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Streszczenie

Nieczerniakowe nowotwory skéry (NNS) naleza do najczestszych nowotworéw wystepujacych u ludzi. Szacuje sie, ze rak
skory rozwija sie u ok. 50% populacji powyzej 65. roku zycia, a szczyt zachorowan przypada na 70.-79. rok zycia. Uwaza
sie, ze rozwdj procesu nowotworowego to wynik akumulacji roztozonych w czasie btedéw genetycznych pojawiajacych
sie w genomie komorki, w wyniku czego przestaje ona podlega¢ mechanizmom kontrolujgcym jej wzrost i rznicowanie,
a takze proces apoptozy. W rozwoju i progresji NNS istotne znaczenie maja onkogeny i geny supresorowe, ktorych wyrazem
jest ekspresja biatek p53, bcl-2 czy markera proliferacji Ki-67. Biatko p53 w sposéb wybidrczy aktywuje transkrypcje wielu
gendw, a wynikiem tego dziatania jest zatrzymanie cyklu komérkowego w poznej fazie G1 i wydtuzenie czasu naprawy
DNA lub wywotanie apoptozy. W pracy dokonano oceny stopnia ekspresji onkoproteiny p53 w zaleznosci od typu
histologicznego NNS u 34 0s6b (47-87 lat) z rozpoznanym rakiem podstawnokomérkowym (BCC) oraz u 10 oséb (55-78
lat) z rakiem kolczystokomaérkowym (SCC). Do badan histopatologicznych i immunohistochemicznych pobrano prébki
tkanek guzéw od chorych poddanych zabiegowi operacyjnemu w Swietokrzyskim Centrum Onkologii. Do oceny ekspresji
produktu genu supresorowego p53 w tkance nowotworowe] zastosowano metode immunoperoksydazowg
z wykorzystaniem systemu wizualizacyjnego LSAB PLUS (Dako — Dania). Wyniki badan opracowano statystycznie przy uzyciu
analizy wariancji, testu Fishera i testu t-Studenta. Ekspresja onkoproteiny p53, mierzona odsetkiem reaktywnej tkanki,
byta istotnie wyzsza w przypadku rakéw SCC niz BCC, co potwierdza bardziej agresywny przebieg tych nowotworéw skory.

Stowa kluczowe: rak podstawnokomaérkowy, rak kolczystokomarkowy, ekspresja p53.

Abstract

Non-melanoma skin cancers (NMSC) are among the most common cancers in people. It is estimated that skin cancers
develop in about 50% of the population above 65, with the peak of incidence between 70 and 79. It is thought that
development of the neoplastic process is the result of accumulation over a period of time of genetic errors appearing in
the cell’s genome. As a result it stops being subjected to mechanisms controlling its growth, differentiation and process
of apoptosis. Oncogenes and suppressing genes that are expressed by expression of proteins p53, bcl-2 or proliferation
marker Ki-67 play a significant role in the development and progression of NMSC. Protein p53 selectively activates the
transcription of many genes, which causes arrest of the cell growth cycle in the late G1 phase and prolongation of the
DNA-repair time or apoptosis. In the study the assessment of the degree of expression of oncoprotein p53 according to
histological type of NMSC in 34 patients (age 47-87) with the diagnosis of basal cell carcinoma (BCC) and in 10 patients
(age 55-78) with squamous cell carcinoma (SCC) was made. The material for histopathology and immunohistochemistry
was taken from tumour tissues from the patients after surgical removal in Swietokrzyskie Oncology Centre. The
immunoperoxidase method using the visualizing system LSAB PLUS (Dako — Denmark) was used to assess the expression
of the product of suppressor gene p53 in neoplastic tissue. The results of the trial were statistically described with variant
analysis, Fisher’s test and Student’s t-test. The expression of oncoprotein p53 measured by percentage of reactive tissue
was significantly higher in SCC than in BCC, confirming the more aggressive character of these skin tumours.
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Ocena stopnia ekspresji onkoproteiny p53 w raku kolczystokomérkowym i podstawnokomérkowym skéry

Wstep

Rak kolczystokomérkowy (SCC) i podstawnokomor-
kowy (BCC) nalezg do nieczerniakowych nowotworéw ské-
ry (NNS) pochodzenia naskdrkowego. Mimo iz doktadne
dane epidemiologiczne nie sg znane, bez watpienia to
najczestsze nowotwory ztosliwe wystepujace u rasy kau-
kaskiej [1, 2]. Szczyt zachorowan na NNS przypada na
7. dekade zycia [3], przy czym nieco czesciej chorujg mez-
czyzni [4]. Oprécz 2 wymienionych postaci klinicznych
od niedawna wyréznia sie takze 3 posta¢ — raka podstaw-
nokolczystokomérkowego, zwanego réwniez rakiem me-
tatypowym [5]. Klinicznie postac ta zbliza sie wygladem
do BCC, natomiast histologicznie stanowi potaczenie
raka podstawnokomaorkowego i kolczystokomoérkowego.

Raka podstawnokomérkowego charakteryzuje tzw.
miejscowa ztosliwosé, zwigzana z brakiem lub rzadka
sktonnoscig do tworzenia przerzutéw oraz powolny
wzrost. Nieczesto stwierdza sie typ guza okreslonego
mianem agresywnego BCC, ktéry gteboko nacieka, osig-
ga zazwyczaj duze rozmiary, daje wznowy, lecz nadal spo-
radycznie przerzutuje [6, 7).

Raka kolczystokomérkowego cechuje sktonnosc
do wzrostu naciekajacego, tworzenia przerzutdw, zwtasz-
cza do weztéw chtonnych, co decyduje o znacznie wyz-
szej ztosliwosci SCC niz BCC.

Obecnie postuluje sie, iz kancerogeneza jest wyni-
kiem kumulujacych sie, roztozonych w czasie btedow
genetycznych, pojawiajacych sie w genomie prawidtowej
komarki. Tak zmieniona komorka, z zachwianymi mecha-
nizmami kontrolujacymi jej wzrost i réznicowanie, moze
by¢ punktem wyjscia rozwoju klonu komérek o petnym
fenotypie nowotworowym [8, 9].

Badania prowadzone nad genetycznymi podstawami
rozwoju nowotwordw, wigczajac w to raki skéry, wskazu-
ja na duza role onkogendw i gendw supresorowych jako
przyczyne rozwoju i progresji guzow. Najczesciej badanym
i najlepiej poznanym przedstawicielem genow supreso-
rowych jest gen P53. Znajduje sie on na krétkim ramieniu
chromosomu 17 w pozycji 13.1 i sktada sie z 12 eksonéw
(sekwencji kodujacych biatka), przedzielonych intronami
(sekwencjami niekodujacymi). Gen ten koduje fosfopro-
teine jadrowa, biatko zbudowane z 393 aminokwaséw
o krotkim czasie péttrwania — 5-20 min [10, 11]. Prawidto-
we biatko angazuje sie w mechanizmy kontrolne prolife-
racji komorkowej oraz nadzér nad naprawg uszkodzen
DNA [12]. Ekspozycja komérek na promieniowanie UV pro-
wadzi do uszkodzenia DNA i jednoczeénie wzmaga eks-
presje biatka p53 [12-16]. Biatko p53, poprzez wigzanie sie
ze Scisle okreslong sekwencja DNA, w sposob wybidrezy
aktywuje transkrypcje innych genéw P21, GADD45 i MDM?2
[9, 11, 13]. Wynikiem tego dziatania jest:

e zatrzymanie cyklu komaérkowego w péznej fazie G1, co wy-
dtuza tym samym czas na naprawe DNA przed jego repli-
kacja [12-14]; z tego powodu p53 nazywa sie straznikiem
genomu [9, 12, 15];
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e jesli proces reparacyjny zawiedzie, p53 poprzez aktywa-
cje genu bax wywotuje apoptoze (biatko bax dziata
antagonistycznie w stosunku do biatka bcl-2 odpowie-
dzialnego za hamowanie apoptozy) [13, 14, 17, 18].

Mutacje genu P53 powoduja utrate aktywnosci kodo-
wanej proteiny [12], traci ona zdolnos¢ specyficznego
wigzania sie z DNA, przez co nie moze petni¢ funkcji
regulatora transkrypcji. Wynikiem mutacji genu P53 jest
takze zanik zdolnosci komérek do apoptozy, w rezultacie
czego komorki staja sie niesmiertelne i moga proliferowac
w sposob nieograniczony [9]. Nieaktywne produkty biat-
kowe maja znacznie przedtuzony czas péttrwania, nawet
do 12 godz. [9], co powoduje ich nagromadzenie w jadrze
komorkowym i stwarza mozliwos¢ wykrycia w badaniach
immunohistochemicznych [11, 19, 20].

Mutacje genu P53 stwierdza sie prawie w 50% wszyst-
kich nowotwordéw ludzkich [13]. Wysoki odsetek mutacji
w genie P53 wykryto w raku ptuca [21], sutka [10] i jajni-
ka [22]. Mutacje genu P53 pojawiaja sie w ponad potowie
przypadkéw NNS [1, 23]. Poszczegélne nowotwory réznig
sie co do spektrum mutacyjnego P53, co moze byc
spowodowane ekspozycja na rézne kancerogeny. Ostat-
nie badania jasno wskazujg, ze mutacje zwigzane z pro-
mieniowaniem UV w BCC i SCC dotyczg sekwencji piry-
midyna-pirymidyna (Pyr-Pyr), w 68% jest to tranzycja
cytozyna-tymina (C—T), a w 20% wystepujg zmiany
podwdjne CC—TT [10]. Ten typ mutacji jest charaktery-
styczny dla dziatania promieniowania UV i stanowi odcisk
palcow sprawcy, tym bardziej ze rzadko wystepuje w in-
nych typach uszkodzen DNA [12, 14, 24, 25].

Udziat genu P53 w skoérnej kancerogenezie jest
niezaprzeczalny. Swiadczy o tym mutacja P53 w skérze
niezmienionej, ale nieustannie poddanej dziataniu UV
[1, 17, 26], jak rowniez mutacja P53 w zmianach o typie
keratosis actinica (KA) w 60% przypadkow [12, 14, 27].
Obserwacje sugeruja, ze mutacja ta odgrywa zasadnicza
role w kolejnych fazach kancerogenezy.

W procesie inicjacji dochodzi pod wptywem UV do
pojedynczej mutacji protoonkogenu P53, a w procesie
promocji do klonalnego wzrostu komérek przednowotwo-
rowych. Klinicznie obserwuje sie zmiany o charakterze
keratosis actinica. Jesli nie ma narazenia na UV, zmiany
moga ulec regresji. Z kolei dalsze narazenie na UV powo-
duje druga mutacje genu P53, co w konsekwencji prowa-
dzi do progresji, w ktdérej nastepuje wzrost zmienionych
nowotworowo komaérek, co klinicznie obserwuje sie jako
zmiany typu SCC[10, 12, 14, 28].

Mutacje genu P53 i zaburzenia funkgji biatka p53 w wie-
lu nowotworach ztosliwych sg jednymi z podstawowych
elementéw prognostycznych. Zaburzenia te wiaza sie z gor-
szym rokowaniem i odpowiadaja za nieskutecznos¢ wiek-
szosci stosowanych obecnie terapii przeciwnowotworowych
(chemioterapii i radioterapii), ktdrych powodzenie w duzej
mierze zalezy od sprawnych mechanizméw regulacji cyklu
komaérkowego i indukowania apoptozy [19].
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Tab. 1. Materiat badany

Pte¢ Wiek
Rozpoznanie n
K M 1SD (%)
NNS 44 22 22 68,8+9,4
BCC 34 16 18 68,9+9,9
Scc 10 6 4 68,17,3

K — kobiety, M — mezczyzni

Tab. 2. Ekspresja onkoproteiny p53 w zaleznosci od typu
histologicznego NNS

Typ NNS

Onkoproteina p53

BCC (%) SCC (%)
Srednia 35,6 51,1
SD 21,3 34,5
mediana 40,0 60,0 p<0,1
Q;-Q5 20,0-45,0  25,0-80,0
min.—maks. 2,0-80,0 1,0-85

Cel pracy

Dotychczasowe badania nad genetycznymi podsta-
wami rozwoju NNS wskazuja na duzg role onkogenow
i gendw supresorowych w rozwoju i progresji tych guzow.
Wyrazem udziatu gendéw w onkogenezie nowotwordw jest
ekspresja biatek p53, bcl-2 czy markera proliferacji Ki-67.
W pracy dokonano oceny stopnia ekspresji onkoproteiny
p53 w zaleznosci od typu histologicznego NNS (BCC i SCQ).

Materiat i metody

Badaniem objeto 44 osoby w wieku 47-87 lat,
w tym 22 mezczyzn i 22 kobiety, z rozpoznanym klinicz-
nie i potwierdzonym histopatologicznie NNS, w tym
34 osoby w wieku 47-87 lat z rozpoznanym BCC, oraz
10 0s6b w wieku 55-78 lat z rozpoznanym SCC (tab. 1.).

Materiat do badan — tkanki pierwotnych nieczerniako-
wych nowotworéw skéry — pobrano od chorych leczonych
w Swietokrzyskim Centrum Onkologii (SCO) poddanych za-
biegowi operacyjnemu. Badania histopatologiczne i immu-
nohistochemiczne przeprowadzono w Zaktadzie Patologii
Nowotworéw SCO.

Ekspresje onkoproteiny p53 oznaczono metoda im-
munohistochemiczng z uzyciem swoistych przeciwciat.
W trakcie badan stosowano przeciwciato monoklonalne
przeciwko biatku p53 (klon DO-7 skierowano przeciwko
dzikiej i zmutowanej formie biatka p53) (DAKO — Dania).

Do oceny ekspresji produktu genu supresorowego P53
w tkance nowotworowej zastosowano metode immuno-
peroksydazowa z wykorzystaniem systemu wizualizacyj-
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nego LSAB PLUS (DAKO — Dania). Za wynik dodatni przy-
jeto reakcje barwng obejmujaca powyzej 5% powierzch-
ni tkanki nowotworowej. Nasilenie reakcji barwnej okre-
$lano na podstawie procentu powierzchni tkanki nowo-
tworowej. W przypadku powierzchni 5-25% reakcje
oznaczono jako reakcje stabo dodatnig (+), 25-50% Sred-
nio dodatnig (++) i powyzej 50% bardzo silng (+++).

Analize statystyczna zaleznosci miedzy ekspresjg on-
koproteiny p53 a typem histologicznym NNS przeprowa-
dzono przy uzyciu analizy wariancji (dla wiekszej od 2 licz-
by grup), testu Fishera, testu t-Studenta (dla 2 grup).
W opracowaniu statystycznym wynikéw uzyto nastepu-
jacych oznaczenh:

e SD (ang. standard deviation) — odchylenie standardowe,

e min.—maks. (minimum-maksimum) — zakres zmienno-
5ci cechy,

e Q1-0Q3.- 11 3. kwartyl|,

e n —liczebnos¢ grupy badanej,

e X —Srednia arytmetyczna,

e Me —mediana,

e p — poziom znamiennosci statystycznej,

e p<0,01 znamiennos¢ bardzo istotna,

e p=<0,01-0,05> znamiennosc¢ istotna,

e p=<0,05-0,1> znamiennos¢ dosc istotna,

e p>0,1 réznica nieznamienna,

e R—wspotczynnik korelacji (im R blizsze 1, tym korelacja
wieksza).

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji
Bioetyki Wojskowej Akademii Medycznej w todzi. Wszyst-
kie osoby, Swiadome istoty i celu badan, wyrazity dobro-
wolna zgode na udziat w badaniach.

Wyniki badan

Ocena stopnia ekspresji onkoproteiny p53
w zaleznosci od typu histologicznego NNS

W grupie pacjentéw z NNS (44 osoby) akumulacja biat-
ka p53 ograniczona byta wytacznie do jadra. Ekspresje
biatka p53 stwierdzono u 37 pacjentéw (w grupie 44 0séb,
co stanowito 84% przypadkow raka).

W grupie z BCC ekspresje p53 rozpoznano u 30 cho-
rych (w grupie 34 pacjentdw, co stanowito 88% przypad-
kéw), jadrowa akumulacja tej onkoproteiny obejmowa-
ta 10-80% powierzchni tkanki nowotworowej, sredni od-
setek tkanki reaktywnej wynosit 35,6% (tab. 2.). Nasilenie
reakcji barwnej byto zréznicowane i w wiekszosci przy-
padkow (50%) oceniane jako $rednio dodatnie (++). Bar-
dzo silng (+++) reakcje barwng uzyskano w 17,6% przy-
padkow (tab. 3.).

W grupie z SCC ekspresje biatka p53 stwierdzono
u 7 pacjentow (w grupie 10 chorych, co stanowito 70%
przypadkow), (tab. 3.), akumulacja obejmowata 25-85%
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Tab. 3. Ekspresja onkoproteiny p53 w NNS

% tkanki reaktywnej

Onkoproteina Typ NNS n n+ %
0-5 5-25 25-50 >50
p53 NNS 44 37 84 15,9 18,1 43,1 22,7
BCC 34 30 88 11,7 20,5 50 17,6
scc 10 7 70 30 10 20 40
powierzchni, sredni odsetek reaktywnej tkanki wyno- 90F
sit 51,1% (tab. 2.). Nasilenie reakcji barwnej w wiekszosci 80E |
przypadkéw (40%) oceniano jako bardzo silne (+++), (tab. 3.). < 70 E
Ekspresja onkoproteiny p53 mierzona odsetkiem o o
tkanki reaktywnej byta wyzsza w przypadku rakéw SCC % E
anizeli BCC, a wykazane réznice byty statystycznie dos¢ 2 *°F
istotne (p<0,1) (tab. 2., ryc. 1.). g;; 40§
é 30F
Omoéwienie = 205
Dane w literaturze, dotyczace wystepowania biatka 10;
p53 w nieczerniakowych nowotworach skéry, s kontro- OF = —
BCC scc

wersyjne. Wedtug réznych autoréw dotyczg 0-73% przy-
padkéw SCC i 0-92% przypadkéw BCC [15, 20, 24, 29].
Rozbieznosci wynika¢ moga z zastosowania przez auto-
row réznych przeciwciat lub odmiennych technik pozyski-
wania antygenu [15].

W badaniach wtasnych, niezaleznie od struktury hi-
stologicznej nowotworu, ekspresje p53 stwierdzono
w 84% przypadkéw NNS, w tym w 70% przypadkéw SCC
oraz w 88% przypadkéw BCC.

Dane literaturowe, dotyczace zwiazku miedzy nagro-
madzeniem biatka p53 w tkance a typem histologicznym
NNS, sg stosunkowo liczne i wskazujg na wyzszga immu-
noreaktywnos¢ tkanek SCC w poréwnaniu z BCC
[15, 17, 24, 27, 30, 31]. Podobnie w badaniach wtasnych
uzyskano znamienng statystycznie zaleznos¢ miedzy na-
dekspresja biatka p53 a typem histologicznym nowotwo-
ru. Wykazano, ze ekspresja biatka p53 jest zdecydowanie
wyzsza w zmianach SCC, gdzie sredni odsetek dodatnio
barwiacych sie komérek raka wynosit 51,1%, podczas gdy
w BCC reakcja barwna dotyczyta 35,6% komaérek guza.
Na podstawie przytoczonych danych z pismiennictwa i wy-
nikéw badan wiasnych stwierdza sie, ze immunoreaktwy-
nosc¢ biatka p53 jest wyzsza w zmianach bardziej ztosli-
wych [32]. Potwierdzeniem wydaja sie by¢ takze badania
prowadzone wsrdd agresywnych i nieagresywnych rakéw
BCC. Wykazano wystepowanie biatka p53 w wiekszej licz-
bie komérek w naciekajgcych, metatypowych i twardzi-
nopodobnych postaciach BCC w poréwnaniu z rakami ni-
skiego ryzyka wznowy, do ktérych zalicza sie typ guzko-
wy, torbielowaty, powierzchowny [7, 33].

Ciekawie przedstawiajg sie wyniki uzyskane przez ba-
daczy japonskich, ktérzy oceniali ekspresje biatka p53 row-
niez w zmianach o typie keratosis actinica (KA). Okazato
sie, ze w tego typu zmianach ekspresja biatka p53 byta
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Ryc. 1. Poréwnanie ekspresji onkoproteiny p53 w BCC i SCC

wyzsza w poréwnaniu z SCC czy BCC [27]. KA uwaza sie
za gtowny stan przedrakowy poprzedzajacy rozwdj NNS,
w szczegblnosci SCC [34]. Wystepowanie nadekspresji
biatka p53 w KA, dotyczace komdrek warstwy podstaw-
nej i kolczystej, sugeruje pojawienie sie wczesnej fazy kan-
cerogenezy [12, 24, 27].
Wyniki przeprowadzonych badanh wtasnych pozwala-
ja na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:
1. Onkoproteina p53 odgrywa istotna role w patogenezie nie-
czerniakowych nowotworéw skory.
2. Ekspresja biatka p53 oceniana odsetkiem reaktywnej tkan-
ki jest r6zna w zaleznosci od typu histologicznego NNS:
—wysoka w przypadku SCC,
—niska w przypadku BCC.
3. Wyzsza ekspresja onkoproteiny p53 Swiadczy o bardziej
agresywnym przebiegu nowotworu skory.
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