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Abstract:

P53 tumour suppressor gene is the most frequently altered gene in human cancers. In this study an
analysis of pS3 expression for 40 primary prostatic tumours and their lymph node metastases was performed.
P53 expression was studied using immunohistochemistry with monoclonal antibody anti-p53. Tumour
expression of p53 protein was considered when strong nuclear staining was present and was evaluated as
percent of immunoreactive p53 cells. 23 of 40 primary tumours (57.5%) and 14 of 20 metastases (70%)
revealed strong nuclear positivity for p53. Lymph node metastases showed significantly higher p53
expression than primary tumours. Our results indicate that altered expression of p53 is associated with
increased proliferative activity and support the hypothesis that mutation of p53 is an early event in prostate

carcinoma progression.
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Introducere

Inactivarea genei p53 este cea mai
comuna §i cea mai bine descrisda modificare
molecular-geneticd a tumorilor umane. Gena
p53 este o gena recesiva (ca toate genele supre-
soare tumorale), situatd pe cromozomul 17p13.
Pierderea expresiei genei necesitd alterarea
ambelor sale alele. De obicei au loc pierderi
alelice spontane, deletii ale unei alele, insotite
de mutatii ale celeilalte alele (mutatii puncti-
forme, deletii, rearanjamente). Aceasta a doud
mutatie poate fi de tip tranzitie, transversie sau
insertie/deletie ADN. Mutatia p53 reprezinta un
eveniment critic, care determind trecerea de la
formele preinvazive la cele invazive ale
cancerului prostatic. Lipsa p53 determind
pierderea controlului ciclului celular, replicarii
ADN, fidelitatii replicarii ADN si apoptozei. In
acest mod, se ajunge la supravietuirea celulelor
cu leziuni ADN si la progresie tumorala. Forma
mutantd a proteinei, mpS53, se manifestd in
acelasi timp ca oncogend dominanta [3, 4].

Expresia p53 este greu de evaluat,
existdind mai multe modalititi de cuantificare.
Metoda folositd mai frecvent consta in stabilirea

indicelui sau procentului de celule p53 pozitive
din totalitatea de celule tumorale si masurarca
intensitatii expresiei p53. Un indice p53 mai
mare §i o coloratie mai intensd sugereaza un
numdr mai mare de celule tumorale scapate de
sub controlul p53 si respectiv un numar mai mare
de celule stimulate de un p53 mutant [1, 6].
Studiul de fata isi propune o evaluare a
exprimarii  imunohistochimice a p53 1in
adenocarcinoamele prostatice.

Material si metoda

Studiul de fata a fost efectuat pe 40 de
cazuri adenocarcinoame prostatice, diagnosti-
cate histopatologic in Serviciul de Prosectura al
Spitalului Clinic Judetean Brasov, in perioada
1.01.2006-31.12.2007.

Au fost constituite doua loturi, primul
lot (lotul I) fiind considerat lot martor. Acest lot
a fost selectionat dintre cazurile fard metastaze
limfoganglionare. Cel de-al doilea lot (lotul II)
a fost reprezentat de carcinoamele prostatice cu
metastaze limfoganglionare. Metastazele limfo-
ganglionare ale celui de al doilea lot au
constituit lotul (II-LG).
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Toate sectiunile histologice ale celor 40
de cazuri selectate pentru imunohistochimie au
fost reexaminate, inclusiv metastazele lor
limfoganglionare, selectionandu-se zonele cele
mai reprezentative pentru tumord. Dupa
sectionarea seriata a blocurilor si o recolorare de
control cu hematoxilind-eozina, a fost efectuata
coloratia imunohistochimicd cu anticorpii
mono-clonali p53 (PAb 1801 si DO7, Dakocorp,
Denmark).

In ceea ce priveste cuantificarea
expresiei pS3, metoda folositd a fost obiectiva,
rezultand un indice p53 exprimat ca numadrul
procentual al nucleilor pozitivi din tumora,
indice stabilit in urma evaludrii unui numar
mediu de 1000 de nuclei per tumord, cu
obiectivul de 10x. Pentru analizele statistice mai
complexe au fost utilizate valorile p53 ale

tumorilor pozitive din punct de vedere
imunohistochimic, fiind excluse tumorile
negative.

Analiza statisticd s-a efectuat cu

programul Statistica for Windows (StatSoft
Inc). Pentru corelatia parametrilor cantitativi a
fost folosit testul ¢ (Student) de comparare a
mediilor. Datele au fost considerate statistic
semnificative pentru valori ale p<0,05.

Rezultate
In carcinoamele prostatice studiate,
proteina pS53 a prezentat o pozitivitate

imunohistochimica variabilda, atit in tumorile
primare cat si in metastazele lor limfogan-
glionare, numeroase tumori fiind negative din
punct de vedere imunohistochimic. In tumorile
pozitive, expresia p53 a fost observata
intranuclear, sub forma unei coloratii brune fin
granulare, proteina fiind evidentiatd prea putin
in citoplasma celulelor tumorale. De asemenea,
intensitatea coloratiei imunohistochimice a fost
marcatd, fara a se observa diferente majore de
intensitate intre tumori s$i fard a sugera
necesitatea studierii acestui aspect. In figura 1
se observd expresia p53 intr-un carcinom
prostatic slab diferentiat histologic.

Fig. 1. Exresia p53 intr-un carcinom static slab
diferentiat. Majoritatea celulelor tumorale sunt p53
porzitive (HE, 20x).

Din cele 40 de tumori studiate, 17 cazuri
au fost p53 negative, din care 8 cazuri din
primul lot (I), al tumorilor fara metastaze
limfoganglionare si 9 cazuri din cel de-al doilea
lot (II), al celor cu metastaze limfoganglionare.
In ceea ce priveste metastazele limfoganglionare
ale celor 20 de cazuri din cel de-al doilea lot (II-
LG), doar 6 au fost negative din punct de vedere
imunohistochimic, 3 cazuri prezentdnd o
pozitivare a coloratiei fata de tumora primara,
ceea ce sugereazd fie o tehnicad deficitara
folosita in cazul tumorilor primare, fie o
stabilizare a proteinei, posibil ca urmare a unei
mutatii TP53 castigate In timpul progresiei
tumorale si respectiv metastazare.
negativitatii expresiei p53 nu a demonstrat
diferente semnificative statistic intre loturi.
Testul t dintre variabilele independente p53 I si
p53 11, respectiv dintre variabilele dependente
pS3 II si p53 II-LG, care reflectd pozitivitatea
(P) si negativitatea (N) expresiei p53 este
indicat in tabelul 1. Indicele p = 0,082814,
dintre loturile II si II-LG, este apropiat de cel
semnificativ din punct de vedere statistic (t test
for independent and dependent samples).

Lot p53 (P/N) Nr.
Medie +/-DS | testt | p

I 100.400 | 0.503

I 100.450 | 0.510 | - 0.756 | 20

0.312

I 100.450 | 0.510

1I- 100.300 | 0.470 | 1.831 | 0.083 | 20
LG

Tabel 1. Testul t dintre loturile I vs Il 5i Il vs [I-LG
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Valoarea medie, deviatia standard,
minima, maxima i numarul de cazuri p53
pozitive din loturile (I+1I), I, II si II-LG este
prezentata in tabelul 2. Astfel, in lotul tumorilor
primare cu metastaze limfo-ganglionare a
rezultat un indice p53 mediu mai mic decat in
lotul tumorilor fara metastaze limfoganglionare.

valoarea maxima +1, rezulta ca exista o crestere
direct proportionala a valorilor din metastazele
limfoganglionare cu cea a valorilor din tumorile
primare corespunzatoare. Numai 11 cazuri au
fost pozitive atat in tumorile primare, cat si in
metastazele limfoganglionare (Tabel 4).

Tabel 2. Valori statistice descriptive p53

Conform acestor date, testul Student t (t
test for independent samples and for dependent
samples) a stabilit lipsa diferentelor semnifi-
cative statistic intre tumorile primare din cele
doua loturi, I si II (fara si cu metastaze
limfoganglionare). Cu toate acestea, expresia
p53 a prezentat diferente semnificative statistic
intre tumorile primare din lotul II si metastazele
limfoganglionare corespunzatoare din lotul II-
LG (sunt excluse cele trei cazuri care nu au
corespondent la nivelul tumorilor primare), cu
un indice de probabilitate p = 0,018150, acesta
relevand faptul ca in metastazele
limfoganglionare expresia p53 este semnificativ
mai mare (ca numar de celule tumorale pozitive
imunohisto-chimic) decat in tumorile primare
corespunzatoare (Tabel 3).

Lot p53 Nr.
Medie +/-DS test t p
I 52.689 17.842 12
11 48.838 11.732 0.605 | 0.551 11
11 48.838 11.732 11
1I- 56.148 12.664 | -1.436 | 0.018 11
LG
Tabel 3. Testul t dintre valorile p53 ale loturilor I vs
I sillvs [I-LG

De asemenea, corelatia dintre valorile
pS3 II si p53 II-LG, apreciatd cu ajutorul
indicelui de corelatie Pearson r(X)Y), a
demonstrat o corelatie directa de r = +0,757568,
inalt semnificativa statistic, p = 0,000095.
Indicele Pearson r fiind pozitiv si apropiat de

p53

ot qr

Lot pS3 Nr edie /-DS (XY | estt
Medie +/-DS Minim | Maxim )

I+ 50.848 15.020 14.254 76.119 23 48.838 | 11.732
II 1 1
I 52.689 17.842 14.254 76.119 12 56.148 | 12.664
11 48.838 11.732 22.022 65.974 11 I-LG 0.757 | .988 .00009 1
- 152921 | 12.955 | 37.898 | 80.264 | 14 Tabel 4. Indicele de corelatie Pearson r(X,Y)
LG

Discutii

In acest studiu, expresia p53 a fost
negativa IHC la un numar semnificativ de cazuri
si anume la aproape 50% din tumorile primare
si la aproape o treime din metastazele limfo-
ganglionare corespunza-toare. Avand in vedere
stadiul avansat al acestor tumori, numarul mare
de tumori negative IHC poate fi explicat doar
prin prezenta unui mp53 trunchiat si instabil sau
prin lipsa completa a p53 si mai putin printr-un
p53 normal si respectiv lipsa mutatiei P53. De
asemenea, un numar de 3 cazuri cu metastaze
limfoganglionare a prezentat o pozitivare a
coloratiei fatd de tumora primard, cea ce
sugereazd fie o tehnica deficitard folositd in
cazul tumorilor primare, fie o stabilizare a
proteinei, stabilizare posibild printr-o noua
mutatie P53, mutatie castigata in timpul
progresiei tumorale si metastazare.

Metastazarea  limfoganglionara  s-a
dovedit independentd de indicele p53 din
tumorile primare intre cele doua loturi, cu si fara
metastaze limfoganglionare, neexistand dife-
rente semnificative statistic. Cu toate acestea, in
metastazele limfoganglionare s-a observat o
crestere semnificativd a indicelui p53 fata de
tumorile primare (crestere direct proportionala,
desi neliniara a valorilor celor doud loturi).
Acest fapt, care sugereazd selectarea
preponderentd, in procesul metastazarii, a
celulelor tumorale cu mp53 prezent, a fost
constatat si de catre alti autori [5, 7, 8].

Din punct de vedere microscopic,
expresia pS3 a fost observata strict intranuclear,
proteina nefiind evidentiatd in citoplasma
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celulelor tumorale, iar intensitatea coloratiei
imunohistochimice a fost marcata in majoritatea
tumorilor

Concluzii

Mutatia P53, cu pierderea supresiei
tumorale, reprezintd un eveniment incipient al
tumorigenezei, eveniment critic in trecerea de la
formele preinvazive la cele invazive ale
cancerului prostatic, contrabalansat ulterior de
alte mecanisme de inducere ale apoptozei
tumorale.

Indicele p53 nu este in corelatie cu
proliferarea celularda si nici cu potentialul
metastazant, cu toate ca pe parcursul
metastazarii sunt selectate preponderent clonele
celulare cu mp53 prezent.
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