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IN CUTANEOUS BASAL CELL CARCINOMA
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ABSTRAKT

Uvod: Protein p16 je multifunk&ny tumor supresoricky protein,
ktory zohrava kl'i¢ovt tlohu v regulécii bunkového cyklu, pro-
cese starnutia buniek a vzniku zhubnych nadorov. Ciel'om pre-
zentovanej Studie bolo hodnotenie imunohistochemickej expre-
sie p16 v tkanive bazocelularneho karcindmu (BCC) koze.
Material a Metodika: Subor pozostaval z bioptickych vzoriek
65 primarnych BCC, ktoré mali monoklonalnymi protilatkami
vySetreny pl6 (klon E6H4) a proliferaény antigén Ki-67 (klon
MIB1).

Vysledky: Expresia pl6 v nadorovom tkanive bola potvrdena
v 45 pripadoch (69,2 %). Vacsinou bola fokalna/zonalna s ak-
centaciou najmi v periférnych Castiach nadorovych hniezd.
V skupine p16-pozitivnych a pl16-negativnych BCC bolo per-
centudlne zastipenie nadorov vyrastajucich na hlave a krku
(60 % a 65 %) a na ostatnych Castiach tela (40 % a 35 %) takmer
rovnaké (p = 0,7). P16-pozitivne BCC mali v porovnani s p16-
negativnymi BCC castejsie infiltrativny rastovy vzor (31,1 %
vs. 15,0 %), ale bez Statistickej vyznamnosti (p = 0,1). Pozoro-
vany bol inverzny vzt'ah medzi expresiou p16 a antigénu Ki-67.
Zaver: V tkanive BCC koZe je expresia p16 Casta, ale vel'mi ne-
pravidelne distribuovand, ¢o méze byt dosledkom intratumo-
ralnej fenotypovej heterogenity. Sprevadzand je poklesom
proliferacnej aktivity nadorovych buniek. Imunohistochemické
vySetrenie pl16 sa nezda byt relevantné na predikciu biologic-
kého spravania tejto malignity.

KPucové slova: Bazocelularny karciném. Protein p16. Antigén
Ki-67.

ABSTRACT

Introduction: Protein pl6 is a multifunctional tumor suppres-
soric protein that plays an important role in cell cycle regula-
tion, cellular senescence, and development of malignant neo-
plasms. The goal of this study was to evaluate the immunohisto-
chemical expression status of pl6 in basal cell carcinoma
(BCC) of the skin.

Material and Methods: The study group consisted of 65 BCC
biopsy samples that were investigated by monoclonal anti-
bodies against p16 (clone E6H4) and proliferation antigen Ki-
67 (clone MIB1).

Results: Expression of pl6 was found in45 carcinomas
(69.2 %). It was usually focal/zonal with a predominance at the
periphery of the tumor nests. In pl16-positive and p16-negative
BCCs, the percentages of lesions arising on the head and neck
region (60 % vs 65 %) and the other parts of the body (40% vs
35 %) were almost equal (p = 0.7). The pl6-positive BCCs
more frequently had an infiltrative growth pattern compared
with the pl6-negative BCCs (31,1 % vs 15,0 %), but without
a statistical significance (p = 0.1). There was seen an inverse
relationship between the p16 and antigen Ki-67 staining.
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Conclusion: In cutaneous BCC, the expression of p16 is frequ-
ent, but it shows very uneven spacial distribution which may be
a consequence of intratumoral phenotypic heterogeneity. It is
accompanied by reduced proliferative activity of the neoplastic
cells. P16 immunohistochemistry does not appear to be useful
for predicting the biological behaviour of this malignancy.

Key words: Basal cell carcinoma. Protein p16. Antigen Ki67.

UVOD

Protein pl6 (oznadovany aj ako ple™K4
v d’alSom texte skratene p16) je multifunkény tumor
supresoricky protein, ktory zohrava kI'i¢ova tlohu
v regulacii bunkového cyklu, procese starnutia (se-
nescencii) buniek a vzniku zhubnych nadorov. Fy-
ziologicky funguje ako inhibitor cyklindepen-
dentnejkinazy (CDK), ¢im v kone¢nom dosledku
spomal’uje rast buniek. Za normalnych okolnosti sa
CKD4/6 viazu na cyklin D a vytvaraji komplex,
ktory fosforylaciou inaktivuje retinoblastomovy
(RDb) protein. Fosforylovany Rb protein sa uvolnuje
z transkripéného faktora E2F a tym mu umoziuje
vstupovat’ do jadra. Faktor E2F v jadre nasledne za-
hajuje transkripciu cielovych génov, ktoré spro-
stredkuju progresiu bunkového cyklu z G1 do S
fazy. Tym, Ze sa p16 viaZze na CDK4/6, zamedzuje
ich interakcii s cyklinom D, preto ostava Rb protein
naviazany na faktor E2F. Cela tato kaskada ma za
nasledok spomalenie az zastavenie bunkového
cyklu zamedzenim prechodu G1 do S fazy [1].

Alteracie génu pl6 (CDKN2A, cyclin-depen-
dent kinase inhibitor 2a) ¢i aberantna tvorba pl6
(v zmysle ,,up-regulacie alebo ,,down-regulacie®)
sa vyskytuju takmer v 50 % vSetkych malignit
u l'udi [1, 2]. V nadorovych bunkach s mutaciami
génov RB alebo CDK4/6 byva p16 ¢asto nadprodu-
kovany (,,overexpresia“), ale funkéne neschopny
zastavit'® bunkovy cyklus. U niektorych nadorov
(prekancerdzy ¢i skvamocelularny karcinom krcka
maternice, nicktoré karcindmy periandlnej oblasti
a oblasti hlavy a krku) stvisi expresia pl6 priamo
s infekciou HPV (Pudsky papilomavirus) ako vyvo-
lavatel'om ochorenia atym ma aj diagnosticky
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vyznam [2]. Maligne neoplazie obsahujtiice vel'ké
mnozstvo pl6-pozitivnych nadorovych buniek st
vo vSeobecnosti povazované za agresivnejsie [2, 3].
U niektorych (napr. karcindm prsnika, kolonicky
adenokarcindom, neuroblastom, gastrointestinalny
stromalny tumor) predstavuje ,,overexpresia®“ pl6
nepriaznivy prognosticky ukazovatel’ a v literatire
sa diskutuje aj o potencidlnom vyuziti anti-p16 tera-
pie pri onkologickych ochoreniach [2, 3]. V ramci
zhubnych nadorov koze bol p16 doposial’ studovany
aj pri bazocelularnom karcindéme (basal cell carci-
noma, d’alej BCC), ale s vel'mi nestrodymi vysled-
kami [4-12].

Dalsim doleZitym regulatorom bunkového cyklu
je antigén Ki-67. Tento nehistonovy protein je ex-
primovany v jadrach buniek pocas aktivnych faz
bunkového cyklu (G1, S, G2 a mitozy), zatial’ ¢o
v kl'udovej (GO) faze absentuje [13]. K maximu ex-
presie dochadza na rozhrani G2 fazy a mitozy. Imu-
nohistochemicka detekcia antigénu Ki-67 (Ki-67 in-
dex) umoziuje kvantitativne stanovenie proliferac-
ného stavu buniek a patri k zakladnym prognostic-
kym indikatorom pri bioptickom vySetreni [13].

CIEL

Cielom predkladanej prace bolo hodnotenie
imunohistochemickej expresie pl16 v tkanive BCC
koze a jej potencialneho stuvisu s anatomickou loka-
litou, histologickym typom BCC a proliferacnou
aktivitou nadoru.

MATERIAL A METODY

Hodnoteny stubor pozostaval z bioptickych vzo-
riek 65 primarnych BCC koze ziskanych od 63 pa-
cientov (32 muzov, 31 zien) vo vekovom rozpéti
42 — 93 rokov (priemerny vek 72,1 rokov). Topo-
grafickd distribucia nadorov v stibore bola nasle-
dovna: tvarova Cast’ hlavy (n = 22) (Obr. 1), mimo-
tvarova Cast’ hlavy (n = 16), krk (n = 2), trup
(n = 15) a koncatiny (n = 10). Podl'a predchadzaju-
cej publikaciou autorov Donati et al. [4] sme rozli-
Sovali dve topografické kategorie: a) hlava a krk (40
pripadov), ktora je chronicky vystavena slne¢nému
Ziareniu a b) ostatné Casti tela (25 pripadov), ktoré
predstavuju lokality s menej intenzivnou (intermi-
tentnou alebo len minimalnou) expoziciou UV Zia-
reniu. Do kategorie vystavenej chronickej solarnej
expozicii patri aj zapdstie, postihnutie tejto Casti tela
sme vSak v naSom subore nezaznamenali. Podla
vySsie uvedenej prace [4] sme pacientov zatriedili
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na dve vekové skupiny: a) < 60 rokov a b) > 61 ro-
kov.

Jednotlivé BCC zahrnovali nasledovné histolo-
gické typy: superficialny (n = 10), nodularny
(n=31) a zmieSany superficidlno-nodularny (n=7),
suhrnne kategorizované ako neagresivne BCC a in-
filtrativny/morfeaformny (n = 4), zmieSany nodu-
larno-infiltrativny (n = 12), a metatypicky (bazo-
skvamoézny) karcindm (n = 1), sthrnne kategorizo-
vané ako agresivne BCC [13-15].

Vzorky sme po zaliati do formalinu §tandardne
laboratérne spracovali vo forme parafinovych bloc-
kov, farbili hematoxylinom a eozinom a hodnotili
vo svetelnom mikroskope (Nicon Eclipse Ci).
Vsetky pripady boli simultinne imunohistoche-
micky vysetrené monoklonalnou protilatkou proti
pl6 (klon E6H4, ROCHE, ready-to-use) aj prolife-
ra¢nému antigénu Ki-67 (klon MIB1, DAKO, re-
ady-to-use). Pri obidvoch markeroch sme imunore-
aktivitu kvantifikovali ako priemerné percentualne
zastipenie pozitivnych nadorovych buniek v celom
nadorovom tkanive vySetrovan¢ho histologického
rezu. Podl'a publikacie autorov Zheng et al. [5] sme
aplikovali nasledovny semikvantitativny skorovaci
model expresie p16: grade 0 (< 5 % pozitivnych bu-
niek), grade 1+ (5 — 25 pozitivnych buniek), grade
2+ (26 — 50 % pozitivnych buniek), grade 3+ (51 —
75 % pozitivnych buniek) a grade 4+ (> 75 % pozi-
tivnych buniek). V zhode s uvedenou pracou sme za
pl6-pozitivne BCC povazovali tie, v ktorych mnoz-
stvo nadorovych buniek exprimujucich p16 dosaho-
val minimalne 5 %, ostatné boli definované ako ne-
gativne.

Obrazok 1. Ulcerovany BCC na 'avom lici u starSicho muZza.
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Spracovanie, deskriptivne a Statistické vyhodno-
tenie suboru bolo vykonané v programe SPSS Sta-
tistics (Verzia 19) s pouzitim chi-kvadratového
testu, pri¢om hodnota p < 0,05 bola povazovana za
signifikantna.

VYSLEDKY

V analyzovanom subore bolo zastipenie jednot-
livych semikvantitativnych stupiiov expresie pl6
nasledovné: grade 0 (20 karcinémov; 30,8 %), grade
1+ (26 karcindomov; 40,0 %), grade 2+ (7 karcino-
mov; 10,75 %), grade 3+ (7 karcinomov; 10,75 %)
a grade 4+ (5 karcinémov; 7,7 %). Podiel p16-pozi-
tivinych BCC predstavoval 69,2 % vsetkych pripa-
dov. Cytoplazmatickd expresia pl6 varirovala
v rozsahu 0 — 80 % nadorového tkaniva (priemerne
23 %). U prevaznej vécsSiny karcindmov bola fo-
kalna/zonalna s akcentaciou v periférnych castiach
nadorovych hniezd. V tychto pripadoch zony s in-
tenzivnym cytoplazmatickym farbenim ostro kon-
trastovali s okolitym pl6-negativnym nadorovym
tkanivom (Obr. 2). ZriedkavejSic bolo farbenie
v naddorovych hniezdach diftiznejsie (hoci taktiez
nerovnomerné) bez ostrého rozhrania medzi pl6-
pozitivnou a p16-negativnou bunkovou populaciou
(Obr. 3 a4). Vtedy zvyc€ajne vykazovala loziskova
imunoreaktivitu aj povrchova epiderma.

V skupine pl6-pozitivnych a pl6-negativnych
BCC bolo percentudlne zastiipenie nadorov vyrasta-
jucich na hlave a krku (60 % a 65 %) a na ostatnych
Castiach tela (40 % a 35 %) takmer rovnaké a Statis-
ticky nevyznamné (p = 0,7). Podobné vysledky sme
potvrdili aj pri kategorizacii pacientov podl'a veku
na skupinu < 60 rokov a > 61 rokov (p = 0,6).

P16-pozitivne BCC mali v porovnani s pl6-ne-
gativnymi BCC castejSie infiltrativne rastové Crty
(31,1 % vs 15,0 %), ale tento stvis sa nepreukazal
ako Statisticky vyznamny (p = 0,1). Expresia proli-
feracného antigénu Ki-67 v jadrach buniek variro-
vala v rozsahu 10 — 100 % (priemerne 42,2 %) na-
dorového tkaniva abola taktiez velmi nerovno-
mernd. Priemernd hodnota Ki-67 indexu bola v sku-
pine pl6-pozitivhych BCC c¢iasto¢ne nizsia (39,5
%) v porovnani s pl6-negativnymi BCC (45 %). Pri
komparacii priestorovej distriblcie bol pozorovany
inverzny vzt'ah medzi expresiou p16 a antigénu Ki-
67. KompaktnejSie zony pl6-pozitivnej nadorovo-
bunkovej populécie boli zvycajne sprevadzané niz-
kym proliferacnym Ki-67 indexom (porovnaj Obr.
2/5a 3/6). Prehl'ad zakladnych klinicko-patologic-
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kych parametrov v prezentovanom subore pacien-
tov je uvedeny v Tab. 1.

Obrazok 2 Zonalna expresia p16 (grade 1+) na periférii na-
dorového hniezda (Sipka) nodularneho BCC. V centralne;j Casti
je nadorové tkanivo negativne. (zvacsenie 20x)

Obrazok 3 Vyrazna expresia p16 (grade 4+) v tkanive super-
ficidlneho BCC. V jednom useku (Sipka) je nadorovobunkova
populacia scasti negativna. (zvdcSenie 20x)

e St Ed L SR ; 5
Obrazok 4 Vyrazna expresia pl6 (grade 4+) v tkanive infil-
trativneho BCC. (zvécsenie 30x)
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Obl‘azok 5 Absentu]uca reaktivita antigénu Ki-67 v perlferne]
zone nodularneho BCC (8ipka), ktora bola pozitivna na pl6.
Naopak, centralna ¢ast’ ma vysoku prolifera¢nii aktivitu. (nalez
koresponduje s obrazkom 2). (zvécsenie 20x)

Obrazok 6 Akcentovana reaktivita antigénu Ki-67 v tej Casti
superficialneho BCC (8ipka), ktora vykazovala redukovanu ex-
presiu p16. Ostatna ¢ast’ nadorového tkaniva, ktora bola inten-
zivne pozitivna na pl6, ma minimalnu proliferacni aktivitu.
(nalez koresponduje s obrazkom 3). (zvédcsenie 10x)

Tabul’ka 1 Sumarizacia zakladnych klinicko-patologickych parametrov pacientov v prezentovanom subore.

Parametre BCC pl16+ (n =45) BCC p16- (n =20)
Pohlavie

® muzi 23/45 (51,1 %) 11/20 (55,0 %)
e Jeny 22/45 (48,9 %) 9/20 (45,0 %)
Vek

e priemerna hodnota 72,4 r. 71,6r.

e <60 rokov 5/45 (11,1 %) 3/20 (15,0 %)
® > 61 rokov 40/45 (88,9 %) 17/20 (85,0 %)
Lokalizacia BCC

e hlava a krk 27/45 (60,0 %) 13/20 (65,0 %)
e ind lokalita 18/45 (40,0 %) 7/20 (35,0 %)
BCC variant

e agresivny variant 14/45 (31,1 %) 3/20 (15,0 %)
. neagresivny variant 31/45 (68,9 %) 17/20 (85,0 %)
Prolifera¢ny Ki-67 index

e priemernd hodnota 39,5 % 45.0 %

DISKUSIA

BCC kozZe je v sucasnosti najcastejSim zhubnym
onkologickym ochorenim u I'udi. Na rozdiel od vac-
Siny inych malignit rastie len lokalne invazivne
a prakticky nikdy nemetastazuje. Podl'a biologic-
kého spravania rozliSujeme neagresivne (lower risk)
a agresivne (higher risk) varianty BCC koze. Do pr-
vej skupiny sa zarad’uju najmi superficialny a no-
dularny BCC, ktorych terapia a prognoza st vo vic-
Sine pripadov excelentné. Do druhej skupiny patria
infiltrativny, sklerotizujici/morfeaformny, mikro-
nodularny BCC a bazoskvamo6zny karcinom [13-
15]. Tieto typy maju horsi klinicky priebeh v do-
sledku invazivnejSiecho rastu a castych recidiv po
liecbe. Hoci zékladné etiopatogenetické faktory
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vzniku BCC kozZe st dobre zname, poznatky o mo-
lekulovo-genetickych mechanizmoch zodpoved-
nych za jeho biologické spravanie a progresiu (¢i
naopak, neschopnost’ metastazovat’) su zatial’ ne-
dostato¢né. Pri tejto malignite bolo doteraz Studo-
vangé $iroké spektrum réznych biomarkerov stvisia-
cich s proliferaciou a apoptdzou buniek, mechaniz-
mami bunkovej signalizacie, proeolytickymi zme-
nami peritumoroznej stromy ¢i vzajomnou interak-
ciou neoplastickych buniek a zloziek extracelular-
nej matrix. Ani v sucasnosti v§ak neexistuje Speci-
ficky marker, ktory by v rutinnej bioptickej praxi
spolahlivo rozlisil agresivne typy od menej agresiv-
nych [14].
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Tabulka 2 Zastpenie pl6-pozitivnych pripadov BCC koze v doteraz publikovanych $tadiach [5-12]

Literarny zdroj Pocet BCC p16-pozitivne BCC
Ramezani et al., 2016 53 42 pripadov (79,2 %)
Cretnik et al., 2009 20 16 pripadov (80 %)
Paolini et al., 2011 35 33 pripadov (94,3 %)
Svensson et al., 2003 47 42 pripadov (89,4 %)
Conscience et al., 2006 10 S pripadov (50 %)
Zheng et. al., 2005 47 7 pripadov (14,9 %)
Villada et al., 2018 10 0 pripadov (0 %)
Bartos, 2020 23 7 pripadov (29,1 %)
tato Studia 65 45 pripadov (69,2 %)

Predkladana stadia sa zaobera hodnotenim imu-
nohistochemickej expresie tumor supresorického
proteinu p16 v subore 65 BCC kozZe. Jeho produkcia
v nadorovych bunkach bola detegovana priblizne
v 70 % pripadov, na zaklade ¢oho ju mozno pova-
zovat’ za Casty nalez. Vysledky dosial’ publikova-
nych $tadii sa vSak v tomto smere vel'mi odliSuju.
Ako dokumentuje Tab. 2, pritomnost’ p16 v tkanive
BCC koze variruje v rozsahu 0 — 94 % pripadov [5-
12].

Na uvedenych diskrepanciach sa pravdepodobne
podielaju: a) rozdielna metodika laboratorneho
spracovania vzoriek, b) odlisné mnozstvo analyzo-
vanych pripadov, c) selekény ,,bias“ v zmysle pre-
valencie ur¢itych histologickych typov BCC
a d) rozdielne ,,cut-off hodnoty definujace ,,p16-
pozitivitu® karcinomu. Najmé k poslednému para-
metru pristupuji mnohi autori rozdielne. Napriklad
Paolini et al. [8] povazovali za pl16-pozitivne BCC
tie, ktoré v tkanive obsahovali minimalne 1 % imu-
noreaktivnych nadorovych buniek. Zheng et al. [5]
definovali pozitivitu od 5 % a Ramezani et al. [10]
az od 10 %. Ini autori [9] zasa neuvadzaju ziadnu
percentualnu hranicu ¢o napoveda, ze vsetky pri-
pady s akoukol'vek pritomnostou pl6-imunoreak-
tivnych nadorovych buniek povazovali za pozi-
tivne.

Jeden z faktorov, ktory méze ovplyviovat’ syn-
tézu p16 v nadorovych bunkach BCC kozZe je pdso-
benie ultrafialového (UV) Ziarenia. Je zname [16],
ze tvorba p16 v epidermalnych keratinocytoch je in-
dukovana UV-B Ziarenim. Viacer¢ §tadie skutocne
potvrdili [4, 6, 7], Ze nadprodukcia (,,overexpresia“)
pl6 sa castejSie vyskytovala v tych karcindmoch
koze, ktoré vyrastali na ¢astiach tela chronicky vy-
stavenych slne¢nym 1G¢om. Ini autori [8, 11] vSak
takyto suvis nepozorovali. Aj v nasej $tudii bolo za-
stupenie pl6-pozitivnych a pl6-negativnych BCC

POVODNE PRACE / ORIGINAL WORKS

42

vyrastajucich na hlave a krku a na ostatnych cas-
tiach tela vyrovnané. Talianski autori [4] zaroven
uvadzaju, Ze u pacientov nad 60 rokov sa p16-pozi-
tivne karcinomy koze vyskytovali signifikantne Cas-
tejSie v porovnani s mlad$imi osobami. Tento fakt
najskor opét’ savisi s dlhodobejsou solarnou expo-
ziciou, ked’ze starSi 'udia maju prirodzene vacsiu
kumulativnu davku UV ziarenia pocas Zivota. V na-
Sej Studii sme pri rovnakej diskriminacnej vekovej
hranici $tatisticky vyznamny suvis nepotvrdili.

V literattre zatial’ pretrvavaju kontroverzné na-
zory, ¢i su BCC koze s agresivnejSim klinicko-pa-
tologickym fenotypom sprevadzané odli§nou (resp.
vyssou) tvorbou pl6 v porovnani s neagresivnymi
variantami a tym je diskutabilny aj jeho prognos-
ticky vyznam. Svensson et al. [9] demonstrovali, Ze
expresia pl6 sa CastejSie vyskytovala v infiltrativne
rastiicich BCC a tento protein bol nadprodukovany
najméd v invazivnych okrajoch nadorovych zosku-
peni. Pri superficialnom, nodularnom a infiltrativ-
nom type BCC zistili pozitivitu p16 v 75 %, 88,8 %
a 100 % pripadov. Ini autori [6, 10] nepotvrdili pre-
sved¢ivy vztah medzi histologickym typom BCC
a imunoreaktivitou p16. V nasom subore sice agre-
sivne varianty BCC produkovali pl16 CastejSie, ale
bez statisticky vyznamnej korelacie.

Ked'Ze p16 aj proliferacny antigén Ki-67 sa vy-
znamne podiel’aji na regulacii bunkového cyklu, pri
imunohistochemickom vySetreni tkaniva mozno
medzi nimi predpokladat’ vzajomni stvislost.
V nasej Stadii boli useky pl6-pozitivnej nadorovo-
bunkovej populacie sprevadzané redukovanou ex-
presiou antigénu Ki-67. Podobné vysledky potvrdili
aj Svensson et al [9], ale iba v invazivne rasticich
periférnych castiach nadorovych zoskupeni BCC.
Predpokladaju, ze pri progresii a invazivite BCC
koze dochadza k fenotypovej transformacii nadoro-
vych buniek, ktora je sprevadzana nadprodukciou
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pl6 snaslednym poklesom ich rastového poten-
cidlu. Tento, na prvy pohlad nelogicky jav vysvet-
Puji tym, ze invazivita a proliferacia nadorovych
buniek v skuto¢nosti predstavuju dva odlisné feno-
mény.

ZAVER

V tkanive BCC kozZe je expresia pl6 Casta, ale
vel'mi nepravidelne distribuovana, ¢o moéze byt do-
sledkom intratumoréznej fenotypovej heterogenity.
Sprevadzana je poklesom proliferacnej aktivity na-
dorovych buniek. Vysledky prezentovanej Studie
napovedaji, ze imunohistochemické vysetrenie p16
nemoze sluzit’ na predikciu biologického spravania
tejto malignity.
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