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Rezumat

Carcinoamele mamare pozitive la citokeratinele bazale CK5/6/17 au o evolutie agresiva, metastazeaza timpuriu si au
un pronostic nefavorabil. Datele recente clasifica tumorile mamare in activ si lent proliferante, caracterizate prin diversa
rata a recurentelor [1]. Scopul lucrarii: evaluarea activitatii proliferante a celulelor tumorale in dependentd de expresia
citokeratinei bazale CK5. Rezultate: Au fost studiate histologic si imunohistochimic 116 tumori diagnosticate drept carci-
nom mamar ductal invaziv de tip NOS (neclasificat altfel). Majoritatea cazurilor nu au expresat CKS5 (101 cazuri/87,1%),
dintre care 50 cazuri/43,1% au prezentat proliferare redusa, iar 51 cazuri/44% activ proliferante. Din totalul de 15 cazuri
CKS5 pozitive, 13 au fost intens proliferante. Concluzii: Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS este preponderent
CKS5 negativ. Tumorile CKS pozitive sunt cu predilectie intens proliferative, iar cele CK5 negative pot fi in egald masura
activ sau lent proliferante.

Cuvinte-cheie: carcinom mamar, citokeratina bazala CK5, Ki67

Summary. Proliferative activity of ductal invasive breast carcinoma depending on the expression of basal cy-
tokeratin CKS

Breast carcinomas which express basal cytokeratines CK5/6/17 have an aggressive evolution, early metastasize and
have a poor prognosis. The recent data classify mammary tumors into slowly and fast proliferative malignancies, being
characterized by a diverse rate of recurrences [1]. The Aim: assessment of proliferative activity of the tumor-modified cells
in accordance to expression of the basal cytokeratin CKS5. Results: there were studied histologically and immunohistoche-
mically 116 tumors diagnosed as ductal invasive breast carcinoma of NOS (Not Otherwise Classified) type. The most of
the cases did not express CK5 (101 cases/87.1%), among which 50 cases/41.1% presented low proliferative activity. From
all CKS5 positive cancers (15 cases), 13 had intensive proliferative pattern. Conclusions: ductal invasive breast carcinoma
is predominantly CKS5 negative. CK5 positive tumors usually exhibit an intense proliferative activity, meanwhile the CK5
negative carcinomas could have slow as well as fast proliferative pattern.
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Pesiome. IIponndepatuBHasg akTHBHOCT HHOUJIBTPATUBHOIO MPOTOKOBOI0 PAKA MOJIOYHOM kese3bl B 3aBU-
CHMOCTH OT 3Kcnpeccuu 0a3anbHOro uurokeparuna CKS

BapuanTsr paka monounoi xeinessl (PMIK) sxkcnpeccupyromue 0azanpabie murokeparuibsl CK5/6/17 xapakrepu-
3yIOTCSI arpeCCHBHBIM TEUEHHEM, PAaHHUM METAaCTa3HMpOBaHWEM M HeOJaronpusaTHbIM nporuo3om. [locienHue nanHbe
knaccuduiupyor PMXK B MeanieHHO 1 OBICTPO TIPONU(EPUPYIOIINE OITYXOJH, KaKJOH M3 KOTOPHIX CBOWCTBCHHA pas-
JIU9Has yactota peuuauBoB [1]. [feas uccredosanus: onpeneneHue nNpoaudepaTuBHON aKTHBHOCTH OIYXOJIEBBIX Kile-
TOK B 3aBUCUMOCTH OT dKcrpeccuu 6a3anbHoro nutokeparuna CKS. Pezyivmamol: ObUTH UCCIICIOBAHBI THCTOJOTHYCCKU
Y IMMYHOTHUCTOXUMHUYECKH 116 ormyxonel MTnarHoCTHPOBaHHBIX Kak WHQWIBTPATHBHEIN TpoTokoBbii PMJK NOS (Not
Otherwise Classified) tuna. bosapmmHcTBO onyxoseit He skcrpeccupoBaio CKS5 (101 cny4aii/87,1%), u3 kotopbix B S0
ciryyasx/41,1% paxoBble KJICTKH UMEJN HU3KYIO NMPOJIU(EpaTHBHYI0 aKTUBHOCTh. Cpey OIyXoJed MOJIOKUTENBHBIX K
CKS5 (15 cmygaeB), B 13 cirygasix ObUTa yCTaHOBJICHA BRICOKAS POTU(EpaTUBHAS aKTUBHOCTb. Bb18600b1: B OOJNBITHHCTBE
ciydaeB, HHQUIBTpaTUBHBINA TPoTOKOBBIM PMIK siBnsietcst CKS orpunarensHoi omyxonbto. CKS monmokuTenbHbie Gop-
MbI PM2K 00BIMHO MMEIOT BBICOKYIO ITPOSIM(EPaTHBHYIO aKTUBHOCTD, B TO BpeMsi kak CKS orpunarensHblie (pOpMbI MOTYT
UMETh B PABHOH CTETIEHH KaK HU3KYIO, TaK U BBICOKYIO TIPOIU(PEPATUBHYIO aKTHBHOCTb.

KutioueBble ¢Jj10Ba: pak MOJIOUHOM Kene3bl, 0a3anbHbIi muTokepatud CKS, Ki67

Introducere. Cancerul mamar este o tumoare lui aplicat. Markerii contemporani utilizati au ca scop
eterogena dupa structurd, evolutie si tipul tratamentu-  de a omogeniza vasta varietate de tipuri histologice,
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de a prezice progresia tumorald si dezvoltare a tera-
piei personalizate. Datele recente clasifica tumorile
mamare in activ si lent proliferante, caracterizate prin
diversa capacitate metastaticd si ratd de dezvoltare a
recurentelor [1]. Scopul lucrarii: evaluarea activitatii
proliferante a celulelor tumorale in dependenta de ex-
presia citokeratinei bazale CKS5.

Material si metode. Pacienti. A fost examinat
materialul biologic de la 116 paciente, colectat in
decursul anilor 2012-2015 in incinta IMSP Institutul
Oncologic din Republica Moldova. Pacientele nu au
primit chimio-/radioterapie antecedent eseului chi-
rurgical. Varsta medie a pacientelor examinate a fost
56,8+1 ani.

Metoda histologicd. Tesuturile prelevate au
fost fixate timp de 24-48 ore in formalina tampo-
nata 10%, PH 7,2-7,4. Materialul a fost inclus in
Paraplast High Melt (Leica Biosystems). Ulterior
au fost realizate sectiuni seriate cu grosimea de 3-5
microni (Shandon, HM355S Automatic Microtome,
Thermo Scientific, USA), etalate pe lame silanate
(S3003, Dako, Denmark). Toate sectiunile au fost
colorate cu hematoxilind-eozina utilizand hematoxi-
lind Harris (HHS32, SigmaAldrich) si eozina CS701
(Dako, Denmark). Sectiunile au fost examinate de 2
morfopatologi independenti. In studiu au fost selec-
tate cazurile cu carcinom ductal invaziv de tip NOS
(neclasificat altfel). Gradarea histopatologica am re-
alizat-o in baza criteriilor stabilite de OMS (sistemul
Scarft-Bloom-Richardson) [2].

Metoda imunohistochimicd. Toate procedeele de
deparafinare, demascare si vizualizare s-au efectu-
at automat, utilizand autostainerul Leica Bond-Max
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany).
Deparafinarea s-a efectuat in 2 bai de Bond Dewax
Solution (cod AR9222) a 5 minute fiecare, urmata de
3 bai in alcool de 100%, 90% si 70% de 2 minute
fiecare, finisate cu rehidratare de 5 minute 1n apa. Ac-
tivitatea peroxidazei endogene a fost blocata prin tra-
tarea sectiunilor timp de 5 minute cu Dako REAL™
Peroxidase-Blocking Solution (52023, Dako). Cito-
keratina CK5 a fost pusa in evidenta prin incubare 15
minute cu anticorpul CK5/XM26 (cod PA0468, Leica
Biosystem). Receptorul nuclear de proliferare Ki67
a fost marcat cu anticorpul Ki67/K2 (cod PA0230,
Leica Biosystem), dupa incubare timp de 15 minute.
Procedurile ulterioare au fost identice pentru ambii
markeri. Demascarea s-a efectuat prin incalzire cu un
sistem bazat pe EDTA pH9.0 (Bond Epitope Retrieval
Solution2, cod AR9640, Leica Biosystem). Vizuali-
zarea receptorilor s-a efectuat cu un sistem polimeric
complex, care include DAB (3,3-diaminobenzidina
tetrahidroclorid hidrat) in calitate de cromogen (Bond
Polymer Refine Detection System, cod DS9800).

Contracolorarea nucleilor s-a efectuat cu hematoxili-
na Mayer, modificata dupa Lille (HMMS500, ScyTek
Laboratories). Ulterior piesele histologice au fost
dehidratate manual in serii crescute de alcool etilic
(70-100%), clarificate cu xylen si montate. Pentru
montarea pieselor am folosit solutia Leica CV Mount
(Leica Biosystems, cod 14046430011). Cuantificarea
celulelor marcate cu Ki67 s-a efectuat in baza meto-
dei semiautomate propuse de Suciu C. et al. (2014)
[3]. Aceasta metoda consta in cuantificarea a cel putin
10 campuri la obiectiv x40 cu cel mai inalt numar
de celule tumorale marcate (sau cel putin 1000 ce-
lule tumorale total), finalizata prin evaluarea mediei
in procente. Cuantificarea s-a efectuat la microscopul
Nikon Eclipse 80i, cu camera video ajustatd Nikon
DS-Fil (Nikon Instruments Europe BV).

Pentru separarea cazurilor dupa activitatea pro-
liferativa, marcata (>14% celule Ki67 pozitive) sau
redusa (<14% celule Ki67 pozitive) am utilizat pragul
de 14 celule tumorale Ki67 pozitive. Acest prag a fost
propus de Goldhirsch A. et al. (2013) si unanim ac-
ceptat de practica oncologica [4].

Evaluarea cantitativa a markerului CK5 s-a efec-
tuat precum: “0” — absenta colorarii; ,,+1” — colorare
de intensitate scazuta a <10% celule tumorale; ,,+2”
— determinarea paternului membranar sau membra-
nar si citoplasmatic la 10-50% celule; ,,+3” — colo-
rarea intensa a mau mult de 50% celule tumorale [5].
Tumorile cu scor ,,+1 — +3” au fost considerate CK5
pozitive.

Metoda statistica. Rezultatele studiului au fost
stocate si grupate in baza de date MS Access 2007
(Microsoft Office 2007). Analiza statistica s-a efec-
tuat cu ajutorul soft-ului Winstat 2012.1 (R. Fitch
Software, Bad Krozingen, Germany). Pentru eviden-
tierea gradului de asociere dintre valorile markerilor
utilizati in studiu am efectuat testul de corelatie li-
neara (coeficientul Pearson (r)). In cazul Ki67 s-a de-
terminat aditional media aritmeticd+eroarea standard
si mediana. Rezultatele au fost considerate statistic
semnificative la un p<0,05.

Rezultate. Tumorile au fost repartizate dupa gra-
dul de diferentiere precum: G1 — 6 cazuri/5,2%, G2
— 69 cazuri/59,5% si G3 41 cazuri/35,3%. Majoritatea
cazurilor au fost evaluate drept CK5 negative (101
cazuri/87,1%). in baza indicelui Ki67 cazurile au fost
repartizate in: 52 cazuri/44,8% cu proliferare redusa,
64 cazuri/55,2% cu proliferare marcata. Valoarea me-
die a Ki67 a constituit 21,4+1,8, cu o mediana de 15.
Cazurile CK5 negative au prezentat practic aceeasi
activitate proliferativa: 50 cazuri/43,1% proliferare
redusd, 51 cazuri/44% activ proliferante. Din totalul
de 15 cazuri CKS5 pozitive, 13 au prezentat un indice
Ki67 inalt (Tabelul 1).
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Tabelul 1

Activitatea proliferativd a carcinomului mamar

ductal invaziv de tip NOS in dependentd de expresia

CKS5 si gradul de diferentiere al tumorii

CKS5 | Proliferare | Cradulde n %
diferentiere
0 marcata G1 1 0,9
0 marcata G2 17 14,7
0 marcata G2 10 8,6
0 marcatd G3 17 14,7
0 marcata G3 6 5,2
0 |redusa Gl 3 2,6
0 redusa Gl 1 0,9
0 |redusa G2 25 21,6
0 redusa G2 9 7,8
0 |redusa G3 12 10,3
1 marcata G2 3 2,6
1 marcata G2 1 0,9
1 marcata G3 2 1,7
1 redusa G2 1 0,9
2 marcata Gl 1 0,9
2 marcatd G2 1 0,9
2 marcata G3 2 1,7
2 redusa G2 1 0,9
3 marcata G2 1 0,9
3 marcata G3 2 1,7

La compararea rezultatelor studiului dat am de-
terminat o corelatie pozitiva dintre activitatea prolife-
rativa a tumorii si expresia CK5 (Tabelul 2).

Tabelul 2

Testul de corelatie lineard dintre indicele de
proliferare Ki67, gradul de diferentiere al tumorii,
vdrsta pacientelor $i expresia citokeratinei bazale

CK5
Gradul
Ki67 | de dife- | Varsta | CKS
rentiere
Ki67
r 0,27 0,06 0,40
p 0,002 0,27 | 0,001
Gradul de diferentiere
r 0,27 0,18 0,05
p 0,002 0,02 0,29
Virsta
r 0,06 0,18 -0,08
p 0,27 0,02 0,19
CKS
r 0,40 0,05 -0,08
p 0,001 0,29 0,19

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson. Rezultatele sem-
nificativ statistic (p<0,05) sunt selectate cu BOLD.

Discutii. Tesutul glandular mamar consta din-
tr-o gama larga de populatii celulare, imunohistochi-
mic distincte: celule stem (CD49%, CD24*, ALDH"),
celule stem comitate, bipotente (CKS5%), celule co-
mitate in directie glandulard (CKS57/CK8/18/19),
glandulocite mature (CK8/18/19%), precursori mi-
oepiteliali (CK5/6* /SMA™) si mioepiteliocite dife-
rentiate (SMA™) [6]. Citokeratinele sunt filamente
intermediare ce confera individualitate celulelor
epiteliale de diversa localizare. Celulele CKS5 po-
zitive sunt localizate in segmentul bazal al unitatii
terminale ductal-lobulare si reprezinta sursa comuna
pentru dezvoltarea celulelor glandulare si mioepite-
liale. Odata cu diferentierea, celulele pierd aceasta
citokeratind, inlocuind-o cu filamente CK8/18/19°
in cazul glandulocitelor sau SMA" (smooth muscle
actin) in mioepiteliocite. CKS5 este frecvent utilizat
in diferentierea patologiilor non-invazive de cele in-
vazive, cum ar fi cicatricea radiala vs carcinom inva-
ziv G1, papilom intraductal vs carcinom intraductal
papilar. Odata cu definirea subtipurilor moleculare
de catre Perou CM et al. (2000) acest marker este
utilizat pentru a pune 1n evidenta subtipul Basal-like
[7]. Acestui tip de carcinom 1i este caracteristica o
slaba diferentiere (G3) si un potential invaziv sporit.
Rakha EA et al. (2008) considera subtipul Basal-like
drept unul agresiv, cu pronostic rezervat, indiferent
de statutul nodal si dimensiunea tumorii [8]. Carci-
nomul CK5 pozitiv de asemenea se evidentiaza prin-
tr-o incidentd sporitd a metastazelor viscerale, inde-
osebi la nivel de plaman si creier. Imunohistochimic
asa tumori sunt suplimentar caracterizate ca estro-
gen, progesteron, HER2 negative si p53 pozitive.
Rezultatele noastre confirma datele lui Joensuu K et
al. (2013), care au demonstrat ca statutul pozitiv al
CKS5 coreleaza cu tipul ductal al tumorii, cu gradul
scazut de diferentiere si cu absenta expresiei de ER.
[1] Aceste date corespund si afirmatiilor lui Rao C.
et al. (2013), precum ca tumorile CK5 pozitive sunt
intens proliferative [9].

Ki67 este o proteind nucleard non-histona ex-
presatd de celuld in toate fazele ciclului celular, cu
exceptia GO. Numeroase studii de profil au demon-
strat valoarea pronostica a acestui marker 1n diverse
tumori [10,11]. In cazul carcinomului mamar acest
marker a demonstrat o corelatie Tnalta cu gradul de
diferentiere si varsta pacientelor. In opinia lui Keam
B. etal. (2007, 2011) indicele Ki67 Tnalt vorbeste in
favoarea unui raspuns adecvat la chimioterapie com-
parativ cu tumorile slab proliferante, desi pronosticul
ramane a fi unul rezervat [12,13]. Conform datelor
lui Joensuu K. et al. (2013) indicele Ki67 defineste
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2 tipuri de tumori: expresia sporita este caracteristi-
ca pentru tumori rapid-recurente, iar un Ki67 redus
caracterizeaza un carcinom tardiv-recurent [1]. Rao
C.etal. (2013) au evidentiat ca carcinoamele mama-
re tind sa prolifereze activ, iar aceasta tendinta este
mai exprimatd in cazul tumorilor CK5 negative [9].
In studiul nostru am demonstrat ci tumorile luminal
diferentiate, CK5 negative pot avea atat activitate
proliferativa inalta, cat si redusa, pe cand carcinoa-
mele bazale, CK5 pozitive sunt In majoritate activ
proliferante.

Concluzie. Carcinomul mamar ductal invaziv de
tip NOS este preponderent CK5 negativ. Tumorile
CKS5 pozitive sunt cu predilectie intens proliferative,
iar cele CK5 negative pot fi in egald masura activ sau
lent proliferante.
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