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STRESZCZENIE

Kazdego roku rozpoznaje si¢ na $wiecie okolo 600 tys. nowych zachorowan na
nowotwory zlosliwe glowy i szyi, a okoto 400 tys. os6b umiera z tego powodu. Obserwuje si¢
tendencje do wzrostu zapadalno$ci na te nowotwory. Wyniki leczenia tych schorzen sg jednak
w naszym kraju wysoce niezadowalajace, co jest skutkiem m.in. pdéznego zglaszania si¢
chorych na leczenie.

Nowotwory nablonkowe (raki) regionu glowy 1 szyi stanowig okoto 5% wszystkich
zarejestrowanych w Polsce nowotworéw zlosliwych. Zdecydowanie czgsciej wystepuja u
mezczyzn — okolo 7% 1rzadziej u kobiet — okoto 1%. O skali zagrozenia §wiadczy fakt, ze w
Polsce w 2012 odnotowano ponad 3200 nowych przypadkéw zachorowan na zlosliwe
nowotwory jamy ustnej i warg. Liczba zgonéw natomiast wyniosta ponad 1300 przypadkow.
Najczestsza lokalizacja raka jamy ustnej to: jezyk oraz dno jamy ustnej, znacznie mniej
przypadkow dotyczy wyrostka zebodolowego, trojkata zatrzonowcowego zuchwy, policzka
czy podniebienia twardego. Ponad 95% przypadkéw stanowia raki ptaskonabtonkowe.

Cechy biologiczne raka jamy ustnej okreslane sa mi¢dzy innymi poprzez obecnos¢
roznorodnych biatek peligcych w komoérce rézne funkcje. Jednym z nich, mogacym miec
istotne znaczenie prognostyczne jest biatko p53 biorgce udzial w naprawie uszkodzen DNA
lub wyzwalaniu apoptozy. Procesy te zachodzg tylko woéwczas, jezeli prawidlowe biatko p53
jest biatkiem aktywnym. Jednym z mechanizméw aktywacji p53 1 skierowania komorki
nowotworowej na droge apoptozy jest jego fosforylacja w wybranych pozycjach. Bialko to
moze podlega¢ fosforylacji zarbwno w obrebie N- jak i C-konca terminalnej domeny tego
biatka. W prawidlowych warunkach biatko p53 utrzymywane jest w komorkach na niskim
poziomie.

Po zadziataniu czynnika wywolujacego uszkodzenia DNA, aktywowana kinaza
fosforyluje biatko p53 na reszcie seryny 15 i/lub seryny 20 — w obrgbie konca N. W
rezultacie, dochodzi do zahamowania degradacji biatka p53, wzrostu jego aktywacji,
stabilizacji 1 w konsekwencji wysokiej akumulacji w komoérce. W komorce z uszkodzeniami
DNA w prawidlowych warunkach wzrasta fosforylacja bialka p53 1 przez to ogranicza si¢

szansa na rozw0j nowotworu. W roznego rodzaju zaburzeniach, gdy w warunkach z



uszkodzonym DNA w komorkach nie dochodzi do fosforylacji i aktywacji bialek p53 rozwija
Si¢ proces NOWOtworowy.

Celem pracy jest immunohistochemiczna ocena wystgpowania bialka p53 oraz jego
ufosforylowanych form w pozycji seryna 15 i seryna 20 w nowotworach jamy ustnej a takze
ich korelacja z cechami histopatologicznymi i parametrami kliniczno-patologicznymi u tych
pacjentow.

Materiat do badan stanowity utrwalone w formaldehydzie i zatopione w parafinie
fragmenty tkankowe pobrane od 66 pacjentdéw z rozpoznaniem nowotworu ztosliwego jamy
ustnej. W badanej grupie bylo 43 (65%) mezczyzn 1 23 (35%) kobiety. Wyr6zniono 3 grupy
ze wzgledu na lokalizacj¢ ogniska pierwotnego: jezyk, dno jamy ustnej 1 region przedsionka
jamy ustnej. Wszyscy pacjenci poddani zostali zabiegowi chirurgicznemu wycigcia ogniska
pierwotnego raka. W zaleznosci od wskazan, w wybranych przypadkach przeprowadzono
jednoczasowo operacje usuniecia regionalnych weztdw chlonnych. Czg¢$¢ pacjentow
otrzymata leczenie uzupeilniajgce w  postaci: radioterapii, chemioterapii = czy
radiochemioterapii.

Grupe poréwnawczg stanowito 20 przypadkow nowotworow tagodnych blony
sluzowej jamy ustne;j.

Dla wszystkich przypadkoéw zebrano obszerne dane kliniczne i demograficzne. Cze$¢
eksperymentalng przeprowadzono w Zaktadzie Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu. We wszystkich przypadkach wykonano badania
immunohistochemiczne. Zbadano ekspresj¢ catkowitego biatka p53 oraz jego form p53serl5 i
p53ser20 dla wszystkich przypadkéw. Oceniono ponadto zalezno$ci pomiedzy ekspresja tych
markerow a wybranymi cechami kliniczno-patologicznymi nowotworow ztosliwych i1
tagodnych. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej.

W przypadkach raka ptaskonablonkowego jamy ustnej obecnos¢ biatka p53 wykazano
w 32 na 66 co stanowi 48,5% przypadkow. Biatka p53serl5 i p53ser20 wykazano
odpowiednio w 62 (94%) oraz 26 (39,5%) rakow jamy ustnej. W przypadku nowotworow
tagodnych relacje te przedstawiaty si¢ nastepujaco: dla biatka p53 dodatnie formy stanowity 0
na 20 przypadkow (0%), biatka p53serl5 i1 p5S3ser20 stwierdzono odpowiednio w 20 (100%) 1
2 (10%) przypadkach.

Porownujac stopien ekspresji poszczegodlnych markerow w grupie poroéwnawczej
(nowotwory tagodne) i badanej (nowotwory ztosliwe) wykazano nastepujace zaleznosci. Dla
biatka catkowitego p53 (p<0,0001) oraz p53ser20 (p=0,03) wykazano znaczaco wyzsze

wartos$ci dla chorych z nowotworem ztosliwym. Odwrotng zaleznos¢ (p<0,0001) stwierdzono



dla bialka pS53serl5, gdzie wykazano wyzsze wartosci z tagodng postacia choroby
NOWOotworowej.

W przypadku biatka p53serl5 wykazano istotne statystycznie zaleznosci ze stopniem
zaawansowania Klinicznego raka (p=0,011). Brak fosforylacji lub przypadki z
immunoreaktywnoscig p53serl5 réwnej lub nizszej od 20% byly obserwowane w
zaawansowanych stadiach choroby (III i IV stopien). Wartosci posrednie (20-40%)
charakteryzowaly przypadki o niskim stopniu zaawansowania (I, II) choroby. 100%
przypadkow o zakresie immunoreaktywnos$ci na poziomie powyzej 40% byl stwierdzany w
nowotworach lagodnych.

Zaleznosci istotne statystycznie stwierdzono pomiedzy zakresem
immunoreaktywnosci dla biatka p53serl5 a okresem wolnym od choroby. Chorzy z grupy, w
ktorej ekspresja p5S3serlS byla obecna w tkance guza w ilosci powyzej 40%, charakteryzuja
si¢ W czestszymi czasami wolnymi od choroby w wymiarze powyzej 12 miesiecy. Grupe
pacjentow, u ktorych zakres immunoreaktywnos$ci dla pS53serl5 wahatl si¢ w granicach do
40%, charakteryzowaly czasy wolne od choroby krotsze niz 12 miesigcy (p=0,00146).

W grupie pacjentow z nowotworem zto§liwym jamy ustnej wykazujacych poziom
ekspresji biatka p53serl5 ponizej 40% wykazano znamiennie czgstsze ryzyko wystapienia
zgonu w 3 letnim okresie obserwacji (p=0,05).

Odnotowano réwniez zalezno$¢ pomiedzy ekspresja biatka pS53serl5 a obecnoscig
przerzutu w regionalnych weztach chlonnych szyi. Niskie wartosci biatka p53serl5 (ponizej
40%) cechuja grupe pacjentow z wysokim prawdopodobienstwem obecnosci przerzutu
weztowego w chwili rozpoznania. Warto$¢ ekspresji pS3serl5 wyzsza niz 40% okresla grupe
chorych na raka ptaskonablonkowego jamy ustnej o znacznie nizszym prawdopodobienstwie
jednoczesnego posiadania przerzutu weztowego (p=0,014).

W grupie pacjentéw z dodatnig warto$cig biatka p53 znamiennie cz¢$ciej wykrywano
raka jamy ustnej o niskim (G3) stopniu zréznicowania histopatologicznego (p=0,041). Dla
grupy chorych, u ktorych nie wykazano obecnos$ci catkowitego biatka p53 w komorkach
nowotworowych znamiennie cze$ciej wykazano obecno$¢ raka o wysokim lub $rednim
stopniem zréznicowania histopatologicznego (G1 lub G2).

Analizujac uzyskane wyniki stwierdzono, ze niskie wartosci ekspresji biatka p53serl5
wigzg si¢ z gorszym rokowaniem, krotszym czasem wolnym od choroby, krétszym
przezyciem, wyzszym stopniem zaawansowania oraz wystepowaniem przerzutow do weztow
chlonnych w chwili rozpoznania. Takie warto$ci tego biatka moga $wiadczy¢ o wyjatkowe;j

agresywnosci raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej. Biatko to wydaje si¢ by¢ niezaleznym



czynnikiem prognostycznym dla rakéw jamy ustnej. Brak takich zaleznos$ci dla calkowitego
biatka p53 i p53ser20.

Na podstawie otrzymanych wynikow wydaje si¢, ze poziom ekspresji biatka p53serl5
moze stanowi¢ dodatkowy parametr pomocny w planowaniu leczenia u pacjentéw z rakiem
ptaskonablonkowym jamy ustnej. Wytypowanie grupy chorych z agresywna postacig raka
jamy ustnej 1 wyjsciowo gorszym rokowaniu moze stanowi¢ podstawe do podjecia bardziej
radykalnych i zlozonych metod leczenia. Postepowanie takie najprawdopodobniej ograniczy¢

by moglo wystapienie wznowy choroby w przysztosci.



ABSTRACT

Each year, around 600k patients are diagnosed with malignant head and neck cancers
worldwide and around 400k of them die worldwide. The incidence rate for head and neck
cancers tends to grow. The treatment results in Poland are highly unsatisfactory due to late
treatment initiation.

Head and neck neoplasm (cancers) constitute around 5% of all malignant cancers
registered in Poland. They occur more frequently in men than in women (7% and 1%
respectively). 3200 new cases of malignant mouth and oral cancers were registered in 2012 in
Poland. The number of deaths reached 1300 that year. The most frequent location of oral
cancer is the tongue and the bottom of the mouth. Less frequent locations include the alveolar
bone, the submandibular triangle, the cheek and the hard palate. Squamous cell cancers
constitute 95% of cases.

The biological traits of oral cancer are determined by the presence of various proteins
which play different roles in cells. One of the proteins which could take a prominent part in
cancer diagnostics is protein p53. This protein takes part in DNA repair process and starts an
apoptosis. The aforementioned processes take place only if protein p53 is active. One of the
mechanisms driving the process of p53 activation and making the cell enters the path of
apoptosis is phosphorylation in selected position. This protein can undergo phosphorylation
within N- and C- terminal domains. Under normal conditions, protein p53 is expressed at a
low level in cells.

Once the factor causing DNA damage has worked, protein p53 is phosphorylated at
serine 15 and/or serine 20 within domain N. As a result, the degradation of protein p53 stops.
In addition, protein p53 is activated and stabilized which leads to its high accumulation in a
cell. Under normal conditions, phosphorylation of protein p53 in cell with DNA damage
increases and limits the chances of cancer growth. In different types of disorders if there is no
phosphorylation and activation in cells with DNA damage, the cancerous process takes place.

The aim of this paper is to discuss the immunohistochemical analysis of protein p53
occurrence and its phosphorylated forms at serine 15 and serine 20 in oral cancers as well as
their connection to patients’ histopathological traits and clinicopathological parameters.

Samples included tissue fragments fixed in formaldehyde and paraffin extracted from

66 patients diagnosed with malignant oral cancer. The group consisted of 43 (65%) men and



23 (35%) women. The patients were divided into three groups based on cancer location:
tongue, bottom of the mouth and oral cavity. All patients had their cancer surgically removed.
In some instances, depending on recommendations, certain patients had their lymph nodes
removed. Certain patients also received additional treatment, e.g. radiotherapy, chemotherapy,
or radiochemotherapy.

The reference group consisted of 20 cases of benign oral mucous membrane tumors.

A lot of clinical and demographic data were collected for all cases. The experiment
was conducted at the Division of Pathomorphology and Oncological Cytology of the
University of Wroclaw. Immunohistochemical exams were conducted for all patients.
Expression of protein p53 and its forms p53serl5 and p53ser20 was tested for all cases. In
addition, the dependencies between these markers and selected traits of clinicopathological
malignant and benign tumors were tested. The results were statistically analyzed.

In cases of plasmablastic oral cavity cancer, the presence of protein p53 was identified in 32
out of 66 cases, which translates to 48.5%. Phosphorylated forms of p53 at serine 15 and
serine 20 were found in 62 (94%) and 26 (39.5%) of oral cancers respectively. In benign
tumors, the results were as follows: for protein p53, positive protein forms were not identified
in any of the 20 cases (0%), and phosphorylated forms of protein p53 were identified at serine
15 and serine 20 in 20 (100%) and 2 (10%) cases respectively.

While comparing the expressions of different markers within the reference group (benign
cancers) and the examined group (malignant cancers), the following dependencies were
noted: for protein p53 (p<0.0001) and p53ser20 (p=0.03) significantly higher values were
recorded for patients with malignant cancers. The opposite dependencies were noted for
protein p54 serl5 (p<0.0001) and the values were higher for patients with benign tumors.

For protein p53serl5, significant statistical dependencies were noted in the stage of clinical
advancement of cancer (p=0.011). The lack of phosphorylation or cases with
immunoreactivity p53serl5 equal or less than 20% were observed in advanced stages of
cancer (stage Ill and 1V). Average values (20-40%) were cases characterized by early stages
of cancer (I and II). 100% of cases where the level of immunoreactivity was higher than 40%
were benign tumors.

Statistically significant dependencies were noted between the level of
immunoreactivity for p53serl5 and disease-free time. Patients from the group where protein
p53serl5 expression was found in cancer tissue in the amount greater than 40% tended to be
disease-free time for more than 12 months. Patients whose level of immunoreactivity for

p53serl5 was up to 40% were disease-free time for less than 12 months (p=0.00146)



A significantly higher risk of death during the 3-year observation (p=0.05) was noted
in patients with malignant oral cancer who had expression of protein p15serl5 below 40%.
Dependence between expression of protein p53serl5 and the presence of metastasis was
noted. Low levels of protein p53serl5 (below 40%) are characteristic for patients with high
probability of metastasis. The value of expression of p53serl5 greater than 40% is
characteristic for patients suffering from squamous oral cancer with lower probability of
metastasis (p=0.014).

Patients with positive value of protein p53 were more likely to be diagnosed with oral
cancer with a low (G3) level of histopathological differences (p=0.041). The lack of protein
p53 in cancerous cells was linked to cancer with high or medium level of histopathological
differences.

The analysis performed showed that lower values of protein p53serl5 expression are
related to less favorable diagnosis, shorter disease-free time, shorter life expectancy and
higher chances of advancement and metastasis. Lower values of protein can also mean that
the squamous oral cancer is aggressive. Protein seems to be an independent prognostic factor
for oral cancers. There are no such dependencies for p53ser20.

Based on the results, the level of expression of protein p53serl5 may be used as an
additional parameter that would help to improve the treatment planning process for patients
suffering from squamous oral cancer. Identification of the patients with unfavorable prognosis
can help to take more complex and radical treatment measures. This approach could

potentially increase the number of patients with better prognosis.



