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Czynniki immunohistochemiczne u chorych na Sluzowatego raka piersi
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Celem pracy jest analiza czynnikow immunohistochemicznych w grupie chorych na raka sluzowatego piersi (RSS) oraz
ocena czynnikow prognostycznych u chorych na RSS, ze szczegolnym uwzglednieniem wskaznika proliferacji MIB-1 oraz
ekspresji biatka p53 i c-erbB2.

Material i metoda. Przeprowadzono analiz¢ czynnikow immunohistochemicznych w grupie 81 chorych na raka
Sluzowatego sutka (RSS). Chore byly leczone pierwotnie chirurgicznie w Centrum Onkologii w Krakowie. W oparciu
o badanie histochemiczne wyrozniono dwie grupy chorych: 50 chorych z czystq postaciq RSS i 31 chorych z mieszang
postacig RSS. U wszystkich chorych oznaczono obecnosc receptorow estrogenowych i progesteronowych w tkance
nowotworowej oraz ekspresje biatka p53, c-erb B-2 i indeks MIB-1. Otrzymane wyniki porownano w obu postaciach RSS:
czystej i mieszanej.

Wyniki i wnioski. Przeprowadzone badania wykazaly: stosunkowo niski wskaznik proliferacji MIB-1 (u ponad potowy
chorych nie przekraczat 14) u ponad 90% chorych obecnosc receptora estrogenowego i u ponad 60% progesteronowego;
niski odsetek guzow wykazujqcych ekspresje biatka p53 i c-erbB2 (odpowiednio 12,3% i 9,9%). Niekorzystny wplyw na 10-
letnie przezycie bezobjawowe w calej badanej grupie chorych oraz w grupie chorych na czystq postac¢ RSS miala obecnos¢
ekspresji biatka p53.

Immunohistochemical factors in patients with the mucinous variant of the breast cancer

Aim. To analyse the immunohistochemical factors and the prognostic indices assessment, and especially the proliferation
te of MIB-1 and p53 and c-Erb-B2 expression in a group of patients with mucinous breast carcinoma treated at the Maria
Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center and Institute of Oncology in Cracow.

Material and methods. Immunohistochemical factors analysis was performed in a group of 81 patients suffering
from a mucinous variant of breast cancer. Primary treatment consisted of surgery performed at the Institute of Oncology
in Cracow. According to the results of histochemical examination the patients were subdivided into two groups: group 1
consisting of 50 patients with a pure form of mucinous carcinoma (PMC) and group 2 consisting of 31 patients with a mixed
form of mucinous carcinoma (MMC). The presence of estrogen and progesterone receptors in the cancerous tissue as well as
the expression of p53 protein, c-Erb-B2 and MIB-1 index was determined in all patients. The results were compared in both
forms of mucinous carcinoma — pure and mixed.

Results and conclusions. The performed investigations provided the following results: a relatively low proliferation
rate of MIB-1, not higher than 14 in more than a half of patients; the presence of the estrogen receptor in over 90% of patients
and the presence of the progesterone receptor in over 60% of patients; a low ratio of tumors showing p53 and c-Erb-B2
expression(respectively 12.3% and 9.9%); the adverse influence of p53 expression on 10-year relapse-free survival in all the
investigated subjects as well as in the group of patients with the pure form of mucinous carcinoma.

Stowa kluczowe: rak Sluzowaty, piers, postac czysta, posta¢ mieszana, czynniki immunohistochemiczne, receptor estro-
genowy, receptor progesteronowy
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Cel pracy

Rak Sluzowaty sutka (RSS) stanowi okoto 1-5% wszyst-
kich ztoSliwych nowotworéw piersi [1-6]. Przewaza opinia,
ze RSS wystepuje u kobiet w starszym wieku, w porow-
naniu z innymi mikroskopowymi postaciami raka piersi
[7-10]. Czestos¢ wystepowania RSS wzrasta gwaltownie
po 60 roku zycia. Zgodnie z definicja Swiatowej Orga-
nizacji Zdrowia (WHO) RSS jest rakiem zawierajacym
duzg ilo$¢ widocznego mikroskopowo, pozakomdrkowe-
go §luzu, a takze §luzu zgromadzonego wewnatrz komo-
rek nowotworowych [11].

Wyrdznia sie dwie postacie RSS: czysta i mieszana.
Do postaci czystej zalicza si¢ guzy w catoSci zbudowane
z izolowanych wysepek komorek raka, ,,zatopionych”
w obfitym pozakomérkowym Sluzie. Guzy mieszane
zawieraja dodatkowo obszary raka naciekajacego, pozba-
wionego pozakomoérkowego Sluzu [4, 7]. Jest on zalicza-
ny do grupy tzw. ,lepiej rokujacych” rakéw piersi, gdyz
10-letnie przezycia bezobjawowe uzyskuje si¢ u prawie
60% chorych [2]. Szczegdlnie dobre rokowanie cechuje
chorych na postac czysta RSS [12, 13], a przezycia wielo-
letnie si¢gaja, a nawet przekraczaja 90% [14].

Przeprowadzono analize czynnikéw immunohisto-
chemicznych w grupie chorych na raka §luzowatego pier-
si, leczonych w Instytucie Onkologii w Krakowie, oraz
ocen¢ czynnikOdw prognostycznych u chorych na RSS,
ze szczegOlnym uwzglednieniem wskaznika proliferacji
MIB-1 oraz ekspresji biatka p53 i c-erbB2.

Materiat i metody

Przedstawiona retrospektywna analiza materialu kliniczne-
go obejmuje 81 chorych na RSS. Sredni wiek chorych wyno-
sit 62 lata, najmtodsza chora byfa w wieku 30 lat, a najstarsza
84 lat. Wszystkie pacjentki byly leczone pierwotnie chirurgicznie
w Centrum Onkologii w Krakowie, w latach 1952-1993.

Na podstawie histopatologicznego badania materiatu ope-
racyjnego wyrdzniono dwie postacie RSS: czysta i mieszana.
W guzach wszystkich chorych oznaczono immunohistochemicz-
nie obecno$¢ receptoréw estrogenowych i progesteronowych
oraz ekspresje bialka p53, c-erb B-2 i indeks MIB-1. Z bloczkow
parafinowych przechowywanych w archiwum Zaktadu Patologii
Nowotwor6w sporzadzono skrawki, ktore po rutynowym zabar-
wieniu hematoksyling-eozyng postuzyly do analizy histologicz-
nej guzéw nowotworowych. Kazdy przypadek rozpoznanego
mikroskopowo raka §luzowatego oceniano pod katem obecnosci
dodatkowego utkania histologicznego.

Z tych samych bloczkéw parafinowych, z ktdrych przygo-
towywano preparaty histologiczne, sporzadzono preparaty do
barwiefi immunohistochemicznych.

Z wycinkéw krojono cienkie skrawki (4 um), umieszcza-
no je na szkietkach typu SuperFrost plus, po czym zgrzewano
je w cieplarce o temp. 60°C przez 1 dobg. Preparaty odparafi-
nowywano w ksylenie 2 x po 30 min., przeprowadzano kolejno
przez alkohol absolutny — 5 min., alkohol 96% — 5 min., po czym
plukano w wodzie biezacej. Tak uwodnione skrawki inkubowano
w 3% roztworze nadtlenku wodoru w celu zablokowania endo-
gennej peroksydazy. Preparaty, na ktorych oznaczano antygen
proliferacji komérkowej Ki-67 (MIB-1), poddano wstgpnemu
trawieniu roztworem trypsyny (Sigma T7168) przez 5 min.,
w temp. pokojowej. Preparaty do oceny ER, PgR, pS3BP, oraz
Ki-67 (MIB-1) umieszczono w buforze cytrynianowym i pod-
dano gotowaniu w kuchence mikrofalowej: ER, PgR, p53 dwu-

krotnie przez 10 min., a Ki-67 (MIB-1) dwukrotnie przez 7 min.
W przerwach uzupelniano ubytek buforu. Nastepnie preparaty
wystudzano do temperatury pokojowe;.

Po odstonigciu epitopdéw badanych antygenow skrawki
inkubowano w odpowiednio sporzadzonych roztworach pier-
wotnych przeciwcial.

Po przeprowadzeniu wszystkich inkubacji na prepara-
ty nakrapiano roztwér chromogenu (DAB) — DAKO nr kat.
S3000. Reakcje¢ przerywano, pluczac preparaty w wodzie. Po
doktadnym wyptukaniu preparaty podbarwiano hematoksyli-
ng Harrisa, odwadniano, prze$wietlano w ksylenie i zamykano
w balsamie kanadyjskim.

Przy ocenie badafi immunohistochemicznych na obecno$¢
receptorOw hormonalnych, bialka p53 oraz antygenu Ki-67
(MIB-1) za pozytywng uwazano reakcj¢ w jadrach komorko-

wych.
W reakcji na obecno$¢ antygenu komorek proliferujacych

Ki-67 (MIB-1) ustalano indeks, liczac procent dodatnio zabar-
wionych jader w 500 liczonych komorkach, wybierajac przy tym
miejsca o najwigkszej proliferacji.

W przypadku reakcji na obecno$¢ produktu biatkowego
onkogenu c-erb B2 jako pozytywna brano pod uwage reakcje
linearng, zlokalizowana na blonie komodrkowej. Otrzymane
wyniki poréwnano w obu postaciach RSS: czystej i mieszane;.

Przeprowadzono analiz¢ wynikdw leczenia, oceniajac
10-letnie przezycia przy uzyciu metod statystycznych (metoda
Kaplana-Meiera, test long-rank, model Coxa), za poziom zna-
miennoSci statystycznej przyjmujac p<0,05.

Wyniki

Wyniki immunohistochemicznych badaf postaci czystej
i mieszanej (indeksu MIB-1, ekspresji biatka p53 i c-erb
B2, receptoréw hormonalnych) przedstawia Tabela I.

U 43 chorych (53,1%) wskaznik MIB-1 byt nizszy
lub réwny 14, a u pozostatych 38 chorych (46,9%) wyzszy
od 14.

Ekspresja biatka p53 i c-erb B2 wystgpowala rzad-
ko, stwierdzono ja jedynie odpowiednio u 12,3% i 9,9%
chorych.

Obecnos¢ receptora estrogenowego stwierdzono
u 74 chorych (91,4%), a progesteronowego u 51 osob, tj.
63,0% chorych.

Poréwnujac dwie grupy chorych na czysta i mie-
szang posta¢ RSS stwierdzono, ze obecnos$¢ receptora
progesteronowego byla nieco czgstsza, cho¢ statystycznie
nieznamiennie, u chorych na czystg posta¢ RSS. Spo-
§rod 31 chorych na mieszang postaé obecnos¢ receptora
estrogenowego wykazato 25 guzow (80,6%), a sposrdd 50
chorych na czysta postac 49 guzéw (98%). Roznica ta jest
znamienna statystycznie (log-rank-test, p<0,01).

Indeks proliferacji MIB1 powyzej 14% stwierdzo-
no w 19 sposrod 31 rakow RSS o utkaniu mieszanym
(61,3%), natomiast w grupie rakdw o czystej postaci
jedynie w 38% (19/50) guzéw. Roznica ta jest znamienna
statystycznie (log-rank-test p<0,05). Ustalono takze, ze
w obu grupach réwnie rzadko wystepowaly guzy wykazu-
jace ekspresje biatka p53 i c-erb B2.

W badanej grupie 81 chorych prognozowane 10-let-
nie przezycie calkowite i bezobjawowe wyniosto 60,5%
(w czystej postaci RSS - 74%, a w mieszanej — 39%).
Wyniki leczenia w zaleznoSci od wynikéw badan immu-
nohistochemicznych przedstawia Tabela II.
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Tab. I. Podsumowanie wynikéw badaf immunohistochemicznych

. Czysta posta¢ RSS Mieszana posta¢ RSS Razem
Wskazniki
L. ch. % L. ch. % L. ch. %

Indeks MIB-1

<14 31 62,0 12 38,7 43 53,1

> 14 19 38,0 19 61,3 38 46,9
Ekspresja biatka p53

tak 6 12,0 4 12,9 10 12,3

nie 44 88,0 27 87,1 71 87,7
Ekspresja bialka c-erb B2

tak 4 8,0 4 12,9 8 9,9

nie 46 92,0 27 87,1 73 90,1
Receptor estrogenowy

obecny 49 98,0 25 80,6 74 91,4

nieobecny 1 2,0 6 19,4 7 9,6
Receptor progesteronowy

obecny 34 68,0 17 54,8 51 63,0

nieobecny 16 32,0 14 45,2 30 37,0
Razem 50 100,0 31 100,0 81 100,0

L. ch. - liczba chorych

Tab II. Efekty leczenia w zalezno$ci od wynikow badan immunohistochemicznych

L Liczba chorych Prawdopodobienstwo 10-letniego P
Wskazniki . .
leczonych przezycia bezobjawowego (log-rank test)

Indeks MIB-1

<14 43 69,8

>14 38 60,5 0,0692
“Ekspresja biatka p53

tak 10 20,0

nie 71 70,2 0,0067
Ekspresja biatka c-erb B2

tak 8 60,0

nie 73 59,3 0,5471
Receptor estrogenowy

obecny 74 60,4

nieobecny 7 45,7 0,5047
Receptor progesteronowy

obecny 51 55,8

nieobecny 30 60,2 0,4945

* rdznica znamienna statystycznie

W analizie jednocechowej oceniajac wyniki leczenia
81 chorych na RSS stwierdzono, ze statystycznie zna-
miennie wyzsza szans¢ bezobjawowego 10-letniego prze-
zycia mialy chore, u ktorych guz nie wykazywat ekspresji
genu p53. Pozostate czynniki immunohistochemiczne nie
wykazaly istotnych rdznic statystycznych w ocenie 10-let-
nich przezy¢.

Roéwniez oceniajac wyniki leczenia w samej grupie
chorych na czysta posta¢ RSS stwierdzono, ze statystycz-
nie znamiennie wigksza szanse¢ bezobjawowego 10-letnie-
go przezycia mialy chore, u ktorych guz nie wykazywat
ekspresji biatka p53. Przedstawia to Tabela III.

Natomiast analizujac grupe 31 chorych na mieszang
postac¢ RSS nie wykazano statystycznie istotnego wplywu

na bezobjawowe przezycia zadnego z badanych immuno-
histochemicznie wskaznikow. Przedstawia to Tabela IV.

Dyskusja

Przeprowadzone w omawianej grupie chorych badania

immunohistochemiczne wykazaly nastepujace charakte-

rystyczne cechy RSS:

— stosunkowo niski wskaznik MIB-1, u ponad potowy
chorych nie przekraczajacy 14 (2-46);

— niewielki odsetek guzéw wykazujacych ekspresje genu
pS53ic-erb B2, odpowiednio 12,3% i 9,9%;

— u ponad 90% chorych obecnos¢ receptora estrogeno-
wego i ponad 60% receptora progesteronowego.



Tab. III. Prawdopodobienstwo 10-letniego przezycia bezobjawowego

. Liczba chorych Prawdopodobienstwo 10-letniego P
Wskaznik .. .
leczonych przezycia bezobjawowego (log-rank test)
Indeks MIB-1
<14 31 77,4
>14 19 68,4 0,6542
*Ekspresja biatka p53
tak 6 333
nie 44 78,9 0,0257
Ekspresja biatka c-erb B2
tak 4 75,0
nie 46 71,0 0,9393
Receptor estrogenowy
obecny 49 70,2
nieobecny 1 - 0,2758
Receptor progesteronowy
obecny 34 68,7
nieobecny 16 67,0 0,7915
* roznica znamienna statystycznie
Tab. IV. Prawdopodobienistwo 10-letniego przezycia bezobjawowego
Wskaznik Liczba chorych Prawdopodobienistwo P
leczonych 10-letniego przezycia bezobjawowegow %  (log-rank test)
Indeks MIB-1
<14 12 50,0
>14 19 31,6 0,2784
Ekspresja biatka p53
tak 4 25,0
nie 27 65,8 0,1442
Ekspresja biatka c-erb B2
tak 4 37,5
nie 27 35,6 0,5922
Receptor estrogenowy
obecny 25 345
nieobecny 6 31,3 0,7857
Receptor progesteronowy
obecny 17 32,4
nieobecny 14 55,6 0,5494

W dostepnym piSmiennictwie nie napotkano si¢ na
doniesienia analizujace role wskaznika MIB-1 wybior-
czo u chorych na RSS. OczywiScie istnieja doniesienia na
ten temat dla calej grupy chorych na raka piersi [15-18].
Meyer i wsp. analizujac inny wskaznik proliferacji komor-
kowej raka, a mianowicie odsetek komérek w fazie S,
stwierdzili, ze w RSS jest on niski [19, 20].

Nie napotkano si¢ rowniez w piSmiennictwie na
doniesienia analizujace, wybidrczo u chorych na RSS,
czestos¢ ekspresji genu p53 i c-erb B2. OczywiScie istnieja
liczne doniesienia na ten temat dla calej grupy chorych
na raka piersi [15, 21-23].

Dane piSmiennictwa potwierdzaja wlasng obserwa-
cje, iz u zdecydowanej wigkszosci chorych na RSS stwier-
dza si¢ obecno$¢ receptoréw hormonalnych [21, 24].

W badanym materiale przeprowadzono poréwnanie
wynikow badafn immunohistochemicznych w dwoch gru-
pach chorych na czysta i mieszang posta¢ RSS. Poréwna-
nie to wykazalo, ze w grupie chorych na mieszang postac
RSS statystycznie znamiennie:

— wigcej chorych wykazywalo indeks MIB-1 powyzej 14
(61,3% vs 38%),

— mniej chorych wykazywalo obecnoS¢ receptora estro-
genowego (80,6% vs 98%).

W badanej grupie chorych nie wykonano badan
cytofluorometrycznych; dane piSmiennictwa sg w tym
zakresie stosunkowo liczne i nie budza wigkszych wat-
pliwosci. Zdecydowanie przyjmuje sie, ze tylko niewielki
procent RSS, szczegblnie w czystej postaci, jest aneuplo-
idalny [2]. Podkresla sig, ze raki aneuploidalne wystgpuja
gléwnie u chorych na mieszang posta¢ RSS i ze aneuploi-
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dia koreluje dodatnio z przerzutami do weztéw chlonnych
pachowych i brakiem receptora estrogenowego [2].

Whioski

Charakterystyczne cechy RSS w wykonanych badaniach
immunohistochemicznych to:

1.

2.

Stosunkowo niski wskaznik proliferacji MIB-1, u po-
nad potowy chorych nie przekraczat 14 (2-46).

U ponad 90% chorych obecno$¢ receptora estrogeno-
wego i u ponad 60% progesteronowego.

. Niski odsetek guzéw wykazujacych ekspresje biatka

p53 i c-erbB2, odpowiednio 12,3% 1 9,9%.

. Niekorzystny wplyw na 10-letnie przezycie bezobja-

wowe w calej badanej grupie chorych oraz w grupie
chorych na czysta postaé miata obecnos¢ ekspresji
biatka p53.
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