian chorobowych razem z próbkami BCC bez zmian 

chorobowych. 

Klinicznie dobór grup można uznać za uzasadniony, ponieważ obejmowały one 

chorych z inwazyjnym rakiem skóry (BCC/SCC) oraz bez inwazyjnego raka skóry 

(AK/zdrowi). Test Kołmogorowa-Smirnowa z p=0,025 oraz test U-Manna-Whitneya 

z p=0,003 wykazały różnice istotne statystycznie (ryc. 3). 
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Wykr. ramka-wąsy względem grup

Zmienna:  Results

 Mediana 
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Rycina 3. Ekspresja mRNA kaspazy-14 w połączonych grupach próbek zdrowej skóry – grupa 

kontrolna z próbkami bez zmian rogowacenia słonecznego oraz próbki bez zmian od pacjentów 

z BCC i SCC 

 

Skóra zmieniona 

 

W przypadku próbek skóry zmienionej chorobowo ekspresję kaspazy-14/GAPDH 

przedstawiono w tabeli 3. 

Tabela 3. Ekspresja kaspazy-14/GAPDH próbek skóry zmienionej chorobowo 

Rozpoznanie 
Liczba 

próbek 
Wynik Średnia Mediana 

Odchylenie 

standardowe 

Błąd 

standardowy 

Rak kolczystokomórkowy – 

ze zmiany 
5 

0.13–

3.72 
1.36 0.79 1.33 0.6 

Rak podstawnokomórkowy 

– ze zmiany 
10 0.03–1.9 0.65 0.61 0.54 0.17 

Rogowacenie słoneczne – ze 

zmiany 
18 

0.05–

2.25 
0.9 0.71 0.62 0.15 
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Wykr. ramka-wąsy względem grup

Zmienna:  Results
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Rycina 4. Ekspresja mRNA kaspazy-14 w próbkach zmian chorobowych 

 

Jak przedstawiono na rycinie 4, poziomy kaspazy-14 są porównywalne w zakresie 

odchylenia standardowego w próbkach z grupy kontrolnej i w próbkach ze zmianami 

chorobowymi. Nie zaobserwowano istotnej korelacji między ekspresją, płcią i wiekiem 

w żadnej grupie próbek ze zmianami chorobowymi. Zgodnie z przyjętą klasyfikacją 

korelacja ekspresji była wysoka między próbkami SCC i SCC bez zmian chorobowych 

oraz BCC i BCC bez zmian chorobowych 

Zaobserwowano statystycznie istotną korelację między próbkami 

niezmienionymi i zmienionymi w raku podstawnokomórkowym (współczynnik korelacji 

r=0,82 Pearsona z 7 próbkami, przy poziomie ufności a=0,02). 

W grupie z rogowaceniem słonecznym zaobserwowano istotną statystycznie 

korelację między próbkami bez zmian i ze zmianami chorobowymi (współczynnik 

korelacji r=0,55 Pearsona przy 12 próbkach i poziom ufności a=0,05). Chociaż 

zaobserwowano wysoką korelację, nie odnotowano statystycznie istotnych różnic dla 

grup ze zmianami chorobowymi i bez zmian chorobowych. 
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Ze względu na to, że nie wystąpiły istotne różnice między SCC ze zmianami 

chorobowymi i BCC ze zmianami chorobowymi oraz SCC bez zmian chorobowych 

i BCC bez zmian chorobowych (grupy jednorodne), a wartości współczynnika korelacji 

rang były podobne i tego samego stopnia, zdecydowaliśmy się je przeanalizować 

w połączeniu. W połączonej grupie SCC i BCC (15 próbek) poziomy ekspresji kaspazy-

14 mRNA wahały się od 0,03 do 3,72, przy średniej 0,89, medianie 0,72, odchyleniu 

standardowym 0,95 i błędzie statystycznym 0,25. W połączonej grupie SCC non i BCC 

non (10 próbek) poziomy ekspresji kaspazy-14 mRNA wahały się od 0,05 do 1,15, przy 

średniej 0,38, medianie 0,31, odchyleniu standardowym 0,31 i błędzie statystycznym 

0,10. Poziomy były niższe w próbkach zdrowej skóry, a różnica wynosiła 

ok. 2 standardowe błędy. 

Wykres ramka-wąsy

 Średnia 
 Średnia±Błąd std 
 Średnia±Odch.std 

SCC+BCC
SCC+BCC non
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0,6
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1,0

1,2
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1,6

 

Rycina 5. Ekspresja mRNA kaspazy-14 w połączonych grupach uszkodzonych próbek BCC i SCC 

oraz próbek nieuszkodzonych 

 

Zaobserwowano statystycznie istotne różnice między grupami SCC/BCC vs SCC 

non/BCC non z p=0,027 dla testu znaków i p=0,022 dla testu kolejności par Wilcoxona. 

W grupach łączonych zaobserwowano statystycznie istotną korelację między 

poziomami ekspresji mRNA kaspazy-14 dla próbek z uszkodzeniami i bez zmian 

(współczynnik korelacji r=0,55 Pearsona dla 10 próbek i ufność a=0,01) (ryc. 5). Nie 

zaobserwowano istotnej statystycznie korelacji dla płci lub wieku w połączonych 

grupach.  
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DYSKUSJA 
Według danych epidemiologicznych raki podstawnokomórkowe (BCC) 

i kolczystokomórkowe (SCC) są najczęstszymi nowotworami skóry z obserwowanym 

wzrostem zachorowalności. Ich przebieg kliniczny jest odmienny. W przeciwieństwie do 

BCC, SCC rośnie szybciej i częściej daje przerzuty odległe, co prowadzi do śmierci 

pacjenta. Możliwości paliatywnego leczenia systemowego chorych z przerzutowym BCC 

lub SCC są ograniczone i opierają się głównie na klasycznych chemioterapeutykach. 

Obecnie wismodegib, inhibitor szlaku Hedgehog, jest zarejestrowany dla pacjentów 

z przerzutowym, miejscowo zaawansowanym BCC, który nie kwalifikuje się do operacji 

ani radioterapii. Jeśli chodzi o SCC, trwają badania kliniczne mające na celu ocenę roli 

immunoterapii lub terapii anty-EGFR. Rozwój nauk molekularnych doprowadził do 

znaczących odkryć. Zapewnia lepsze zrozumienie procesów kontrolujących wzrost 

i rozwój raka. Jednak potrzebne są nowe odkrycia, aby poprawić możliwości 

diagnostyczne i terapeutyczne raka skóry. Kaspazy to grupa obejmująca wiele białek 

biorących udział w procesie kancerogenezy. Pomimo szczególnej roli kaspazy-14 

w skórze jako zewnętrznego protektora, istnieje niewiele danych klinicznych 

dotyczących raka skóry, w przeciwieństwie do innych guzów litych. Badanie 

przedkliniczne przeprowadzone przez Hsu i in. wykazało, że transfekcja wektora 

wyrażającego kaspazę-14 do linii komórkowej raka naskórka A431 zmniejszyła wzrost 

i rakotwórczość linii komórkowej. Poziom ekspresji w innych guzach litych może być 

zmniejszony (rak szyjki macicy i okrężnicy) lub zwiększony (gruczolakorak płuc). 

Przegląd literatury dotyczącej tego problemu przedstawiono w artykule: Markiewicz A, 

Sigorski D, Markiewicz M, Owczarczyk-Saczonek A, Placek W. Caspase-14-From 

Biomolecular Basics to Clinical Approach. A Review of Available Data. 

Przeprowadziliśmy prospektywne badanie, aby ocenić potencjalną rolę kaspazy-

14 w raku skóry i jego zmianach przedrakowych. Do badania zakwalifikowaliśmy 

56 pacjentów. Wyniki opublikowano w pracy: Markiewicz A, Sigorski D, Markiewicz M, 

Placek W, Owczarczyk-Saczonek A. mRNA expression of caspase-14 in skin epithelial 

malignancies. Advances in Dermatology and Allergology/Postępy Dermatologii 

i Alergologii. 2023;40(2):315-320. 

mRNA kaspazy-14 badano w uszkodzonych i nieuszkodzonych AK, BCC, SCC 

i próbkach kontrolnych. Analiza statystyczna zebranych danych ujawniła interesujące 

klinicznie wyniki. Chorzy z rozpoznaniem raka podstawnokomórkowego oraz chorzy na 

raka płaskonabłonkowego charakteryzowali się niższym poziomem ekspresji mRNA 
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kaspazy-14 w skórze zdrowej. Kaspaza-14 znana jest ze swojej roli w regulacji procesu 

rogowacenia oraz ochronie skóry przed uszkodzeniami UV i utratą wody. Dysfunkcje 

aktywności kaspazy-14 mogą prowadzić do rozwoju raka skóry. Potencjalnie stymulacja 

kaspazy-14 może skutkować ochroną pacjentów przed rakiem skóry. Wykazano, że 

egzogenne stymulatory kaspazy-14, takie jak polifenole, np. 3-galusan epigallokatechiny 

EGCG, ceramidy i delfinidyna, zwiększają poziom kaspazy-14 i mogą być dalej badane 

pod kątem zastosowania klinicznego [35, 36]. 

Ponadto dane wykazały, że ekspresja mRNA kaspazy-14 była znacznie niższa 

w skórze zdrowej niż w skórze zmienionej u pacjentów z rozpoznaniem raka 

płaskonabłonkowego lub raka podstawnokomórkowego. 

Podsumowując, wyniki sugerują, że pacjenci z rakiem skóry charakteryzują się 

niższym poziomem ekspresji mRNA kaspazy-14 w skórze zdrowej. Jednak gdy rozwija 

się u nich rak skóry, poziom ten jest podwyższony w zmianach skórnych. Zebrane dane 

nie pozwoliły na porównanie tych wartości z grupą kontrolną, dlatego należy to ocenić 

na kolejnych etapach badań. Kluczową wartością byłaby ocena, czy te podwyższone 

poziomy były wyższe czy niższe niż w zdrowej skórze grupy kontrolnej. Niektóre kwestie 

wciąż wymagają analizy, np. czy regulacja w górę jest sposobem na próbę kontrolowania 

zapoczątkowanego procesu nowotworowego poprzez kompensacyjną stymulację 

cząsteczek ochronnych, czy też rak rozwija się, ponieważ regulacja w górę jest 

niewystarczająca. Aby ocenić ten problem i uzyskać statystycznie istotne wyniki, należy 

zebrać więcej danych. 

Fakt, że pacjenci z rakiem skóry charakteryzują się niższą ekspresją mRNA 

kaspazy-14, jest łatwy do zrozumienia, znając silną rolę tej cząsteczki w ochronie 

komórek przed uszkodzeniem przez promieniowanie UV. 

Osobnym zagadnieniem jest aspekt patofizjologiczny i rola kaspazy-14 

w komórkach już dotkniętych chorobą nowotworową. Nasze badanie jest pierwszym, 

które opisuje potencjalną rolę kaspazy-14 w ludzkich nowotworach skóry. Uzyskane 

wyniki wyznaczają kierunki przyszłych badań. Ograniczeniem badania jest stosunkowo 

niewielka grupa badana, która nie była dobrze zbilansowana. Należy je kontynuować, 

aby potwierdzić pierwotne wyniki i dalej badać to zagadnienie. Ponadto rola kaspazy 

w nowotworach skóry powinna zostać potwierdzona i porównana na poziomie białek. 

Obecnie oceniamy inne cząsteczki związane ze śmiercią komórki, aby porównać je 

z kaspazą-14 (kaspaza-3, kaspaza-7, kaspaza-9, JAK-2, STAT-3). Mogłoby to pomóc 

nam wyjaśnić rolę kaspazy-14 w komórkach skóry dotkniętych rakiem.  
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