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KORELACIJA EKSPRESIJE P53 TUMOR SUPRESOR GENA SA
MAKROSKOPSKOM MANIFESTACIJOM I NACINOM RASTA

KOLOREKTALNIH KARCINOMA

Dusica Petrovié!, Vesna Stankovié, Milo$ Milosavijevié¢® i Vladimir Bulatoviét

Karcinom debelog creva jedan je od najcesc¢ih malignih tumora i drugi po redu
uzro¢nik smrti od karcinoma u razvijenim zemljama.

Cilj istrazivanja bio je ispitivanje ekspresije p53 kod kolorektalnog karcinoma kao i
komparacija nivoa ekspresije p53 sa makroskopskim izgledom i nac¢inom rasta tumora,
zatim detekcija i identifikacija nivoa ekspresije p53 kao znacajnog prognostickog faktora
daljeg toka, ishoda bolesti i podatka za izbor adekvatne terapije.

IstraZivanje je uradeno kao prospektivna, klinicko-eksperimentalna studija. Koris¢en
je postoperativni materijal dobijen resekcijom kolorektalnog karcinoma od 63 bolesnika
oba pola.

Dobijeni rezultati su pokazali da se najveci broj tumora, 36/63, tj. 57.1%,
manifestovao u vidu infiltrativne forme, 9/63, tj. 14.3% kao ulceriSuc¢a forma, a 18/63,
tj. 28.6% tumora imalo je polipoidni — egzofiti¢an izgled.

Rezultati su pokazali da je tri tumora infiltrativne forme bilo p53 negativno a 17 ih
je bilo p53 pozitivno. Kod tumora ulceriSu¢e forme 8 je bilo p53 negativno, a 16 je bilo
pozitivnih p53 tumora. Kod tumora vegetativne forme, Cetiri je bilo p53 negativno, a 15
tumora bilo je p53 pozitivno.

Pozitivan p53 status bio je u 52,4% tumora. Ekspresija p53 izostala je u 47,6%
tumora i ne korelira sa patohistoloskim karakteristikama tumora. Nivo ekspresije p53
nema dijagnosticki, prediktivni i prognosticki potencijal, dok je neosporna njegova
vaznost u razumevanju onkogeneze. Acta Medica Medianae 2011,50(3):22-26.
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Uvod

Karcinom debelog creva jedan je od najcescéih
malignih tumora i drugi po redu uzrocnik smrti od
karcinoma u razvijenim zemljama (1).

Procesi deobe, diferencijacije i smrti Celije
strogo su kontrolisani, a poremecaj u regulaciji
bilo kog od njih uzrokuje nastanak klona celija
koji se autohtono, nesvrsishodno razmnoZzava i
produkuje tumorsku masu. Nastanak tumora je
kompleksan proces u koji su uklju¢eni mnogo-
brojni genetski i molekularni mehanizmi. Kance-
rogeneza je posledica akumulacije poremecaja u
gradi i funkciji gena koji reguliSu mehanizme
proliferacije celije, reparacije DNK molekula ili
programirane smrti celija. Ti geni su: onkogeni,
tumor supresor geni, geni koji su matrica za
sintezu enzima reparatornog sistema, kao i geni
koji kontroliSu apoptozu (2).
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Osnovna uloga tumor supresor gena je
zaustavljanje celijskog ciklusa, a u cilju reparacije
greSaka u gradi DNA molekula (3). Mutacija i
inaktivacija tumor supresor gena rezultuje nekon-
trolisanom celijskom deobom i blokadom progra-
mirane celijske smrti - apoptoze. Nasleduju se
recesivho i njihova ekspresija nastaje nakon
inaktivacije oba alela.

Gen p53 je najceS¢i mutirani gen u tumo-
rima, lokalizovan je na 17 hromozomu, kodira
p53 transkriptivni faktor koji reguliSe celijski
ciklus aktivacijom transkripcije gena koji isti
zaustavljaju u G1 fazi celijskog ciklusa (kada je
genom ostecen) i aktivira apoptozu pod odre-
denim uslovima (4,5,6). Geni koje aktivira trans-
kriptivni faktor p53 su WAF1 (kontroliSe Celijski
ciklus), MDM2 (inhibira ekspresiju p53), GADD45
(kontrolise popravku DNA), Bax (kontroliSe apop-
tozu) ciklin G, a oni koje inhibira su myc i bcl-2.

Osnovne funkcije p53 su ucescée u reparaciji
DNA molekula (ispravljanje greSaka u toku dupli-
kacije genetskog materijala), kao i kontrolisanje
¢elijskog ciklusa, proliferacije i diferencijacije.
Takode, kada dode do akumulacije genetskih
greSaka, p53 omogucava apoptozu, zbog Cega je
poznat pod nazivom “Cuvar Celijskog genoma".

Podaci koji su dobijeni kao rezultat razlicitih
klinickih i bazi¢nih studija sugeriSu da ostecenje
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ili mutacija p53 dovodi do genetske amplifikacije
p53 i gubitka kontrole celijskog ciklusa i apoptoze.
Nivo ovih promena odrazavao je stepen nepovoljne
prognoze kod obolelih, samim tim Sto su tumori
sa hiperekspresijom p53 pokazali rezistenciju na
radijaciju i veéinu hemioterapeutika (7).

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrdivanje
mogucée povezanosti morfoloskih parametara i
nivoa ekspresije p53 i utvrdivanje moguceg
prognosti¢kog znacaja te korelacije. U skladu sa
osnovnim ciljem postavljeni su slede¢i konkretni
zadaci:

1. Ispitivanje ekspresije p53 na operativhom
materijalu - reseciranom segmentu boles-
nika sa kolorektalnim karcinomom.

2. Povezanost ekspresije p53 i makroskopske
manifestacije tumora i nacina rasta tumora.

3. Detekcija i identifikacija nivoa eksprimi-
ranosti p53 tumor supresor gena kao
znacajnog prognostickog faktora daljeg
toka i ishoda bolesti i podatka za izbor
adekvatne, optimalne, ciljne, individualne
antitumorske terapije.

Materijal i metode

Istrazivanje je uradeno kao prospektivna,
kliniCko-eksperimentalna studija. Koris¢en je post-
operativni materijal dobijen resekcijom kolo-
rektalnog tumora od 63 bolesnika oba pola, sa
Hirurske klinike Klinickog centra u Kragujevcu. U
cilju dobijanja Sto viSe relevantnih patohistoloskih
podataka koris¢ene su rutinska Hematoksilin-
Eozin (HE) metoda i imunohistohemijske metode
obavljene u Centru za patolosko-anatomsku dija-
gnostiku KC ,Kragujevac" u Kragujevcu.

U rutinskoj obradi preparata, uzorci tkiva
fiksirani su u 4% neutralnom puferisanom rastvoru
formalina, u toku 24h, na sobnoj temperaturi. Po
zavrsenoj fiksaciji, dehidratisani su provodenjem
kroz seriju alkohola rastu¢e koncentracije (70%,
96% i 100%), prosvetljavani u ksilolu i kalupljeni
u parafin. Preseci tkiva, debljine 4 um, seceni su
mikrotomima Leica SM 2000R i Leica Reinhart
Austria.

Posle deparafinisanja u ksilolu i hidratacije
u opadaju¢em redu alkohola, isecci su bojeni
Haematoxylin-om po Mayer-u, prosvetljavani u
2% rastvoru eozina, zatim dehidratisani, prosvet-
ljivani i montirani na plocice sa Canada balzamom
(8-10).

Imunohistohemijske metode koriSéene su
za identifikaciju ekspresije antigena na resekatu
kolorektalnog karcinoma. Procedura imunohisto-
hemijskog bojenja podrazumevala je postupke
demaskiranja antigena, blokiranja endogene
peroksidaze, inkubiranja preparata sa primarnim
antiserumom i postupak izvodenja imunohisto-
hemijske metode - LSAB+ - HRP (11).

Za detekciju p53 primenjeno je mono-
klonalno misje antitelo (p53 DAKO DO-7 mono-
clonal mouse clone, 1:200) i visoko senzitivha
specificna streptavidin — biotin imunohistohemijska

metoda (LSAB+/HRP,DAKO,Denmark), u kojoj je
streptavidin obeleZen peroksidazom a kao hromogen
je koris¢en 1,3 - diaminobenzidin. Kao opsti
rastvara antiseruma i sredstvo za ispiranje
izmedu razli¢itih koraka u toku imunohistohe-
mijske procedure bojenja koris¢en je 0,1M
fosfatni pufer pH 7,4. Celijska jedra su bojena
Mayer-ovim hematoksilinom.

Cut off je izabrana vrednost praga za
razlikovanje pozitivne i negativhe ekspresije p53.
Cut off u ovoj studiji za procenu pozitivnosti je
30% (ocena pozitivhe ekspresije je ako vise od
30% tumorskih celija pokazuje imunoreaktivnost
na p53). Skoring sistem se zasniva na odredivanju
procenta imunoreaktivnih jedara tumorskih celija
kao i na odredivanju intenziteta imunoreaktivhog
bojenja. Sabiranjem boda za procenat imuno-
reaktivhosti i za intenzitet dobija se ukupni,
moguc¢i maksimalni bod za procenu ekspresije
(Tabela 1).

Tabela 1. Ukupni, moguci maksimalni bod za procenu

ekspresije
INTENZITET
% IMU'}ESEQKTIVNIH IMUNOREAKTIVNOG
BOJENJA

0=< 5% jedarnog 0 = nema jedarnog
bojenja bojenja
1= 5 do 30% obojenih 1 = slab intenzitet bojenja
jedara jedara
2= 30 do 50% obojenih 2 = umeren intenzitet
jedara bojenja jedara
3= 50 do 70% obojenih 3 = veoma intenzivno
jedara bojenje
4= 70 do 90% obojenih
jedara
5> 90% obojenih jedara

Imunohistohemijska bojenja izvedena su uz
kontrolu kvaliteta i specificnosti bojenja, primenom
pozitivnih i negativnih kontrola prema propo-
zicijama UK NEQAS (engl. UK National External
Quality Assessment for Immunocytochemistry).
Za statisticku obradu podataka koriS¢en je
programski paket SPSS i metode deskriptivne
statistike (frekvencije, procenti, medijane, percen-
tili). Ispitivanje zavisnosti dve opisne promenljive
realizovana je pomocu Hi-kvadrat testa i FiSerovog
testa. Ispitivanje uticaja viSse promenljivih na
binarnu promenljivu uradeno je pomocu multi-
varijante binarne logistiCke regresije.

Rezultati

Nuklearna ekspresija p53 prisutna je bila u
33/63, tj. 52.4% (ocena pozitivnosti vise od 30%
tumorskih ¢elija pokazuje imunoreaktivhost na
p53). U 30/63, tj. 47.6%, nije bilo ekspresije p53
(Tabela 2).

Najve¢i broj tumora 36/63, tj. 57.1%,
manifestovao se u vidu infiltrativhe forme, 9/63, tj.
14.3%, kao ulceriSu¢a forma, a 18/63, tj. 28.6%
tumora, imalo je polipoidni - egzofitiCan izgled
(Tabela 3).
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Rezultati su pokazali da je 3 tumora
infiltrativhe forme bilo p53 negativno a 17 ih je bilo
p53 pozitivno. Kod tumora ulceriSu¢e forme 8 je
bilo p53 negativho, a 16 je bilo pozitivhih p53
tumora. Kod tumora vegetativne forme 4 je bilo
p53 negativno, a 15 tumora bilo je p53 pozitivho
(Tabela 4).

Makroskopska manifestacija tumora i p53 su
nezavisni (p = 0,104).

U cilju dobijanja pouzdanih parametara koji
bi ispitali razli¢ite parametre koji bi mogli da uticu
na ekspresiju p53 uradena je binarna logistiCka
regresija.

Prikazani rezultati pokazali su da p53 ne
zavisi ni od jednog klinickog i patohistoloskog  Slika 1. p53 - unutradnja negativna kontrola (IHH, x 100))
parametra (Slika 1-4).

Tabela 2. Ekspresija p53

EI;sép?’l‘_e;ga Ucestalost Procenat (%)
Prisutna 33 52,4
Nije prisutna 30 47,6
Ukupno 63 100,0

Tabela 3. Makroskopska manifestacija tumora

I\/'Iakroslfopska Ucestalost Procenat (%)
manifestacija tumora
Vegetantna 18 28,6 . L .
Ulceriduca 9 14 3 Slika 2. Jedra tumorskih Celija ne pokazuju
L imunoreaktivnost na r53 (IHH, x 100)
Infiltrativna 36 57,1
Ukupno 63 100,0

Tabela 4. Korelacija makroskopske manifestacije
tumora i p53

Makroskopska
manifestacija | P53- | P53+ | Procenat | Procenat
(%) - (%) +
tumora
Vegetantna
forma 4 15 21.05 78.95
Ulcerisuc¢a forma| 8 16 33.33 66.67
Infiltrativna
forma 3 17 15 85
Diskusija Slika 3. Jedra tumorskih Celija pokazuju imunoreaktivnost

p53 do 30% (IHH, x 200)

Kolorektalni karcinom (KRK) predstavlja
jedan od najc¢esc¢ih uzroka morbiditeta i morta-
liteta kako u zapadnom svetu tako i na nasim
prostorima. Klasifikacije i ustanovljeni prognosticki
parametri koji se danas koriste u terapiji KRK jos
uvek samo delimi¢no obezbeduju informacije o
toku i ishodu ove bolesti, tako da postoji stalna
potreba za unapredenjem postojec¢ih i identi-
fikacijom novih dijagnosti¢kih i prognostickih
markera. U tom smislu, posebno je vazna
identifikacija molekularnih markera koji bi pruzili
uvid u potencijalno ponasanje ili agresivnost
tumora (12-14).

Kako postojeci klinicko-morfoloski parametri
(histoloski tip tumora, stepen diferencijacije,
tumorski stadijum, nodalni status, invazija vasku- Slika 4. Jedra tumorskih Celija pokazuju
larnih struktura i hirurSke margine) jos uvek zadrzavaju imunoreaktivnost p53 preko 30% (IHH, x 100)
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svoj dominantni znacaj u dijagnostickim proce-
durama, molekularno profiliranje bi doprinelo
njihovom upotpunjavanju, naj¢es¢e u smislu
prepoznavanja odgovora na primenjenu terapiju
(genetske promene), ili u smislu primene u
unapredenju skrining programa rizi¢nih kategorija
koji bi omogudili blagovremeno i uspesno lecenje
(15).

Najvec¢i broj tumora 36/63, tj. 57.1%,
manifestovao se u vidu infiltrativne promene,
9/63, tj. 14.3%, kao ulceriSuéa forma, a 18/63,
tj. 28.6%, tumora imalo je polipoidni - egzo-
fitican izgled.

Rezultati ove studije pokazali su da je
nuklearna ekspresija p53 bila prisutha u 33
slucaja ili 52,4% ukupnog broja, pri ¢emu je kao
ocena pozitivhosti vrednovana ekspresija p53 u
viSe od 30% tumorskih celija. U 30 uzoraka ili
47,6% ukupnog broja analiziranih KRK nije bilo
ekspresije p53. Dobijeni podaci su u saglasnosti
sa podacima iz dostupne literature o ekspresiji
markera p53 u kolorektalnim karcinomima,
prema kojima je uobicajena ekspresija p53 u
svim karcinomima, 45-70%, dok je ekspresija
ovog markera u kolorektalnim karcinomima 42-
67% (16,17).

Rezultati razli¢itih studija navode na zakljucak
da u prognostickom smislu nije dovoljno pratiti
samo ekspresiju p53, vec¢ da je neophodno pratiti
i ekspresiju drugih tumorskih markera, cije pona-

Sanje moze ukazati na neke bolje terapijske
pristupe u leCenju malignih bolesti (18-21).
Ekspresija p53 ne zavisi od makroskopske
manifestacije tumora, odnosno nema korelacije
izmedu eksprimiranosti p53 i makroskopske
manifestacije tumora, koja bi posluzila kao
prognosticki faktor daljeg toka i ishoda bolesti.
Iako uticaj makroskopske manifestacije
tumora na ekspresiju p53 nije statisticki znacajan
(p = 0,124), utvrdeno je da se kod ulceriSuée
forme viSestruko smanjuje moguénost da p53
bude pozitivan (odds ratio 0,032, p = 0,017).

Zakljucak

Ekspresija p53 bila je prisutna u 52,5%
tumora i ne korelira sa makroskopskom mani-
festacijom i nacinom rasta kolorektalnih karci-
noma.

Iz svega prethodno navedenog moglo bi da
se zakljué¢i da u dosadasnjim studijama nije
dokazana uloga p53 kao vaznog prognostickog
pokazatelja. Evaluacija gena i molekularno
profiliranje moze olaksati identifikaciju grupe
bolesnika sa overekspresijom p53, Sto bi moglo
implicirati odredene terapijske intervencije i
vazan skrining za target terapijske ciljeve.

Nivo ekspresije p53 nema dijagnosticki,
prediktivni i prognosticki potencijal, dok je
neosporna njegova vaznost u razumevanju
onkogeneze.
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OF COLORECTAL CANCER

Dusica Petrovic¢, Vesna Stankovic¢, Milos Milosavljevi¢ and Vladimir Bulatovic¢

Colon carcinoma is one of the most common malignant tumours and the second
cause of cancer-related deaths in developed countries.

The objective of the research was to investigate the p53 expression in colorectal
cancer and compare the expression levels of p53 with the macroscopic appearance and
manner of growth of the tumours, followed by detection and identification of the
expression levels of p53 as an important prognostic factor of the further course,
outcome and data for the selection of appropriate therapy.

Research was implemented as a prospective, clinical and experimental study. We
used a postoperative material obtained by resection of colorectal cancer from 63
patients of both sexes.

The results showed that the majority of tumours 36/63, i.e. 57.1% were manifested
as infiltrative forms, 9/63, i.e. 14.3% as ulcerating form, and 18/63, i.e. 28.6% of
tumours had a polypoid - exophytic form.

The results have shown that three tumours of infiltrative forms were p53 negative
and 17 of them were p53 positive. In tumours with ulcerating form, eight were p53
negative, and 16 of them were no p53 positive tumours. In vegetative tumour forms,
four were p53 negative, and 15 of the were p53 positive.

Positive p53 status was present in 52.4% of tumours. Expression of p53 was absent
in 47.6% of the tumours and does not correlate with the macroscopic appearance and
manner of tumour growth. Expression levels of p53 do not have a diagnostic, predictive
and prognostic potential, while its importance is undeniable in the understanding of
oncogenesis. Acta Medica Medianae 2011; 50(3):22-26.
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