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Rezumat

Cancerul de san este lider printre cauzele deceselor la femei. Evolutia metastaticd a acestuia se caracterizeaza prin
instabilitatea profilului molecular. Scopul Iucrarii: evaluarea expresiei citokeratinei bazale CKS5 in procesul de metasta-
zare a carcinomului mamar ductal invaziv de tip NOS (neclasificat altfel). Material si metode: 135 de paciente in stadii
clinice avansate, fara chimio/radioterapie antecedent eseului chirurgical. Specimenele au fost evaluate histologic (tipul,
gradul), imunohistochimic (markerul CK5/XM26), datele au fost supuse analizei statistice. Rezultate: carcinomul mamar
de tip NOS 1n majoritatea cazurilor este CK5 negativ (119 cazuri/88,1%). Expresia CK5 in sediul limfonodal a fost una
diferitd n 8 cazuri/8,8% de cea din tumora primara. Concluzii: Odatd cu inaintarea in varsta scade gradul de diferentiere
al carcinomului ductal invaziv de tip NOS. Aceasta tumoare in majoritatea cazurilor nu expreseaza citokeratina bazala
CKS5. Markerul dat este instabil pe parcursul metastazarii, evoluand atat in directia achizitionarii, cat si pierderii expresieli,
ultimul tip de transfer constituind majoritatea.
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Summary. Stability of basal cytokeratin ckS in the process of metastasizing of mammary carcinoma

Nowadays, mammary carcinoma is the leading cause of deaths among women. Its metastatic evolution is characte-
rized by the instability of molecular profile. The Aim: assessment of basal cytokeratin CK5 expression in the metastatic
process of mammary ductal invasive carcinoma of NOS (Not Otherwise Specified) type. Material and methods: 135
patients with clinically advanced mammary carcinoma, with no chemo/radiotherapy before the surgical intervention. Spe-
cimens were evaluated histologically (type, grade) and immunohistochemically (marker CK5/XM26), obtained data have
been statistically analyzed. Results: mammary carcinoma of the NOS type in the most of the cases is CK5 negative (119
cases/88,1%). Expression of CKS5 in the lymph nodes was different in 8 cases (8,8%) in contrast to the primary tumor.
Conclusions: as older, the grade of differentiation in mammary carcinoma of the NOS type tends to decrease. In most of
the cases, this type of tumor does not express CKS5. This marker is not stable during the metastasizing and might be either
acquired or lost, the last type of transfer being more common.
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Pe3rome. CTaOMIIBHOCTH 6232 1bHOI0 HUTOKepaTHHA cKS B mpouecce MeTacTA3UPOBAHUS PaKa MOJIOYHON :Ke-
J1e3bl

Ha ceropssimauii AeHb, pak MOJIOUHOM sxene3nbl (PMOK) sBisieTcsl TIIaBHON MPUYWHON CMEPTHOCTH CPENIU KEHCKOTO
HaCeJIeHHs. JBOIIOII METAaCTa30B XapaKTePU3yeTCsl HECTAOMIHLHOCTHIO MOJICKYIIIPHOTO MPO(MHIIS OITyXOIEBhIX KIECTOK.
Llenv uccnedosanus: onpenencHne 3Kcmpeccuu O6asampHOro murokeparnHa CKS B mpormecce meracta3upoBaHHS WH-
¢unsrparuBaOTO NMpoTokoBoro PMIKX NOS (Not Otherwise Classified) tuna. Mamepuan u memoowt uccaiedoosanus: 135
CITydaeB B TO3HEN KIIMHUYECKON CTaanuH, 0€3 XMMUO/panoTepauil MPEeAlIeCTBYIOMEH XUPYPriIecKOMy BMEIIaTelb-
cTBy. OOpasIsl OBITH UCCIEIOBAHBI THCTOIOTUYSCKH W HIMMYHOTHCTOXUMHYECKH, nconb3ys Mapkep CK5/XM26. ITo-
Jy4eHHbIC TaHHBIC OBIIIM CTaTHCTHYECKH 00paboTaHbl. Pesyiomamet: WHGUIBTPATUBHEIA MpoTokoBEIii PMOXX NOS tuna
B OonpmmHCTBE cimydaeB (n=119/88,1%) CKS orpunarenen. Oxcnpeccus CKS B mumbparnyeckux y3iax OTanYanach oT
MepBUYHON omyxoiu B § ciydasx (8,8%). Bvigoowi: ¢ Bo3pacToM, cTeneHb auddepeHnuanu nHOUIBTPATHBHOTO TIPO-
TokoBoro PMJK NOS Ttuma nmeet TeHISHIMIO K YMEHbIICHUIO. B OonpmmHCTBE citydaes, 31oT Bug PMIK CKS otpuma-
TeseH. JlaHHBIH Mapkep HeCcTaOuJIeH U B MPOIIeCCe METaCTa3MPOBAHMS, €T0 IKCIIPECCHST MOKET ObITh MPUOOpETEeHa THO0

yTepsiHa, TOCICTHIA BU YBOTIONHH, Oyydu 0ojiee XapaKTepHBIM.
KutioueBble ¢jioBa: pak MOJIOUHOM Kene3bl, 0a3anbHbIi ruTokepatud CKS, meracTassl

Introducere. Cancerul de san este lider in cauza
deceselor la femei. Este caracterizat printr-o rata inal-
ta a recurentelor locale si la distantd. Explorarea pro-
filului molecular are drept scop evidentierea markeri-
lor cu putere prognostica si/sau predictiva, precum si
elaborarea unui tratament personalizat. Citokeratina
CKS5 defineste tumorile mamare de origine ductala,
compartimentul bazal. In structura moleculari a car-
cinomului mamar pozitivitatea acestui marker este
asociatd cu subtipul Basal-like si tumori cu mutatii
de gend BRCAT1 [1]. Una din particularitatile comune
ale tumorilor maligne este dezvoltarea invadopodii-
lor si metastazarea [2]. Proprietitile metastatice ale
tumorii nu sunt in totalitate inerente si sunt puternic
influentate de celulele stromale. Scopul lucrarii: stu-
diul comparativ al expresiei citokeratinei bazale CK5
in tumora primara vs metastaza limfonodald axilara
ipsilaterala.

Material si metode. Pacienti. Expresia cito-
keratinei bazale CK5 a fost studiata pe un lot de
135 tumori colectate la IMSP Institutul Oncologic
din Republica Moldova in 2012-2015. In toate ca-
zurile selectate s-a diagnosticat carcinom mamar
ductal invaziv de tip NOS 1n stadii clinice avansate.
Toate pacientele nu au primit chimio-/radioterapie
antecedent eseului chirurgical. Pacientele au fost
repartizate dupa grupa de varstd precum urmeaza:
»pana la 49” — 37 cazuri/27,4% si ,,dupa 49” — 98
cazuri/72,6%.

Metoda histologica si imunohistochimicd. Te-
suturile prelevate au fost fixate timp de 24-48 ore in
formalina tamponata 10%, PH 7,2-7,4 si incluse in
Paraplast High Melt (Leica Biosystems). Specime-
nele au fost evaluate histologic (tipul, gradul de dife-
rentiere dupa Scarff-Bloom-Richardson), imunohis-
tochimic (markerul CK5/XM?26, cod PA0468, Leica
Biosystem, incubare 15 minute) [3]. Intru evitarea
divergentelor posibile legate de procesarea materi-

alului, tumora primarad si metastaza limfonodald au
fost incluzionate in acelasi bloc. Toate procedeele de
deparafinare (Bond Dewax Solution, cod AR9222,
Leica Biosystem), demascare (Bond Epitope Retrie-
val Solution2, cod AR9640) si vizualizare (Bond
Polymer Refine Detection System, cod DS9800), s-au
efectuat automat, utilizand Leica Bond-Max (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) autostai-
ner. Contracolorarea nucleilor s-a efectuat cu hemato-
xilind Mayer, modificata dupa Lille (HMMS500, Scy-
Tek Laboratories). Evaluarea cantitativa a markerului
CKS s-a efectuat 1n corespundere cu sistemul de gra-
dare propus de Azoulay S. et al. (2005), interpretat
precum: “0” — absenta colorarii; ,,+1” — colorare de
intensitate scazutda a <10% celule tumorale; ,,+2” —
determinarea paternului membranar sau membranar
si citoplasmatic la 10-50% celule; ,,+3” — colorarea
intensa a mau mult de 50% celule tumorale. Tumorile
cu scor ,,+1 — +3” au fost considerate CKS5 pozitive
[4]. Metoda statistica. Analiza statistica s-a efectuat
cu ajutorul soft-ului Winstat 2012.1 (R. Fitch Sof-
tware, Bad Krozingen, Germany). Diferenta dintre 2
grupuri de variabile cantitative s-a efectuat prin testul
t-Student. Pentru evidentierea gradului de asociere
dintre valorile markerilor utilizati in studiu am efectu-
at teste de corelatie a rangurilor (coeficient Spearman
(r,)). Gradul asocierii s-a analizat in corespundere cu
recomandarile lui Evans JD [5]. In toate procedeele,
valoarea de prag pentru rezultatele semnificativ sta-
tistice a fost stabilitd la un p£0,05.

Rezultate. Tumora primara in majoritatea cazuri-
lor a fost CK5 negativa — 119 cazuri/88,1%. Cazurile
pozitive au fost repartizate dupa scor in felul urmator:
“+1” — 9 cazuri/6,6%, ,,+2” — 4 cazuri/3% si ,,+3” -3
cazuri/2,2%. Majoritatea tumorilor examinate au fost
echivalate gradului G2 si G3 de diferentiere (Tabelul

1).
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Tabelul 1

Expresia ciokeratinei bazale CK5 din tumora
primard (CK5tm), in functie de gradul de

diferentiere al carcinomului si varsta pacientelor

Gradul de | Grupa de Cazuri

CKStm diferentiere varsti n Y%
0 Gl dupa 49 4 3,0
0 G2 dupi 49 53 39,3
0 G2 pana la 49 22 16,3
0 G3 dupi 49 32 23,7
0 G3 pana la 49 7 5,2
1 G2 dupi 49 3 2,2
1 G2 pana la 49 4 3,0
1 G3 dupi 49 2 1,5
2 Gl pana la 49 1 0,7
2 G2 pana la 49 2 1,5
2 G3 dupa 49 2 1,5
3 G2 pana la 49 1 0,7
3 G3 dupa 49 2 1,5
Total 135 100

Studiului comparativ cu metastaza limfonodala
(CK5mt) au fost supuse 92 cazuri, din care metas-
tazele au fost considerate CKS5 negative in 83 ca-
zuri/90,2%. Cazurile pozitive (9 cazuri/9,8%) au fost
repartizate dupa scorul CKS5 precum urmeaza: “+1”
— 4 cazuri/4,3%, ,,+2” — cazuri/2,2% si ,,+3” — 3,3%.
Eseul statistic a evidentiat ca expresia CK5 in me-
tastaza (CKSmt) este in functie de valoarea CKS5 in
tumora primara (CK5tm), indicele de corelatie indi-
cand valori rezonabile, semnificativ statistice (r =0,62
la un p<0,0001) (Tabelul 2).

Tabelul 2
Indicele de corelatie a expresiei CKS5 de diversd
localizare cu virsta pacientelor si gradul de
diferentiere al tumorii

| CK5tm | CK5mt | Varsta | Grad

CKS5tm

T 0,62 -0,10 0,05

p 0,0001 | 0,173 0,331
CKS5mt

r, 0,62 -0,03 0,01

p 0,0001 0,388 0,461
Virsta

T -0,10 -0,03 0,22

p 0,173 0,388 0,016
Grad

T, 0,05 0,01 0,22

p 0,331 0,461 0,016

r, — coeficientul de corelatie Spearman; Grad — gradul de
diferentiere al tumorii. Cu Bold sunt selectate rezultatele semni-
ficativ statistic (p<0,05).

La compararea valorilor CK5 de ambele loca-
lizari nu am primit diferente semnificativ statistice

(t=1,30 la un p<0,20). O corelatie pozitiva, de va-
loare joasd, dar statistic semnificativa s-a determinat
la compararea varstei cu gradul de diferentiere al
tumorii (r=0,22, la un p<0,016). La compararea ex-
presiei CK5 de ambele localizari am determinat 8 ca-
zuri/8,8% cu transfer de scor (Tabelul 3). Din acestea,
majoritatea (6 cazuri/6,6%) au evoluat cu pierderea
expresiei CK5 dupa metastazare.

Tabelul 3

Studiul comparativ al expresiei CK5 in tumora
primard vs metastaza limfonodala (CK5mt)

Expresia % cu
(dupa CK5tm |CK5mt| n | % | transfer
CKS5tm) de scor
. 0 771 83,7 2 cazuri/
negativa 0 1 111 ol
0 2 1] 1,1 ’
1 0 3133
1 1 1] 1,1
1 3 1| 1,1
pozitivi 2 0 3|33 | 6cazuri/
2 1 11,1 66%
2 2 1] 1,1
3 1 1] 1,1
3 3 2122
Total 92 | 100

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor CK5 in
urma metastazarii.

in relatie cu gradul de diferentiere, 4 tumori/4,4%
au fost evaluate cu G3 si 2 tumori/2,2% cu G2. Ambele
tumori care au achizitionat CK5 in sediul metastatic au
fost evaluate ca carcinoame slab diferentiate, G3.

Discutii. Cancerul mamar este tumora cea mai
frecvent intalnita la femei in lume. Prognosticul ne-
favorabil este datorat recidivelor frecvente si/sau
dezvoltarea metastazelor la distantd [6]. Utilizarea
tehnologiei DNA microarrays si evaluarea semnaturii
genetice au permis de a conclude ca aceastd tumoa-
re este una foarte eterogend, chiar in cadrul aceleasi
forme histologice. Astfel au fost definite subtipurile
moleculare ale carcinomului mamar avand la baza
expresia genelor/receptorilor pentru estrogeni, pro-
gesteron si HER2 [7]. La ziua de azi, gama markerilor
utilizati 1n studiul mamar este una impunatoare, fieca-
rui nou receptor fiind atribuit un rol prognostic si/sau
predictiv. Citokeratinele sunt filamente intermediare
cu rol important in crestere si diferentiere, ce ofera
specificitate celulelor epiteliale. Tesutul glandular
mamar in norma este reprezentat de celule luminale
pozitive pentru CK7, CK8/18, C19 si celule bazale
evidentiate prin expresia CK5/6, CK14 si CK17. Ce-
lulele CKS5 pozitive constituie cca 5% din totalitatea
epiteliocitelor si sunt considerate celule pluripotente
cu posibilitatea de a se diferentia prin cateva etape
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succesive in mioepiteliocite sau celule glandulare
[8,9]. Odata cu diferentierea celulele pierd aceasta
citokeratina. In practica oncologica acest marker, de
rand cu HER1 este utilizat pentru a defini subtipul
molecular Basal-like, caracterizat prin agresivitate
inalta, recurente frecvente si absenta unui tratament
tintit [10]. Abd El-Rehim DM et al. (2004) au ra-
portat ca expresia acestui marker coreleaza pozitiv
cu dimensiunea tumorii, recurentele locale, regiona-
le, pronosticul nefavorabil si invers proportional cu
varsta pacientelor [11]. In studiul nostru CK5 susti-
ne aceasta tendinta nefasta pentru paciente de varsta
tanara, desi statistic nu s-au atins cote semnificativ
veridice (Tabelul 2). Una din caracteristicile comune
ale tumorilor maligne este dezvoltarea metastazelor.
In carcinomul mamar invazia tumorali este rezultatul
unui efort coordonat dintre celulele de origine glan-
dulara si microambianta. Ultima, prin secretia a unui
vast spectru de citokine, factori de crestere, proteaze
pot influenta dezvoltarea tranzitiei epitelio-mezen-
chimale, in urma careia tumoarea isi schimba radi-
cal profilul siu molecular [12]. In studiile noastre
publicate anterior, am evidentiat un sir de receptori,
precum ER, PR, HER2, E-cadherina care au manifes-
tat o evolutie aleatorie in sediul limfonodal [13,14].
Aceasta ne-a permis sa concluzionam ca carcinomul
mamar ductal invaziv este celular eterogen, iar expre-
sia receptorilor tumorali nu este stabila pe parcursul
evolutiei metastatice. In studiul prezent am evidenti-
at, ca si citokeratina bazald CKS5 in 8,8% cazuri are o
altd prezentare in microambianta limfonodala com-
parativ cu sediul primar. Desi evolutia carcinomului
mamar de tip NOS a tinut preponderent de pierderea
CK5 la metastazare, reaparitia acestui marker in no-
dul limfatic in 2,2% cazuri prezintd o tema deschisa
pentru cercetari si discutii ulterioare.

Concluzie: Odatd cu inaintarea in varstd scade
gradul de diferentiere al carcinomului ductal invaziv
de tip NOS. Aceasta tumoare in majoritatea cazurilor
nu expreseaza citokeratina bazala CK5. Markerul dat
este instabil pe parcursul metastazarii, evoluand atat
in directia achizitionarii, cat si pierderii expresiei, ul-
timul tip de transfer constituind majoritatea.
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