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Rezumat

Functiile factorilor pro- (p53) si anti-apoptotic (Bcl2) in carcinomul de san sunt controversate. Scopul lucrarii:
evaluarea comparativa a expresiei proteinei pro-apoptotice p53 si markerului anti-apoptotic Bcl2 in carcinomul mamar
invaziv de tip NST (no specific type). Material si metode: In calitate de obiect de studiu a servit materialul biologic
(tumora primard) prelevat de la 93 paciente cu varsta cuprinsa Intre 33-86 ani. Toate cazurile selectate au fost evaluate
histologic drept carcinom ductal invaziv de tip glandular solid. Tesuturile prelevate au fost fixate timp de 24-48 ore in
formalind neutra tamponatd 10% si incluse ulterior In Paraplast HM (Leica Biosystems) dupa metoda clasica. Pentru
studiul imunohistochimic am utilizat markeri pentru receptorul p53 (clona P53/DO-7, Leica Biosystems) si Bcl2 (clona
bcl-2/100/D5, Leica Biosystems). Toate procedeele imunohistochimice au fost procesate automat pe Leica Bond-Max
autostainer (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Rezultate: Am constatat, cd markerul anti-apoptotic Bcl2
este mai frecvent expresat (71 cazuri/76,34%) in carcinomul ductal invaziv comparativ cu proteina pro-apoptotica p53(41
cazuri/44,09%). In 44,09% cazuri expresia negativa pentru p53 a fost insotiti de supraexpresia Bcl2, iar in 32,26% s-a
determinat supraexpresia combinatd a ambelor proteine. Concluzii: Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NST exprima
cu predilectie proteina anti-apoptotica Bcl2. Expresia combinata a ambelor proteine, pro- si anti-apoptotica in circa 1/3
cazuri necesita studii suplimentare 1n evaluarea potentialului prognostic si predictiv a acestor markeri in carcinomul de
san. Valoarea expresiei markerilor p53 si Bel2 nu este in functie de gradul de diferentiere tumorala, in majoritatea cazu-
rilor tumorile fiind slab diferentiate.

Cuvinte-cheie: carcinom mamar, apoptoza, p53, Bcl2

Summary. Ductal invasive breast carcinoma — sight through apoptosis

The functions of pro- (p53) and anti-apoptotic (Bcl2) factors in breast carcinoma are controversial. Aim: a compa-
rative evaluation of pro- apoptotic (p53) and anti-apoptotic (Bcl2) proteins in invasive ductal breast carcinoma of NST
type (no specific type). Material and methods: Were studied primary tumors taken from 93 patients 33-86 years old.
All selected cases were evaluated as invasive ductal NST breast carcinoma. The biological material was fixed in 10%
phosphate buffered formalin and paraffin embedded (Paraplast High Melt, Leica Biosystems). For imunohistochemical
assays were used surrogate markers for p53 (clone P53/DO-7, Leica Biosystems) and Bcl2 proteins (clone bel-2/100/
D5, Leica Biosystems). Specimens were processed automatically on Leica Bond-Max autostainer (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Germany). Results: We determined that in invasive ductal breast carcinoma anti-apoptotic marker Bcl2 is
expressed oftener (71 cases/76,34%) than protein p53 (41 cases/44,09%). In 44,09% of cases, a negative p53 meanwhile
Bcl2 was overexpressed, and in 32,26% cases both of the proteins exerted strong expression. Conclusions: in invasive
ductal NST breast carcinoma tumor cells express at higher rate anti-apoptotic Bcl2 than pro-apoptotic p53 protein. A pro-
gnostic and predictive importance of simultaneous overexpression of both proteins in 1/3 of cases should be evaluated by
additional studies. The score of p53 and Bcl2 expression is not influenced by grade of differentiation, in most of the cases
tumors of low grade were determined.
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Pe3iome. JKenesncToiii HHGUIBTPUPYIOLIHI PAK MOJIOYHOM JKeJie3bl — B3LISA CO CTOPOHBI aNonTo3a

[Jannble kacarommecss QyHkuumu mnpo - (p53) m aTH-amontuueckux QakropoB (Bcl2) B pake MoiouHO#
JkKeJie3bl NMpOoTHBOpeuMBHl. llenb uccnenoBaHMs: CPaBHUTENBHBIA aHAIU3 HKCIPECCUM MpPO-aloNnTudeckoro p53 u
aHTu-anontuueckoro Bcl2 GenkoB B jkene3ucToM MHOWIBTPHUPYIOIEM pake MosodHoi xeie3bl (PMIK). Marepuan
u Metoabl: ObuIM MccaenoBanbl oopasusl PMIK 93 nanmentok B Bo3pacte 33-86 ner. Bo Bcex oToOpaHHBIX cirydasx
ObUT BBISABJICH HMHBa3WBHBIN jkene3ucteii PMIK. Buomormueckuii matepuan Obu1 (ukcupoBan B 10% OydepeHHOM
¢dopmanune 24-48 yacoB u B nocieaytomem 3akmtodeH B Paraplast HM (Leica Biosystems) knaccuaeckum MeToaoM. s
MMMYHOTUCTOXMMHYECKUX aHATH30B OBUIM HCIIOJIh30BaHBI MapKepsl OenkoB pS3 (ko P53/DO-7, Leica Biosystems)
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u Bcel2 (kson bel-2/100/DS5, Leica Biosystems). Bee uccnenopanus ObUTH MPOBECHBI aBTOMATUYECKH C UCTIONB30BaHH-
em Leica Bond-Max aBrocreitnepa (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Pe3ynsrarsl: Beuto ycraHosneHo,
YTO NpH XKene3nctoM nHpmisTpupytomum PMIK antu-anmontuueckuii dakrop Bcel2 skempeccupyercs vame (71 ciry-
4yaes/76,34%) mo cpaBHEHHUIO ¢ Tpo-anonTHdeckoM OenkoM p53(41 cimyuaer/44,09%). B 44,09% cinyuyacB OTCyTCTBHE
pS3 Genka conpoBOKIaCTCs BRICOKOM dKcnpeccueii Bel2 mapkepa. B 32,26% ciny4yaeB ObLIO BBISBIICHA TIOJOKUTEIbHAS
sKcripeccust oboux OenkoB. BeiBonsl: B skenesncrom nHpuisTpupytonem PMXK npeobianaer anTu-amnontudeckuii Gak-
top Bcl2. [IporHocTryeckas ¥ NIpeAUKTUBHASL 3HAYMMOCTh KOMOWHHUPOBAHHOW SKCIPECCHH MPO- U aHTH-AMOITUICCKIX
(axtopoB B 1/3 ciryyaeB Hy>kAaeTcs B JOTIOJIHUTENILHBIX HCCIIEIOBAaHUAX. JKcnpeccus pS3 u Bel2 GenkoB He 3aBHCUT OT
CTEINEeHHU OIyX0JIeBoH nuddepeHranyy, B O0IBIINHCTBE CIIyYaeB OITyXOJIH UMEIH HU3KYIo nuddepeHumanmio.
KiroueBbie cJ10Ba: pak MOJIOYHOM KeJe3bl, aronTos, p53, Bel2

Introducere. Moartea celulard programata este
esentiala pentru dezvoltarea si functionarea normala
a organismului. Acest proces este codificat genetic
si poate fi declansat ca raspuns la un anumit factor
extern, precum iradierea, medicamente, toxine [1,
2]. Apoptoza poate fi activata pe doud cai: 1. calea
extrinseca, prin implicarea receptorilor TNF (tumor
necrosis factor — factorul de necroza tumorald). 2. ca-
lea intrinseca este controlata de genele Bcl-2 (B-cell
lymphoma -2), prin implicarea mitocondriilor.

Importanta apoptozei in homeostazia tisulara a fost
reflectata prin studiul genelor cu influenta pro- (p53) si
anti-apoptotica (Bcl2) in multiple studii pe tumori.

In carcinomul mamar s-a determinat ci prezenta
in exces a celulelor apoptotice coreleaza cu expresia
negativa a receptorilor pentru estrogen, progesteron,
Bcl2 si grad scazut de diferentiere a tumorii [3]. Pe
de alta parte markerul Bel2 este determinat pozitiv in
circa 70% de cazuri, iar expresia acestuia coreleaza
cu statutul hormonal pozitiv, fapt relatat de cerceta-
tori drept semn de pronostic favorabil, si invers ca-
zurile hormon-independente asociate cu Bel2 negativ
sunt caracterizate printr-o agresivitate sporita [4, 5].

Proteina nucleara p53 este produsul unei gene lo-
calizate pe cromozomul 17 (17p13.1). Functia aces-
teia, in mod normal, tine de reglarea ciclului celular
si a apoptozei, demonstrand la acest capitol un efect
supresiv tumoral. Aceasta proteind este exprima-
ta In celulele normale la un nivel foarte redus, iar
la actiunea unui factor declansator soldat cu lezarea
ADN-ului, hipoxie, blocheaza ciclul celular in faza
G1 inducand celula in apoptoza [6]. Astfel aceasta
proteind mentine stabilitatea genomului, prevenind
transformarile maligne, functie caracterizata de Lane
(1992) drept ”gardian al genomului” [7]. Paradoxal,
insa datele privind semnificatia nivelului de expresie
a acestei proteine sunt contradictorii functiei obignu-
ite, sustindnd un pronostic nefavorabil la supraexpre-
sia p53. Mai mult, s-a stabilit ca aceasta proteina este
sintetizata in exces odatd cu progresia neoplasmului
si coreleaza pozitiv cu fenotipul invaziv al tumorii.
Pe de alta parte, mutatiile genei p53, determinate in
stadiile incipiente de dezvoltare a tumorilor, sustin

cresterea rapida si metastazarea precoce [6, 8]. Desi,
valoarea prognostica si predictiva a proteinei p53 este
controversata, aceasta prezintd un interes deosebit
pentru terapiile bazate pe p53. Dat fiind faptul, ca p53
si Bcl2 manifesta functie invers proportionala in ce-
lulele normale si carcinogeneza, faptul ca p53 1si rea-
lizeaza functia prin intermediul Bcl2 iar mecanismele
dereglarii expresiei Bcl2 sunt in corelatie cu absenta
p53, investigatia expresiei acestor markeri pe un lot
omogen de tumori mamare devine incitanta.

Scopul acestui studiu a fost evaluarea compara-
tiva a expresiei proteinei pro-apoptotice p53 si mar-
kerului anti-apoptotic Bcl2 in carcinomul mamar in-
vaziv de tip NST (no specific type).

Material si metode. in calitate de obiect de stu-
diu a servit materialul biologic (tumora primara) pre-
levat de la 93 paciente cu varsta cuprinsa intre 33-86
ani. Toate cazurile selectate au fost evaluate histo-
logic drept carcinom ductal invaziv de tip glandular
solid (NST-no specific type). Tesuturile prelevate au
fost fixate timp de 24-48 ore in formalina neutra tam-
ponatd 10% si incluse ulterior in Paraplast HM (Lei-
ca Biosystems) dupa metoda clasica. Sectiuni seriate
cu grosimea 3-5 microni au fost etalate pe lame de
sticla pentru imunohistochimie, superadezive (S3003,
Dako, Denmark) si colorate cu hematoxilind-eozina.
Pentru studiul imunohistochimic am utilizat mar-
keri pentru receptorul p53 (clona P53/DO-7, Leica
Biosystems) si Bel2 (clona bcl-2/100/D5, Leica Bi-
osystems). Demascarea s-a efectuat cu Bond Epitope
Retrieval Solution 2 (Leica Biosystems), 20 minute,
iar vizualizarea cu sistemul Bond Polymer Refine
Detection System (Leica Biosystems), 15 minute.
Toate procedeele imunohistochimice, de la deparafi-
nare (Bond Dewax Solution nr.AR9222) si pana la
contracolorarea nucleelor (hematoxilina modificata
dupa Harris, HHS32, SigmaAldrich) au fost proce-
sate automat pe Leica Bond-Max autostainer (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany).

Evaluarea microscopicd. Gradarea histopatolo-
gicd am realizat-o folosind sistemul de cuantificare
Scarff-Bloom-Richardson, cu estimarea formarii
structurilor tubulare (ca expresie a diferentierii glan-
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dulare), pleomorfismului nuclear, figurilor mitotice
(media calculatd in 10 campuri la obiectiv Plan Fluor
40x/0,75 WD-0,44) [9].

Evaluarea markerului Bcl2 a fost efectuata in
corespundere cu recomandarile Iui Callagy si coaut.
(2006), precum: 0 — absenta colorarii; + 1- <10% din
celulele tumorale prezinta pattern citoplasmatic; + 2
— 10-50% celule colorate; + 3 >50% celule tumorale
colorate. Cazurile evaluate cu 0 — 1 au fost considera-
te negative [10].

Scorificarea markerului nuclear p53 a fost efec-
tuatd in baza recomandarilor Yamashita si coaut.
(2004): 0 - lipsa colorarii nucleare; 1 - <10% din ce-
lule pozitive; 2 — 10-30% celule cu pattern nuclear
specific; 3 - >30% din celulele tumorale colorate spe-
cific. Limfocitele stromale au servit in calitate de con-
trol intern pozitiv. Cazurile estimate ca 0 — 1 au fost
considerate negative [11].

Captarea imaginilor si analiza statisticd. In-
terpretarea histologica a fost efectuatd la microscop
Nikon Eclipse 80i inzestrat cu camera Nikon DS-Fil
si soft-ul de imagini Nis-elements BR 2.30 (Nikon
Instruments Europe BV). Interpretarea statistica si
corelarea rezultatelor a fost realizatd cu soft-ul Win-
Stat 2012.1 (R. Fitch Software, Bad Krozingen, Ger-
many). Valoarea p<0.05 a fost considerata statistic
semnificativa pentru toate rezultatele.

Aspecte etice. Studiul a fost aprobat de catre Co-
mitetul de Eticd a Cercetarii al Universitatii de Stat
de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”, Chi-
sindu, Republica Moldova (numarul de omologare
21/13 din 31.03.2014).

Rezultate. in baza rezultatelor obtinute am consta-
tat, cd markerul anti-apoptotic Bcl2 este mai frecvent
expresat (71 cazuri/76,34%) in carcinomul ductal in-
vaziv comparativ cu proteina pro-apoptoticd p53(41
cazuri/44,09%). Comparand expresia acestor receptori

pentru fiecare caz in parte am determinat, ca in 44,09%
cazuri expresia negativa pentru p53 a fost Insotita de
supraexpresia Bcl2, iar In 32,26% s-a determinat su-
praexpresia combinata a ambelor proteine (Tabelul 1).

Tabelul 1
Scorul expresiei p53 in raport cu scorul determinat
pentru Bcl2.
PS3 Bcel2 Nr %
0 0 6 6,45
0 1 2 2,15
0 2 6 6,45
0 3 25 26,88
1 0 2 2,15 44,09
1 1 1 1,08
1 2 1 1,08
1 3 9 9,68
2 0 3 3,23
2 1 2 2,15
2 2 5 5,38
2 3 13 13,98 32,26
3 0 6 6,45
3 2 1 1,08
3 3 11 11,83
Total 93 100

Nota: cu Bold sunt marcate cazurile Bcl2 pozitive.

In raport cu gradul histologic nu s-a determinat o
careva afinitate a expresiei markerilor apoptotici, va-
riatiile de grad G1-G3 determinandu-se in toata gama
de scorificare a p53 si Bel2 (Tabelul 2). Totusi, gradul
G1 este mai frecvent intdlnit in cazurile p53 negative
(4 cazuri/4,30%) fata de p53 pozitive, iar in corelatie
cu expresia Bcl2 raportul este aproximativ acelasi (2
cazuri/Bcl2 negativ la 3 cazuri Bel2 pozitiv).

Corelarea dupa Pearson a expresiei p53, Bcl2 si
gradul histologic nu a inregistrat valori semnificative
statistic.

Tabelul 2
Expresia receptorilor p53 si Bcl2 in functie
de gradul histologic
p53 Bel2
Scor Gradul Nr % Scor Gradul Nr %
0 Gl 4 4,30 0 Gl 2 2,15
0 G2 20 21,51 0 G2 8 8,60
0 G3 15 16,13 55,91 0 G3 7 7,53 23,66
1 G2 6 6,45 1 G2 1 1,08
1 G3 7 7,53 1 G3 4 4,30
2 G2 16 17,20 2 G2 5 5,38
2 G3 7 7,53 2 G3 8 8,60
3 Gl 1 1,08 44,09 3 Gl 3 3,23 76,34
3 G2 8 8,60 3 G2 36 38,71
3 G3 9 9,68 3 G3 19 20,43
Total 93 100 Total 93 100
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Discutii. Bcl2 este un marker cu functie contro-
versatd. Conform multiplelor rezultate este cert do-
vedita functia sa oncogend. Aceastd proteind inhiba
eliminarea citocromului C mitocondrial, a factorului
de inducere a apoptozei, blocheaza reactia de pero-
xidare a lipidelor In membrana mitocondriald, efecte
soldate cu inhibitia apoptozei. Del Bufalo si coaut.
(1997) considera, ca supraexpresia Bcl2 creste poten-
tialul metastatic al celulelor tumorale [12]. Astfel la
prima concluzie scorul Bcl2 ar putea fi complementar
gradului histologic. Pe de alta parte, Rochaix si coaut.
(1999) au determinat céd expresia Bcl2 este asociata
in 100% cu gradul G1, favorabil in pronostic si mai
rar intalnit in tumori slab diferentiate (G2 — 81%,
G3 —60%) [13]. Aceasta vine in contradictie cu rezul-
tatele actualului studiu in care majoritatea cazurilor
estimate ca Bcl2 pozitive au prezentat grad G2 si G3
de diferentiere (Tabelul II). Binder si coaut. (1995) au
determinat o corelatie inversa dintre gradul histologic
si expresia Bcl2, confirmata recent si de Ermiah si
coaut. (2013) [14, 15]. Insi in studiul nostru cazurile
Bcl2 negative de asemenea prezentau in marea majo-
ritate grad scazut de diferentiere.

Desi, multiple cercetdri confirmd functia an-
ti-apoptotica, pro-tumorald a Bel2, existd date ce sus-
tin corelatia dintre expresia naltd si pronosticul po-
zitiv. Ermiah si coaut. (2013) considera, cé pacientii
la care tumorile exprima Bcl2 au un risc de recurente
mai mic in comparatie cu cazurile Bcl2 negative, date
contradictorii cu cele prezentate de Yang si coaut.
(2013), care au demonstrat corelatii semnificative in-
tre lipsa expresiei Bcl2 si pronosticul pozitiv [15, 16].

Supresorul tumoral p53 are un rol cheie in home-
ostazia tisulara, iar inactivarea acestuia la nivel de
gend sau proteind stimuleaza progresia tumorala. In
carcinomul de san mutatiile p53 sunt raportate a avea
un impact nefavorabil asupra pronosticului, sporind
rata recidivelor si rezistentei medicamentoase [17,
18]. Conform datelor lui Shan M. si coaut. (2013) tu-
morile p53 pozitive sunt mai agresive decit cele p53
negative [19]. Este paradoxal, ca la prezenta in abun-
denta a proteinei cu functie supresiv tumorala aceasta
in evolutie sa fie mai agresiva. Explicatia plauzibila
este mutatia genetica la nivel de gend TP53 cu sin-
teza unei proteine p53 defectuoase. Aceste date sunt
similare cu rezultatele studiului nostru, in care majo-
ritatea cazurilor p53 pozitive au fost evaluate cu grad
histologic G2 si G3. De mentionat, ci si tumorile p53
negative au avut in majoritate un grad de diferentiere
scazut. Explicatia posibila tine tot de gena TP53, dar
mutatia este soldatd cu blocarea sintezei de proteina
p53 [20]. Intrigant este faptul, cad p53 isi realizeaza
functia prin intermediul genelor din familia Bcl2: sti-
muleaza apoptoza prin activarea transcriptiei genelor

proapoptotice Bax, Bak, Noxa si PUMA, antagoni-
zand actiunea proteinelor Bcl2 antiapoptotice, pre-
cum Bcl2 si Bel-xl. In cadrul studiului nostru din cele
55,91% cazuri evaluate ca p53 negative, 44,09% au
supraexpresat Bcl2. De asemenea, in majoritatea ca-
zurilor p53 pozitive (32,26% din 44,09%) Bcl2 a fost
considerat pozitiv (Tabelul I). Insa in baza rezultate-
lor prezentate de Rolland si coaut. (2007), combinatia
pS53pozitiv-Bel2 negativ duce la diminuarea drastica
a ratei de supravietuire, In comparatie cu cazurile in
care ambii markeri sunt pozitivi [21]. Cresterea ratei
de supravietuire pe termen lung (10 ani) a raportat de
asemeni Lee si coaut. (2007) la combinatia paradox
pS53negativ-Bel2 pozitiv [22]. Desi in studiul nostru
p53 a fost evaluat negativ in 55,91% cazuri, expresia
Bcl2 a fost raportata net superior — in 76,34%, ceea
ce In baza literaturii ne permite de a presupune un
pronostic mai favorabil a pacientelor cu cancer ma-
mar de tip NST (Tabelul 1).

Concluzii: Carcinomul mamar ductal invaziv de
tip NST exprima cu predilectie proteina anti-apop-
totica Bcl2. Expresia combinata a ambelor proteine,
pro- si anti-apoptotica in circa 1/3 cazuri necesita stu-
dii suplimentare in evaluarea potentialului prognostic
si predictiv a acestor markeri in carcinomul de san.
Valoarea expresiei markerilor p53 si Bcl2 nu este in
functie de gradul de diferentiere tumorala, in majori-
tatea cazurilor tumorile fiind slab diferentiate.
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