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Expresia Ki-67 in evolutia limfomului Hodgkin
Ki-67 expression in Hodgkin’s lymphoma progression
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Rezumat

Studiul limfomului Hodgkin prin expresia imunohistochimica a Ki-67 in celulele Hodgkin si Sternberg-
Reed poate preciza modalitatea evolutiva a acestor cazuri.

Scopul studiului este acela de a identifica categoria de bolnavi cu evolutie nefavorabild inainte de in-
ceperea vreunui protocol terapeutic.

Am studiat 63 de cazuri de limfom Hodgkin clasic internate la Clinica de Hematologie a Spitalului Mu-
nicipal Timisoara in perioada ianuarie 2000 - iunie 2004. Diagnosticul histopatologic a fost efectuat utilizind
coloratia Hematoxilina-Eozina iar pentru aprecierea proliferarii tumorale am efectuat coloratia imunohis-
tochimica pentru Ki-67 (clona MIBI).

Rezultatele noastre au evidentiat o relatie directa intre cresterea expresiei indicelui de proliferare tu-
morala Ki-67 si progresia bolii (p<0.001). Astfel, pentru stadiile I si II, expresia Ki-67 nu depdseste 49% in timp
ce pentru stadiul 111 si IV majoritatea cazurilor au o expresie a Ki-67 superioard procentului de 50%. Nu am ob-
servat nici o asociere intre tipul histologic §i expresia Ki-67 (p<I).

Consideram extrem de utila folosirea acestei coloratii, rar utilizata in Romdnia, deoarece acesti bolnavi
evolueaza nefavorabil datorita stadializarii necorespunzatoare, independent de experienfa medicului clinician.
Fara utilizarea acesteia, posibilitatea de incadrare eronata a unui limfom agresiv creste semnificativ.

In studiul nostru, cresterea scorului Ki-67 are loc in paralel cu evolutia bolii. Nu am putut stabili vreo
corelatie intre tipul histologic si scorul Ki-67. Daca apare un scor inalt al expresiei Ki-67 in stadiile incipiente
recomandam reinvestigarea si restadializarea cazului deoarece cu mare probabilitate exista ganglioni trecufi cu
vederea.

Cuvinte cheie: limfom Hodgkin, Ki-67, stadiu avansat.
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Abstract

Hodgkin lymphoma study by immnunohistochemical expression of Ki-67 in Hodgkin and Sternberg-
Reed cells can precise these cases evolutive way.

The aim of the study is identifying the worse evolution patients’ category before the therapy starting

63 hospitalized in Hematology Department of City Hospital Timisoara cases of Classical Hodgkin's dis-
ease were studied from January 2000 — June 2004. Histopathological diagnostic was performed using Hematoxi-
line — Eosin staining and for revealing the tumoral developments Ki-67 (clone MIBI) immunohistochemical
Staining were performed.

In our study, the results were noticed a direct relation between the rise of tumoral proliferation index
expressions of Ki-67 and progression of the disease (p<0.001). However, for the I and II stages of the disease Ki-
67 expression doesn’t overcome 49% while for the 11l and IV stages the most of the cases show Ki-67 expression
values of over 50%. No connection we can be noticed between the histological type and Ki-67 expression (p<I).

This staining is very important, although less used in Romania, because these patients have bad progno-
sis due to inadequate staging independent by clinical hematologist experience. Without this expression rises the
erroneous possibility of missing an aggressive lymphoma.

In our study, the increasing Ki-67 expression occurs in the same time with disease progression. We
couldn’t establish a correlation between histological type and Ki-67 index. If it meets with a high Ki-67 index in
incipient stages, we recommend reinvestigation and restaging case because some lymph nodes could be over-

looked.

Keywords: Hodgkin'’s ymphoma, Ki-67, advanced stage

Introducere:

Analiza profilului proliferativ al limfo-
mului Hodgkin studiind expresia imunohisto-
chimica a Ki-67 la nivelul celulelor Hodgkin si
Sternberg-Reed, va delimita cazurile cu o proli-
ferare tumorald intensa de cele cu o proliferare
tumorala mai putin intensa la care vor permite
adaptarea unor regimuri terapeutice individuali-

zate fiecarui caz n parte2’9.
Ki-67 este o proteind nucleard care su-
fera fosforilari si defosforildri in cursul mitozei,

avand un rol reglator al ciclului celular®!!.
Ki-67 joacd un rol important in mentinerea pro-
liferarii celulare, fiind exprimat in toate fazele
ciclului celular, cu exceptia fazei GO si este fo-
losit ca marker de proliferare tumorald in majo-
ritatea tumorilor maligne L8,

In lucrarea de fatdi ne-am propus si
identificim acea categorie de bolnavi cu lim-
fom Hodgkin agresiv inainte de Inceperea vreu-
nui protocol terapeutic.

Material si metoda

Lotul de studiu cuprinde 63 de cazuri
internate 1n Clinica de Hematologie a Spitalului
Municipal Timisoara in perioada ianuarie 2000
— iunie 2004. Diagnosticul de limfom Hodgkin
clasic a fost stabilit in urma examenului histo-
patologic. Biopsia ganglionard s-a prelucrat in
cadrul laboratorului de Anatomie Patologica al
aceluiasi spital. Toti ganglionii au fost fixati in
formol 10% si apoi inclusi la parafina si sectio-
nati la 4p. S-au efectuat coloratiile uzuale cu
Hematoxilina-Eozina si reactia PAS.

Am utilizat anticorpul monoclonal
Ki-67 (clona MIB1) inainte de inceperea vreu-
nui protocol terapeutic. Pentru reactiile imuno-
histochimice am utilizat reactivi Dako, iar pen-
tru demascarea antigenului am utilizat Target
Retrieval Solution (Dako). Dilutia folosita de
noi pentru anticorpul primar monoclonal Ki67
(clona MIB1) a fost de 1/50 in solutie tampon
Tris-HCI, pH 7,6.

Vizualizarea am efectuat-o cu sistemul
LSAB-HRP Peroxidase/DAB iar contracolora-
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Tabelul 1. Expresia Ki-67 in functie de stadiul bolii si de tipul histologic.

Expresia Ki-67
Numar cazuri Numar cazuri Numar cazuri Numar cazuri
Stadiu Scor inalt Scor mediu Scor mediu Scor jos
clinic (75-100%) (50-74%) (25-49%) (0-24%)
LHC- |LHC-|LHC-| LHC- |LHC-|LHC-|LHC-| LHC- |LHC-|LHC-| LHC-| LHC-
CM |DL| SN (CM | DL | SN |CM | DL SN |CM | DL SN
Stadiul I - - - - - - 1 - - 1 - 1
Stadiul II - - - 1 - - 5 2 2 1 1 -
Stadiul I1I 1 1 7 6 2 4 5 4 - - -
Stadiul IV 3 1 - 1 - 2 2 2 - - -
rea cu Hematoxilind. Produsul final de reactie Rezultate

are culoare maro si localizare nucleara. Compo-
nentele cu o reactie negativa au o culoare albas-

Majoritatea pacientilor luati in studiu

tra. sunt persoane tinere, 43% dintre ei avand sub
Imunocolorarea a fost apreciatd semi- 30 ani: 11-20 ani = 15 cazuri (23%); 21-30 ani
cantitativ>: =13 cazuri (20%); 31-40 ani = 9 cazuri (14%);
- Scor jos: 0-24% nuclei pozitivi; 41-50 ani = 11 cazuri (19%); 51-60 ani = 7 ca-
- Scor mediu cu doua trepte: zuri (1 1%); peste 60 ani = 8 cazuri (13%)
o 25-49%; Din punct de vedere clinic, stadializa-
e 50-74%; rea a fost facutd conform clasificarii Costwolds:
- Scor inalt: 75-100%. 36 cazuri (56%) au fost diagnosticati cu stadiul
I, 12 cazuri (19%) in stadiul II, 12 cazuri
(19%) 1in stadiul IV si doar 3 (6%) in stadiul I
(Tabelul 1).
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Figura 1. Limfom Hodgkin clasic cu celularitate

mixta, scor jos. Coloratie Ki-67 — LSAB2/DAB x 400
(Colectie personali)

Figura 2. Zona cu o expresie a Ki-67 cu scor jos
intr-un limfom Hodgkin cu depletie limfocitara.
Coloratie Ki-67 — LSAB2/DAB x 400
(Colectie personala)
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Diagnosticul histopatologic a fost efec-
tuat utilizdnd clasificarca REAL/WHO. Folo-
sind coloratiile uzuale am studiat arhitectura
ganglionilor, morfologia celulelor maligne pre-
cum si caracteristicile fondului celular reactiv.
Din totalul pacientilor 32 cazuri (50%) au fost
cu celularitate mixta (LHC-CM), 12 cazuri
(19%) au fost cu scleroza nodulara (LHC-SN),
19 cazuri (29%) au fost cu depletie limfocitara
(LHC-DL); nu am intalnit nici un caz de lim-
fom Hodgkin clasic forma bogat limfocitard
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Figura 3. Expresia Ki-67 scor mediu in nucleii
diferitelor tipuri de celule. Coloratie Ki-67 —
LSAB2/DAB x 200 (Colectie personali)
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Figura 5. Nucleii celulelor Sternberg-Reed cu expresia

Ki-67 intens pozitiva intr-un limfom Hodgkin clasic
cu depletie limfocitara. Coloratie Ki-67 —
LSAB2/DAB x 400 (Colectie personala)
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(LHC-BL) (Tabelul 1).

In studiul nostru, expresia Ki-67 creste
o data cu progresia bolii. Pentru stadiile I si II,
expresia Ki-67 nu depaseste 49% cu exceptie
unui singur caz, in timp ce pentru stadiile III si
IV majoritatea cazurilor au o expresie a Ki-67
superioara procentului de 50%. Distributia este
semnificativd din punct de vedere statistic (9
grade de libertate; Xz = 35.0201149425287,;
p<0,001).

Nu am observat nici o asociere intre ti-
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Figura 4. Limfom Hodgkin clasic cu celularitate
mixta, expresie a Ki-67 scor mediu prezenta la un
bolnav cu stadiul I11. Coloratie Ki-67 — LSAB2/DAB
x 400 (Colectie personala)
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Figura 6. Expresia Ki-67 cu scor inalt in nucleii
histiocitelor la un bolnav cu stadiul I'V. Coloratie
Ki-67 — LSAB2/DAB x 400 (Colectie personali)
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pul histologic si expresia Ki-67 chiar daca sub-
tipul cu depletie limfocitara este considerat cel
mai agresiv. Toate tipurile de limfom Hodgkin
clasic au o repartitie relativ uniforma in toate
intervalele de expresie, pastrand aceleasi pro-
portii, indiferent de forma histologica. Distribu-
tia este statistic nesemnificativa (6 grade de li-

bertate; XZ =5.61779246067756; p<1)
Expresia Ki-67 este exemplificatd in
Figurile 1, 2, 3, 4, 5 si 6.

Discutii

Studiile clinico-patologice au identifi-
cat o importantd prognostica a acestui anticorp
in diferitele tipuri de neoplasme, inclusiv in
limfoamele Hodgkin si non-Hodgkin!!. In lite-
raturd, expresia Ki-67 la nivelul celulelor
Hodgkin si Sternberg-Reed se coreleaza cu un

prognostic nefavorabil®. Totusi, unii autori nu
au identificat nici o corelatie intre expresia Ki-
67 si prognosticul limfomului Hodgkin>!1%-12.

In studiul nostru, am observat cresterea
expresiei Ki-67 o datd cu avansarea stadiului
bolii, deci o datd cu progresia limfomului
Hodgkin. Din acest motiv, am considerat ca fi-
ind extrem de utila folosirea Ki-67 ca marker de
proliferare tumorald mai ales acolo unde stadia-
lizarea bolii nu s-a facut corespunzator. Sublini-
em acest fapt deoarece fara acest marker posibi-
litatea de incadrare eronatd a limfoamelor agre-
sive creste semnificativ independent de experi-
enta medicului clinician.

Aceastd expresie am utilizat-o ca ajutor
in stadializarea bolii, neexistand insa nici o co-
relatie a acestei expresii cu tipul histologic. De-
oarece In Romania nu exista studii referitoare la
utilizarea expresiei Ki-67, toate referintele
noastre s-au facut in acord cu ADASP (Asso-
ciation of Directors of Anatomic and Surgical

Pathology)’.

Concluzii:

Studiind expresia Ki-67 am observat o
crestere a acestei expresii o datd cu stadiul cli-
nic, deci o datd cu progresia limfomului
Hodgkin, dar fara a exista o corelatie cu tipul
histologic. Subliniem importanta utilizarii ex-
presiei Ki-67 ca marker de proliferare tumorala
datorita prezentei unui scor inalt in limfoamele
agresive cu un stadiu avansat. In plus, recoman-
dam reinvestigarea si restadializarea cazurilor
cu un scor inalt, dar care sunt incadrate ca stadii
incipiente, deoarece, cu mare probabilitate,
exista ganglioni trecuti cu vederea, incadrarea
lor fiind eronata.
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Abrevieri

LH-PL - Limfom Hodgkin cu predominanta
limfocitara;

LHC-SN - Limfom Hodgkin clasic cu scleroza
nodulara;

LHC-CM - Limfom Hodgkin clasic cu celulari-
tate mixta;

LHC-DL - Limfom Hodgkin clasic cu depletie
limfocitara;

LHC-BL Limfom Hodgkin clasic forma bogat
limfocitara;

HE — Hematoxilind-Eozina.
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