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1. STRESZCZENIE

Rak plaskonabtonkowy jamy ustnej (rak jamy ustnej, RJU) stanowi 95% zmian
w tej lokalizacji. Pomimo stosowania nowoczesnych metod diagnostycznych
1 terapeutycznych, wyniki leczenia sg niezadowalajace. Identyfikacja nowych markerow
molekularnych moze by¢ przydatna w planowaniu 1 wyborze odpowiedniego leczenia.
Jednym z celéw takich terapii moze by¢ Sciezka sygnatowa kinazy 3-fosfatydylo-

inozytolu.

Celem pracy byla ocena poziomu biatek PIK3CA i PTEN oraz czgstosci
amplifikacji genu PIK3CA w RJU, a takze analiza zalezno$ci badanych markeréw

z danymi kliniczno-patologicznymi.

Badang grup¢ stanowilo 92 chorych leczonych z powodu RIJU
w Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w Gdansku w latach 2007-2012. W badaniu

zostaty wykorzystane preparaty histopatologiczne z pierwotnych guzow jamy ustnej.

Badania immunohistochemiczne 1 molekularne zostaly przeprowadzone
na mikromacierzach tkankowych. Do analizy immunohistochemicznej biatka PIK3CA
uzyto wskaznika H-score (zakres 0-300), a w przypadku biatka PTEN systemu
binominalnego. Liczbe kopii genu PIK3CA zbadano przy uzyciu techniki podwdjnej
hybrydyzacji in situ, w ktorej zastosowano sondy znakowane chromogenem i jonami

srebra.

Wartos¢ wskaznika H dla PIK3CA byla >70 u 51,65% pacjentdéw, utrate biatka
PTEN odnotowano u 31,46% chorych, a amplifikacj¢ genu PIK3CA stwierdzono
u 5 badanych. Nie wykazano zalezno$ci pomigedzy wysokim poziomem PIK3CA
a danymi kliniczno-patologicznymi. W przypadku biatka PTEN stwierdzono zwigzek
z wielko$cig pierwotnej zmiany (p=0,043) i1 5-letnim przezyciem (p=0,028). Natomiast
wzrost liczby kopii genu PIK3CA byt zwigzany ze zmianami niskozréznicowanymi
(p=0,050). Amplifikacja genu czes$ciej byta notowana u pacjentow z rakiem
zlokalizowanym w dnie jamy ustnej (p=0,040). Nie wykazano zalezno$ci pomiedzy
immunohistochemiczng oceng biatek PIK3CA i PTEN a amplifikacjg genu PIK3CA.

Jednoczesny brak biatka PTEN oraz niski stopniefn zréZznicowania histopatologicznego
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(p=0,040), przerzuty odlegte (p=0,033), palenie tytoniu (p=0,016) lub alkoholizm
(p=0,042) wptywaty na dwukrotny wzrost ryzyka skrocenia czasu przezycia pacjentow.
Natomiast obecno$¢ amplifikacji oraz lokalizacja w dnie jamy ustnej nowotworu
powodowata prawie szeSciokrotny wzrost ryzyka skrocenia czasu caltkowitego

przezycia (p=0,037).

Niniejsza praca moze przyczyni¢ si¢ do okreslenia punktéw uchwytu lekéw

w terapii molekularnej raka jamy ustne;.
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2. SUMMARY

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) accounts for 95% of the malignant
lesions in oral cavity. Despite development in OSCC management, the outcome is still
unsatisfactory. Identification of new molecular markers may be of use in prevention,
prognosis and choice of an adequate therapy. One objective of such treatment may

be a signalling pathway of phosphatidyl-inositol-3-kinase.

The aim of this study was to evaluate the protein level of PIK3CA, PTEN and
PIK3CA gene amplification in OSCC, as well as to assess their correlation with clinical-

pathological data.

The study group included 92 patients treated for OSCC at the University Clinical
Centre in Gdansk between 2007-2012. Study was performed on histopathological
samples from primary OSCC.

Immunohistochemical and molecular tests were carried out on tissue
microarrays. The H-score (scale 0-300) was used for immunohistochemistry evaluation
of PIK3CA protein, whereas for PTEN binomial system was used. PIK3CA gene copy
number was analysed using dual in-situ hybridisation where molecular probes are

marked by chromogens and silver ions.

PIK3CA THC H-score was =70 in 51.65% patients, loss of PTEN protein was
noticed in 31.46% cases and PIK3CA amplification was detected in 5 tumours. There
was no correlation between high level of PIK3CA and clinical-pathological data. In the
case of PTEN protein, there was a correlation with the size of the primary tumour
(p=0.043) and a 5-year survival (p=0.028). In contrast, the increase in the number
of copies of the PIK3CA gene was associated with the grading (p=0.050). Gene
amplification was more frequently reported in patients with flour of the mouth OSCC
(p=0.040). There was no correlation between the immunohistochemical assessment
of PIK3CA and PTEN proteins and the P/IK3CA gene amplification. Present study
shows that the coincidence of loss of PTEN protein and the high grade tumours
(p=0.040), distant metastases (p=0.033), smoking (p=0.016) and alcohol abuse

(p=0.042) reduced the overall survival of patients by half. In contrast, the presence of
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amplification and OSCC location in the floor of the mouth resulted in a nearly six-fold

increase in the risk of shortening survival (p=0.037).

This work may contribute to determining target points in molecular therapy

of oral cancer.
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3. WSTEP

3.1 Wprowadzenie

Najczestszym nowotworem zlosliwym jamy ustnej jest rak ptaskonablonkowy
(RJU; ang. oral squamous cell carcinoma, OSCC). Stanowi 95% tych zmian, zajmujac
jezyk, dno jamy ustnej, dzigsto gorne 1 dolne, btone §luzowg policzka oraz podniebienie
[125, 134]. Rocznie obserwuje si¢ ponad 300 000 nowych zachorowan na §wiecie,
w tym okolo 1800 w Polsce. Pi¢¢ procent zgondw z przyczyn nowotworowych
to $mier¢ z powodu raka jamy ustnej. Zmiana wystepuje gtownie u mezczyzn po 60
roku zycia. W ostatnich latach notuje si¢ gwaltowny wzrost zachorowalnosci na RJU
u oséb przed 50 roku zycia. W momencie rozpoznania, u co dziesigtego chorego,
wystepuje drugie ognisko raka lub rozsiew do okolicznych weziow chtonnych [52, 95,

105, 131].

Do gléwnych czynnikow etiologicznych raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej
nalezg: palenie tytoniu, naduzywanie wysokoprocentowego alkoholu, wystgpowanie
zaburzen potencjalnie zlo$liwych (leukoplakii, erytroplakii, hiperkeratozy, liszaja
ptaskiego Wilsona, zespotu Plummera-Vinsona, brodawczakow, dysplazji, blizn,
zwloknien pods$luzowych, nikotynowego zapalenia jamy ustnej, choroby Bowena),
zakazenia wirusem brodawczaka ludzkiego (ang. Human Papilloma Virus, HPV)
1 Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr Virus, EBV) oraz infekcja grzybami z rodzaju
Candida (3, 16, 52, 138, 148]. W mtodszych grupach wiekowych zwigksza si¢ czgstos¢
wystepowania RJU, szczegolnie w przypadku raka jezyka. Jest to zwigzane z infekcja
wirusem HPV. HPV-pozytywny RJU charakteryzuje si¢ lepszymi wynikami leczenia
1 zmniejszong $miertelnoscig w poroOwnaniu z rakiem zwigzanym z paleniem tytoniu.
Czesciej wystepuje wsrod mezczyzn niz u kobiet [20, 21, 26, 38, 89, 148]. Innymi
czynnikami zwigkszajacymi ryzyko rozwoju RJU s3: zanieczyszczenia przemystowe,
narazenie zawodowe (azbest, chrom, formaldehyd, nikiel, weglowodory aromatyczne),
nieprawidlowa higiena jamy ustnej, niewlasciwe dopasowanie uzupelnien

protetycznych, dieta uboga w witaminy, warzywa i owoce [16, 52].

Najczes$ciej chorzy zglaszaja si¢ z powodu owrzodzenia btony $luzowej jamy

ustnej. Zmiany moga ulega¢ nadmiernemu rogowaceniu, wytwarzaniu tarczek lub
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linijnych peknig¢. Pacjenci podaja dolegliwosci bolowe, zaczerwienienie blony
sluzowej, rozchwianie oraz przemieszczenie zebow, objaw Vicenta, krwawienie,
slinotok, przykurcz miegs$ni policzka, dna jamy ustnej, unieruchomienie j¢zyka, halitoze
oraz brak przylegania protezy. Objawami $wiadczacymi o znacznym stopniu
zaawansowania zmian s3 asymetria twarzy, zaburzenia widzenia, objawy neurologiczne
(np. porazenie nerwu twarzowego), niedrozno$¢ przewodow nosowych, zaburzenia
mowy, oddychania, obecno$¢ dysfagii lub odynofagii, chrypka, powigkszenie
regionalnych weztow chlonnych, brak taknienia 1 kacheksja. Wezly chlonne
z przerzutami nowotworowymi s3 twarde, nieprzesuwalne wzgledem podloza i spoiste

[52, 95, 103].

Diagnostyka obejmuje badanie kliniczne pacjenta (wywiad 1 badanie
przedmiotowe), biopsje wycinajaca lub wycieciowg. Nastgpnie wykonuje sie
diagnostyke obrazowa w celu oceny stopnia zaawansowania zmiany. Sg to badania
wielorzedowej tomografii komputerowej oraz rezonansu magnetycznego czesci
twarzowe] czaszki i szyi, badanie ultrasonograficzne szyi z cytodiagnostyka weziow
chlonnych, tomografia komputerowa klatki piersiowej lub badanie radiologiczne klatki
piersiowe], tomografia komputerowa lub badanie ultrasonograficzne jamy brzuszne;.
Dodatkowymi metodami obrazowania, przydatnymi w ocenie Wznowy oraz
skuteczno$ci leczenia, sa scyntygrafia kosci, tomografia emisyjna pojedynczych

fotonow oraz pozytonowa tomografia emisyjna [108].

W celu standaryzacji i klasyfikacji stopnia zaawansowania klinicznego
nowotworu (ang. staging) cztonkowie komitetu Union Internationale Contre
le Cancer/American Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC) przygotowali system
klasyfikacji nowotworéw ztosliwych TNM (T — tumour — wielko$¢ guza pierwotnego,
N — nodules — przerzuty w regionalnych weztach chtonnych, M — metastasis — przerzuty
odlegle narzadowe). Stadium zaawansowania odnosi si¢ do wielkosci lub zasiggu
zmiany pierwotnej oraz rozprzestrzenienia si¢ komorek nowotworowych w organizmie
(przerzuty do lokalnych wezlow chlonnych oraz przerzuty odlegte) [102]. W niniejsze]
pracy uzyto klasyfikacji TNM dla raka jamy ustnej z 2010 roku (sidédma edycja TNM;
Tabela 1 1 2) [30]. Natomiast od grudnia 2016 roku obowigzuje podzial wedtug 6sme;j
edycji klasyfikacji TNM (Tabela 3 1 4) [5, 81]. Najnowsza klasyfikacje rozszerzono
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0 ocen¢ stopnia naciekania miejscowego tkanek przez nowotwoér (zmiany dotyczace

cechy T) oraz obecnosci nacieku pozaweztowego (zmiany dotyczace cechy N) [5, 81].

Stopien zrdéznicowania histopatologicznego nowotworu (ang. grading) ocenia
si¢ wg World Health Organization System (Tabela 5), ktory jest wskaznikiem szybkosci
wzrostu guza 1  rozprzestrzeniania si¢ nowotworu. Zmiany  zaliczane
do wysokozroznicowanych charakteryzuja si¢ wygladem komorek zblizonym
do prawidtowych, rosng i rozprzestrzeniajg si¢ wolniej niz w przypadku nowotwordéw

zaliczanych do guzéw niskozréznicowanych [4, 101].

Leczenie zalezy od stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu,
zroznicowania histopatologicznego, wieku chorego oraz stopnia odzywienia.
W raku jamy ustnej stosuje si¢ leczenie chirurgiczne lub chirurgiczne z nastgpowa
radioterapia na okolice twarzowo-szyjng. W zaawansowanych przypadkach RJU
stosowana jest radioterapia lub radio- i chemioterapia. Pomimo postepu w dziedzinach
chirurgii, radioterapii oraz chemioterapii, nie zaobserwowano si¢ w przeciggu ostatnich
dziesigciu lat znaczacego wzrostu przezy¢ S-letnich [26, 136]. Ze wzgledu na wysoka
umieralno$¢ oraz niepewne rokowanie, zaczeto szuka¢ innowacyjnych metod leczenia.
Podjeto proby poszukiwania terapii, ktore umozliwiaja sprofilowanie dziatan
na specyficzne, charakterystyczne dla danych nowotwordw, zaburzenia molekularne.
Leczenie miatoby za zadanie zahamowac szlaki sygnatowe regulujace cykl komorkowy
czy angiogenez¢. Zaobserwowano, ze hamowanie receptora naskorkowego czynnika
wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR) przez cetuksymab poprawia
wyniki kliniczne w przypadku leczenia nawrotow zmian oraz przerzutow RJU [43, 49,
76, 82, 93, 94, 146]. Istotne jest opisanie potencjalnych markerow molekularnych oraz
ich znaczenia prognostycznego 1 predykcyjnego. Markery moglyby by¢
wykorzystywane w codziennej praktyce kliniczne. Detekcja wybranych czynnikéw
powinna by¢ prosta oraz niewymagajgca znacznych naktadow finansowych [25, 29, 40,

51, 124, 164].
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Tabela 1. Stopnien zaawansowania patomorfologicznego oraz klinicznego wg siddme;j

edycji klasyfikacji TNM (WHO 2010)

Table 1. The clinical and pathological staging by the 7" edition of the TNM
classification (WHO 2010)

T — Guz pierwotny/Primary tumour

Tx Nie mozna oceni¢ guza pierwotnego/
Main tumour cannot be measured

TO Brak dowodéw $wiadczacych o wystepowaniu pierwotnego nowotworu/
Main tumour cannot be found

Tis Rak in situ/
Carcinoma in situ

T1 Guz wielkos$ci 2 cm lub mniejszy w najwigkszym wymiarze/
Tumour 2 cm or less in greatest dimension

T2 Guz wielkos$ci 2 cm, ale nie wigkszy niz 4 cm w najwigkszym wymiarze/
Tumour more than 2 cm but not more than 4 cm in greatest dimension

T3 Guz wielko$ci ponad 4 cm w najwigkszym wymiarze/
Tumour more than 4 cm in greatest dimension

T4a Guz nacieka ko$¢ korowa zuchwy/zatoki szczekowej/skorg twarzy/
Tumour invades through the cortical bone of the mandible/maxillary
sinus/invades the skin of the face

T4b Guz nacieka przestrzen zwacza/wyrostek skrzydtowaty/podstawe
czaszki/zamyka wewnetrzng t¢tnice szyjna/

Tumour invades masticator space/pterygoid plates/skull base/encases
internal carotid artery

N — Regionalne wezly chlonne/Regional lymph nodes

Nx Regionalne wezty chtonne nie moga by¢ oceniane/
Regional lymph nodes cannot be assessed

NO Brak przerzutéw do regionalnych weztow chtonnych/
No regional lymph node metastasis

N1 Przerzuty w jednym wezZle chtonnym po stronie guza, o wymiarze 3 cm lub
mniejszym w najwiekszym wymiarze/

Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or less in greatest
dimension

N2a Przerzuty w jednym wezle chtonnym po stronie guza, o wymiarze
wigkszym niz 3 cm, ale mniejszym niz 6 cm w najwigkszym wymiarze/
Metastasis in a single ipsilateral lymph node, more than 3 cm but not more
than 6 cm in greatest dimension
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N2b Przerzuty w licznych weztach chtonnych po stronie guza, o wymiarze nie

wigkszym niz 6 cm w najwigkszym wymiarze/

greatest dimension

Metastasis in multiple ipsilateral lymph nodes, none more than 6 cm in

N2c¢ Przerzuty w weztach chtonnych obustronne lub po stronie przeciwne;j
do guza, o wymiarze nie wigkszym niz 6 cm w najwigkszym wymiarze/
Metastasis in bilateral or contralateral lymph nodes, none more than 6 cm

in greatest dimension

N3 Przerzuty w weztach chtonnych wigksze niz 6 cm w najwiekszym
wymiarze/
Metastasis in a lymph node more than 6 cm in greatest dimension

M — Przerzuty odlegle/Distant metastasis

MO Brak przerzutéw odlegtych/
No distant metastasis

M1 Przerzuty odlegte/
Distant metastasis

Tabela 2. Stopnie zaawansowania klinicznego wg WHO 2010

Table 2. Clinical staging by WHO 2010

Stadium/Stage T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
II T2 NO MO
11 T3 NO MO
T1, T2, T3 N1 MO
IVA T4a NO, N1 MO
T1, T2, T3, T4a N2 MO
IVB Kazde T N3 MO
T4b Kazde N MO
IvC Kazde T Kazde N Ml
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Tabela 3. Stopnien zaawansowania patomorfologicznego oraz klinicznego wg 6smej
edycji klasyfikacji TNM (WHO 2017)

Table 3. The clinical and pathological staging by the 8" edition of the TNM
classification (WHO 2017)

T — guz pierwotny/Primary tumour

Tx Nie mozna oceni¢ guza pierwotnego/
Main tumour cannot be measured

TO Brak dowodéw $wiadczacych o wystgpowaniu pierwotnego nowotworu/
Main tumour cannot be found

Tis Rak in situ/
Carcinoma in situ

T1 Guz wielko$ci 2 cm lub mniejszy w najwickszym wymiarze oraz glebokosé
naciekania 5 mm lub mniejsza/

Tumour 2 cm or less in greatest dimension and 5 mm or less depth of
invasion

T2a Guz wielko$ci 2 cm lub mniejszy w najwickszym wymiarze oraz glebokosé
naciekania wi¢ksza niz S mm, ale mniejsza niz 10 mm/

Tumour 2 cm or less in greatest dimension and more than 5 mm but no
more than 10 mm depth of invasion

T2b Guz wielkos$ci 2 cm, ale nie wigkszy niz 4 cm w najwigkszym wymiarze
oraz glebokos$¢ naciekania nie wigksza niz 10 mm/

Tumour more than 2 cm but not more than 4 cm in greatest dimension and
depth of invasion no more than 10 mm

T3 Guz wielko$ci ponad 4cm w najwigkszym wymiarze lub glebokos¢
naciekania wi¢ksza niz 10 mm/

Tumour more than 4 cm in greatest dimension or more than 10 mm depth
of invasion

T4a Guz nacieka kos$¢ korowa zuchwy/zatoki szczekowej/skorg twarzy/
Tumour invades through the cortical bone of the mandible/maxillary
sinus/invades the skin of the face

T4b Guz nacieka przestrzen zwacza/wyrostek skrzydtowaty/podstawe
czaszki/zamyka wewnetrzng tetnice szyjng/

Tumour invades masticator space/pterygoid plates/skull base/encases
internal carotid artery
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N — Regionalne wezly chlonne/Regional lymph nodes

Nx

Regionalne wezty chlonne nie moga by¢ oceniane/
Regional lymph nodes cannot be assessed

NO

Brak przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych/
No regional lymph node metastasis

N1

Przerzuty w jednym wezle chtonnym po stronie guza, o wymiarze 3 cm lub
mniejszym w najwigkszym wymiarze; bez nacieku pozawezlowego/
Metastasis in a single ipsilateral [ymph node, 3 cm or less in greatest
dimension, without extranodal extension

N2a

Przerzuty w jednym wezle chtonnym po stronie guza, o wymiarze
wigkszym niz 3 cm, ale mniejszym niz 6 cm w najwigkszym wymiarze; bez
nacieku pozawezlowego/

Metastasis in a single ipsilateral lymph node, more than 3 cm but not more
than 6 cm in greatest dimension, without extranodal extension

N2b

Przerzuty w licznych wezlach chlonnych po stronie guza, o wymiarze nie
wiekszym niz 6 cm w najwiekszym wymiarze; bez nacieku
pozawezlowego/

Metastasis in multiple ipsilateral lymph nodes, none more than 6 cm in
greatest dimension, without extranodal extension

N2c¢

Przerzuty w weztach chtonnych obustronne lub po stronie przeciwne;j

do guza, o wymiarze nie wigkszym niz 6 cm w najwigkszym wymiarze; bez
nacieku pozawezlowego/

Metastasis in bilateral or contralateral lymph nodes, none more than 6 cm
in greatest dimension, without extranodal extension

N3a

Przerzuty w weztach chtonnych wigksze niz 6 cm w najwigkszym
wymiarze; bez nacieku pozawezlowego/

Metastasis in a lymph node more than 6 cm in greatest dimension, without
extranodal extension

N3b

Przerzuty do jednego lub licznych weziow chtonnych z naciekiem
pozawezlowym/

Metastasis in a single or multiple lymph nodes with clinical extranodal
extension

M — Przerzuty odlegle/Distant metastasis

MO Brak przerzutow odlegtych/
No distant metastasis
M1 Przerzuty odlegte/

Distant metastasis

20



Tabela 4. Stopnie zaawansowania klinicznego wg WHO 2017

Table 4. Clinical staging by WHO 2017

Stadium-Stage T N M
I T1 NO MO
II T2a, T2b NO MO
11 T3 NO MO
T1, T2a, T2b, T3 N1 MO
IVA T4a NO, N1 MO
T1, T2a, T2b, T3, |N2 MO
T4a
IVB Kazde T N3 MO
T4b Kazde N MO
IvC Kazde T Kazde N M1

Tabela 5. Stopnie ztosliwosci histopatologicznej wg WHO

Table 5. Histopathological grading by WHO

Gx |Nie mozna oceni¢ stopnia zroznicowania/
Grade cannot be assessed

G1 |Rak wysokozrdéznicowany/ Niski stopien ztosliwosci/
Well differentiated Low grade

G2 |Rak $redniozroéznicowany/ Posredni stopien zto§liwosci/
Moderately differentiated Intermediate grade

G3 [Rak niskozréznicowany/ Wysoki stopien ztosliwosci/
Poorly differentiated High grade

G4 [Rak niezréznicowany/ Wysoki stopien ztosliwosci/

Undifferentiated

High grade
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3.2 Sciezka sygnalowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Wewnatrzkomorkowa $ciezka sygnalowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (ang.
phosphatidyl-inositol 3-kinase, PI3K; Rycina 1) jest zaangazowana w procesy wzrostu,
podzialu, réznicowania, transportu wewnatrzkomdorkowego, migracji i przezycia
komorki. Stanowi kluczowy element odpowiedzi komorki na insuling i1 inne czynniki
wzrostu, a takze uczestniczy w procesach starzenia [9, 116, 124, 132, 163].
Zaobserwowano udziat $ciezki sygnatowej PI3K w autofagii [65]. Obok kinazy
biatkowej C (ang. protein kinase C, PKC) i szlaku RAS/MAPK (ang. mitogen-activated
protein  kinase/RAS pathway) jest jednym z trzech podstawowych szklakéw
sygnatowych zwigzanych z aktywnos$cig receptoréw kinaz tyrozynowych. Potaczenie
RTK (ang. receptor tyrosine kinase) z odpowiednim ligandem powoduje aktywacje
PI3K i wytworzenie jego produktu w postaci fosfatydylo-inozytolotrdjfosforanu. PIP3
(ang. phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate) odgrywa role drugiego przekaznika,
ktory dzigki obecnosci domeny plekstryny (ang. pleckstrin homology domain, PH) moze
wigza¢ si¢ z kinazami serotoninowo-treoninowymi, tyrozynowymi czy biatkiem G.
Fosfolipid PIP3 jest zakotwiczony w btonie komorkowej i moze wigzaé si¢ z kinazami
oraz bialkiem G przez domen¢ PH, powodujac ich rekrutacje w okolicy blony
cytoplazmatycznej. W procesie fosforylacji dochodzi do aktywacji miedzy innymi AKT
(ang.  serine-threonine  kinase=protein  kinase ~B) poprzez PDKI1 (ang.

3-phosphoinositide-dependent kinase-1) [9, 116, 124, 130].

Regulacja stezenia PIP3 odbywa si¢ gldwnie na drodze jego defosforylacji przez
biatko PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog encoded on chromosome 10).
Kaskada szlaku PIK3K/AKT rozpoczyna si¢ w momencie polgczenia receptora kinazy
tyrozynowej z ligandem (czynniki wzrostu, cytokiny, hormony). Dochodzi
do autofosforylacji receptora, a nastepnie aktywacji podjednostki regulatorowej p85
PI3K, co aktywuje domene katalityczng p110 [31]. PI3K wigze si¢ ze swoim substratem
PIP2 (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), tworzac PIP3. PIP3 posiada wysokie
powinowactwo do domeny PH kinazy AKT oraz indukuje fosforylacj¢ AKT poprzez
PDK-1 i mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase). Powoduje to rekrutucje
AKT do blony komorkowej. Fosforylacja AKT zachodzi w pozycji tyrozyny T308
1 seryny S473. Aktywno$¢ enzymatyczna AKT wzrasta tysigckrotnie. Kinaza powoduje
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fosforylacje waznych dla funkcjonowania komorki bialek. Za hamowanie tego procesu
odpowiada biatko PTEN. W przypadku utraty PTEN dochodzi do niekontrolowanego
wzrostu aktywnosci AKT, co umozliwia transformacj¢ onkogenng komoérek organizmu.

Rycina 1 przedstawia szczegotowo szlak sygnalizacji PI3K [13, 123, 129].

VEGF

Nieaktywna AKT Aktywna AKT

!

Jadro komérkowe

Rycina 1. Schemat szlaku sygnatowego $ciezki PI3K (PI3K: podjednostka katalityczna
pl10 i regulacyjna p85; RTK — receptor kinaz tyrozynowych; PTEN — fosfataza
i homolog tensyny kodowany na chromosomie 10; PIP2 — 4,5-bisfosforan
fosfatydyloinozytolu, PIP3 — 3.4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu; PDK1 — kinaza
zalezna od 3-fosfoinozyty-1; PP2A — fosfataza biatkowa 2; PH — domena homologiczna
plekstryny; T308 — miejsce fosforylacji treoniny w domenie 308 katalitycznej kinazy
AKT; S473 — miejsce fosforylacji seryny w domenie 473 kinazy regulatorowej AKT,
PO, — grupa fosforanowa, VEGF — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn; AKT — kinaza
seryno-treoninowa)

Figure 1. Diagram of PI3K/AKT pathway (PI3K: catalytic subunit p110 and regulatory
subunit p85; RTK — receptor tyrosine kinase; PTEN — phosphatase and tensin homolog
encoded on chromosome 10; PIP2 — phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PIP3 —
phosphatidylinositol  3,4,5-trisphosphate; PDKI — 3-phosphoinositide-dependent
kinase-1; PP2A — protein phosphatase 2; PH — pleckstrin homology domain; T308 —
threonine 308 phosphorylation site at the AKT kinase catalytic domain; S473 — serine
473 phosphorylation site at the AKT kinase regulatory domain; PO, — phosphate group;
VEGF — vascular endothelial growth factor, AKT — serine-threonine kinase)
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Badania nad wplywem deregulacji szlaku sygnatowego PI3K na powstawanie
zmian ztosliwych prowadzono juz w latach 70-tych XX wieku [12]. Podczas badan nad
réznymi  nowotworami wykryto w obrgbie glownych elementow szlaku
PIK3CA/AKT/PTEN mutacje oraz amplifikacje gendéw (zwigkszenie liczby kopii genu).
Wykazano, ze zmiany genetyczne w obrebie szlaku powodujg nieprawidtowy wzrost
1 proliferacje komorek, indukujg tworzenie si¢ nowotwordw, powstawanie przerzutow
oraz maja wplyw na skuteczno$¢ leczenia [55, 106, 115, 151]. Najbardziej znane
zmiany genetyczne obejmuja mutacje dotyczace genu supresorowego PTEN, ktore
prowadza do utraty aktywnosci biatka PTEN 1 nastepujacej po tym aktywacji
proliferacji komorkowej. Zaburzenia szlaku zostaly opisane gidwnie w glejaku, w raku
endometrium i prostaty [32, 61, 122]. Inne dobrze znane zmiany obejmuja mutacje
punktowe i amplifikacje genow PIK3CA (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit alpha gene) oraz AKT. Rola zaburzen w procesie rozwoju RJU
jest bardzo ztozona. Wspotistnienie mutacji genu PIK3CA i1 utraty PTEN sugeruje,
ze pojedyncze zmiany nie sa obojetne dla komorki, ale sa zdolne do aktywowania

niezaleznych szlakoéw sygnatowych [159].

3.3 PIK3CA

Funkcja PI3K jest fosforylacja grupy hydroksylowej w pozycji 3 pierscienia
inozytolowego fosfatydyloinozytolu [31, 70]. Wyrdzniamy trzy klasy enzymoéw
biatkowo-lipidowych: I A, I B, II oraz III. Klasa I A jest heterodimerem sktadajagcym si¢
z dwoch podjednostek: regulatorowej (p85) 1 katalitycznej (pl110). Podjednostka
katalityczna wystepuje w trzech izoformach: pl110a (ang. phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate  3-kinase  catalytic ~ subunit  alpha  protein), pll0f  (ang.
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta protein) i p110d
(ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit delta protein)
kodowanych odpowiednio przez geny PIK3CA (ang. phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate  3-kinase  catalytic ~ subunit  alpha  gene), PIK3CB  (ang.
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta gene) 1 PIK3CD
(ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit delta gene).
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Podobnie podjednostki regulatorowe wystepuja w trzech izoformach: p85a (ang.
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase regulatory subunit 1 protein), p85p3
(ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase regulatory subunit 2 protein),
p85y (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase regulatory subunit 3 protein)
kodowanych kolejno przez geny PIK3RI (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase regulatory subunit 1 gene), PIK3R2 (ang. phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate  3-kinase regulatory subunit 2 gene) oraz PIK3R3 (ang.
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase regulatory subunit 3 gene). Strukture
klasy I B stanowi podjednostka katalityczna pl10y oraz regulatorowa pl01 i jej
homologiczne formy p84 i p87PIKAP. Klasa II PI3Ks posiada tylko podjednostke
katalityczng pl10, ktora wystepuje w trzech izoformach PIK3C2a, PIK3C2B 1
PIK3C2y. Klasa III sktada si¢ z czasteczki Vps34 (ang. vacuolar protein-sorting
defective 34) (Tabela 6) [31, 123].

Podjednostka katalityczna pl110a jest kodowana przez gen PIK3CA, ktory
znajduje si¢ na ramieniu dtugim 3 chromosomu (3926.3). Podjednostka ma wielko$¢
110 kDa 1 jest ztozona z 1068 aminokwasow. Najczestszymi mutacjami punktowym
w genie PIK3CA, o udowodnionym potencjale kancerogennym, sg tzw. gorgce miejsca
(ang. hotspots): H1047R (egzon 20), ES42K 1 E545K (egzon 9) [15, 88, 97, 123, 142].
Mutacje w genie PIK3CA wystepuja takze w obrebie egzonow 1, 4, 5, 6 1 7 [117].
Onkogenny potencjal zaburzen genu PIK3CA zwigzany jest migdzy innymi
z niewrazliwo$cig nowotworéw na insuling, a poprzez to na ograniczenie zuzycia
energii w komodrkach. Uwaza si¢ takze, iz amplifikacje genu PIK3CA moga prowadzic¢

do transformacji nowotworowej [31].

Obecnos¢ mutacji punktowych oraz amplifikacji genu PIK3CA w locus 3¢26.3
[15] wykazano w glejaku, raku jelita grubego, ptuca, piersi, jajnika, szyjki macicy,
krtani, gardia, prostaty, pierwotnym raku watroby, chtoniaku Hodgkina, biataczce

1 czerniaku ztosliwym [46, 68, 70, 78, 90, 110, 117, 119, 121, 123, 139, 163].
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Tabela 6. Rodzina kinazy fosfatydyloinozytolu (P13K)

Table 6. Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) family

PI3K
Klasa I/Class 1 Klasa 11/ Klasa I11/
Class 11 Class 111
IA IB
Podjednostka katalityczna/Catalytic subunit
PIK3CA PIK3CB PIK3CD PIK3CG PIK3C2a PIK3C2a
pl10a pl10pB pl106 pl10y PIK3C2p PIK3C2p
PIK3C2y PIK3C2y
Podjednostka regulatorowa/Regulatory subunit
PIK3R1p85a [PIK3R2 PIK3R3 pl01 Brak/ Brak/
p85P p85y p84 No No
p87 regulatory  |regulatory
PIKAP subunit subunit

Badania dotyczace zmian w obrgbie genu PIK3CA w raku jamy ustnej
sa nieliczne. Mutacje genu PIK3CA w raku plaskonabtonkowym glowy i szyi po raz
pierwszy opisali w 2006 roku Qiu W 1 wsp., wykazujac czestos¢ mutacji rzedu 10,8%
[117] w grupie 8 chorych z RJU. Najwyzszy wskaznik mutacji odnotowali Chang YS
1 wsp. (13,92%) [15]. W innych badaniach mutacje genu PIK3CA wystepowaty
w zakresie od 0% do 10,80% [11, 15, 18, 33, 58, 59, 117, 126, 127, 137, 145]. Podobne
rozbieznosci stwierdzono w badaniach oceniajagcych amplifikacje genu PIK3CA.
Zmienno$¢ czestotliwosci moze wynika¢ z wielkoSci proby, metody zastosowanej
do analizy mutacji lub innej grupy etnicznej pacjentow. Ostatnia z wymienionych
przyczyn wydaje si¢ prawdopodobna, poniewaz w badaniu nad populacja
potudniowoindyjska nie wykryto mutacji genu PIK3CA [7]. W wigkszosci publikacji
nie wykazano istotnego zwigzku z danymi klinicznymi pacjentéw, takimi jak wiek,
palenie  papierosow, ple¢, lokalizacja  zmiany, stopien  zréznicowania
histopatologicznego a statusem genu. Tylko w pracach przeprowadzonych przez

Kozakiego 1 wsp., na duzej grupie pacjentow, stwierdzono dodatnig zalezno$¢ pomiedzy

26



wystepowaniem mutacji PIK3CA a stadium choroby (p=0,042) [59]. Natomiast Fenic
1 wsp. odkryli, ze amplifikacja genu PIK3CA koreluje ze stopniem ztosliwosci
histopatologicznej [33]. Najwigkszy wzrost liczby kopii genu PIK3CA byt

obserwowany we wczesnych stadiach rozwoju nowotworu [152].

Obecnos$¢ mutacji genu PIK3CA w RJU analizowano do tej pory za pomoca
fancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), PCR w czasie
rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain reaction, RT-PCR), fluorescyjnej
hybrydyzacji in situ (ang. fluorescent in situ hybridisation, FISH), spektrometrii
masowe] MALDI-TOF-MS (ang. matrix assisted laser desorption ionization-time
of flight mass spectrometry), porownawczej hybrydyzacji genowej na mikromacierzach
(ang. array-based comparative genomic hybridisation, aCGH) i metody MLPA (ang.
multiplex ligation-dependent probe amplification) [14, 18, 59, 73, 97, 126, 140, 160].

Status biatka PIK3CA badano w raku plaskonabtonkowym jamy ustnej [36, 77,
154, 157], gtowy 1 szyi [152], niedrobnokomorkowym ptuca [75, 150], przetyku [2],
zotadka [78], jelita grubego [48], jajnika [1] 1 piersi [34].

3.4 AKT

Serynowo-treoninowa kinaza biatkowa AKT (ang. serine-threonine kinase=
protein kinase B, PKB) jest zasadniczym biatkiem efektorowym w szlaku PI3K oraz
gldownym mediatorem sygnalow przetrwania, ktore chronig komoérki przed apoptoza,
a przez to jest potencjalnie waznym celem terapeutycznym. W warunkach
prawidtowych odpowiada za procesy zwigzane z metabolizmem glukozy, proliferacja
komorki, migracja, transkrypcja oraz apoptoza [45]. Kinaza serynowo-treoninowa
wystepuje w trzech izoformach: AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp) i AKT3 (PKBy).
Pierwsze dwie kinazy mozna znalez¢ w wiekszosci komodrek organizmu, natomiast
wystepowanie kinazy AKT3 ogranicza si¢ do mozgu, jader, serca, nerek, ptuc i mig$ni
szkieletowych [41]. Uwaza sie, ze kazda izoforma speinia odrebng funkcje, tj. AKT1
wplywa na przezycie i wzrost komorek, AKT2 kontroluje przekazywanie sygnatow
insuliny w komorkach watroby 1 migsni szkieletowych, a AKT3 wplywa na rozwgj

1 wzrost moézgu [17, 37, 104].
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Mutacja punktowa (nukleotyd 49) w genie AKT1 powoduje zamiang w tancuchu
biatkowym kwasu glutaminowego (E) na lizyng (K). Skutkuje to translokacja
membranowg biatka AKTI1 i konstytutywna aktywacje AKT1 [18, 45]. Amplifikacja
genu jest jednym z podstawowych mechanizméw biorgcych udziat w aktywacji
onkogenow. Obserwuje si¢ zwigzek pomiedzy obecnoscig mutacji w genach AKT
a zaawansowaniem choroby oraz gorsza prognoza w raku jamy ustnej, skory, prostaty,
trzustki, watroby, zotadka, endometrium, piersi, mézgu oraz w nowotworach krwi [17,

32,37,41, 45, 59, 60, 91, 99, 100, 104, 110, 111, 141, 158].

W genie AKTI zbadano pie¢ polimorfizméw pojedynczych nukleotydow.
Polimorfizmy genotypowano za pomocg Sequenom Mass Array 1 technologii laserowe;j
jonizacji probki wspomaganej matryca dziatajaca na zasadzie pomiaru czasu przelotu
jonow w spektrometrze masowym iPLEX-MALDI-TOF. Polimorfizmy rs1130214
1 13803300 w genie AKTI byly zwigzane z wyzszym ryzykiem rozwoju raka jamy
ustnej [37]. Ze wzgledu na wplyw mutacji AKTI na przezycie pacjentow w wielu

nowotworach nalezy uwzgledni¢ mutacj¢ AK7/ w dalszych badaniach nad RJU [18].

Poziom biatka AKT w raku ptaskonablonkowym jamy ustnej badano
immunohistochemicznie, wykazujac pozytywna reakcje barwng u 34,5-100% pacjentow
[44, 71, 72, 84, 86, 99, 114, 120, 154, 161]. Zauwazono istotne statystycznie zalezno$ci
pomiedzy statusem biatka AKT a plcig [86], lokalizacja zmiany [86], stopniem
zrdznicowania  histopatologicznego  (gorsze  rokowanie dla  zmian slabo
zréznicowanych) [50, 72, 86, 120], stopniem zaawansowania klinicznego (gorsze
rokowanie w wyzszych stadiach) [50, 72 155, 161], wielkos$cig zmiany pierwotnej [72],
obecnoscig przerzutow weztowych [50, 71, 72, 114, 161] oraz wznowy [71, 72, 161],
paleniem papierosow [71], alkoholizmem [71], catkowitym [114] oraz 5-letnim

przezyciem [71].
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3.5 PTEN

Fosfataza 1 homolog tensyny kodowany na chromosomie 10 (ang. phosphatase
and tensin homolog encoded on chromosome 10; PTEN) znajduje si¢ na ramieniu
dluzszym chromosomu 10 (gen 10g23.2). Jest fosfataza o podwojnej swoistosci.
Posiada aktywnos$¢ lipidowa i1 fosfataz biatkowych [67]. Biatko PTEN peini role
inhibitora $ciezki sygnatowej PI3K/AKT poprzez defosforylacj¢ PIP3, a tym samym
zmniejsza stezenia 3,4,5-trifosforanu fosfatydyloinozytolu w komorce. Powoduje to
»regulacje w dot” kaskady sygnalowej AKT, aktywowanej przez czynniki wzrostu, np.
EGFR. Kinaza AKT zmniejsza swojg aktywnos¢, wigzac si¢ z blong komérkowaq. Utrata
ekspresji genu PTEN powoduje zwiekszong aktywnos¢ AKT i ciagla proliferacje
komorek. Delecje i mutacje punktowe prowadzace do inaktywacji genu PTEN s3
najczesdciej obserwowanymi aberracjami genetycznymi wystepujacymi w réznych
nowotworach — w raku prostaty, sutka, pluca, endometrium 1 jelita grubego oraz w
glejaku [24, 31, 53, 61, 63, 122, 144, 156]. Calkowita supresja ekspresji genu PTEN jest
letalna dla komodrek embrionalnych, natomiast cze§ciowa supresja prowadzi do
wystgpienia karcynogenezy [110]. Znaczenie prognostyczne inaktywacji genu PTEN
opisano gtownie w raku macicy, piersi, prostaty, pluca czy w czerniaku [35, 61, 122,

144, 156].

Analiza genu PTEN w raku glowy 1 szyi sugeruje, ze moze odgrywac role
w kancerogenezie [67]. Obecnie jest niewiele badan dotyczacych genetycznych
aberracji genu PTEN w RJU. W badaniach Cohen Y, i wsp. oraz Marvos A, i wsp. nad
aberracjami nie wykryto tych zaburzen [18, 87]. Natomiast Shin 1 wsp. wykazali
obecno$¢ mutacji punktowych genu PTEN u 4,65% przypadkow, z ktorych cztery
zostaly zidentyfikowane jako mutacje zmiany sensu, a jedna jako mutacja typu
fameshift [128]. W badaniach dotyczacych populacji indyjskiej, Shah i wsp.
udokumentowali obecnos$¢ delecji intronowych PTEN u 3 pacjentdéw, ale bez istotnej
korelacji z plcig, rozmiarem zmiany, stopniem zaawansowania lub zlosliwosci

histopatologicznej [126].

Mutacje, delecje 1 hipermetylacje genu PTEN w raku jamy ustnej sg rzadkim

zdarzeniem. Prawdopodobnie nie jest to bezposredni czynnik odpowiedzialny
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za obnizenie stezenia biatka PTEN [47, 64, 67, 96, 112, 118, 133, 154, 161]. Obecnos¢
mutacji inaktywujacych w genie PTEN, a co za tym idzie utrata biatka PTEN, wptywa
na wickszag dynamike wzrostu guza, duze prawdopodobienstwo wznowy miejscowej
po leczeniu chirurgicznym 1 radioterapii oraz wigze si¢ z gorszym rokowaniem
1 z wyzsza $miertelnoscia u chorych na RJU [18]. Wedtug Lee JI i wsp. czas przezycia
byt krotszy u pacjentow z utratg ekspresji genu PTEN [67]. Natomiast utrata biatka
PTEN, oceniana za pomocg immunohistochemii, wystepuje czesto. Wskazuje
to na posrednig dezaktywacje PTEN, na przyktad poprzez modyfikacje posttranslacyjne,
ktére moga by¢ mechanizmem prowadzacym do utraty tego biatka [47]. Istniejag dane
sugerujace, ze utrata biatka PTEN czg$ciej wystepuje w niskozréznicowanych zmianach
[133, 154] oraz w zaawansowanych stadiach raka jamy ustnej [118, 161]. Sugeruje
to, ze utrata PTEN jest zwigzana z progresja raka i rozwojem przerzutow. Ponadto

zaburzenie jest czgstsze w nowotworach HPV-ujemnych [154].
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4. CELE PRACY

Gltéwnym celem pracy byta analiza immunohistochemiczna i1 molekularna wybranych

elementow szlaku sygnalowego kinazy 3-fosfatydyloinozytolu.

Cele szczegdtowe:

I. Ocena poziomu biatek PIK3CA i PTEN oraz czestosci wystgpowania
amplifikacji genu PIK3CA w raku ptaskonabtonkowym jamy ustne;j.

2. Analiza wzajemnych zaleznos$ci migdzy cechami klinicznymi i patologicznymi

a statusem poszczeg6lnych bialek w raku jamy ustne;.

3. Ocena zalezno$ci migdzy cechami klinicznymi 1 patologicznymi a amplifikacja

genu PIK3CA w raku plaskonablonkowym jamy ustnej.
4. Okres$lenie znaczenia rokowniczego poziomu biatek PIK3CA i PTEN.

5. Okreslenie znaczenia prognostycznego amplifikacji genu PIK3CA.
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S. MATERIAL 1 METODY

5.1 Grupa badana

Badaniem retrospektywnym objg¢to grupe 92 chorych (mezczyzni i kobiety
w wieku 36-89 lat) leczonych z powodu raka jamy ustnej w Uniwersyteckim Centrum
Klinicznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w latach 2007-2012. W celu
prowadzenia badan uzyskano pozytywna opini¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej

dziatajacej przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKBBN/60/2016).

Materiat do badan pozyskano z pierwotnych zmian raka plaskonabtonkowego
jamy ustnej, ktory zostat pobrany w postaci wycinkow badz usunigtych zmian w cato$ci
podczas zabiegobw w znieczuleniu ogélnym Ilub miejscowym. W badaniu zostaty
wykorzystane preparaty zarchiwizowane w Zaktadzie Patomorfologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (Kierownik: prof. dr hab. n. med. Wojciech Biernat). Dane
kliniczne oraz metody leczenia uzyskano na podstawie dostepnej dokumentacji
medycznej (historie choroby, protokoly operacyjne, zlecone badania dodatkowe,
leczenie w poradniach i oddziatach Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego). Podczas

prowadzonych badan zostala zachowana pelna anonimowos$¢ chorych.

Z badania wykluczono pacjentéw, u ktorych stwierdzono inny nowotwor

zto§liwy jamy ustnej lub nie byta dostepna petna dokumentacja medyczna.

Do oceny stopnia zaawansowania patomorfologicznego oraz klinicznego
zastosowano siodmg edycje klasyfikacji TNM z 2010 r. (Tabela 1 1 2) [30]. Stopien
zroznicowania histopatologicznego analizowano w skali czterostopniowej (Tabela 5).
Do klinicznej analizy stopnia zaawansowania nowotworu wykorzystano badanie
przedmiotowe, badania  tomografii komputerowej twarzoczaszki 1 szyi,
ultrasonograficzne wezldw chtonnych szyi, radiologiczne klatki piersiowej lub badanie

histopatologiczne wykonane pooperacyjne.
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Szczegbdtowo analizowano:

1. dane demograficzne pacjentow (wiek w momencie rozpoznania, ptec);

2. czas od wystapienia objawéw do diagnozy;

3. wystepowanie chordb przewlektych (nadcisnienie, cukrzyca);

4. stosowanie uzywek (palenie tytoniu i1 naduzywanie wysokoprocentowego
alkoholu);

5. lokalizacj¢ nowotworu;

6. stopien zaawansowania klinicznego 1 zroznicowania histopatologicznego
zmiany;

7. stosowane leczenie;

8. obecnos$¢ wznowy i ewentualne leczenie;

9. czas przezycia.

5.2 Mikromacierze tkankowe

Przygotowanie preparatow polegato na ocenie makroskopowej badanego
materiatu, wybraniu reprezentatywnych fragmentéw nowotworu, utrwaleniu w 10%
zbuforowanej formalinie, a nast¢pnie przejsciu rutynowej procedury, w celu zatopienia
w niskotopliwej parafinie. W ten sposodb uzyskano pierwotne bloki parafinowe.
Nastepnie, pod kontrolg mikroskopu s$wietlnego (barwienie hematoksyling-eozyng),
wybrano reprezentatywne fragmenty zmiany. Z kazdego bloczku wycieto po dwa
rdzenie tkankowe $rednicy 0,4 mm (Manual Tissue Arrayer MTA 1 Beecher Instruments
Inc, Sun Prairie, USA), ktére zostaty umieszczone we wtérnym bloku parafinowym. W
ten sposob uzyskano mikromacierze tkankowe (ang. tissue microarray, TMA). Dzigki
temu obnizono koszty badania, a pierwotny blok parafinowy moze zosta¢ wykorzystany
do kolejnych analiz (mniejsze zuzycie materialu tkankowego). Ponadto wigksza liczba
probek znajduje si¢ w takich samych warunkach, co wptywa na wzrost precyzji

przeprowadzonego badania.

Na kazdym bloczku TMA w celu prawidtowej orientacji preparatdw, oprocz
rdzeni ze zmianami nowotworowymi, znalazly si¢ dwa cylindry pochodzace z watroby.

W kolejnym etapie kazdy bloczek zostal pociety na mikrotomie na skrawki
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o $rednicy 4 um. Skrawki zostaly umieszczone na szkietkach podstawowych [56, 147].
Na tak przygotowanych szkietkach przeprowadzono procedure immunohistochemii oraz

chromogennej hybrydyzacji in situ i wzmocnionej jonami srebra hybrydyzacji in situ.

5.3 Badanie immunohistochemiczne

Metody immunohistochemiczne pozwalaja na wykrycie réznych antygendéw
za pomocg przeciwciat ukierunkowanych na specyficzne biatko w badanym materiale.
Po polaczeniu odpowiedniego przeciwciala z badanym antygenem, powstaje
nierozpuszczalna substancja, ktdorg mozna zaobserwowaé¢ w mikroskopie $wietnym
(Rycina 2). Przeciwciata dzieli si¢ monoklonalne (bardziej specyficzne, ukierunkowane
wzgledem jednego epitopu) oraz poliklonalne. W zalezno$ci od przebiegu reakcji
wyroézniamy immunohistochemi¢ bezposrednia oraz posrednia. W metodzie
bezposredniej przeciwciato rozpoznajace antygen jest sprzegniete z barwnikiem badz
enzymem. W technice posredniej reakcja jest dwuetapowa. Pierwszy etap stanowi
pofaczenie antygenu z przeciwcialem pierwotnym. Etap drugi stanowi przeciwciato
wtorne swoiste dla przeciwciata pierwotnego. Metoda posrednia jest bardziej czula
od bezposredniej. W niniejszej pracy badanie immunohistochemiczne miato wykazac

poziom biatek PIK3CA i PTEN [10, 80, 109].

W celu oceny obecnosci biatek PIK3CA i PTEN w badanych tkankach
zastosowano krolicze monoklonalne przeciwciata firmy Cell Signaling: PI3 Kinase
pl10a (C73F8) #4249 oraz PTEN (D4.3) XP® #9188. Przeciwciala pierwotne byly
wykorzystane w rozcienczeniach 1:50. Kontrol¢ pozytywng stanowita btona §luzowa

jelita grubego.
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.. : Barwny produkt

- . Peroksydaza

3,3’-diaminobenzydyna Przeciwcialo wtérne

(DAB)

Przeciwcialo pierwotne

Rycina 2. Procedura immunohistochemii

Figure 2. Immunohistochemistry procedure

Procedura barwienia immunohistochemicznego sktadata si¢ z etapow:

1. Deparafinacji preparatow w szeregu ksylenow z plukaniem w wodzie
destylowanej przez 3 minuty po kazdym roztworze z szeregu ksylenow;

2. Nawodnienia za pomocg malejgcego szeregu alkoholi: 100%, 96%, 80%, 70%
wraz z plukaniem w wodzie destylowanej przez 3 minuty po kazdym
z elementow szeregu alkoholowego;

3. Odzyskiwania antygenowosci poprzez odslonigcie epitopoéw, ktdre stanowig
determinanty  antygenowe, dzigki ktorym tacza si¢  bezposrednio
z przeciwcialami. Ponowne ujawnienie epitopow zostalo wykonane
z zastosowaniem metody HIER (metoda wysokotemperaturowego odstaniania
epitopéw), w ktorej w urzadzeniu typu pressure cooker przeprowadzono
procedure pod ci$nieniem 120 hPa w buforze firmy DAKO o pH 6,1 przez
1,5 godziny;

4. Chtodzenia TMA przez 20-30 minut w temperaturze pokojowej;
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10.
I1.

12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

21.

Umieszczenia TMA w komorze wilgotnej do immunohistochemii;

Plukania TMA przez 3 minuty roztworem buforu fosforanowego (ang.
phosphate buffered saline, PBS);

Neutralizacji przez 3 minuty endogennej peroksydazy przy pomoca
3% nadtlenku wodoru (Peroxidase Block RE7101);

Ptukania TMA przez 3 minuty roztworem PBS;

Inkubacji TMA przez 5 minut z 0,4% roztworem fosforanowym kazeiny
(Protein Block RE7102) — wplywa to na zmniejszenie niespecyficznego
wigzania przeciwciat pierwotnych;

Ptukania TMA przez 3 minuty roztworem PBS;

Inkubacji TMA przez 1,5 godziny z przeciwciatami pierwotnymi (anty-PIK3CA
1 anty-PTEN) w temperaturze pokojowej;

Ptukania TMA przez 3 minuty roztworem PBS;

Inkubacji przez 30 minut z 10% surowica zwierzeca (Post Primary Block
RE7111), aby wzmocni¢ penetracje przeciwcial wtoérnych;

Plukania TMA przez 3 minuty roztworem PBS;

Inkubacji przez 30 minut z przeciwcialami wtdérnymi (NovoLink Polimer
RE7112);,

Plukania TMA przez 3 minuty roztworem PBS;

Ekspozycji przez 5 minut z 3,3’-diaminobenzydyng (DAB);

Ptukania TMA przez 3 minuty roztworem PBS;

Barwienia TMA przez 5 minut hematoksyling Mayera;

Dehydratacji preparatow w rosngcym szeregu alkoholowo-ksylenowym (70%,
80%, 96%, 100%);

Zamknigcia preparatow pod szkielkiem nakrywkowym przy pomocy balsamu
kanadyjskiego.

Kontrola ujemna zostala przeprowadzona przy pomocy procedury barwienia

z pominigciem przeciwcial pierwotnych [10, 80]. Tak przygotowane probki zostaly
ocenione w mikroskopie $wietlnym pod katem stopnia wybarwienia oraz proporcji
wybarwionych komorek raka. Intensywno$¢ wybarwiania preparatow z przeciwcialem
PIK3CA byla oszacowana potilosciowo za pomoca metody H-score. Indeks H-score

obliczony byt w nast¢pujacy sposob:
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H-score=P1x1 + P2x2 + P3x3,

oraz

gdzie: PO — proc. komorek bez wybarwienia;
P1 — procent komoérek wybarwionych z intensywnoscia 1;
P2 — procent komorek wybarwionych z intensywnoscia 2;

P3 — procent komoérek wybarwionych z intensywnoscia 3

0 — brak wybarwienia;
1 — stabe wybarwienie;
2 — umiarkowane wybarwienie;

3 —silne wybarwienie.

Uzyskano wyniki w zakresie od 0 do 300, gdzie 0 oznaczato brak jakichkolwiek

komorek z dodatnig reakcja barwng, a wartos¢ 300 — wystgpowanie wszystkich

komorek o silnym, dodatnim odczynie. Do oceny statystycznej wzigto pod uwage

warto$§¢ maksymalng wskaznika H uzyskang z dwoéch rdzeni reprezentujacych danego

pacjenta. Warto$¢ wskaznika H-score oceniano jako zmienng cigglta. W niniejszej pracy

przyjeto za wynik dodatni H-score >10, a takze podzielono pacjentéw na dwie grupy

— z niska 1 wysoka ekspresja biatka PIK3CA. Punktem odcigcia byla warto$é

70 (mediana) (ryc. 1A, 1B, 1C). Ekspresje biatka oceniono w obrebie 91 probek

z powodu utraty rdzeni TMA od jednego pacjenta [8, 42, 113, 143].
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Rycina 3. Poziom biatka PIK3CA w RJU (powigkszenie x40) A — wskaznik H=0,
B — wskaznik H=70, C — wskaznik H=200

Figure 3. The level of PIK3CA protein in OSCC (magnification x40) A — H-score=0),
B — H-score=70, C — H-score=200

Wynik barwienia immunohistochemicznego biatka PTEN oznaczano w ukladzie
zero-jedynkowym, to znaczy warto$¢ 0 mowila o braku biatka PTEN (utrata PTEN),
a warto§¢ 1 $wiadczyla o obecnosci biatka PTEN. Ekspresj¢ biatka oceniono

w obrgbie 89 probek z powodu utraty rdzeni TMA od trzech pacjentéw (Rycina 4).
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Rycina 4. Poziom biatka PTEN w RJU (powigkszenie x40) A — brak ekspresji biatka
PTEN, B — ekspresja biatka PTEN

Figure 4. The level of PTEN protein in OSCC (magnification x40) A — loss of PTEN,
B — positive PTEN expression
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5.4 Chromogenna i wzmocniona jonami srebra hybrydyzacja
in situ

Hybrydyzacja in situ polega na laczeniu fragmentéw DNA lub RNA o znanej
sekwencji (tzw. sond molekularnych) z materiatem genetycznym zawartym w badane;j
probie o sekwencji komplementarnej do sondy. W celu identyfikacji sondy
wykorzystuje si¢ réznego typu znaczniki. Badanie pozwala na ocen¢ histopatologiczng
preparatow i morfologii jader komorkowych oraz liczby kopii genow. Dzigki temu
zmniejsza si¢ ryzyko blednej interpretacji natury jader komoérkowych. Metoda jest
w pelni zautomatyzowana, dlatego wszystkie mikromacierze tkankowe znajduja sie¢

podczas przeprowadzenia reakcji w jednakowych warunkach [27, 28, 98, 153].

W metodzie chromogennej hybrydyzacji in situ (ang. chromogenic in situ
hybridisation, CISH) wykorzystano sondy znakowane czasteczkami antygenowymi.
Sondy byly wykrywane za pomoca przeciwcial skoniugowanych z enzymem, zwykle
z peroksydaza chrzanowg oraz fosfataza alkaliczng (ang. alkaline phosphatase, AP),
ktore katalizujg reakcje substratow chromogennych. Powstale chromogeny wytracaly
si¢ w obrgbie centromerdéw 1 w ten sposob mozna byto oceni¢ probke w mikroskopie

Swietlnym [27, 28, 98, 153].

We wzmocnionej jonami srebra hybrydyzacji in situ (ang. silver in situ
hybridisation, SISH) byta wykorzystywana detekcja metalograficzna. Sonda wigzala si¢
z enzymem, ktory powodowal neutralizacj¢ i odktadanie metalu z roztworu. Pozwolito
to na okreslenie liczby kopii danego genu w badanej komorce. Podobnie jak
w przypadku metody CISH, wynik testu mozna bylo odczyta¢ przy uzyciu
standardowego mikroskopu §wietlnego [27, 28, 98, 153].

W badaniu zastosowano sondy molekularne oraz zestawy detekcyjne (Ventana

Medical Systems, Tucson, USA):

1. CISH (Rycina 5)
a) Sonda Chromosome 3 DIG Probe, znakowana digoksygening (DIG),
umozliwia hybrydyzacj¢ z komplementarnym fragmentem centromeru

na trzecim chromosomie;
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b) zestaw detekcyjny ultraView Red ISH DIG Detection Kit wykrywajacy
sondy znakowane digoksygening, sktadat si¢ z:

e ultraView Red ISH DIG Mouse anti-DIG Antibody zawierajacy mysie
przeciwciala monoklonalne anty-DIG;

o ultraView Red ISH DIG AP zawieracy kozie antymysie przeciwciato
IgG sprzezone z fosfatazg alkaliczna;

e ultraView Red ISH DIG pH Enhancer zawierajacy ponizej
3% chlorku magnezu;

e ultraView Red ISH DIG Naphthol zawieracy naftol;

o ultraView Red ISH DIG Fast R.

2. SISH (Rycina 6)

a) Sonda PIK3CA DNP Probe, znakowana dinitrofenolem (DNP), zbudowana
z tancucha komplementarnego do fragmentu genu PI/K3CA na trzecim
chromosomie;

b) zestaw detekcyjny ultraView SISH DNP Detection Kit sktadat si¢ z:

e monoklonalnych przeciwciat kroliczych ultraView Silver ISH DNP
Rabbit anti-DNP Antibody wiazacych hapten DNP;

e peroksydazy chrzanowej sprzezonej z kozimi przeciwciatami przeciw
kroliczym ultraView Silver ISH DNP HRP, zawierajacy peroksydaze
chrzanowa;

o ultraView Silver ISH DNP Chromogen A (Silver A) zawierajacy
ponizej 1% octanu srebra w roztworze wodnym,;

o ultraView Silver ISH DNP Chromogen B (Silver B) zawierajacy
ponizej 1% hydrochinonu w roztworze buforu cytrynianowego;

o ultraView Silver ISH DNP Chromogen C (Silver C) zawiera ponizej

0,2% H,O, w roztworze wodnym.

Ocena amplifikacji metoda CISH/SISH jest procedurg catkowicie
zautomatyzowang, wykonywang w maszynie BenchMark GX firmy Ventana Roche

(USA). Sktadata si¢ z etapow:

1. Inkubacji preparatéw przez 20 minut w temperaturze 65°C;

2. Deparafinizacji przez 4 minuty w 78°C;
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3. Pigciu cykli kondycjonowania komorek z uzyciem Cell Conditioning Reaction

Buffer 2 o pH 6,0 w celu lepszego zachowania ich morfologii (8 minut,

temperatura 90°C);

4. Trawienia bialek poprzez inkubacj¢ z enzymem proteza-3 przez 12 minut;

5. Denaturacji DNA przez 20 minut w temperaturze 80°C;

6. Hybrydyzacji z sondami PIK3CA DNP Probe i Chromosome 3 DIG Probe przez

6 godzin w temperaturze 44°C,;

7. Trzech cykli plukania po 8 minut w temperaturze 72°C;

8. Detekcji czerwonego sygnatu:

inkubacja przez 20 minut z roztworem RED ISH DIG Mouse anti-DIG
Antibody;  przeciwcialo monoklonalne anty-DIG wigze hapten
digoksygeniny wbudowany w sondg;

inkubacja przez 24 minuty z roztworem RED ISH DIG AP;

inkubacja przez 8 minut z roztworem RED ISH DIG pH Enhancer;
inkubacja przez 4 minuty z roztworem naftolu RED ISH DIG Naphthol
w celu uwidocznienia przeciwciatl drugorzegdowych; naftol stanowi
substrat dla fosfatazy alkalicznej;

inkubacja przez 8 minut z roztworem RED ISH DIG Fast Red,

9. Detekcji jonow srebra:

inkubacja przez 20 minut z roztworem SIL ISH DNP Rabbit anti-DNP
Antibody,

inkubacja przez 16 minut z roztworem SIL DNP HRP, uwidocznienie
zwigzanych drugorzedowych przeciwciat odbywa si¢ poprzez osadzanie
srebra katalizowane przez peroksydaze chrzanowa, a efektem tego jest
powstanie ziaren srebra;

inkubacja przez 4 minuty z roztworem SIL ISH DNP Chromogen A,
inkubacja przez 4 minuty z roztworem SIL ISH DNP Chromogen B; jony
srebra (Ag") z roztworu Chromogen A sa redukowane hydrochinonem
znajdujacym si¢ w roztworze Chromogen B do srebra metalicznego
(AgO);

inkubacja przez 16 minut z roztworem SIL ISH DNP Chromogen C;

powoduje wzmocnienie reakcji;
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10. Kontrastowego wybarwienia przez 4 minuty preparatdw roztworem
hematoksyliny II;

11. Procedury po kontrastowym wybarwieniu przez 4 minuty preparatOw roztworem
Bluing Reagent;

12. Aplikacji roztworu LCS (ang. liquid coverslip);

13. Usunigcia preparatow z aparatu BenchMark GX 1 przykrycia preparatem
Faramount Aqueous Mounting Medium (Dako, Glostrup, Dania) pod szkietkiem
nakrywkowym;

14. Ocena preparatow w mikroskopie optycznym.

Czerwonv sygnal y

Peroksydaza"

chrzanowa
Przeciwcialo wtérne *
spregniete z fosfotaza Naftol, Fast Red
alkaliczng

Przeciwcialo anty-DIG

Digoksygenina

Sonda
Chromosome 3 DIG Probe

Rycina 5. Zasada dziatania reakcji CISH
Figure 5. Basic principles of CISH
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Czarny sygnal

Fosfataza alkaliczna

Przeciwcialo wtérne
sprzegniete z peroksydaza Agt+, AgO
chrzanowg

Przeciwcialo anty-DNP

Dinitrofenol

Sonda
PIK3CA DNP Probe

Rycina 6. Zasada dziatania reakcji SISH
Figure 6. Basic principles of SISH

Badanie zostalo wykonane na 89 probkach z powodu utraty rdzeni TMA
od trzech pacjentow. Analiza zostala przeprowadzona w obrgbie 50 nienaktadajacych
si¢ jader komoérkowych raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej. Zostaty zliczone kopie
genu PIK3CA, liczba centromerow DNA chromosomu 3 (CEP3) oraz stosunek (ang.
ratio, R) liczby kopii genu PIK3CA do CEP3. Dany przypadek zostal uznany
za posiadajacy amplifikacje, gdy stosunek PIK3CA/CEP3 byt wigkszy lub rowny dwa
lub liczba kopii genu PIK3CA byta wigksza lub rowna 15. Zalezno$¢ pomiedzy liczba
kopii genu PIK3CA 1 wskaznika PIK3CA/CEP3 byty analizowane jako cechy ciagte.
Ponadto pacjentéw podzielono na dwie grupy — z oraz bez amplifikacji. Przyktadowe
zdjecia wynikéw chromogennej oraz wzmocnionej jonami srebra hybrydyzacji in situ

przedstawia Rycina 7 [28, 150].

45






Rycina 7. Przyktadowe zdjecia wynikow CISH/SISH (powigkszenie x40). Czarne
sygnaty — PIK3CA, czerwone sygnaly — centromer chromosomu 3. A — brak
amplifikacji PIK3CA/CEP3 <2, B — obecna amplifikacja PIK3CA/CEP3 >2

Figure 7. Representative examples of CISH/SISH (x40). Black signals — PIK3CA, red
signals — chromosome 3 centromere. A — no amplification PIK3CA/CEP3 <2,
B — amplification PIK3CA/CEP3 >2

Metoda CISH/SISH nie byta dotychczas wykorzystywana analizie liczby kopii
genu PIK3CA w komorkach raka ptaskonablonkowego jamy ustnej.

5.5 Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki zostaly poddane analizie statystycznej przy uzyciu programu
STATISTICA 13.3 (StatSoft Inc. Tulsa, USA) na licencji posiadanej przez Gdanski
Uniwersytet Medyczny.

W analizie statystycznej wszystkie cechy jakoSciowe (np. ple¢, brak Ilub
obecno$¢ badanej cechy) byly skategoryzowane wedlug ogoélnie przyjetych zasad.
We wszystkich stosowanych testach statystycznych byl przyjety poziom istotnosci
statystycznej p<0,05. Normalno$¢ rozktadow byta badana testem W Shapiro-Wilka.

Obliczono polozenie rozkladu zmiennych, stosujac $rednig arytmetyczna,

odchylenie standardowe, mediane, kwartyle (goérny 1 dolny) oraz rozstep.

Przeprowadzono test jednorodnos$ci wariancji dla rozktadéw normalnych (test
Levene’a) w celu oceny réwnosci wariancji. Wykonano takze jednoczynnikowa analize
wariancji ANOVA (ang. analysis of variance) w celu oceny prawdopodobienstwa
wyodrebnienia  czynnikéw mogacych mie¢ wplyw na roznice pomiedzy
obserwowanymi $rednimi  grupowymi. Nastepnie zastosowano test post-hoc
najmniejszych istotnych réznic NIR (ang. Least Significant Differences, LSD), aby
oceni¢ interakcje wewnatrzgrupowe. Przeprowadzono takze nieparametryczny test
Kruskala-Wallis w celu poréwnania zmiennych ciggltych o rozkladzie normalnym
z niehomogeniczng wariancjg oraz zmiennych o rozktadzie innym niz normalny. W celu

poréwnania dwoch zmiennych ilo$ciowych wykonano test t-Studenta (dla rozktadu
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normalnego zmiennej) i test U Manna-Whitneya (dla zmiennej o rozkltadzie innym niz

normalny).

W analizie zwigzkéw miedzy cechami wykorzystany byt test niezaleznosci Chi-
kwadrat ¥2 wg Pearsona i dokladny test Fishera. W analizie czynnikoéw rokowniczych
byly wykorzystane standardowe procedury stosowane w tego typu badaniach. Analiza
przezycia byta analizowana metoda Kaplana-Meiera i poréwnana testem log-rank lub
testem F-Coxa. Wyniki analizy jednoczynnikowej byly analizowane na podstawie
wyniku testu log-rank i lub F-Cox. Analiza wieloczynnikowa byta przeprowadzona

na podstawie modelu proporcjonalnego ryzyka wg Cox'a.
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6. WYNIKI
6.1 Charakterystyka badanej grupy

W badaniu oceniano 92 chorych leczonych z powodu raka ptaskonabtonkowego
jamy ustnej] w Uniwersyteckim Centrum Klinicznym Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w latach 2007-2012. Wérod chorych przewazali mezczyzni (67,39%).
Kobiety stanowity 32,61% pacjentow. Stosunek liczby mezczyzn do kobiet wynosit 2:1.

Wiek pacjentow w momencie rozpoznania miescit si¢ w przedziale 36-89 lat,
srednia wieku dla obu ptci wynosita 61,52 lat, srednia wieku wéréd mezczyzn — 58,71
lat, a dla kobiet — 67,33 lat. Czas pomiedzy poczatkiem objawoOw a rozpoznaniem
wynosit srednio od 1 do 3 miesiecy. Mezczyzni zglaszali si¢ celem leczenia pdzniej niz
kobiety. Pacjentow podzielono na dwie grupy wiekowe — pierwsza stanowili chorzy
ponizej 60 roku zycia, a drugg pacjenci powyzej 60 lat. W badanym materiale
najliczniejsza grupe stanowili pacjenci w wieku ponad 60 lat — 58,69% (n=54/92),
a ponizej 60 roku zycia — 41,31% (n=38/92).

Palenie papierosow deklarowato 53,26% badanych (n=49/92), a spozywanie
wysokoprocentowego alkoholu i alkoholizm 15,21% (n=14/92). Alkoholizm dotyczyt
glownie mezezyzn (p=0,011). Srednia liczba paczko lat wynosita 20,71. Wsréd chorych

palacych zmiany najcze$ciej byly zlokalizowane w obrebie dna jamy ustnej oraz jezyka.

Pacjenci chorzy na cukrzyce stanowili 11,96% badanych (n=11/92),
a na nadci$nienie 35,87% (n=33/92). Nadci$nienie dotyczylo przede wszystkim
pacjentow po 60 roku zycia (p=0,004). Jedynie 4,35% pacjentéw (n=4/92) zglaszato

chorobe nowotworowa w rodzinie.

Najczesciej zmiany zlokalizowane byty w dnie jamy ustnej (26,09%; n=24/92),
nastepnie na jezyku (19,67%; n=18/92), dzigsle dolnym (15,22%; n=14/92), policzku
(10,87%; n=10/92), dziasle goéornym (8,70%; n=8/92) oraz podniebieniu (2,17%;
n=2/92). Wedlug stopnia zrdéznicowania histopatologicznego, najczesciej notowano

nowotwor w stopniu G2 (46,74%; n=43/92), a nastgpnie G1 (41,30%; n=38/92)
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1 G3 (11,95%; n=11/92). Wysokozréznicowane zmiany byly zlokalizowane gléwnie

w obrebie jezyka 1 dna jamy ustne;.

Najliczniejszg grupg¢ stanowili chorzy z zaawansowaniem T2 (26,09%;
n=24/92), nastgpnie T4 (20,65%; n=19/92), T1 (17,39%; n=16/92) 1 T3 (20,65%:;
n=12/92). W przypadku raka dna jamy ustnej, jezyka oraz dzigsta dolnego przewazaly
zmiany T2 1 T1. Natomiast zmiany T3 i T4 byty zlokalizowane przede wszystkim
w obrebie dna jamy ustnej oraz podniebienia. Stan wezidw chlonnych ocenianych jako
NO stwierdzono u 40,22% pacjentow (n=37/92), nastgpnie N2 — 15,22% (n=14/92),
N1 — 14,13% (n=13/92) i N3 — 6,52% (n=6/92). Przerzuty do regionalnych weztow

chlonnych najczesciej dawaty zmiany w obrebie dna jamy ustnej 1 jezyka.

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze raka plaskonabtonkowego diagnozowano
glownie w IV stadium zaawansowania klinicznego (30,43%; n=28/92), nastgpnie
w I (17,39%; n=16/92), w 11 (16,30%; n=15/92) i w III (14,13%; n=13/92). Zmianami
w IV 1 III stadium byly najczesciej nowotwory zlokalizowane w dnie jamy ustnej

1 na podniebieniu twardym.

Metode leczenia chorych z rakiem jamy ustnej uzalezniano przede wszystkim
od lokalizacji, stopnia zaawansowania zmiany, zrdéznicowania histopatologicznego,
od wieku oraz stanu ogdlnego chorego. Najczgsciej stosowang metoda leczenia byta
chirurgia (34,78%; n=32/92). Wykorzystywana byla we wczesnych stadiach, gtownie
dla raka jezyka i dna jamy ustnej. Leczenie chirurgiczne z radioterapia lub radioterapie
polaczong z pdzniejszym leczeniem chirurgicznym zastosowano u 22,83% pacjentow
(n=21/92). Radioterapig, jako jedyna metode¢ leczenia, wykorzystano u 10,87% chorych
(n=10/92). Natomiast radioterapia 1 uzupelniajaca chemioterapia zostala wdrozona
u 5,43% pacjentow (n=5/92), leczenie chirurgiczne, radioterapia i chemioterapia
u 3,26% chorych (n=3/92), a leczenie chirurgiczne i chemioterapia u 1,09% pacjentéw
(n=1/92). Nie stosowano chemioterapii jako jedynej metody leczenia. Pacjenci po 60
roku zycia byli statystycznie czegsciej poddawani leczeniu chirurgicznemu (p=0,029).

Wznowa miejscowa dotyczyta 11,96% chorych (n=11/92). Dane kliniczne

1 patologiczne przedstawiono w Tabelach 7 1 8.

50



Tabela 7. Dane kliniczne i patologiczne pacjentéw z rakiem ptaskonablonkowym jamy

ustnej wzgledem plei

Table 7. Clinical and pathological data of patients with oral squamous cell carcinoma

divided by gender
Dane kliniczne i patologiczne/ Mezczyini/ | Kobiety/ p -
Clinical and pathological data Males Females wartos¢ /
n % n % p-value

Wiek w momencie rozpoznania [lata]/Age at diagnosis of cancer [years]

Sredni wiek/Mean age 58,71 67,33 <0,001

Zakres/Age range 36-89 46-87 -

Lokalizacja/Localisation
Jezyk/Tongue 11 17,74 |7 23,33 10,231

Jezyk i dno jamy ustnej/ 4 6,45 1 3,33
Tongue and floor of the mouth

Blona Sluzowa policzka/Buccal mucosa 4 6.45 6 20,00

Blona Sluzowa policzka i dziaslo gorne/ |1 1,61 1 3,33
Buccal mucosa and upper gingiva

Blona sluzowa policzka i podniebienie/ 2 3,23 0 0
Buccal mucosa and hard palate

Blona Sluzowa policzka, dziasto gorne 1 1,61 0 0
i podniebienie twarde/Buccal mucosa,
upper gingiva and hard palate

Dno jamy ustnej/Floor of mouth 17 27,42 |7 23,33
Dno jamy ustnej i dziasto dolne/ 4 6,45 1 3,33
Floor of mouth and lower gingival

Dzigslo gorne/Upper gingiva 5 8,06 3 10,00
Dziaslo gorne i podniebienie/ 1 1,61 0 0
Upper gingiva and hard palate

Dziaslo dolne/Lower gingiva 11 1,74 3 10,00
Podniebienie/Hard palate 1 1,61 1 3,33
Jedna lokalizacja/One localisation 49 79,02 |26 86,67
Dwie lokalizacje/Two localisation 12 19,37 |4 13,33
Trzy lokalizacje/Tree localisation 1 1,61 0 0
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Dane kliniczne i patologiczne/ Meiczyzni/ | Kobiety/ p

Clinical and pathological data Males Females wartos¢ /
I % I % p-value

Cukrzyca/Diabetes mellitus

Chorzy na cukrzyce/Diabetics 10 16,13 |1 3,33 10,131

Zdrowi/Patients without diabetes 41 66,13 |19 63,33

Brak danych/No data 11 17,74 |10 33,33

NadcisSnienie/ Hypertension

Chorzy na nadci$nienie/ 24 38,71 |9 30,000,827

Patients with hypertension

Zdrowi/Patients without hypertension 26 41,94 |11 36,67

Brak danych/No data 12 19,35 |10 33,33

Nikotynizm/Smoking

Osoby palace/Smoking patients 38 61,29 |11 36,67 10,080

Osoby niepalace/No smoking patients 10 16,13 |8 26,67

Brak danych/No data 14 22,58 |11 36,67

Srednia laczna liczba paczkolat/Mean pack years

Paczkolata/Pack years 21,40 20,00

Alkoholizm/Alcohol abuse

Osoby naduzywajace alkohol/Alcoholics |14 22,58 |0 0 0,011

Osoby nie naduzywajace alkoholu/ 34 54,84 |18 60,00

No alcololics

Brak danych/No data 14 22,58 |12 40,00

Czas od wystgpienia objawoéw do diagnozy/Time from symptoms to diagnosis

1-3 miesigce/I-3 months 18 29,03 |3 10,00 [0,206

3-5 miesiecy/From 3-5 months 4 6,45 0 0

5-7 miesiecy/5-7 months 7 11,29 |1 3,33

Ponad 7 miesiecy/More than 7 months 3 4,84 3 10,00

Brak danych/No data 30 48,39 |23 76,67

Stopien zroznicowania histologicznego/Grading

Gl 26 |41.94 |12 40,00 1,000

G2 28 45,16 |15 50,00
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Dane kliniczne i patologiczne/ Meiczyzni/ | Kobiety/ p

Clinical and pathological data Males Females wartos¢ /
I % I % p-value

G3 8 12,90 |3 10,00

Klasyfikacja TNM (2010)/TNM staging system (2010)

T — Guz pierwotny/Primary tumour

T1 1 16,13 |6 20,000,510

T2 13 20,97 |8 26,67

T3 10 16,13 |2 6,67

T4a, T4b 15 24,19 |4 13,33

Brak danych/No data 14 122,58 [10 33,33

N — Regionalne wezly chlonne/Regional lymph nodes

NO 21 33,87 |16 53,330,066

N1 6 9,68 3 10,00

N2a, N2b, N2¢ 11 17,74 |3 10,00

N3 10 16,13 |0 0

Brak danych/No data 14 22,58 |8 26,67

M — Przerzuty odlegle/Distant metastasis

MO 5 8,06 1 3,33 10,426

M1 0 0 0 0

Mx 43 69,35 |21 70,00

Brak danych/No data 14 22,58 |8 26,67

Stopien zaawansowania klinicznego/Staging

I 10 16,13 |6 20,000,223

II 8 12,90 |7 23,33

11} 10 16,13 |3 10,00

v 21 33,87 |7 23,33

Brak danych/No data 13 20,97 |7 23,33

Zastosowane leczenie/ Treatment

Chirurgiczne/Surgery 21 33,87 |11 36,670,078

Radioterapia/Radiotherapy 10 16,13 |0 0

Chemioterapia/Chemotherapy 0 0 0 0

Chirurgiczne i radioterapia/Surgery 14 122,58 |7 23,33
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Dane kliniczne i patologiczne/ Meiczyzni/ | Kobiety/ p »

Clinical and pathological data Males Females wartos¢ /
I % I % p-value

and radiotherapy

Chirurgiczne i chemioterapia/ 1 1,61 0 0

Surgery and chemotherapy

Radioterapia i chemioterapia/ 3 4,84 2 6,67

Radiotherapy and chemotherapy

Chirurgiczne, radioterapia i 3 4,84 0 0

chemioterapia/Surgery, radiotherapy and

chemotherapy

Nie rozpoczeto leczenia/No treatment 1 1,61 5 16,67

Brak danych/No data 9 14,52 |5 16,67

Wznowa nowotworowa/Recurrence

Obecnos¢ wznowy/Recurrence 6 9,68 5 16,67 10,239

Brak wznowy/No recurrence 40 64,52 |15 50,00

Brak danych/No data 16 25,81 (10 33,33

Leczenie wznowy nowotworowej/Treatment of cancer recurrence

Chirurgiczne/Surgery 3 4,84 2 6,67 10,401

Radioterapia/Radiotherapy 0 0 1 3,33

Chemioterapia/Chemotherapy 0 0 0 0

Chirurgia i radioterapia/ 2 3,23 1 3,33

Surgery and radiotherapy

Chirurgia, radioterapia, chemioterapia/ |0 0 0 0

Surgery, radiotherapy and chemotherapy

Brak wznowy/No recurrence 40 64,52 |15 50,00

Brak danych/No data 17 2742 |11 36,67

Przezycie S-letnie/5-year survival

Przezycie 5-letnie/5 year survival 19 30,65 |10 33,33 10,878

Brak przezycia S-letniego/ 41 66,13 (20 66,66

Patients did not survive 5 years

Brak danych/No data 2 3,23 0 0
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Tabela 8. Dane kliniczne i patologiczne pacjentéw z rakiem ptaskonablonkowym jamy

ustnej wzgledem wieku

Table 8. Clinical and pathological data of patients with oral squamous cell carcinoma

divided by age

Dane kliniczne i patologiczne/ <60 =60 p wartos¢
Clinical and pathological data n e I % /p-value
Ple¢/Gender

Mezczyzni/Male 31 |81,58 |31 ]42,5910,012
Kobiety/ Female 7 118,42 |23 57,41
Lokalizacja/Localisation

Jezyk/Tongue 8 121,05 [10 |[18,52]0,815
Jezyk i dno jamy ustnej/ I 12,63 |4 7,41

Tongue and floor of the mouth

Blona Sluzowa policzka/Buccal mucosa 4 10,53 |6 11,11

Blona $luzowa policzka i dziaslo gorne/ I (2,63 |1 1,85

Buccal mucosa and upper gingiva

Blona Sluzowa policzka i podniebienie/ 1 2,63 |1 1,85

Buccal mucosa and hard palate

Blona Sluzowa policzka, dziasto gorne I (2,63 |0 0

i podniebienie twarde/Buccal mucosa, upper

gingiva and hard palate

Dno jamy ustnej/Floor of mouth 9 123,68 |15 27,78

Dno jamy ustnej i dziaslo dolne/ 3 17,89 |2 3,70

Floor of mouth and lower gingival

Dzigslo gorne/Upper gingiva 4 110,53 |4 7,41

Dziaslo gorne i podniebienie/ 0 |0 1 1,85

Upper gingiva and hard palate

Dziasto dolne/Lower gingiva 5 13,16 |9 16,67
Podniebienie/Hard palate 1 2,63 |1 1,85

Jedna lokalizacja/One localisation 31 81,58 |45 |83,33

Dwie lokalizacje/Two localisation 6 15,79 |9 16,66

Trzy lokalizacje/Tree localisation I (2,63 |0 0
Cukrzyca/Diabetes mellitus

Chorzy na cukrzyce/Diabetics 5 13,16 |6 11,11 10,949

55



Dane Kkliniczne i patologiczne/ <60 >60 p wartos$é
Clinical and pathological data n 1% n % /p-value
Zdrowi/Patients without diabetes 28 173,68 |32 159,26

Brak danych/No data 5 13,16 |16 ]29,63
Nadcisnienie/ Hypertension

Chorzy na nadcis$nienie/ 9 123,68 |24 (44,44 (0,004
Patients with hypertension

Zdrowi/Patients without hypertension 23 160,53 |14 [25,93

Brak danych/No data 6 15,79 |16 (29,63
Nikotynizm/Smoking

Osoby palace/Smoking patients 22 57,89 |27 150,000,719
Osoby niepalace/No smoking patients 9 123,68 |9 16,67

Brak danych/No data 7 18,42 |18 133,33

Srednia laczna liczba paczkolat/Mean pack years

Paczkolata/Pack years 18,60 22,20
Alkoholizm/Alcohol abuse

Osoby naduzywajace alkohol/Alcoholics 9 123,68 |5 9,26 10,145
Osoby nie naduzywajace alkoholu/ 21 55,26 |31 |57,41

No alcololics

Brak danych/No data 8 121,05 (18 [33,33

Czas od wystapienia objawow do diagnozy/Time from symptoms to diagnosis

1-3 miesiace/1-3 months 13 (34,21 |8 14,81 (0,234
3-5 miesiecy/From 3-5 months 2 1526 |2 3,70

5-7 miesiecy/5-7 months 4 110,53 |4 7,41

Ponad 7 miesiecy/More than 7 months 2 526 |4 7,41

Brak danych/No data 17 144,74 |36 66,67
Stopien zroznicowania histologicznego/Grading

Gl 16 142,11 |22 (40,74 (0,817
G2 18 (47,37 |25 146,30

G3 4 110,53 |7 12,96
Klasyfikacja TNM (2010)/TNM staging system (2010)

T — Guz pierwotny/Primary tumour

T1 7 118,42 |9 16,670,716
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Dane Kkliniczne i patologiczne/ <60 >60 p wartos$é
Clinical and pathological data n 1% n % /p-value
T2 8 |21,05 [16 129,63

T3 7 |1842 |5 9,26

T4a, T4b 9 123,68 [10 |18,52

Brak danych/No data 7 18,42 |14 125,93

N — Regionalne wezly chlonne/Regional lymph nodes

NO 16 42,11 |21 (38,890,736
N1 4 (10,53 |2 3,70

N2a, N2b, N2¢ 5 113,16 |9 16,67

N3 5 13,16 |8 14,81

Brak danych/No data 8 121,05 |14 25,93

M — Przerzuty odlegle/Distant metastasis

MO 4 110,53 |2 3,70 10,257
M1 0 |0 0 0

Mx 27 (71,05 137 68,52

Brak danych/No data 7 18,42 |15 27,78
Stopien zaawansowania klinicznego/Staging

I 7 118,42 |9 16,67

I 5 [|13,16 |10 |18,52

I 7 118,42 |6 11,11

10Y 12 131,58 |16 (29,63

Brak danych/No data 7 |18,42 |13 |24,07
Zastosowane leczenie/ Treatment

Chirurgiczne/Surgery 1T (28,95 |21 38,890,029
Radioterapia/Radiotherapy 6 [15,79 |4 7,41
Chemioterapia/Chemotherapy 0 |0 0 0
Chirurgiczne i radioterapia/ 10 126,32 |11 [20,37
Surgery and radiotherapy

Chirurgiczne i chemioterapia/ 0 |0 1 1,85
Surgery and chemotherapy

Radioterapia i chemioterapia/ 4 110,53 |1 1,85
Radiotherapy and chemotherapy
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Dane Kkliniczne i patologiczne/ <60 >60 p wartos$é
Clinical and pathological data n 1% n % /p-value
Chirurgiczne, radioterapia i chemioterapia/ 5,26 |1 1,85
Surgery, radiotherapy and chemotherapy

Nie rozpoczeto leczenia/No treatment 1 2,63 |5 9,26

Brak danych/No data 4 10,53 |10 [18,52
Wznowa nowotworowa/Recurrence

Obecnos¢ wznowy/Recurrence 6 15,79 |5 9,26 0,591
Brak wznowy/No recurrence 25 65,79 |30 [55,56

Brak danych/No data 7 18,42 119 (35,19
Leczenie wznowy nowotworowej/ Treatment of cancer recurrence
Chirurgiczne/Surgery 2 15,26 |3 5,56 10,793
Radioterapia/Radiotherapy 0 |0 1 1,85
Chemioterapia/Chemotherapy 0 |0 0 0

Chirurgia i radioterapia/ 2 (526 |1 1,85
Surgery and radiotherapy

Chirurgia, radioterapia, chemioterapia/ 0 |0 0 0

Surgery, radiotherapy and chemotherapy

Brak wznowy/No recurrence 25 165,79 |30 (55,56

Brak danych/No data 8 21,05 [19 35,19
Przezycie S-letnie/5-year survival

Przezycie S-letnie/5 year survival 13 (34,21 |16 166,670,735
Brak przezycia S-letniego/ 25 [65,79 136 29,63
Patients did not survive 5 years

Brak danych/No data 0 0 2 3,70
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Sredni okres obserwacji chorych wynosit 3 lata i 270 dni, minimalny 29 dni,
a maksymalny 9 lat 1 303 dni. Pigcioletnie przezycie wynosito 32,22%. Odnotowano
duzy spadek przezycia w pierwszych 16 miesigcach leczenia nowotworu (Rycina 8).

W  badaniu czasu przezycia (ang. overall survival; OS) w regresji
jednoczynnikowej ryzyka proporcjonalnego Cox’a wykazano zalezno$¢ miedzy czasem
przezycia chorych a cechami kliniczno-patologicznymi. Wielko$¢ zmiany pierwotnej
(T3 1 T4; HR=1,388; 95% CI1=0,099-0,556; p=0,005; Rycina 9), obecnos$¢ przerzutow
do weztow chionnych (HR=1,255; 95% CI=0,031-0,424; p=0,027; Rycina 10),
IV stopien zaawansowania klinicznego (HR=1,387; 95% CI=0,106-0,548; p=0,004;
Rycina 11) oraz brak leczenia chirurgicznego (HR=0,392; 95% CI=-1,448-(-0,395);
p<0,001; Rycina 12) byly niezaleznymi czynnikami prognostycznymi wplywajacymi
na skrocenie catkowitego czas przezycia. Zauwazalny, cho¢ nieistotny statystycznie
wptyw na dalszy przebieg choroby miaty nastepujace cechy: wiek chorych, stopien

zréznicowania histopatologicznego oraz obecnos¢ wznowy (Tabela 9).

o Kompletne 4+ Ucigte

Prawdopodobieristwo przezycia

01+t

0,0
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Czas przezyc. (miesiace)

Rycina 8. Prawdopodobienstwo przezycia (w miesigcach) dla pacjentow z rakiem
ptaskonablonkowym jamy ustne;j

Figure 8. Overall survival probability curve (months) for patients with oral squamous
cell carcinoma
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o Kompletne 4 Uciete; HR=1,388; 95% CI=0,099-0,556; p=0,005

Prawdopodobieristwo przezycia
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Czas (miesiace) —— T4

Rycina 9. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od wielkosci guza
pierwotnego (cecha T)

Figure 9. Overall survival probability curves according to the size of the primary
tumour

o Kompletne 4 Ucigte HR=1,255; 95% CI=0,031-0,424; p=0,027

Prawdopodobieristwo przezycia
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Czas (miesiace) —— N1

Rycina 10. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od wystepowania
przerzutdw do lokalnych weztow chionnych (cecha N)

Figure 10. Overall survival probability curves according to the lymph nodes metastasis
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o Kompletne 4+ Uciete HR=1,387;95% CI=0,106-0,548; p=0,004

Prawdopodobieristwo przezycia
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Czas (miesiace) — — Stadium 4

Rycina 11. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zalezno$ci od stopnia
zaawansowania klinicznego

Figure 11. Overall survival probability curves according to patient clinical stage

o Kompletne 4+ Uciete HR=0,392; 95% CI= -1,448-(-0,395); p<0,001

Prawdopodobieristwo przezycia
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Rycina 12. Prawdopodobienstwo  przezycia  chorych ~ w  zaleznosci
od przeprowadzenia leczenia chirurgicznego

Figure 12. Overall survival probability curves according to surgical treatment
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Tabela 9. Zalezno$¢ czasu przezycia od cech klinicznych i patologicznych pacjentow

w regresji jednoczynnikowej ryzyka proporcjonalnego Cox’a (HR — ryzyko wzgledne)

Table 9. Univariate Cox’s regression analysis of clinical and pathological patient

characteristics for overall survival (HR — hazard ratio)

Dane kliniczne i patologiczne/ HR |95% CI (beta 95% |p (model Cox’a)/
Clinical and pathological data -beta 95% gorna) |p-value (Cox model)
Wiek [lata]/Age [years] 1,018 |-0,007-0,043 0,156
Ple¢/Gender 1,024 1-0,473-0,520 0,926
Lokalizacja/Localisation 1,000 |0 0,628
Nikotynizm/Smoking 1,187 1-0,421-1,008 0,588
Alkoholizm/Alcohol abuse 0,913 [-0,747-0,565 0,786

Stopien zr6znicowania 1,273 1-0,091-0,574 0,154
histologicznego/Grading

T 1,388 10,099-0,556 0,005

N 1,255 10,031-0,424 0,027

M 1,734 |-0,226-1,357 0,219

Stopien zaawansowania 1,387 (0,106-0,548 0,004
klinicznego/Staging

Leczenie chirurgiczne/Surgery 0,392 |-1,448-(-0,395) <0,001
Radioterapia/Radiotherapy 1,352 [-0,217-0,821 0,251
Chemioterapia/Chemotherapy 0,834 1-0,980-0,616 0,647

Wznowa nowotworowa/ 0,627 [-1,210-0,276 0,195
Recurrence
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6.2 Immunohistochemiczna ocena poziomu bialek PIK3CA

i PTEN

6.2.1 Bialko PIK3CA

W badaniu immunohistochemicznym uzyskano wyniki barwienia biatka
PIK3CA dla 91 pacjentow. Nie objeto analizg 1 chorego z powodu utraty rdzeni TMA.
Dodatnia reakcja barwna dotyczyla 59,34% pacjentéow (n=54/91). U 7,61% chorych
(n=7/91) uzyskano wynik 200, a u 40,22% pacjentéw (n=37/91) wynik 0 (Rycina 13).
U Zadnego z chorych nie stwierdzono maksymalnej warto$ci wskaznika H-score.
Srednia warto$é wskaznika H-score wynosita 62,31; odchylenie standardowe 62,88;

zakres 0-200; mediana 70; dolny kwartyl 0; gorny kwartyl réwny 100.

Rycina 14 przedstawia wykres rozrzutu poziomu biatka PIK3CA w stosunku
do wieku chorych, a dane dotyczace zaleznosci immunohistochemicznej oceny biatka
PIK3CA (wskaznik H-score mierzony jako cecha ciggta) od cech klinicznych
1 patologicznych przedstawiono w Tabeli 10. Nie wykazano istotnych statystycznie
réznic pomigdzy cechami kliniczno-patologicznymi a poziomem biatka PIK3CA

na poziomie odciecia 70 (Tabela 11).
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Rycina 13. Rozklad wynikoéw reakcji immunohistochemicznej biatka PIK3CA

Figure 13. Distribution of PIK3CA immunohistochemical expression
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Rycina 14. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zalezno$¢ poziomu biatka PIK3CA
(wskaznik H) od wieku chorych

Figure 14. Scatter plot of PIK3CA H-score according to age of patients
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Tabela 10. Zalezno$¢ immunohistochemicznej ekspresji biatka PIK3CA od cech
klinicznych i patologicznych (wskaznik H-score jako cecha ciagla; r — wskaznik

korelacji)

Table 10. PIK3CA protein expression versus clinical and pathological patient

characteristics (H-score as continuous variable, r — correlation coefficient)

Dane Kkliniczne i patologiczne/Clinical and pathological data |p warto$¢/ |r
p-value

Wiek [lata)/Age [years] 0,766 0,032
Ple¢/Gender 0,264 -0,118
Lokalizacja/Localisation 0,761 -0,032
Nikotynizm/Smoking 0,304 -0,128
Alkoholizm/Alcohol abuse 0,307 -0,128
Stopien zréznicowania histologicznego/Grading 0,293 0,111
T 0,466 0,089
N 0,147 0,177
M 0,052 -0,235
Stopien zaawansowania klinicznego/Staging 0,747 -0,039
Leczenie/ Treatment 0,715 0,042
Przezycie S-letnie/5-year survival 0,462 -0,079
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Tabela 11. Zalezno$¢ poziomu biatka PIK3CA od cech klinicznych i patologicznych

wzgledem grup z wysokim 1 niskim poziomem PIK3CA

Table 11. PIK3CA protein expression versus clinical and pathological patient

characteristics — divided to two groups — high and low PIK3CA levels

Dane kliniczne i patologiczne/ Niski poziom Wysoki p
Clinical and pathological data PIK3CA/Low |poziom/ wartosé
level of PIK3CA |High level of |/p-value
- H<70 PIK3CA -
H>70
n % N %
Ple¢/Gender
Mezczyzni/Male 33 75,00 29 60,42 (0,136
Kobiety/Female 11 25,00 19 39,58
Wiek [lata]/Age [years]
<60 19 43,18 19 39,58 (0,726
>60 25 56,82 29 60,42
Lokalizacja/Localisation
Jezyk/Tongue 10 22,73 8 16,67 10,924
Jezyk i dno jamy ustnej/ 2 4,55 3 6,25
Tongue and floor of the mouth
Blona Sluzowa policzka/ 5 11,36 5 10,42
Buccal muc osa
Blona Sluzowa policzka i dziaslo 1 2,27 1 2,08
gorne/Buccal mucosa and upper
gingiva
Blona Sluzowa policzka i podniebienie/ |1 2,27 1 2,08
Buccal mucosa and hard palate
Blona Sluzowa policzka, dziasto gorne |0 0 1 2,08
i podniebienie twarde/Buccal mucosa,
upper gingiva and hard palate
Dno jamy ustnej/ 10 22,73 14 29,17
Floor of mouth
Dno jamy ustnej i dziaslo dolne/ 3 6,82 2 4,17
Floor of mouth and lower gingiva
Dzigslo gorne/Upper gingiva 1 2,72 7 14,58
Dziaslo gorne i podniebienie/ 0 0 1 2,08
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Dane kliniczne i patologiczne/ Niski poziom Wysoki p
Clinical and pathological data PIK3CA/Low |poziom/ wartos¢
level of PIK3CA |High level of |/p-value
- H<70 PIK3CA -
H>70
n % N %
Upper gingiva and hard palate
Dziasto dolne/Lower gingiva 9 20,45 5 10,42
Podniebienie/Hard palate 2 4,55 1 2,08
Jedna lokalizacja/ 37 84,09 39 81,25 10,772
One localisation
Dwie lokalizacje/ 7 15,91 8 16,67
Two localisation
Trzy lokalizacje/ 0 0 1 2,08
Tree localisation
Cukrzyca/Diabetes mellitus
Chorzy na cukrzyce¢/Diabetics 7 15,91 4 8,33 (0,284
Zdrowi/Patients without diabetes 27 61,36 33 68,75
Brak danych/No data 10 22,73 11 22,92
Nadcisnienie/Hypertension
Chorzy na nadcisnienie/ 17 38,64 16 33,33 10,729
Patients with hypertension
Zdrowi/Patients without hypertension |17 38,64 20 41,67
Brak danych/No data 10 22,73 12 25,00
Nikotynizm/Smoking
Osoby palace/Smoking patients 24 54,55 25 52,08 (0,423
Osoby niepalace/ 7 15,91 11 22,92
No smoking patients
Brak danych/No data 13 29,55 12 25,00
Srednia laczna liczba paczkolat/Mean pack years
Paczkolata/Pack years 22,40 18,80
Alkoholizm/Alcohol abuse
Osoby naduzywajace alkohol/ 8 18,18 6 12,50 10,329
Alcoholic patients
Osoby nie naduzywajace alkoholu/ 24 54,55 28 58,33
No alcololic patients
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Dane kliniczne i patologiczne/ Niski poziom Wysoki p
Clinical and pathological data PIK3CA/Low |poziom/ wartos¢
level of PIK3CA |High level of |/p-value
- H<70 PIK3CA -
H>70
n % N %
Brak danych/No data 12 27,27 14 29,17
Czas od wystapienia objawow do diagnozy/7Time from symptoms to diagnosis
1-3 miesiece/1-3 months 6 13,64 15 31,25 10,332
3-5 miesiecy/3-5 months 2 4,55 2 4,17
5-7 miesiecy/5-7 months 5 11,36 3 6,25
Ponad 7 miesi¢cy/More than 7 months |2 4,55 4 8,33
Brak danych/No data 29 65,91 24 50,00
Stopien zroznicowania histologicznego/Grading
Gl 18 40,91 20 41,67 10,561
G2 23 52,27 20 41,67
G3 3 6,82 8 16,67

Klasyfikacja TNM (2010)/TNM staging system (2010)

T — Guz pierwotny/Primary tumour

T1 9 20,45 10 20,45 10,191
T2 13 29,55 14 29,55

T3 4 9,09 4 9,09

T4a, T4b 8 18,18 9 18,18

Brak danych/No data 10 22,73 11 22,73

N — Regionalne wezly chlonne/Regional lymph nodes

NO 18 40,91 19 39,58 (0,116
N1 4 9,09 2 4,17

N2a, N2b, N2¢ 9 20,45 5 10,42

N3 1 2,27 12 25,00

Brak danych/No data 12 27,27 10 20,83

M — Przerzuty odlegle/Distant metastasis

MO0 5 11,36 1 2,08 10,061
M1 0 0 0 0

Mx 27 61,36 37 77,08

68




Dane kliniczne i patologiczne/ Niski poziom Wysoki p
Clinical and pathological data PIK3CA/Low |poziom/ wartos¢
level of PIK3CA |High level of |/p-value
- H<70 PIK3CA -
H>70
n % N %
Brak danych/No data 12 27,27 10 20,83
Stopien zaawansowania klinicznego/Staging
I 9 20,45 7 14,58 10,838
II 7 15,91 8 16,67
I 3 6,81 10 20,83
v 15 34,09 13 27,08
Brak danych/No data 10 22,73 0 20,83
Zastosowane leczenie/ Treatment
Chirurgiczne/Surgery 16 36,36 16 33,33 (0,776
Radioterapia/Radiotherapy 7 15,91 3 6,25
Chemioterapia/Chemotherapy 0 0 0 0
Chirurgiczne i radioterapia/ 8 18,18 13 27,08
Surgery and radiotherapy
Chirurgiczne i chemioterapia/ 0 0 1 2,08
Surgery and chemotherapy
Radioterapia i chemioterapia/ 2 4,55 3 6,25
Radiotherapy and chemotherapy
Chirurgiczne, radioterapia 1 2,27 2 4,17
i chemioterapia/Surgery, radiotherapy
and chemotherapy
Nie rozpoczeto leczenia/ 1 2,27 5 10,42
No treatment
Brak danych/No data 9 20,45 5 10,42
Przezycie S-letnie/5-year survival
Przezycie S-letnie/ 15 34,09 14 29,17 10,557
The patients survived 5 years
Brak przezycia S-letniego/ 27 61,36 34 70,83
Patients did not survive 5 years
Brak danych/No data 2 4,55 0 0
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W analizie jednoczynnikowej ekspresja biatka PIK3CA mierzona wskaznikiem
H, traktowanym jako cecha ciaggla, nie miata zwigzku z czasem przezycia (HR=1,001;
95% CI1=-0,003-0,005; p=0,685; Rycina 15). Réwniez w przypadku podziatu pacjentoéw
na dwie grupy (z niskg 1 wysoka ekspresjg biatka PIK3CA) nie obserwuje si¢ wptywu
biatka PIK3CA na czas przezycia chorych (HR=1,112; 95% CI=-0,373-0,245; p=0,663;
Rycina 16).

W analizie wieloczynnikowej modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a nie
wykazano wplywu na czas przezycia chorych poziomu biatka PIK3CA mierzonej jako
cecha ciagla oraz z podziatem na grupe o niskiej i wysokiej ekspresji biatka PIK3CA
(Tabela 15).

HR=1,001; 95% CI=-0,003-0,005; p=0,685

Prawdopodobieristwo przezycia

0.1

0 2;} 4;} 6;} SIO 1 60 1 éO 140

Czas przezycia (miesigce)
Rycina 15. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznosci od poziomu biatka PIK3CA
(biatko PIK3CA oceniane jako cecha ciagla)

Figure 15. Overall survival probability curves according to PIK3CA protein expression
(PIK3CA as continuous feature)
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o Kompletne; 4 Uciete; HR=1,112; 95% CI=-0,373-0,245; p=0,663

Prawdopodobienstwo przezycia
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Rycina 16. Prawdopodobienstwo przezycia w zalezno$ci od poziomu biatka PIK3CA
— uzywajac wartos¢ 70 jako punkt odciecia

Figure 16. Overall survival probability curves according to PIK3CA — H-score using
70 as cut-off point
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Tabela 12. Wieloczynnikowy model proporcjonalnego ryzyka Cox’a czasu przezycia
w zaleznos$ci od poziomu biatka PIK3CA (cecha ciagla; model A) i ekspresji biatka
PIK3CA z punktem odcigcia wigkszym lub réwnym 70 (model B)

Table 12. Multivariate Coxs regression analysis of PIK3CA protein expression
(continuous feature; A) and PIK3CA H-score using 70 as cutoff point (B) for overall

survival (OS) adjusting for clinical and pathological patient characteristics

Cechy kliniczne i patologiczne/ HR 95% CI (beta p (model Cox’a)/

Clinical and pathological data 95% -beta 95% |p-value(Cox
gorna) model)

Model A poziom biatka PIK3CA/Model A PIK3CA protein level

Wiek [lata]/Age [years] 1,017 1-0,009-0,042 0,205

Ple¢/Gender 1,001 |-0,003-0,005 0,623

Stopien zr6znicowania 1,001 ([-0,003-0,005 0,750

histologicznego/Grading

Stopien zaawansowania 1,001 ([-0,004-0,006 0,633

klinicznego/Staging

Lokalizacja/Localisation 1,001 [-0,004-0,006 0,759

Nikotynizm/Smoking 1,003 (-0,001-0,002 0,155

Alkoholizm/Alcohol abuse 1,002 |-0,002-0,007 0,449

T 1,001 |-0,002-0,006 0,766

N 1,001 [-0,003-0,006 0,557

M 1,001 [-0,003-0,006 0,582

Leczenie chirurgiczne/Surgery 1,000 |-0,004-0,004 0,905

Radioterapia/Radiotherapy 1,002 |-0,003-0,006 0,470

Chemioterapia/Chemotherapy 1,002 ([-0,003-0,006 0,424

Model B ekspresja bialka PIK3CA z punktem 70/Model B PIK3CA H-score using

70 as cut-off point

Wiek [lata]/Age [years] 2,709 1-0,172-2,165 0,077

Ple¢/Gender 1,160 [-0,347-0,645 0,556

Stopien zr6znicowania 1,070 ]-0,428-0,564 0,788

histologicznego/Grading

Stopien zaawansowania 1,171 |[-0,408-0,723 0,584

klinicznego/Staging
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Cechy kliniczne i patologiczne/ HR 95% CI (beta p (model Cox’a)/
Clinical and pathological data 95% -beta 95% |p-value(Cox
gorna) model)

Lokalizacja/Localisation 1,108 |-0,474-0,679 0,727
Nikotynizm/Smoking 1,491 1-0,182-0,981 0,175
Alkoholizm/Alcohol abuse 1,282 |-0,346-0,843 0,410

T 1,067 |-0,529-0,658 0,831

N 1,351 |-0,299-0,900 0,325

M 1,145 |-0,434-0,704 0,640
Leczenie chirurgiczne/Surgery 1,135 (-0,403-0,656 0,639
Radioterapia/Radiotherapy 1,170 |-0,397-0,771 0,577
Chemioterapia/Chemotherapy 1,211 |[-0,364-0,748 0,498
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6.2.2 Bialko PTEN

W badaniu immunohistochemicznym wykazano dodatnig reakcj¢ barwng biatka
PTEN u 68,54% pacjentow (n=61/89), a u 31,46% chorych (n=28/89) nie stwierdzono
obecnosci biatka PTEN (Rycina 17). Nie objeto analiza 3 chorych z powodu utraty
rdzeni TMA.
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Rycina 17. Rozktad wynikéw reakcji immunohistochemicznej biatka PTEN (0 — utrata
biatka PTEN; 1 — obecne biatko PTEN)

Figure 17. Distribution of PTEN immunohistochemical expression (0 — no expression,
1 — expression of PTEN protein)

Nastegpnie pacjentow podzielono na dwie grupy — z utratg albo bez utraty biatka
PTEN. Wykazano istotne statystycznie roznice pomigdzy chorymi w stosunku wielkosci
guza pierwotnego (p=0,045; Rycina 18) oraz przezyciem 5-letnim (p=0,030; Rycina
19). Zmiany T3 1 T4 statystycznie cze¢$ciej dotyczyly pacjentdw z utrata biata PTEN.
Podobna zalezno$¢ dotyczyta pigcioletniego czasu przezycia. Ponad 82% chorych
z utratg ekspresji biatka nie przezywata 5 lat. Zaobserwowano wzrost czestosci utraty

biatka PTEN u mezczyzn, o pierwotnym guzie T4, z przerzutami do regionalnych
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weztdw chtonnych, w IV stadium zaawansowania klinicznego oraz palacych. W Tabeli

13 zawarto informacje dotyczace réznic pomigdzy pacjentami z dodatnig ekspresja

1 utratg biatka PTEN.
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p=0.045

B Utrata PTEN
B Ekspresja PTEN

Rycina 18. Zalezno$¢ utraty biatka PTEN od wielko$ci zmiany nowotworowej

Figure 18. Loss of PTEN protein expression according to primary tumour size

75



p=0,030

40

35t

30+

25 +

20+

Liczebnosé

15

10

N

0 Il Utrata PTEN

1] 1 B Ekspresia PTEN

Rycina 19. Zalezno$¢ utraty biatka PTEN od 5-letniego przezycia (0 — pacjent nie
przezyt 5 lat, 1 — pacjent przezyt 5 lat)

Figure 19. Loss of PTEN protein expression according to 5-year survival (0 — patient
did not survive 5 years, 1 — patient survived 5 years)
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Tabela 13. Zaleznos¢ utraty biatka PTEN od cech klinicznych i patologicznych

Table 13. Loss of PTEN protein expression versus clinical and pathological patient

characteristics
Dane kliniczne i patologiczne/ Utrata Obecnos¢ p
Clinical and pathological data bialka/ Loss |bialka wartosé
of PTEN |Expression of |/p-value
PTEN
n % n %

Ple¢/Gender

Meizczyzni/Male 22 78,57 (39 63,93 0,171
Kobiety/ Female 6 21,43 |22 36,07

Wiek [lata]/Age [years]

<60 14 50,00 |23 37,70 0,279
>60 14 50,00 (38 62,30
Lokalizacja/Localisation

Jezyk/Tongue 4 14,29 |13 21,31 0,753
Jezyk i dno jamy ustnej/ 10,71 |2 3,28

Tongue and floor of the mouth

Blona Sluzowa policzka/ 3 10,71 |7 11,48

Buccal muc osa

Blona Sluzowa policzka i dziasto 0 0 2 3,28

gorne/

Buccal mucosa and upper gingiva

Blona Sluzowa policzka i podniebienie |1 3,57 |1 1,64

/Buccal mucosa and hard palate

Blona Sluzowa policzka, dziasto gorne |0 0 1 1,64

i podniebienie twarde/Buccal mucosa,

upper gingiva and hard palate

Dno jamy ustnej/Floor of mouth 9 32,14 |14 22,95

Dno jamy ustnej i dziasto dolne/ 2 7,14 |3 4,92

Floor of mouth and lower gingiva

Dziasto gorne/Upper gingiva 2 7,14 |5 8,20

Dziaslo gorne i podniebienie/ 1 3,57 |0 0

Upper gingiva and hard palate

Dziaslo dolne/Lower gingiva 2 7,14 (12 19,67
Podniebienie/Hard palate 1 3,57 |1 1,64
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Dane kliniczne i patologiczne/ Utrata Obecnos¢ p
Clinical and pathological data bialka/ Loss |biatka wartos¢
of PTEN /Expression of |/p-value
PTEN
n % n %
Jedna lokalizacja/One localisation 21 75,00 (52 85,25 0,268
Dwie lokalizacje/Two localisation 7 25,00 |8 13,20
Trzy lokalizacje/Tree localisation 0 0 1 1,64
Cukrzyca/Diabetes mellitus
Chorzy na cukrzyce/Diabetics 7 20,00 (4 6,56 0,030
Zdrowi/Patients without diabetes 17 60,71 (41 67,21
Brak danych/No data 4 14,29 |16 26,23
Nadcisnienie/ Hypertension
Chorzy na nadciSnienie/ 13 46,43 |20 32,79 0,353
Patients with hypertension
Zdrowi/Patients without hypertension |10 35,71 |25 40,98
Brak danych/No data 5 17,86 |16 26,23
Nikotynizm/Smoking
Osoby palace/Smoking patients 12 42,86 |36 59,02 0,055
Osoby niepalace/No smoking patients |9 32,14 |9 14,75
Brak danych/No data 7 25,00 |16 22,23
Srednia laczna liczba paczkolat/Mean pack years
Paczkolat/Pack years 27,50 17,50
Alkoholizm/Alcohol abuse
Osoby naduzywajace alkohol/ 4 14,29 |10 16,39 0,745
Alcoholics
Osoby nie naduzywajace alkoholu/ 17 60,71 (34 55,74
No alcololics
Brak danych/No data 7 25,00 (17 27,87
Czas od wystapienia objawow do diagnozy/Time from symptoms to diagnosis
1-3 miesiace/I-3 months 9 32,14 (11 18,03 0,595
3-5 miesiecy/3-5 months 1 3,57 |3 4,92
5 -7 miesiecy/5-7 months 5 17,85 |3 4,92
Ponad 7 miesiecy/More than 7 months |1 3,57 |5 8,20
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Dane kliniczne i patologiczne/ Utrata Obecnos¢ p
Clinical and pathological data bialka/ Loss |biatka wartos¢
of PTEN /Expression of |/p-value
PTEN
n % n %
Brak danych/No data 12 42,86 |39 63,94
Stopien zr6znicowania histologicznego/Grading
G1 12 42,86 |25 40,98 0,671
G2 14 50,00 |28 45,90
G3 2 7,14 |8 13,11
Klasyfikacja TNM (2010)/TNM staging system (2010)
T — Guz pierwotny/Primary tumour
T1 3 10,71 |13 21,31 0,045
T2 7 25,00 |16 26,23
T3 5 17,86 |7 11,48
T4a, T4b 9 32,14 |9 14,75
Brak danych/No data 4 14,29 |16 26,23
N — Regionalne wezly chlonne/Regional lymph nodes
NO 10 35,71 |26 42,62 0,263
N1 1 3,57 |5 8,20
N2a, N2b, N2¢ 9 32,14 |5 8,20
N3 4 14,29 |9 14,75
Brak danych/No data 4 14,29 |16 26,23
M — Przerzuty odlegle/Distant metastasis
MO 3 10,71 |3 4,92 0,474
M1 0 0 0 0
Mx 22 78,57 |41 67,21
Brak danych/No data 3 10,71 |17 27,87
Stopien zaawansowania klinicznego/Staging
I 3 10,71 |13 21,31 0,250
II 6 21,43 |8 13,11
11 4 14,29 |9 14,75
v 11 39,29 |16 26,23
Brak danych/No data 4 14,29 |15 24,59
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Dane kliniczne i patologiczne/ Utrata Obecnos¢ p
Clinical and pathological data bialka/ Loss |biatka wartos¢
of PTEN /Expression of |/p-value
PTEN
n % n %
Zastosowane leczenie/ Treatment
Chirurgiczne/Surgery 11 39,29 |20 32,79 0,615
Radioterapia/Radiotherapy 7 25,00 (3 4,92
Chemioterapia/Chemotherapy 0 0 0 0
Chirurgiczne i radioterapia/ 6 21,43 |14 22,95
Surgery and radiotherapy
Chirurgiczne i chemioterapia/ 0 0 1 1,64
Surgery and chemotherapy
Radioterapia i chemioterapia/ 2 7,14 |2 3,28
Radiotherapy and chemotherapy
Chirurgiczne, radioterapia 0 0 3 4,92
i chemioterapia/Surgery, radiotherapy
and chemotherapy
Nie rozpoczeto leczenia/No treatment |0 0 6 9,84
Brak danych/No data 2 7,14 |12 19,67
Przezycie S-letnie/5-year survival
Przezycie S-letnie/5 year survival 4 14,29 (23 37,70 0,030
Brak przezycia S-letniego/ 23 82,14 |37 60,66
Patients did not survive 5 years
Brak danych/No data 1 3,57 |1 1,64
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W analizie jednoczynnikowej brak biatka PTEN nie miat zwigzku z czasem
przezycia (HR=0,600; 95% CI=-1,019-(-0,001); p=0,056; Rycina 20). Wynik byt
na granicy istotnosci statystycznej. W analizie wieloczynnikowej modelu
proporcjonalnego ryzyka Cox’a wykazano wptyw braku biatka PTEN oraz czynnikoéw
kliniczno-patologicznych na catkowity czas przezycia. Niskozroznicowany rak
ptaskonablonkowy (HR=0,565; 95% CI=-1,099-(-0,041); p=0,040), przerzuty odlegte
(HR=0,527; 95% CI=-1,215-(-0,066); p=0,033), palenie tytoniu (HR=0,436; 95% CI=
-0,148-(-0,177); p=0,016), alkoholizm (HR=0,526; 95% CI=-1,243-(-0,040); p=0,042),
niezastosowanie leczenia chirurgicznego (HR=0,539; 95% CI=-1,158-(-0,078);
p=0,029), radioterapii (HR=0,491; 95% CI=-1,158-(-0,078); p=0,020), chemioterapii
(HR=0,523; 95% CI=-1,127-(-0,079); p=0,029) oraz brak ekspresji biatka PTEN

skracaty niemal dwukrotnie catkowity czas przezycia (Tabela 14).
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Rycina 20. Prawdopodobiefistwo przezycia w zaleznos$ci od utraty biatka PTEN

Figure 20. Overall survival probability curves according to loss of PTEN
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Tabela 14. Wieloczynnikowy model proporcjonalnego ryzyka Cox’a czasu przezycia

w zaleznosci od utraty biatka PTEN

Table 14. Multivariate Cox s regression analysis of loss of PTEN protein expression for

overall survival (OS) adjusting for clinical and pathological patient characteristics

Cechy kliniczne HR 95% CI p (model

i patologiczne/Clinical and (beta 95%-beta |Cox’a)/p-

pathological data 95% gorna) value (Cox
model)

Wiek [lata]/Age [years] 1,013 -0,013-0,039 0,330

Ple¢/Gender 0,600 -1,026-0,003 0,058

Stopien zr6znicowania 0,565 -1,099-(-0,041) {0,040

histologicznego/Grading

Stopien zaawansowania 0,556 -1,174-0 0,054

klinicznego/Staging

Lokalizacja/Localisation 0,680 -1,026-0,257 0,249

Nikotynizm/Smoking 0,436 -0,148-(-0,177) [0,016

Alkoholizm/Alcohol abuse 10,526 -1,243-(-0,040) 10,042

T 0,616 -1,096-0,128 0,125

N 0,532 -1,267-0,002 0,054

M 0,527 -1,215-(-0,066) 10,033

Leczenie chirurgiczne/ 0,539 -1,158-(-0,078) {0,029

Surgery

Radioterapia/Radiotherapy 10,491 -1,296-(-0,128) 10,020

Chemioterapia/ 0,523 -1,127-(-0,079) 0,029

Chemotherapy
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6.3 Analiza liczby kopii genu PIK3CA metoda chromogennej oraz

wzmocnionej jonami srebra hybrydyzacji in situ

W badaniu metoda chromogennej oraz wzmocnionej jonami srebra hybrydyzacji
in situ obliczono liczbe kopii genu PIK3CA oraz stosunek liczby kopii genu PIK3CA
do liczby centromeréw DNA chromosomu 3. Uzyskano wyniki dla 96,74% pacjentow
(n=89/92). Nie objeto analiza 3 chorych z powodu utraty rdzeni TMA. Srednia wartos¢
liczby kopii genu wynosita 2,52; odchylenie standardowe 1,26; zakres 0,00-8,16;
mediana 2,5; dolny kwartyl 2,22; a gorny kwartyl rowny 2,93 (Rycina 21). Minimalny
stosunek PIK3CA/CEP3 wynosit 0, a maksymalny 3,94; $rednia warto$¢ wskaznika
wynosita 1,10; odchylenie standardowe 0,55; mediana 1,14; dolny kwartyl 1,07, a gorny
kwartyl rowny 1,19 (Rycina 22). Amplifikacj¢ wykazano u 5,62% pacjentéw (n=5/89),
a nie stwierdzono u 94,38% (n=84/89) (Rycina 23).

Liczebnosc

0 211 220 229 236 243 256 266 279 291 305 316 341 362 518
Liczba kopii genu PIK3CA MN=89

Rycina 21. Rozklad wynikéw liczby kopii genu PIK3CA

Figure 21. Distribution of PIK3CA gene copy number
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Rycina 22. Rozktad wynikéw PIK3CA/CEP3

Figure 22. Distribution of PIK3CA/CEP3
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Rycina 23. Rozktad wynikéw amplifikacji PIK3CA (0 — brak; 1 — obecna amplifikacja)

Figure 23. Distribution of PIK3CA amplification (0 — no amplification; 1 —

amplification)
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Wykazano istotny statystycznie zwigzek pomiedzy liczba kopii genu PIK3CA
a stopniem zrdznicowania histopatologicznego (p=0,050; r=0,208; Rycina 24). Wigksza
liczba kopii genu PIK3CA byla czgsciej obserwowana w  zmianach
niskozréznicowanych. Natomiast zauwazalng, cho¢ nieistotng statystycznie, zaleznos¢
wskazano pomiedzy wskaznikiem PIK3CA/CEP3 a lokalizacja zmiany, wielko$cig guza
pierwotnego, stopniem zroznicowania histopatologicznego oraz zaawansowania
klinicznego. W Tabeli 15 zawarto informacje dotyczace zwigzku pomiedzy liczbg kopii
genu PIK3CA oraz stosunku PIK3CA/CEP3 od cech klinicznych i patologicznych
(analiza kopii genu i wskaznika PIK3CA/CEP3 jako cech ciagtych). W Tabeli 16
podzielono pacjentow na dwie grupy: z obecng amplifikacja oraz bez amplifikacji genu
PIK3CA. U pacjentow z nowotworem zlokalizowanym w dnie jamy ustnej stwierdza si¢

statystycznie czesciej amplifikacje genu PIK3CA (p=0,040) niz w pozostatych

lokalizacjach.
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Rycina 24. Wykres ramka-wasy — zalezno$¢ liczby kopii genu PIK3CA od stopnia

zréznicowania histopatologicznego

Figure 24. Box plot — PIK3CA gene copy number according to grading
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Tabela 15. Zalezno$¢ liczby kopii genu PIK3CA oraz stosunku PIK3CA/CEP3

od cech klinicznych i patologicznych (r — wskaznik korelacji)

Table 15. PIK3CA gene copy number and PIK3CA/CEP3 ratio versus clinical and

pathological patient characteristics (v — correlation coefficient)

Dane kliniczne i patologiczne/ Liczba kopii genu Stosunek
Clinical and pathological data PIK3CA/PIK3CA gene | PIK3CA/CEP3/
copy number PIK3CA/CEPS3 ratio
p wartosé/ |r p wartosé/ r
p value p value
Wiek [lata]/Age [years] 0,489 -0,074 0,175 -0,145
Pleé/Gender 0,522 0,069 0,586 0,058
Lokalizacja/Localisation 0,297 0,112 0,078 0,188
Nikotynizm/Smoking 0,758 0,039 0,357 0,117
Alkoholizm/Alcohol abuse 0,769 0,038 0,275 0,140
Stopien zréznicowania 0,050 0,208 0,070 0,193
histologicznego/Grading
T 0,403 -0,103 0,089 -0,209
N 0,960 0,006 0,132 -0,186
M 0,542 -0,076 0,420 -0,100
Stopien zaawansowania 0,406 -0,102 0,052 -0,235
klinicznego/Staging
Leczenie/ Treatment 0,196 0,151 0,151 0,167
Przezycie 5-letnie/5-year survival 0,616 0,054 0,416 0,088
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Tabela 16. Zalezno$¢ amplifikacji genu PIK3CA od cech klinicznych i patologicznych

Table 16. PIK3CA amplification versus clinical and pathological patient characteristics

Dane kliniczne i patologiczne/ Brak Amplifikacja/ p

Clinical and pathological data amplifikacji /No |Amplification wartosé
amplification /p-value
N % n %

Ple¢/Gender

Mezczyzni/Male 57 67,86 |3 60,00 0,909

Kobiety/ Female 27 31,14 |2 40,00

Wiek [lata]/Age [years]

<60 36 42,86 |2 40,00 0,725

>60 48 57,14 |3 60,00

Lokalizacja/Localisation

Jezyk/Tongue 18 21,43 0 0 0,040

Jezyk i dno jamy ustnej/ 4 4,76 1 20,00

Tongue and floor of the mouth

Blona Sluzowa policzka/ 10 11,90 0 0

Buccal muc osa

Blona Sluzowa policzka i dziasto |2 2,38 0 0

gorne/Buccal mucosa and upper

gingiva

Blona Sluzowa policzka 2 2,38 0 0

i podniebienie/

Buccal mucosa and hard palate

Blona Sluzowa policzka, dziasto |1 1,19 0 0

gorne i podniebienie twarde/

Buccal mucosa, upper gingiva and

hard palate

Dno jamy ustnej/Floor of mouth |22 26,19 |0 0

Dno jamy ustnej i dziaslo dolne/ |4 4,76 0 0

Floor of mouth and lower gingiva

Dziaslo gorne/Upper gingiva 8 9,52 0 0

Dziaslo gorne i podniebienie/ 1 1,19 0 0

Upper gingiva and hard palate

Dzigsto dolne/Lower gingiva 10 11,90 4 80,00
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Dane kliniczne i patologiczne/ Brak Amplifikacja/ p

Clinical and pathological data amplifikacji /No |Amplification wartos¢
amplification /p-value
N % n %

Podniebienie/Hard palate 2 2,38 0 0

Jedna lokalizacja/One 70 83,33 4 80,00

localisation

Dwie lokalizacje/Two localisation |13 15,48 1 20,00

Trzy lokalizacje/Tree localisation |1 1,19 0 0

Cukrzyca/Diabetes mellitus

Chorzy na cukrzyce/Diabetics 11 13,10 0 0 0,453

Zdrowi/Patients without diabetes |54 64,29 3 60,00

Brak danych/No data 19 22,62 |2 40,00

Nadcisnienie/Hypertension

Chorzy na nadci$nienie/ 30 35,71 3 60,00 0,077

Patients with hypertension

Zdrowi/Patients without 34 40,48 0 0

hypertension

Brak danych/No data 20 23,81 2 40,00

Nikotynizm/Smoking

Osoby palace/Smoking patients 44 52,38 3 60,00 0,957

Osoby niepalace/ 16 19,05 1 20,00

No smoking patients

Brak danych/No data 24 28,57 1 20,00

Srednia laczna liczba paczkolat/Mean pack years

Paczkolat/Pack years 21,13 20,00

Alkoholizm/Alcohol abuse

Osoby naduzywajace alkohol/ 13 15,48 0 0 0,382

Alcoholic patients

Osoby nie naduzywajace 47 55,95 3 60,00

alkoholu/No alcololic patients

Brak danych/No data 24 28,57 2 40,00

Czas od wystapienia objawow do diagnozy/Time from symptoms to diagnosis

1-3 miesiece/From 1 to 3 months |20 23,81 1 20,00 1,000

3-5 miesiecy/ From 3 to 5 months |3 3,57 0 0
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Dane kliniczne i patologiczne/ Brak Amplifikacja/ p

Clinical and pathological data amplifikacji /No |Amplification wartos¢
amplification /p-value
N % n %

5-7 miesiecy/From 5 to 7 months |7 8,33 1 20,00

Ponad 7 miesiecy/More than 7 6 7,14 0 0

months

Brak danych/No data 48 57,14 3 60,00

Stopien zr6znicowania histologicznego/Grading

Gl 34 40,48 1 20,00 0,351

G2 40 47,62 |3 60,00

G3 10 11,90 1 20,00

Klasyfikacja TNM (2010)/TNM staging system (2010)

T — Guz pierwotny/Primary tumour

T1 15 17,86 |0 0 0,510

T2 22 26,19 |0 0

T3 10 11,90 2 40,00

T4a, T4b 19 22,62 |0 0

Brak danych/No data 18 21,43 3 60,00

N — Regionalne wezly chlonne/Regional lymph nodes

NO 33 39,29 1 20,00 0,921

N1 6 7,14 0 0

N2a, N2b, N2¢ 13 15,48 1 20,00

N3 13 15,48 |0 0

Brak danych/No data 19 22,62 |3 60,00

M — Przerzuty odlegle/Distant metastasis

MO 6 7,14 0 0 0,682

M1 0 0 0 0

Mx 59 70,24 |2 40,00

Brak danych/No data 19 22,62 3 60,00

Stopien zaawansowania klinicznego/Staging

I 15 17,86 |0 0 0,793

II 12 14,29 1 20,00
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Dane kliniczne i patologiczne/ Brak Amplifikacja/ p

Clinical and pathological data amplifikacji /No |Amplification wartosé
amplification /p-value
N % n %

I 13 15,48 0 0

10Y 27 32,14 1 20,00

Brak danych/No data 17 20,24 3 60,00

Zastosowane leczenie/ Treatment

Chirurgia/Surgery 29 34,52 |0 0 0,977

Radioterapia/Radiotherapy 10 11,90 0 0

Chemioterapia/Chemotherapy 0 0 0 0

Chirurgiczne i radioterapia/ 19 22,62 2 40,00

Surgery and radiotherapy

Chirurgiczne i chemioterapia/ 1 1,19 0 0

Surgery and chemotherapy

Radioterapia i chemioterapia/ 5 5,95 0 0

Radiotherapy and chemotherapy

Chirurgiczne, radioterapia 3 3,57 0 0

i chemioterapia/Surgery,

radiotherapy and chemotherapy

Nie rozpocze¢to leczenia/ 5 5,95 1 20,00

No treatment

Brak danych/No data 12 1429 |2 40,00

Przezycie S-letnie/5-year survival

Przezycie S-letnie/5 year suvival |27 32,14 0 0 0,127

Brak przezycia 5-letniego/ 55 65,48 5 100,00

Patients did not survive 5 years

Brak danych/No data 2 2,38 0 0
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W analizie jednoczynnikowej modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a nie
stwierdzono zwigzku pomiedzy liczba kopii genu PIK3CA, traktowanej jako cecha
ciggla, a czasem przezycia (HR=1,034; 95% CI=-0,152-0,219; p=0,726; Rycina 25).
Podobne wyniki uzyskano dla analizy stosunku PIK3CA/CEP3 (HR=1,207; 95%
CI=-0,232-0,608; p=0,392; Rycina 26) 1 obecno$ci amplifikacji genu PIK3CA
(HR=1,621; 95% CI=-0,453-1,420; p=0,343; Rycina 27).

W analizie wieloczynnikowej modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a liczba
kopii genu PIK3CA, stosunek PIK3CA/CEP3 oraz czynniki kliniczno-patologiczne nie
mialy wplywu rokowniczego na czas przezycia. Natomiast prawie szesciokrotny wzrost
ryzyka skrécenia czasu catkowitego przezycia zaobserwowano w przypadku zmian
w dnie jamy ustnej z obecng amplifikacja genu PIK3CA (HR=5,783; 95% CI=0,054-
3,456; p=0,037) (Tabela 17).
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Rycina 25. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznos$ci od liczby kopii genu PIK3CA

Figure 25. Overall survival probability curves according to PIK3CA gene copy number
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Rycina 26. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznos$ci od stosunku PIK3CA/CEP3

Figure 26. Overall survival probability curves according to PIK3CA/CEP3 ratio
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Rycina 27. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznosci od amplifikacji

Figure 27. Overall survival probability curves according to amplification
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Tabela 17. Wieloczynnikowy model proporcjonalnego ryzyka Cox’a czasu przezycia
od liczby kopii genu PIK3CA (model A), stosunku PIK3CA/CEP3 (model B) oraz
amplifikacji genu PIK3CA (model C)

Table 17. Multivariate Cox’s regression analysis of PIK3CA gene copy number (A),
PIK3CA/CEP3 ratio (B), and PIK3CA amplification (C) for overall survival adjusted

for clinical and pathological patient characteristics

Cechy kliniczne i patologiczne/ HR 95% CI (beta (p (model

Clinical and pathological data 95%-beta Cox’a) /p-value
95% gorna) (Cox model)

Model A — liczba kopii genu PIK3CA/Model A — PIK3CA gene copy number

Wiek [lata]/Age [years] 1,027 -0,162-0,215 0,783

Ple¢/Gender 1,034 -0,156-0,223 10,727

Stopien zr6znicowania 1,003 -0,189-0,195 10,976

histologicznego/Grading

Stopien zaawansowania 0,985 -0,276-0,247 0,912

klinicznego/Staging

Lokalizacja/Localisation 1,092 -0,162-0,340 0,487

Nikotynizm/Smoking 0,960 -0,277-0,195 0,733

Alkoholizm/Alcohol abuse 0,938 -0,315-0,187 0,614

T 0,976 -0,252-0,203 0,836

N 0,952 -0,310-0,211 0,711

M 1,000 -0,241-0,241 0,999

Leczenie chirurgiczne/Surgery 1,071 -0,104-0,242 0,445

Radioterapia/Radiotherapy 0,972 -0,257-0,201 0,809

Chemioterapia/Chemotherapy 0,946 -0,291-0,181 0,643

Model B — stosunek PIK3CA/CEP3/Model B PIK3CA/CEP3 ratio

Wiek [lata]/Age [years] 1,195 -0,249-0,605 0,424

Ple¢/Gender 1,202 -0,239-0,607 10,405

Stopien zr6znicowania 1,120 -0,315-0,542 0,610

histologicznego/Grading

Stopien zaawansowania 1,165 -0,530-0,836 0,659

klinicznego/Staging

Lokalizacja/Localisation 1,407 -0,228-0,910 0,244
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Cechy kliniczne i patologiczne/ HR 95% CI (beta |p (model
Clinical and pathological data 95%-beta Cox’a) /p-value
95% gorna) (Cox model)

Nikotynizm/Smoking 1,088 -0,469-0,637 10,768
Alkoholizm/Alcohol abuse 1,030 -0,562-0,621 0,923

T 1,032 1-0,529-0,592 0,913

N 1,018 -0,668-0,704 10,958

M 1,139  1-0,503-0,762 0,686
Leczenie chirurgiczne/Surgery 1,215 -0,179-0,568 0,324
Radioterapia/Radiotherapy 1,061 -0,470-0,589 0,827
Chemioterapia/Chemotherapy 1,025 -0,520-0,571 10,928

Model C — amplifikacja genu PIK3CA/Model C — PIK3CA amplification

Wiek [lata]/Age [years] 1,570 -0,500-1,402 10,381
Ple¢/Gender 1,660 -0,440-1,454 0,326
Stopien zr6znicowania 1,563 -0,499-1,393 0,382
histologicznego/Grading

Stopien zaawansowania 1,071 -1,397-1,534 0,928
klinicznego/Staging

Lokalizacja/Localisation 5,783 0,054-3,456 0,037
Nikotynizm/Smoking 1,595 -0,597-1,531 0,418
Alkoholizm/Alcohol abuse 1,429 -0,864-1,577 0,585
T 0,483 -2,314-0,859 10,337
N 0,676 -1,940-1,157 0,604
M 1,300 -1,195-1,719 10,734
Leczenie chirurgiczne/Surgery 1,151 -1,060-1,342 0,822
Radioterapia/Radiotherapy 1,331 -0,912-1,484 0,653
Chemioterapia/Chemotherapy 1,296 -0,948-1,467 10,685
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6.4 Zaleznos$¢ poziomu bialek PIK3CA, PTEN oraz liczby kopii
genu PIK3CA

6.4.1 Zalezno$¢ poziomu bialka PIK3CA od PTEN

Dla  95,65%  badanych  (n=88/92) uzyskano dane  dotyczace
immunohistochemicznej reakcji bialek PIK3CA 1 PTEN. U 15,91% chorych (n=14/88),
u ktorych stwierdzono utrate biatka PTEN, nie wykazano obecno$ci ekspresji biatka
PIK3CA w komodrkach nowotworu. U 13,64% pacjentéw (n=12/88) brak ekspresji
PTEN wystepowat z tacznie dodatnig reakcja barwng PIK3CA.

Nie wykazano zwigzku miedzy statusem biatka PIK3CA a utrata biatka PTEN
(biatko PIK3CA analizowano jako zmienng ciagla; p=0,741; r=0,036). Po dokonaniu
podzialu pacjentow na grupy o wysokim i niskim poziomie wskaznika H dla biatka
PIK3CA, nie wykazano zalezno$ci pomi¢dzy obecnoscig biatka PIK3CA a utratg biatka
PTEN (p=0,713; r=0,038; Rycina 28).

p=0.713; =0.038
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Rycina 28. Zwigzek pomigdzy biatkiem PTEN i PIK3CA z punktem odcigcia 70

o

Figure 28. Relationship between PTEN and PIK3CA protein with 70 cut-off point
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6.4.2 Zaleznos$¢ poziomu bialtka PIK3CA od liczby kopii genu PIK3CA

Dla 96,74% (n=89/92) pacjentow uzyskano dane dotyczace poziomu biatka
PIK3CA oraz liczby kopii genu PIK3CA. U 60% (n=3/5) chorych, u ktorych
stwierdzono obecno$¢ amplifikacji genu PIK3CA w komodrkach nowotworu,

zaobserwowano ekspresj¢ biatka PIK3CA.

Nie wykazano zwigzku miedzy poziomem biatka PIK3CA oraz liczbg kopii
genu PIK3CA (obie cechy analizowano jako zmienne ciggte; p=0,587; r=0,058; Rycina
29). Nie wykazano podobnej zaleznosci pomiedzy statusem biatka PIK3CA
a stosunkiem PIK3CA/CEP3 (obie cechy analizowano jako zmienne ciaglte; p=0,917;
r=-0,011; Rycina 30). Nie wykazano zwigzku mi¢dzy poziomem biatka PIK3CA oraz
amplifikacjg genu PIK3CA (p=0,650; r=0,048; Rycina 31).

p=0.587: r=0,058
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Rycina 29. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zalezno$¢ ekspresji biatka PIK3CA
(wskaznik H) od liczby kopii genu PIK3CA

Figure 29. Scatter plot of PIK3CA H-score according to PIK3CA gene copy number
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Rycina 30. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zalezno$¢ ekspresji biatka PIK3CA
(wskaznik H) od stosunku PIK3CA/CEP3

Figure 30. Scatter plot of PIK3CA H-score according to PIK3CA/CEP3 ratio
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Rycina 31. Wykres ramka-wasy przedstawiajacy zaleznos$¢ ekspresji biatka PIK3CA
(wskaznik H) od stosunku PIK3CA/CEP3

Figure 31. Box plot of PIK3CA H-score according to PIK3CA/CEP3 ratio
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Po dokonaniu podziatu wskaznika H dla biatka PIK3CA na dwie grupy,
z punktem odcigcia wigkszym lub réwnym 70, nie wykazano zaleznosci pomiedzy
obecnoscig biatka PIK3CA a liczbg kopii genu PIK3CA (p=0,819; r=0,025) oraz
stosunkiem PIK3CA/CEP3 (p=0,864; r=-0,018). Nie wykazano zwigzku mig¢dzy
poziomem biatka PIK3CA oraz amplifikacja genu PIK3CA (p=0,744; r=0,035).

6.4.3 Zalezno$¢ utraty biatka PTEN od liczby kopii genu PIK3CA

Dla 93,78% (n=86/92) pacjentow uzyskano dane dotyczace ekspresji biatka
PTEN oraz liczby kopii genu PIK3CA. U 40,00% (n=2/5) chorych, u ktoérych
stwierdzono obecno$¢ amplifikacji genu PIK3CA w komorkach nowotworu,

zaobserwowano utrate ekspres;ji biatka PTEN.

Nie wykazano zwigzku migdzy utrata biatka PTEN oraz liczbg kopii genu
PIK3CA (liczba kopii genu jako zmienna ciggla; p=0,885, r=0,016). Nie stwierdzono
zalezno$ci pomigdzy poziomem biatka PTEN a stosunkiem PIK3CA/CEP3 (cecha
ciagla; p=0,681, r=0,045) oraz amplifikacja genu PIK3CA (p=0,629; r=-0,053).
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7. DYSKUSJA

W biezacych badaniach nad wieloma nowotworami poszukuje si¢ markerow
molekularnych o przewidywalnym znaczeniu prognostycznym i predykcyjnym.
W nowotworach ptaskonabtonkowych ptuca, macicy, prosty, piersi czy jelita grubego
uzyskano wyniki §wiadczace o zwigzku pomiedzy obecno$cig czynnikow PIK3CA
1 PTEN a progresja raka. Wykazano, iz s3 niezaleznymi determinantami zwigzanymi

ze ztym rokowaniem oraz zmniejszeniem 5-letniego przezycia pacjentow [26].

Rak plaskonabtonkowy jamy ustnej w momencie rozpoznania bardzo czgsto
charakteryzuje si¢ wysokim stopniem zaawansowania klinicznego. U co dziesigtego
chorego wystepuje drugie ognisko raka lub rozsiew do okolicznych weziéw chionnych.
Pomimo rozwoju metod rozpoznawania RJU, wyniki leczenia sa niezadowalajace [52,

95, 105].

Wykrycie wzrostu poziomu bialek szlaku kinazy 3-fosfatydyloinozytolu moze
mie¢ znaczenie w terapii raka jamy ustnej, poniewaz ich status prawdopodobnie
wptywa na oporno$¢ komorek nowotworu na leczenie terapiami celowanymi oraz

tradycyjnymi metodami chemioterapii, np. 5-fluorouracylem [40].

7.1 Charakterystyka badanej grupy

Grupe badang stanowito 92 chorych cierpigcych na raka ptaskonabtonkowego
jamy ustnej. Srednia wieku wynosila 61,52 lat, a wéréd chorych przewazali mezczyzni
w stosunku do kobiet. Najczesciej raka ptaskonabtonkowego diagnozowano w stadium
IV oraz w wysokim i §rednim stopniu zrdéznicowania histopatologicznego. Zmiany byty

zlokalizowane przede wszystkim w dnie jamy ustnej badZ na jezyku.

Najwazniejszym czynnikiem rokowniczym w raku ptaskonablonkowym jamy
ustnej jest stopnien zaawansowania klinicznego nowotworu (TNM). Na wybor metody
leczenia maja wplyw stopien zrdéznicowania histopatologicznego, wiek chorego oraz
og6lny stan pacjenta. Czlonkowie komitetu Union Internationale Contre

le Cancer/American Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC) przygotowali system
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klasyfikacji nowotwordw ztosliwych [102]. W niniejszej pracy uzyto klasyfikacji TNM
dla raka jamy ustnej z 2010 roku [30].

Wykonana analiza statystyczna porownujaca cechy kliniczne 1 patologiczne oraz
ich wptyw na przebieg choroby jest zgodna z przedstawionymi w piSmiennictwie
danymi. Wykazano zalezno$¢ pomig¢dzy czasem przezycia chorych a wielko$cig zmiany
pierwotnej, przerzutami do regionalnych weztow chlonnych, stopniem zaawansowania

klinicznego 1 zastosowaniem leczenia chirurgicznego.

7.2 Immunohistochemiczna ocena bialek PIK3CA i PTEN

Metoda immunohistochemii pozwala na wykrycie roéznych antygenow
za pomocg przeciwciat ukierunkowanych na specyficzne biatko w badanym materiale.
Po polaczeniu odpowiedniego przeciwciala z badanym antygenem, powstaje

nierozpuszczalna substancja, ktéra mozna zaobserwowa¢ w mikroskopie §wietnym.

7.2.1 Bialko PIK3CA

W ocenie statusu biatek wykorzystywane sg rézne skale pozwalajace okresli¢
stopien oraz proporcj¢ wybarwienia komorek. Do oceny wybarwienia
immunohistochemicznego PIK3CA w raku plaskonabtonkowym stosowano rozne
metody. Jedna z technik kategoryzuje badane preparaty w oparciu o intensywnos¢
wybarwienia: 0 (brak barwienia), + (stabe wybarwienie), ++ (umiarkowane
wybarwienie) 1 +++ (silne wybarwienie) [13, 36]. Kolejna z metod zaktada, ze preparaty
zawierajace mniej niz 10% komorek wybarwionych zostaly zdefiniowane jako probki
ujemne (brak ekspresji), te z 10% do <30% jako preparaty o stabo dodatnim odczynie
(), z 30% do <50% jako umiarkowanie dodatni odczyn (++) 1 >50% komorek jako
silnie dodatni odczyn (+++) [77]. Zmodyfikowana metoda potilosciowa (ang. modified
semi-quantitative scoring system) okresla podziat ze wzgledu na procent wybarwionych
komoérek nowotworowych (ang. percentage of positive cells, PP; zakres 0-4): wynik
0 — brak wybarwienia komorek, 1 — 1-5% wybarwionych komorek, 2 — 6-20%

wybarwionych komorek, 3 — 21-50% wybarwionych komorek oraz >50%
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wybarwionych komorek. Nastepnie ocenia si¢ stopien zabarwienia komorek (ang.
staining intensity, Sl; zakres 0-3): 0 — brak wybarwienia, 1 — komorki wybarwione
z intensywnoscig 1, 2 — komorki wybarwione z intensywnoscig 2 oraz 3 — komorki
wybarwione z intensywnoscig 3. Wynik (ang. immunoreactive score, IRS) uzyskuje si¢
mnozac procent wybarwionych komorek i stopien wybarwienia. W badaniu Won HS,
1 wsp. za pozytywne preparaty dla biatka PIK3CA okre$lano wskaznik IRS>6 [154].
Nie ma jednej, najlepszej techniki okre$lajacej stopnien wybarwienia preparatow.
Najpopularniejsza metoda stosowang w badaniu immunohistochemicznym zmian
nowotworowych jest metoda H-score. Preparaty sa oceniane pod katem stopnia oraz
proporcji  wybarwionych komorek. Intensywno$¢ wybarwiania preparatow jest
oszacowana potilosciowo, co doktadnie opisano w rozdziale Materialy i metody.
W raku plaskonabtonkowym jamy ustnej wskaznik H-score stosowano w przypadku
biatka CD44, CD73 oraz MDC1 [23, 62, 83]. Dla biatka PIK3CA w innych zmianach
litych indywidualnie ustalano warto$¢ odcigcia, np. w niedrobnokomoérkowym raku
phuca 1 w raku jelita grubego dla wartosci wybarwionych komoérek powyzej 10% [150,
163], w raku zoladka procent komoérek wynosit ponad 20% [78] lub punkt odcigcia
H-score wynoszacy 10 (minimum wybarwienia) jest powszechnie przyjety dla oceny
poziomu, np. dla receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR) [42, 143].
W niniejszej pracy przyjeto za wynik dodatni H-score >10 oraz podzielono badanych na
dwie grupy wzgledem punktu odciecia rownym 70 (mediana) — niski 1 wysoki poziom
biatka PIK3CA. W raku ptaskonablonkowym jamy ustnej dotad nie wykorzystywano
metody H-score do analizy bialkka PIK3CA. Ponadto, zamiast procedury
immunohistochemii za standardowych skrawkach preparatu z bloku parafinowego,
wykorzystano mikromacierze tkankowe. Dzigki temu obnizono koszty badania, wigksza
liczba probek znajdowala si¢ w takich samych warunkach reakcji 1 byla poddawana
badaniu IHC, a pierwotny blok parafinowy be¢dzie mozna wykorzysta¢ do kolejnych
badan (mniejsze zuzycie materialu tkankowego). W badaniu TMA pobiera si¢ rdzen
o $rednicy 0,4 mm. Jest to ograniczeniem metody, poniewaz powoduje nizszg
reprezentatywnos$¢ probek. Nowotwory zlosliwe cechujg si¢ heterogennoscig. Dlatego
tez, pomimo wyboru dwoch reprezentatywnych rdzeni tkankowych, moga wystepowaé

btedy dotyczace obecnosci réznych biatek 1 genow w danej tkance [147].
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W niniejszej pracy uzyskano pozytywna reakcj¢ barwng biatka PIK3CA dla
59,34% pacjentow (n=54/91; H-score >10). W pracy Won HS, 1 wsp. dodatni rezultat
otrzymano dla 38,90% chorych (n=21/60), Liu CJ, 1 wsp. dla 80% pacjentéw (n=20/25),
Xiong H, 1 wsp. dla 92,50% chorych (n=37/40), natomiast Garg R, 1 wsp. dla 100%
pacjentow (n=30/30) [36, 77, 154, 157]. Stosowanie réznych skal oceny wybarwienia

komoérek moze wptywaé na stopien wynikow pozytywnych.

Status biatka PIK3CA badano w innych zmianach litych. W raku
ptaskonablonkowym glowy 1 szyi uzyskano wartosci pozytywne dla 90% pacjentow
(n=9/10) [152], w raku niedrobnokomoérkowym ptuca dla 43% (n=34/80) oraz 48,60%
(n=69/142) [75, 150], dla 50% (n=33/66) w raku przetyku [2], dla 35% (n=7/20) w raku
zotadka [78], dla 59% (n=235/398) w raku jelita grubego [48], w raku jajnika dla 73%
(n=45/62) [1] oraz raku piersi 24% (n=12/50) [34].

Wystepowanie podwyzszonego poziomu podjednostki katalitycznej kinazy
3 fosfatydyloinozytolu w réznych nowotworach moze $wiadczy¢ o zwigkszonej
aktywnosci $ciezki sygnatowej PI3K/AKT/PTEN w zmianach ztosliwych. Przyczyny
moga by¢ ztozone i dotyczy¢ nie tylko elementéw szlaku (mutacje genow PIK3CA,
AKT, PTEN oraz zmiany potranslacyjne), ale takze zaburzen dotyczacych receptora
kinazy tyrozynowej czy ligandow taczacych si¢ z receptorem, np. czynnikami wzrostu

[2, 34,48, 75,78, 150, 152].

W niniejszej pracy nie zauwazono istotnych statystycznie zalezno$ci pomiedzy
poziomem biatka PIK3CA a danymi kliniczno-patologicznymi. Natomiast
zaobserwowano wzrost czegstosci wystgpowania podjednostki katalitycznej kinazy
3-fosfatydyloinozytolu u mezczyzn, u pacjentow palagcych wzgledem niepalacych,
ze zmianami  wysokozréznicowanymi (o  niskim  stopniu  zto§liwos$ci)
1 $redniozréznicowanymi (o posrednim stopniu ztosliwosci) oraz z pierwotnym guzem

T2 1T4.

Garg R, 1 wsp. Wykazali, ze intensywno$¢ barwienia korelowata ze stopniem
zaawansowania klinicznego RJU. Wyniki barwienia preparatéw pochodzacych
od chorych, u ktéorych wystepowal nowotwér w poéznym stadium zaawansowania
(stadium III 1 IV) byty silnie dodatnie (87,50%) dla PIK3CA [36]. W pozostatych

badaniach dotyczacych raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej nie znaleziono zaleznosci
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migdzy statusem biatka PIK3CA a cechami klinicznymi 1 patologicznymi [77, 154,
157]. Podobnie obserwacje poczyniono w raku zotadka [78], jelita grubego [48] 1 raku
niedrobnokomorkowym pluca [150]. W raku ptaskonabtonkowym rejonu gtowy i szyi
wykazano, ze wzrost statusu biatka PIK3CA ma zwiazek z progresja zmian od dysplazji
do raka inwazyjnego [152]. W pracy Lin X, i wsp. dotyczacej raka ptuca zauwazono
zwigzek z niskim zréznicowaniem nowotworu [75], a w raku ptaskonabtonkowym

przetyku zalezno$¢ z obecnos$cig przerzutéw do lokalnych weztow chtonnych [2].

W niniejszym badaniu nie wykazano zalezno$ci pomig¢dzy wystepowaniem
reakcji barwnej PIK3CA z czasem przezycia pacjentow w analizie jednoczynnikowej
oraz wieloczynnikowej wg Cox’a. W badaniu Won HS, i wsp. wykazano, ze obecnos¢
podjednostki katalityczne; kinazy 3-fosfatydyloinozytolu nie byla niezaleznym
czynnikiem predykcyjnym dla przezycia wolnego od nawrotu choroby, a przezycie
5-letnie korelowato z catkowitym przezyciem [154]. Dane dotyczace zaleznosci
ekspresji  PIK3CA od catkowitego czasu przezycia chorych nie byly badane
w pozostalych pracach dotyczacych raka ptaskonablonkowego jamy ustnej [36, 77,
157]. W raku jelita grubego takze nie wykazano korelacji pomiedzy ekspresjg pl110a
a czasem przezycia pacjentow [48]. Natomiast w raku jajnika wykazano zalezno$¢

pomigdzy dluzszym czasem przezycia chorych a dodatnig reakcja barwng PIK3CA [1].
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7.2.2 Bialko PTEN

Do oceny wybarwienia immunohistochemicznego biatka PTEN w raku
ptaskonablonkowym stosowano rézne metody, miedzy innymi: I) analiza poprzez
rozktad 1 intensywno$¢ wybarwienia komoérek: 0 (0% komoérek wybarwionych), 1 (1-
50% komorek zabarwionych) 1 2 (51-100% komorek zabarwionych) oraz intensywnos$¢
0 (brak barwienia), 1 (fagodne wybarwienie), 2 (umiarkowane zabarwienie) i 3 (silne
zabarwienie) [92]; II) podzial trzy grupy: pozytywna (cala zmiana wybarwiona),
mieszana (obecne byly zaréwno komodrki dodatnie, jak i1 ujemne) i1 negatywna
(w komorkach nowotworowych nie zaobserwowano zadnego wybarwienia) [133];
IIT) wybarwienie komoérek nowotworowych wedtug czterostopniowego systemu oceny:
wynik 0 dla warto$ci <5%, wynik 1 od 5% do <25%, wynik 2 od 25% do <50%, wynik
3 dla warto$ci >50% pozytywnie wybarwionych komorek nowotworowych [69];
IV) zmodyfikowana metoda pétilosciowa z oceng wyniku wedtug IRS; w badaniu Won
HS, 1 wsp. za pozytywne preparaty dla biatka PTEN okreslano wskaznik IRS >9 [154];
V) intensywno$¢ wybarwienia oceniana jako 0 (nieobecna), 1 (slaba), 2 (umiarkowana)
i 3 (silna) oraz stopien zabarwienia jako 0 (0-9%), 1 (10-24%), 2 (25-49%), 3 (50-74%)
i 4 (75-100%) zgodnie z odsetkiem pozytywnie wybarwionych komorek; wynik
koncowy znajdowal si¢ w zakresie 0-7; preparaty majace koncowy wynik rowny 0-1
byly oceniane jako brak wybarwienia, a wyniki 2-3, 4-5 1 6-7 uznano za pozytywne
z sila odpowiednio 1+, 2+ 1 3+ [95]. Nie ma jednej najlepszej techniki okreslajacej
stopnien wybarwienia preparatow. W niniejszej pracy wykorzystano system zero-
jedynkowy. Preparaty niewybarwione sklasyfikowano jako zmiany z utrata bialtka,

a wybarwione — z obecnym biatkiem PTEN.

W tej pracy u 31,46% chorych (n=28/89) z rakiem ptaskonabtonkowym jamy
ustnej stwierdzono utrate¢ biatka PTEN. W badaniu Won HS, i wsp. otrzymano wynik
utraty biatka PTEN dla 1,70% pacjentéw (n=1/60), Squarize CH, i wsp. dla 23%
chorych (n=7/22), Lee JL, 1 wsp. dla 29% przypadkoéw (n=12/41), Monteiro LS, i wsp.
dla 30,60% chorych (n=22/72), Rahmani A, 1 wsp. dla 44,40% pacjentow (n=26/60),
Angadi PV, 1 wsp. dla 50% przypadkow (n=15/30), Xiong H, i wsp. dla 52,50% chorych
(n=21/40) oraz Miyahara LAN, i wsp. dla 63,01% pacjentow (n=46/73) [6, 64, 67, 92,
96, 118, 133, 154, 157]. Natomiast Kurasawa Y, 1 wsp., Li J, 1 wsp., Pickhard A, 1 wsp.
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oraz Jasphin SS, i wsp. podali jedynie, Zze odnotowali obecno$¢ biatka PTEN
w raku jamy ustnej [47, 64, 69, 112].

W nowotworach litych bardzo czesto dochodzi do utraty biatka PTEN, a przez
to do zaburzen w regulacji $ciezki sygnatowej kinazy 3 fosfatydyloinozytolu. W wyniku
tego nie ma jednostki regulujacej proces i dochodzi do niepohamowanej pracy szlaku.
Najczestsza przyczyng sg zaburzenia zwigzane z obrobka potranslacyjng biatka PTEN,
a nie mutacjami w obrebie genu PTEN [47]. Status biatka PTEN badano w wielu
zmianach litych. W raku ptaskonablonkowym krtani uzyskano wartosci negatywne dla
56% pacjentow (n=28/50) [85], w raku niedrobnokomoérkowym pluca dla 39,13%
chorych (n=36/92) [149], dla 56,74% pacjentow (n=80/141) w raku zotadka [79], dla
34,88% chorych (n=60/172) w raku jelita grubego [98] oraz dla 38,10% pacjentow
(n=8/21) w raku piersi [54].

W niniejszej pracy zauwazono istotne statystycznie zalezno$ci pomigdzy
poziomem biatka PTEN a wielkoscig guza pierwotnego (p=0,043) oraz 5-letnim
przezyciem (p=0,028). Zmiany T3 1 T4 czgsciej dotyczyly pacjentéw, u ktdrych doszto
do utraty biatka PTEN. Ponad 80% z utrata biatka PTEN nie przezywato 5 lat.
Zaobserwowano wzrost czgstosci wystepowania utraty ekspresji PTEN u mezczyzn,
u pacjentdow ze zmianami wysokozroznicowanymi (o niskim stopniu zto§liwos$ci)
1 $redniozroznicowanymi (o posrednim stopniu ztosliwo$ci), z przerzutami

do regionalnych weztéw chtonnych oraz w IV stadium zaawansowania klinicznego.

W badaniach nad rakiem ptaskonablonkowym jamy ustnej wykazano zaleznos¢
pomiedzy negatywng reakcja barwng PTEN a niektérymi cechami kliniczno-
patologicznymi. W pracy Lee JL, i wsp. wykazano korelacje pomiedzy utratg biatka
PTEN a wiekiem, wystepowaniem odlegtych przerzutow oraz nawrotéw choroby [67].
Natomiast wg Li J, i wsp., Rahmani A, i wsp. oraz Monteiro LS, i wsp. wiek nie wigzal
si¢ z poziomem tego biatka [69, 96, 118] Badania Squarize CH, i wsp., Rahmani A,
1 wsp. oraz Pickhard A, i wsp. wskazaly zwigzek ze stopniem zrdéznicowania
histopatologicznego [112, 118, 133]. Zwiazek ze stopniem zaawansowania klinicznego
zostal przedstawiony w pracy Rahmani A, 1 wsp. Zalezno§¢ migdzy poziomem biatka

PTEN a rozmiarem nowotworu oraz przerzutami do lokalnych wezléw chlonnych
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wykazaty badania Li J, i wsp. oraz Rahmani A, 1 wsp. [69, 118]. Pte¢ nie miata zwigzku

z utratg biatka PTEN [67, 69, 96, 118].

Zaleznos¢ pomigdzy danymi kliniczno-patologicznymi a utratg ekspresji biatka
PTEN w innych nowotworach litych zauwazono dla raka krtani (stopien zroznicowania
histopatologicznego, lokalizacja) [85], w raku niedrobnokomérkowym pluca (stopien
zréznicowania histopatologicznego, wielko$¢ zmiany pierwotnej, przerzuty do weztow
chtonnych i1 odlegte) [149] oraz w raku jelita grubego (stezenie cholesterolu LDL) [98].
Nie wykazano korelacji pomigdzy cechami kliniczno-patologicznymi a statusem biatka

PTEN dla raka zotadka [79],

W tym badaniu nie wykazano zaleznosci pomiedzy wystepowaniem negatywnej
reakcji barwnej PTEN z czasem przezycia pacjentow w analizie jednoczynnikowej
wg Cox’a. Wynik byl na granicy istotnos$ci statystycznej. W analizie wieloczynnikowej
wykazano, ze jednoczesny brak biatka PTEN oraz zmiany niskozréznicowane
(p=0,040), obecnos$¢ przerzutdéw odleglych (p=0,033), palenia tytoniu (p=0,016),
alkoholizmu (p=0,042), niezastosowania leczenia chirurgicznego (p=0,029), radioterapii
(p=0,020) lub chemioterapii (p=0,029) skracato o potowe czas przezycia. W badaniach
Lee JI, i wsp. oraz Li J, i wsp. udowodniono, ze utrata ekspresji PTEN byta zwigzana
z catkowitym przezyciem [67, 69]. W pracy Zhao J, 1 wsp. udowodniono, ze brak biatka
PTEN 1 wysoki poziom mikroRNA wigze si¢ ze zta prognoza u pacjentow z rakiem
jezyka [162]. Badania Won HS, i wsp., Monteiro LS, i wsp. oraz Pickhard A, 1 wsp. nie
wigzaly utraty biatka PTEN z calkowitym przezyciem [95, 112, 154]. Dane dotyczace
zaleznosci ekspresji PTEN od catkowitego czasu przezycia chorych nie byty badane
w pozostatych pracach dotyczacych raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej [6, 47, 63,
118, 133, 157]. W raku niedrobnokomérkowym ptuca 1 zotadka wykazano istotng
statystycznie zalezno$¢ pomiedzy dhuzszym czasem przezycia chorych a negatywna

reakcjg barwng PTEN [79, 149].

7.3 Liczba kopii genu PIK3CA

Obecnos¢ wzrostu liczby kopii genu PIK3CA w raku ptaskonabtonkowym jamy
ustnej badano w dostepnych publikacjach za pomocg PCR, RT-PCR, FISH, aCGH oraz
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metody MLPA [14, 33, 59, 135, 137, 145]. Natomiast nie stosowano potaczenia metod
chromogennej hybrydyzacji in situ 1 wzmocnionej jonami srebra hybrydyzacji in situ.
Obecnos¢ amplifikacji genu PIK3CA stwierdzano przy obecno$ci minimum wartosci
15 dla liczby kopii genu PIK3CA lub stosunku PIK3CA/CEP3 wigkszego lub rownego
2. W badaniach na rakiem jamy ustnej inni autorzy przyjeli takie same zatozenia [74,

145].

W niniejsze] pracy wykazano obecno$¢ amplifikacji genu P/IK3CA u 5,62%
(n=5/89) chorych. Wzrost czgstosci amplifikacji genu PIK3CA w dotychczas
prowadzonych badaniach nad rakiem jamy ustnej byt notowany u 16,70% pacjentéw
(n=18/108) w badaniu Kozaki K, 1 wsp. [59], u 17,30% chorych (n=38/220) w badaniu
Oikawa Y, 1 wsp. [107], u 25% pacjentéw (n=3/12) w pracy Fenic I, 1 wsp. [33],
u 26,40% chorych (n=24/91) w pracy Stricht C, 1 wsp. [135], u 32,50% pacjentow
(n=9/31) w artykule Suda T, i wsp. [137], u 50% chorych (n=42/82) wg Tu HF, i wsp.
[145] oraz u 100% przypadkow (100%; n=7/7) w publikacji Cha JD, i wsp. [14].
Zmienno$¢ czestotliwosci wystepowania amplifikacji moze wynika¢ z wielkosci proby,
metody zastosowanej do analizy kopii genu lub innej grupy etnicznej pacjentow
uczestniczacych w badaniach. Wzrost liczby kopii genu PIK3CA odnotowano takze
w raku piersi (72%; n=36/50) [34], niedrobnokomdérkowym ptuca [50], zotadka
(23,30%; n=23/110) [66] oraz endometrium (12,20%; n=24/196) [57].

W niniejszej pracy wykazano zalezno$ci pomigdzy liczbg kopii genu PIK3CA
a stopniem zréznicowania histologicznego (p=0,050). Natomiast nie wykazano
zalezno$ci w odniesieniu do cech kliniczno-patologicznych a amplifikacjag genu
PIK3CA. Pacjentéw podzielono na dwie grupy, tj. z amplifikacjg oraz bez amplifikacji
genu PIK3CA. Wykazano istotne statystycznie roznice pomig¢dzy grupami dotyczace
lokalizacji zmian. U pacjentow z amplifikacja rak czesciej byt umiejscowiony w dnie

jamy ustnej (p=0,040).

W badaniu Stricht C, 1 wsp. wykazano zalezno$¢ pomigdzy liczbg kopii genu
PIK3CA a stopniem zaawansowania nowotworu [135]. Takze praca Oikawa Y, 1 wsp.
wykazali korelacj¢ pomigdzy stopniem zaawansowania nowotworu (stadium III/IV
vs. I/I) oraz przerzutami do lokalnych weziow limfatycznych w stosunku do wzrostu

amplifikacji PIK3CA [107]. Publikacja Tu HF, 1 wsp. wskazata na zalezno$¢ liczby
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kopii genu i zréznicowania raka jamy ustnej, wystapienia wznowy, a takze nawrotu
choroby u palaczy [145]. Badanie Fenic I, 1 wsp. wykazato zalezno$¢ ze stopniem
zroznicowania nowotworu [33], a badanie Cha JD, 1 wsp. wskazato istotne rdznice

pomiedzy nabtonkiem z dysplazja a zmiang nowotworowa [14].

W raku piersi 1 w raku endometrium wykazano zalezno$¢ miedzy amplifikacja
genu a wiekiem, natomiast nie znaleziono korelacji pomigdzy rasa oraz typem
histologicznym nowotworu [34, 57]. U pacjentow z niedrobnokomédrkowym rakiem
pluca wykazano korelacje pomiedzy wzrostem liczby kopii genu a paleniem tytoniu
1 podtypem histologicznym [50], natomiast w raku Zoladka nie odnotowano zalezno$ci

pomigdzy amplifikacjg a danymi kliniczno-patologicznymi [66].

W niniejszym badaniu nie wykazano zaleznosci pomiedzy zwigkszeniem liczby
kopii genu PIK3CA, stosunkiem PIK3CA/CEP3 oraz wystgpowaniem amplifikacji genu
PIK3CA z czasem przezycia pacjentow w analizie jednoczynnikowej. W analizie
wieloczynnikowej modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a liczba kopii genu PIK3CA,
stosunek PIK3CA/CEP3 oraz czynniki kliniczno-patologiczne nie miaty wplywu
rokowniczego na czas przezycia. Natomiast obecnos$¢ amplifikacji oraz lokalizacja
w dnie jamy ustnej powodowata prawie sze$ciokrotny wzrost ryzyka skrdcenia czasu
catkowitego przezycia. W badaniu Stricht C, i wsp. oraz Suda T, wsp. nie wykazano
zaleznosci pomiedzy amplifikacjg genu PIK3CA a catlkowitym przezyciem [135, 137].
Suda T, wsp. nie wykazali zalezno$ci z przezyciem wolnym od choroby [137].
W innych badaniach nie oceniano wzrostu czgstosci kopii genu i przezycia pacjentow

[59, 107].

7.4 Zaleznos¢ poziomu bialek PIK3CA i PTEN od liczny kopii
genu PIK3CA

W niniejszej pracy nie wykazano zaleznosci miedzy poziomem biatka PIK3CA
(jako cecha ciggla oraz z punktem odcigcia H-score 70) a liczba kopii genu PIK3CA,
stosunkiem P/K3CA/CEP3 oraz amplifikacja genu. W innych badaniach na temat raka
ptaskonablonkowym jamy ustnej nie wskazano zwiazku pomigdzy ekspresjg biatka

a amplifikacjg [33]. Zalezno$¢ pomiedzy statusem podjednostki katalizujacej kinazy
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3 fosfatydyloinozytolu a wzrostem liczby kopii genu wykazano w raku jelita grubego
1 jajnika [1, 48]. W raku niedrobnokomérkowym pluca oraz przetyku nie znaleziono

zaleznosci [2, 150].

Nie wykazano zwigzku pomiedzy utratg biatka PTEN a liczbg kopii genu
PIK3CA, stosunkiem PIK3CA/CEP3 oraz amplifikacja genu. Do tej pory nie badano
zalezno$ci pomigdzy amplifikacja genu PIK3CA, stosunkiem PIK3CA/CEP3

1 poziomem biatka PTEN w raku ptaskonabtonkowy jamy ustne;.

W badaniu nad rozlanym chtoniakiem z duzych limfocytow stwierdzono,
ze amplifikacja genu PIK3CA i utrata biatka PTEN moze by¢ niezaleznym czynnikiem

ogolnej prognozy przezycia [19].

7.5 Chromogenna i wzmocniona srebrem hybrydyzacja in situ

jako metoda oceny kopii genu

Metody chromogennej hybrydyzacji in situ oraz wzmocnionej jonami srebra
hybrydyzacji in situ sg rzadko stosowanymi technikami diagnostycznymi w ocenie
molekularnej obecno$ci amplifikacji genu. W raku ptaskonabtonkowym do tej pory nie
stosowano tej metody. Wykorzystywane byly przede wszystkim techniki FISH, PCR,
RT-PCR, aCGH oraz MLPA [14, 33, 59, 135, 137, 145]. Metody CISH i SISH
sg alternatywa dla techniki FISH. W pierwszym 1 drugim przypadku
s wykorzystywane sondy, ktorych zadaniem jest wykrycie w materiale genetycznym
okreslonej sekwencji DNA. W metodzie CISH stosuje si¢ sondy znakowane
antygenami, w SISH jonami srebra, a w FISH fluorescencyjne. Zaletami metody
CISH/SISH jest petna automatyzacja procesu, a przez to petna standaryzacja wynikow,
gdyz wszystkie preparaty podczas przeprowadzenia badania znajduja = si¢
w jednakowych warunkach reakcji. Zastosowanie do oceny mikroskopu optycznego
znaczenie obniza koszt w poroOwnaniu z metoda FISH, gdzie stosuje si¢ mikroskop
fluorescencyjny. Preparaty mozna przechowywa¢ w metodzie CISH/SISH przez wiele
lat bez ryzyka utraty sygnalow. Jednoczesna ocena histopatologiczna tkanki oraz ocena
jader komorkowych zmniejsza ryzyko blednej interpretacji natury jader komérkowych

[27, 28, 98, 153].
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8. WNIOSKI

1.

Wzrost poziomu biatek PIK3CA i utrata biatka PTEN sa bardzo czgsto

obserwowane w raku ptaskonabtonkowym jamy ustne;.

Utrata biatka PTEN wystepuje czg$ciej u pacjentdw z zaawansowanym rakiem

jamy ustnej.

Wzrost liczby kopii genu PIK3CA jest czg$ciej obserwowany u pacjentdw
z rakiem o wysokim stopniu zto§liwosci, a amplifikacja genu PIK3CA czg$ciej

dotyczy chorych z rakiem dna jamy ustne;.

Jednoczesna utrata biatka PTEN oraz niski stopnien zrdznicowania
histopatologicznego, przerzuty odlegte, palenie tytoniu lub alkoholizm skraca

0 polowe czas przezycia pacjentow.

. Amplifikacja genu PIK3CA 1 lokalizacja zmiany w dnie jamy ustnej

szesciokrotnie skraca czas calkowitego przezycia chorych z rakiem

ptaskonabtonkowym jamy ustne;j.
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