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Rezumat

Mutatiile p53 sunt cele mai frecvente anomalii genetice identificate in neoplazii. In carcinomul mamar mutatiile p53
sunt asociate cu un decurs agresiv si pronostic nefavorabil. Scopul lucrarii: expresia markerului pro-apoptotic p53 in
dependenta de activitatea proliferativa a carcinomului mamar ductal invaziv de tip NOS (neclasificat altfel). Material si
metode: au fost studiate histologic si imunohistochimic (markerii p53/DO-7 si Ki67/K2) 87 tumori primare. Varsta medie
a pacientelor a constituit 57,6+1,2 ani. Rezultate: In 35 cazuri/40,2% tumoarea a fost cuantificatd p53 negativa. Cazurile
pS3 pozitive au fost repartizate precum urmeaza: +1 — 12 cazuri/13,8%, +2 — 22 cazuri/25,3% si +3 in 18 cazuri/20,7%.
La compararea expresiei p53 si Ki67 am determinat ca tumorile p53 negative sunt preponderent slab proliferante (23 ca-
zuri/26,4% sub 14% fatd de 12 cazuri/13,8% “>14"). Tumorile p53 pozitive au fost in marea majoritate (39 cazuri/44,8%)
intens proliferante si doar 13 cazuri/15% au avut un potential mitotic redus. Concluzii: expresia markerului pro-apoptotic
p53 denotd in majoritatea cazurilor o sporire a activitatii proliferative a tumorii. Tumorile p53 negative sunt preponderent
slab proliferante.

Cuvinte-cheie: cancer mamar, apoptoza, p53

Summary. Expression of proo-apoptotic marker p53 depending on the proliferative activity of ductal invasive
carcinoma

Mutations of p53 gene are the oftenest abnormalities identified within the neoplasia. In mammary carcinoma p53
mutations are associated aggressive evolution and poor prognosis. The Aim: expression of the pro-apoptotic marker p53
depending on the proliferative activity of ductal invasive breast carcinoma of NOS type. Material and methods: were
assessed histologically and immunohistochemically (p53/DO-7 and Ki67/K2 markers) 87 primary tumors. Results: in 35
cases/40,2% the tumor was p53 negative. Positive cases for p 53 presented an intensity of reaction as follows: +1 —12 ca-
ses/13,8%, +2 — 22 cases/25,3% and +3 in 18 cases/20,7%. When compared the expression of p53 with Ki67, it has been
remarked that p53 negative tumors are predominantly weakly proliferative (23 cases/26,4% less than 14% in contrast
to12 cases13,8% as “>14”). On the other hand, p53 positive tumors in most of the cases (39 cases/44,8%) were strongly
proliferative and only 13 cases/15% had a reduced mitotic potential. Conclusions: expression of the pro-apoptotic marker
p53 indicates in most of the cases on an enhanced mitotic activity of the tumor cells. The p53 negative tumor usually
presents low proliferative activity.
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Pe3oMe. Jxenpeccusi MpoanonTu4ecKoro Mapkepa p53 B 3aBHCHMOCTH 0T NpoJugepaTHBHON AaKTHBHOCTH
HHQWILTPATHBHOI0 IPOTOKOBOI0 PAKa MOJIOYHO JKeJI1e3bl

MyrTanun reHa p53 SBISIOTCS CaMbIMH YaCTHIMH AHOMAJIMSIMH, BBISIBIICHHBIMHE TIPH OITYXOJIEBBIX 3a0oseBanusx. [1pu
pake momouHo# xene3sl (PMIK), manHbIe MyTamuy acCOUMUPYIOTCS C arpeCCHBHBIM TEUCHHEM W HEOIaromnpHATHBIM
MIPOTHO30M. []enb uccnedosanus: N3y4uTh 0COOCHHOCTH HKCIIPECCHHU ITPOAMIONITHYECKOTO MapKepa pS3 B 3aBUCMOCTH OT
nposiudepaTuBHON aKTUBHOCTH MHMMIBTpaTHBHOTO NipoTokoBoro PMK NOS tuna. Mamepuan u memoowt ucciedosanust:
OBUTA U3YYCHBI TUCTOJOTMYCCKU M UMMYHOTUCTOXMMHYCCKH (C MCIONb30BaHUEM MapkepoB p53/DO-7 u Ki67/K2) 87
MIEPBUYHBIX OIyXoiei. Pezyavmamer: B 35 ciyuasx (40,2%) omyxonbs Obiia pS53 orpunarensHol. [lonoxuTensHble
ClTydad UMEJH CIEIYIONyI0 HHTEHCUBHOCTB dKerpeccun: +1 — 12 ciryqaes/13,8%, +2 — 22 ciryuaes /25,3% si +3 B 18
ciryyasx /20,7%. CpaBauB 3kcrpeccnio p53 ¢ skenpeccueit Ki67, ObII0 BBISIBICHO, YTO P53 OTpHLATENbHBIE OITyXOIH
SBJISIOTCS ciabo nponudepupyromumu (23 ciny4as/26,4% menbiie yem 14% B cpaBHenun ¢ 12 ciyyasmu /13,8%
“>14”). Hampotus, p53 MOJOXKHUTEIBHBIC OMyXONu B OOJBIIMHCTBE ciiydacB (39 ciyuaeB /44,8%) ObUM aKTHBHO
nposQepUpyONMMHU M TOJIBKO B 13 ciydasx mpeicTaBisuIn ¢i1a00 BHIPQXKEHHBI MUTOTHYECKHH OTEHIMAL. Bblgo0bl:
9KCIIPECCHsl TPOANONTHYECKOT0 Mapkepa pS53, B OOJBIIMHCTBE CIIydaeB, YKa3bIBAET HA MOBBIMICHHBIH MHTOTHYECKHN
TTOTEHIINAI PAKOBBIX KJICTOK. P53 OTpHIATEIbHBIC OMYXO0IN 0OBIYHO MMEIOT HU3KYIO MTPOIH(EpaTHBHYIO aKTHBHOCTb.

KuroueBble c10Ba: pak MOJOYHOM JKeJIe3bl, allonTo3, P53



Stiinte Medicale

189

Introducere. Mutatiile de gend p53 sunt inregis-
trate in cca 1/3 cazuri de carcinom mamar. Imunohis-
tochimic aceste aberatii sunt detectate sub forma de
expresie nucleard in exces a p53 in celulele tumorale.
In opinia lui Allred DC et al. (1998) acest marker are
o valoare prognostica si predictiva, iar tumorile p53
pozitive sunt agresive si timpuriu metastazeaza [1].
Statutul nefast al tumorilor p53 pozitive este agravat
la supraexpresia simultanda a HER2 [2]. Scopul lucra-
rii: studiul expresiei markerului pro-apoptotic p53 in
dependenta de activitatea proliferativa a carcinomu-
lui mamar ductal invaziv de tip NOS.

Material si metode. Pacienti. Au fost investiga-
te 87 cazuri, morfologic diagnosticate drept carcinom
ductal invaziv de tip NOS. Varsta medie a pacientelor
a constituit 57,6+1,2 ani, mediana 58. Toate cazurile
au fost colectate in IMSP Institutul Oncologic din Re-
publica Moldova in perioada 2012-2015.

Metoda histologicd. Materialul biologic a fost fi-
xat timp de 24-48 ore in formalind tamponata 10%,
PH 7,2-7,4. Ulterior acesta a fost inclus in Paraplast
High Melt (Leica Biosystems). Sectiunile seriate de
3-5 microni grosime au fost realizate cu microtomul
Shandon, HM355S Automatic Microtome (Thermo
Scientific, USA) si etalate ulterior pe lame silanate
(S3003, Dako, Denmark). Diagnosticul morfologic
si gradul de diferentiere al tumorii au avut la baza
sectiuni colorate cu hematoxilind-eozina (hematoxi-
lind Harris HHS32, SigmaAldrich si eozind CS701,
Dako, Denmark): Gradarea histopatologica am rea-
lizat-o folosind sistemul Scarff-Bloom-Richardson,
recomandat de OMS, 2003 [3].

Metoda imunohistochimicd. Toate procedeele
imunohistochimice s-au realizat in regim automat
cu Leica Bond-Max (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) autostainer. Acestea au inclus:
deparafinarea 1n 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 in apa timp de 5 minute. Pentru blo-
carea activitatii peroxidazei endogene sectiunile au
fost tratate timp de 5 minute cu Dako REAL™ Pero-
xidase-Blocking Solution (S2023, Dako). Receptorul
pro-apoptotic p53 a fost pus in evidenta prin incubare
15 minute cu anticorpul P53/DO-7 (cod PA0057, Lei-
ca Biosystem). Markerul nuclear de proliferare Ki67
a fost pus in evidenta cu anticorpul Ki67/K2 (cod
PA0230, Leica Biosystem), dupa incubare timp de 15
minute. Procedeele ulterioare au fost identice pentru
ambii markeri. Demascarea s-a efectuat cu Bond Epi-
tope Retrieval Solution2 (cod AR9640, Leica Biosys-
tem), un sistem de demascare prin incalzire, bazat pe
solutie de EDTA pH9.0. Vizualizarea receptorului s-a
efectuat cu Bond Polymer Refine Detection System
(cod DS9800), care include DAB (3,3 -diaminobenzi-

dina tetrahidroclorid hidrat) in calitate de cromogen.
Contracolorarea nucleilor s-a efectuat cu hematoxili-
na Mayer, modificata dupa Lille (HMMS500, ScyTek
Laboratories). In final, piesele histologice au fost de-
hidratate manual in serii crescute de alcool etilic (70-
100%), clarificate cu xilen si montate cu solutia Leica
CV Mount (Leica Biosystems, cod 14046430011).

Cuantificarea celulelor marcate cu Ki67 s-a efec-
tuat in baza metodei semiautomate propuse de Suciu
C.etal. (2014) [4]. Aceasta metoda prevede cuantifi-
carea a cel putin 10 cdmpuri la obiectiv x40 cu cel mai
inalt numar de celule tumorale marcate (sau cel putin
1000 celule tumorale per total), finalizata cu evalua-
rea mediei procentuale. Cuantificarea s-a efectuat la
microscopul Nikon Eclipse 80i, cu camera video ajus-
tatd Nikon DS-Fil (Nikon Instruments Europe BV).
Cazurile au fost clasificate Tn 2 grupe: cu activitate
proliferativa marcata (>14% celule Ki67 pozitive) si
redusa (<14% celule Ki67 pozitive). Separarea s-a
efectuat in acord cu recomandarile lui Goldhirsch A.
et al. (2013) [5].

Scorificarea markerului nuclear p53 a fost efec-
tuatd in baza recomandarilor Yamashita et al. (2004),
precum: 0 — lipsa colordrii nucleare; +1 — <10% din
celule pozitive; +2 — 10-30% celule cu patern nuclear
specific; +3 — >30% din celulele tumorale colorate
specific. Cazurile +1 - +3 au fost considerate pozitive
[6].

Metoda statistica. Rezultatele au fost stocate si
grupate in baza de date MS Access 2007 (Microsoft
Office 2007). Analiza statistica s-a efectuat cu ajuto-
rul soft-ului Winstat 2012.1 (R. Fitch Software, Bad
Krozingen, Germany). Gradul de asociere dintre va-
lorile markerilor utilizati in studiu s-a apreciat prin
testul de corelatie lineara (coeficientul Pearson (r)). In
cazul Ki67 si varstei pacientelor s-a determinat aditi-
onal media aritmeticdt+eroarea standard si mediana.
Rezultatele au fost considerate statistic semnificative
la un p=<0,05.

Rezultate. Tumorile au fost repartizate dupa
gradul de diferentiere precum: G1 — 5 cazuri/5,8%,
G2 — 47 cazuri/54% si G3 — 35 cazuri/40,2%. In 35
cazuri/40,2% tumoarea a fost cuantificata drept p53
negativa. Cazurile p53 pozitive au fost repartizate
precum urmeaza: +1 — 12 cazuri/13,8%, +2 — 22 ca-
zuri/25,3% si +3 in 18 cazuri/20,7%.

Valoarea medie pentru Ki67 a fost calculata la
23,2422, cu o mediand de 18,3. La aplicarea bare-
mului de 14% am constatat prevalenta cazurilor activ
proliferante (51 cazuri/58,6%) fatd de cele cu un indi-
ce Ki67 redus (36 cazuri/41,4%).

La compararea expresiei p53 si Ki67 am determi-
nat ca tumorile p53 negative sunt preponderent slab
proliferante (23 cazuri/26,4% sub 14% fata de 12 ca-
zuri/13,8% “>14") (Tabelul 1). Un alt raport s-a deter-
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minat in cazul tumorilor p53 pozitive: in marea majo-
ritate (39 cazuri/44,8%) sunt intens proliferante si doar
13 cazuri/15% au un potential proliferativ redus.
Tabelul 1
Numarul cazurilor in dependentd de expresia
P33, indicele de proliferare Ki67 si gradul de
diferentiere al tumorii

p53 | Indicele Ki67 d(i;é ig:glig:e n %
0 inalt Gl 1 1,1
0 inalt G2 5 5,7
0 inalt G3 6 6,9
0 redus Gl 3 3,4
0 redus G2 12 13,8
0 redus G3 8 9,2
1 inalt G2 5 5,7
1 inalt G3 6 6,9
1 redus G2 1 1,1
2 inalt G2 9 10,3
2 nalt G3 4 4,6
2 redus G2 7 8,0
2 redus G3 2 2.3
3 inalt Gl 1 1,1
3 inalt G2 6 6,9
3 inalt G3 8 9,2
3 redus G2 2 2.3
3 redus G3 1 1,1
Total 87 100

De remarcat, ca expresia pS3 a corelat pozitiv cu
valoarea Ki67. Desi, gradul de asociere a fost unul de
talie joasa (r=0,29), acesta a fost unul statistic semni-
ficativ (p<0,003). In plus, activitatea proliferativa a
tumorii a fost pozitiv asociata cu gradul de diferenti-
ere (Tabelul 2).

Tabelul 2

Gradul de asociere dupa Pearson dintre p53,

Ki67, gradul de diferentiere al tumorii si virsta

pacientelor
p53 Ki67 | Gradul | Varsta
de dife-
rentiere
p53
r 0,29 0,07 -0,05
p 0,003 0,268 0,317
Ki67
r 0,29 0,22 0,12
p 0,003 0,021 0,136
Gradul de diferentiere
T 0,07 0,22 0,24
p 0,268 | 0,021 0,013

Nota: cu Bold sunt selectate rezultatele statistic semnifica-
tive (p<0,05).

Discutii. Gena p53 este localizata pe bratul scurt
al cromozomului 17 si codificd sinteza a unei fos-
foproteine nucleare. Aceasta are un rol vital in regla-
rea ciclului celular, declansand apoptoza la afectarea
genomului [7]. In celulele nealterate, proteina p53
(numita inca wild-type p53 protein) este prezenta pret
de cateva minute si rapid degradata de proteosome
[8]. Mutatiile de gena p53 insa rezultd cu o proteina
stabila la degradare, care se acumuleaza in exces in
nucleu [9]. In carcinomul mamar mutatiile de gena
p53 sunt inregistrate in cca 25% cazuri [10]. In opinia
lui Dookeran KA et al. (2010), markerul p53 pozi-
tiv este asociat cu tumori agresive, slab diferentia-
te, estrogen (ER) si progesteron (PR) negative [11].
Autorul considera ca markerul p53 pozitiv este ca-
racteristic pentru subtipul molecular Basal-like. Insa
aceste date au fost contestate de Yang P. et al. (2013)
care nu au semnalat asocieri statistice cu ER, PR sau
HER?2, in schimb au evidentiat o ratd sporitd a metas-
tazelor la distanta in cazul tumorilor p53 pozitive [9].
In studiul nostru expresia p53 a corelat cu intensitatea
proliferativa a tumorii, Insa asocieri statistic semnifi-
cative cu gradul tumorii nu au fost semnalate (Tabelul
2). In plus am determinat ci tumorile p53 pozitive
sunt preponderent activ proliferante, comparativ cu
cele p53 negative care au un indice mitotic diminuat.

In conformitate cu datele lui Wedin R. et al.
(2004) tumorile ER pozitive au oasele drept tinta pri-
mara a metastazelor, pe cand carcinoamele Basal-like
si HER2 pozitive au ca prioritar sediul visceral, in-
clusiv sistemul nervos central [12].Totodata Yang P.
et al. (2013) sustine ca expresia p53 de catre celulele
tumorale este un semn pronostic negativ, din motiv ca
asa tumori dezvolta precoce metastaze viscerale [9].
Astfel p53, de rand cu ER, PR si HER2 devine o tinta
promitatoare in tratamentul carcinomului mamar.

Concluzii: expresia markerului pro-apoptotic
pS53 denota in majoritatea cazurilor o sporire a acti-
vitatii proliferative a tumorii. Tumorile p53 negative
sunt preponderent slab proliferante.
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