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ADNOTARE
Tcaciuc Diana
»Particularitati imuno-genetice si clinico-morfologice ale cancerului mamar la pacientele cu
diabet zaharat tip 2
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisindu 2017.
Structura tezei: Introducere, 4 capitole de cercetare, concluzii si recomandari practice, indice
bibliografic 178 surse. Teza este expusa pe 150 de pagini de text electronic, materialul ilustrativ contine
28 tabele, 37 figuri si 5 anexe. Rezultatele obtinute au fost raportate in cadrul a 36 publicatii stiintifice
Cuvinte-cheie: Cancer al glandei mamare, diabet zaharat tip 2, limfocite T, BRCAl 5382insC,
carcinom triplu negativ, HER2/neu pozitiv, volumul optim chirurgical.
Domeniul de studiu: medicina, oncologie.
Scopul: Determinarea particularitatilor imuno-genetice si clinico-morfologice la pacientele cu cancer
mamar asociat cu diabet zaharat tip 2 cu elaborarea algoritmului de apreciere al volumului optim al
interventiilor chirurgicale.
Obiectivele tezei:
o Studierea particularitatilor statusul imun specific pacientelor cu CGM si DZ tip 2;
e Determinarea prezentei mutatiei 5382insC in gena BRCA 1 si estimarea corelatiei acesteia cu modificarile
imune la pacientele din lotul de studiu;
e Evaluarea interdependentei formelor clinico-morfologice ale tumorilor maligne cu prezenta mutatiei
majore a genei BRCA 1 la pacientele cu CGM si DZ tip 2;
e Studierea particularitatilor imuno-histochimice si corelatia cu prezenta mutatiei in gena BRCA 1 5382insC
la pacientele lotului de studiu;
e Seclectarea factorilor decesivi de risc in evolutia CGM la pacientele cu DZ cu elaborarea algoritmului de
determinare a volumului optim al interventiilor chirurgicale la aceste paciente.
Metodologia cercetarii: Studiul consta din 2 etape: descriptiva si analiticd-neexperimentala de tip "caz-
control”, obiectul de studiu fiind pacienta cu diagnosticul de cancer mamar si diabet zaharat tip 2,
confirmat prin metode generale si speciale.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima data s-a realizat un studiu complex cu determinarea
modificarilor imuno-genetice si a particularitatilor clinico-morfologice ale pacientelor cu CGM si DZ
tip 2. S-a studiat corelatia intre prezenta mutatiei majore a genei BRCA1 si influenta determinismului
imuno-genetic asupra formelor clinico-morfologice si tipurilor imuno-histochimice ale tumorilor
maligne la pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat.
Problema stiintifica solutionata: s-au stabilit factorii primordiali de risc in evolutia cancerului mamar
asociat cu DZ: subtipurile imunohistochimice triplu negativ, HER2/ neu pozitiv, prezenta mutatiei 5382
insC, imunitatea antitumorala CD16/25, si celulard: CD8, CD3/4, formele clinice difuze, crestereca
multicentrici a tumorilor, carcinomul lobular, mucinos si medular. In baza factorilor de risc s-au
determinat criteriile de apreciere a volumului optim al interventiilor chirurgicale cu elaborarea unui
algoritm. Pacientelor cu criterii de prognostic nefavorabil se recomanda imperativ efectuarea
mastectomiilor radicale in defavoarea tratamentului organomenajant sau reconstructiv.
Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii: Investigatia completeaza studiile universale in
domeniul mamologiei oncologice si diabetologiei, ce tin de particularitatile imuno-genetice si clinico-
morfologice ale pacientelor cu CGM si DZ tip 2, care permit personalizarea tacticii de tratament a
acestor paciente. Sunt introduse in practica cotidiana al IMSP Institutul Oncologic si a Laboratorului
Mamologie Oncologica principiile de conduita perioperatorie a pacientelor cu CGM in asociere cu DZ
tip 2. Sunt minimalizate indicatiile catre micsorarea volumului interventiilor chirurgicale, deseori
neargumentate, datorita complicatiilor cardio-, nefro -si neurotoxice frecvent depistate la pacientele cu
DZ.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Valoarea stiintifica a rezultatelor studiului au fost aprobate si
implementate atat in IMSP Institutul Oncologic: sectiile de mamologie, de chimioterapie si radioterapie,
cabinetele de profil ale CCD, cét si de catre oncologii raionali si medicii de familie.
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AHHOTALIUA
Hwnana Tkauyk
"MMMYHO-TeHeTHYEeCKHE U KJINHUKO-MOP(doiornyeckue 0C00EHHOCTH PaKa MOJOYHOM Kejle3bl ¢
COYETAHHBIM CaXapHbIM JuadeToM 2 TUNa”
Juccepraius Ha COUCKaHUE YYEHOM CTENEHU JOKTOpa MEIUIIMHCKUX HAYK
Kumunés 2017.

CTpykTypa nuccepranuu: padora npeacrapieHa Ha 150 cTpaHUIiaX IeYaTHOTO TEKCTA, COCTOUT M3 BBeICHMUS, 4
IJ1aB, BEIBOJIOB, PEKOMEHIAINN, PE3IOME Ha PYMBIHCKOM, PYCCKOM M aHTJIMICKOM si3bIKax. bubnuorpaduueckuii
yKazaTeldb CcolepXHUT 178 HCTOYHHMKOB JuTepaTyphl. Juccepramus wiumocTpupoBaHa 37 pHCYHKaMu u 28
TabIHIIaMU, COJEPKUT 5 mproxkeHuid. [To MaTepuanaM auccepTanyuy onyoJIuKoBaHO 36 HaydHBIX PadoT.
KroueBble cjoBa: pak MOJOYHOMN KeJe3bl, caxapHblii nuaber 2-ro twuma, T mumdormre, BRCAL 5382insC,
TPWOKIBI OTpHULIATENBHBIH pak, HER2/Neu nmonoxurenbHblii, ONTUMAaTbHBIN XUPYPTUYECKUH 00BEM.

O0sacTh HccIe10BAHUSA: METUITITHA, OHKOJIOTHSI.

Heap ucciaenoBanus: olleHKa MMMYHOTEHETHYECKUX, KITMHUIECKUX 1 Mopdonorndecknx ocodernocteit PMXK u
pa3paboTKa alropuTMa Ijisi ONpeAeicHUs] ONTUMAIBLHOTO 00beMa XUPYPrHUECKOro BMEIIATENBCTBA Y MAMEHTOK
C CaxapHbIM T1abeToM 2-ro THUIIA.

3aga4n uccien0BaHuA:

* Uzyuenne ocobeHHOCTEH MIMMYHHOTO cTaTyca nanueHTok ¢ PMXK u C 2-ro Tuma,

* Boisenenne mytanuun BRCA 15382insC u oneHka cTeneHd ee KOppelsiud ¢ MMMYHHBIMH HAapyLIICHUSMH Y
OOJBHBIX B UCCIIEYEMO TpyTIie;

*O1eHKa B3aMMO3aBHCUMOCTH MEXIY KIMHUKO-MOp(hoIorndecKuMu (hopMaMu OITyXoJiell U HATHYHEeM MYTalluu
BRCA1 5382insC y narentok ¢ PMX u caxapHbiM auadbeTom 2-ro THIIa;

* HccrnenoBanne WMMYHOTHCTOXMMHUYECKHX OCOOCHHOCTEW M Hamnuue Koppemsiuu ¢ wmyrtanmeidr BRCAI1
5382insC y OOJBHBIX B HCCICAOBAHHOM TPYITIC;

* Onpenenenue GakTopoB pucka B dBostoiuu PMIXK y 6onbabix C/] 1 pa3paboTka ajaroputMa Ijis OmpeaeIeHUs
ONITUMAJILHOTO 00beMa XUPYyPrUIeCKOTO BMEIIATEBCTBA.

Metoauka wucciaenoBanusi: lVccreqoBaHne COCTOMT U3 [ABYX OTaloB: aHAJIWTHUKO-OMUCATENFHOTO U
HEOKCIIEPUMEHTAIBHOTO, TIPOBEACHO IO THITY «CIYYail-KOHTPOJBY», 00BEKTOM KOTOPOTO SIBJISIFOTCS TAIIMEHTKU C
noATBepKAeHHBIM quaraozoM PMIK u C/] 2 tuma.

Hayuynas HOBH3HA ¥ OPUIHHAJIBHOCTH HcCCJIeNOBaHUs: BriepBole OBUIO MPOBEIEHO KOMILIEKCHOE
WCCIIeIOBaHNE UMMYHOTEHETHUECKUX B MOP(OIOTHUECKUX MMPU3HAKOB XapaKTePHBIX NI manueHTok ¢ PMXK u
C/l 2 Ttuma, u3ydeHa B3aMMOCBA3b Mexay HamuuneM Mytauuun reHa BRCA1 u nerepMuHU3MOM BIMSHUSA
UMMYHOT@HETHYECKHX JIETEPMUHAHT Ha KIMHUKO-MOpQoJIorudeckue GOpMbl I HMMYHOTHCTOXUMHYECKHIE THITBI
3JI0KAYE€CTBEHHBIX OIMyXOJIEH y NTaHHOW KaTeropuu OOJIbHBIX.

Hayuynas npoOjema pemieHHasi B paMKax HCCIeI0BaHUS, OTHOCUTCA K OOJIACTH OHKOMaMMOJIOTUH |
OPUCHTUPOBaHA Ha OOJBIIYIO TPYIIy TMAaleHTOK, KOTOpbIE MEPEeHECTH JBa TSHKEIbIX acCOUMHUPOBAHHBIX
3abonesanust — PMXK u C/I 2 tuna. beiny BeIOpaHHBI ri1aBHBIE (hakTOpbl prcka sBoronun PMIK y 6onsabix C 2
TWTIA, YTO TIO3BOJIMJIO pa3paboTaTh ajiropuT™M Ui BEIOOpa ONTHMAIbHOTO 00BEMa XUPYPrUUYECKOTO
BMEIIATENBCTBA Y ITUX MAIUEHTOK.

TeopeTuyeckasi IEHHOCTb PadOTHI U MPAKTHYECKAsI 3HAYMMOCTH Pa00ThI TO3BOJISIFOT HHIUBUIyaIM3UPOBATh
wiaH nedeHus 0onbHBIX PMOXK m CJ] 2 Ttuma. [lonmydueHHBIE JaHHBIE, MMO3BOJISIOT BHEIPITH B TIOBCEIHEBHYIO
NPaKTUKy pa3paOOpaHHbIe HAMH TPHHIUIBI MEPUOTIEPAIHOHHOTO BejieHUsT OoNbHBIX ¢ PMJXK u caxapHbIM
IabeToM 2 THTa, a TaK XKe MHHUMH3HPOBATh YMEHbBIICHHE 00beMa XUPYPTUIeCKOTO BMEIIATEILCTBA, 3a4acTyI0
HEOIpaBAAHHOI0, U3-3a ocnokHeHuil C/I.

BHenpenne HayYHBIX Pe3yJILTATOB: IMOJyUYCHHBIC PE3YJIBTATHI UCCIIEIOBAHNS OBLIN YTBEPXKICHBI U BHEIPECHBI B
OTJICNICHUSX MaMMOJIOTHH, XUMHOTEPAITNH, Ty4eBOI Tepaniu, B KOHCYJIbTATUBHBIX KAOMHETAaX JaHHOTO TPOdUIIs
Onxkonoruyeckoro MHCTHTYTa, a Tak *e paiOHHBIMU OHKOJIOT'aMHU M CEMEHHBIMH BpayaMH.



SUMMARY
Diana Tcaciuc
" Features immuno-genetic, clinical and morphological characteristics of breast cancer in patients
with type 2 diabetes melliuts™
Thesis MD, Chisinau 2017

The thesis structure: Introduction, 4 chapters of research, conclusions and recommendations,
bibliographic index 178 sources. The thesis is presented on 150 pages of typed text, iconografic material
contains 28 tables, 37 figures and 5 annex. The results were reported in the scientific publications 36
Keywords: Cancer of the breast, diabetes type 2 T cells, BRCAL 5382insC, triple negative carcinoma,
HER?2 / neu positive, surgical optimum volume

The research area: medicine, oncology.

Study aim: appreciation of peculiarities immuno-genetic, clinical and morphological characteristics of
breast cancer and developing the algorithm for determining the optimum volume of surgery in patients
with type 2 diabetes.

Thesis objectives:

» Studying the specific features of the immune status of patients with breast cancer and T2D.

* Presence of gene mutation in the BRCA 1 and 5382insC estimate its correlation with immune changes
in patients in the study group.

* Evaluation of clinical and morphological forms interdependence of the presence of malignant tumors
with BRCAL gene mutation major in patients with breast cancer and T2D.

+ Study immunohistochemical features and correlation with mutations in the BRCAL gene in patients
5382insC study group.

* Selection of risk factors in the evolution of breast cancer in patients with diabetes by developing the
algorithm for determining the optimum volume of surgery in these patients.

Research Methodology: The study consists of two phases: analytical-descriptive and non-experimental
case-control study object being patient with confirmed diagnosis of breast cancer and type 2 diabetes
associated with general and special methods.

Scientific novelty: For the first time made a comprehensive study of the changes immuno-genetic and
morphological peculiarities of clinical-breast cancer for patients with type 2 diabetes was studied and
the correlation between the presence of the BRCA1 gene mutation and major influence on the forms of
determinism immunogenetics clinico-morphological and immunohistochemical types of malignant
tumors in patients with breast cancer and diabetes.

The scientific solved problem: The study is a valuable contribution in completing research in
oncology and breast cancer, targeting a large group of patients who had suffered two severe diseases
associated — breast cancer and type 2 diabetes were selected and ranked factors in the development of
cancer death risk breast in patients with type 2 diabetes, which led to the individualization and develop
specific treatment algorithm for determining the optimum volume of surgery in these patients.

The theoretical significance and the applicative value of the work: research strategy allow to
personalize the treatment of patients with breast cancer and type 2 diabetes. Based on the data embedded
in the everyday practice of the principles of the perioperative management of patients with breast cancer
and type 2 diabetes, and reduced to a minimum limit for the reduced volume of surgical intervention

Implementation of scientific results: The scientific value of the results of the study were approved and
implemented in the Oncological Institute, scientific laboratory Mammology Oncology, chemotherapy
and radiotherapy departments, offices profile of CCD, oncologists district and CMF
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INTRODUCERE
Actualitatea si importanta problemei abordate

Cancerul glandei mamare (CGM) are prioritate in programele nationale de sanatate in majoritatea
tarilor lumii. Incidenta sa variaza de la 16-20 %00 pana la 80-91 %00, cea mai inalta inregistrandu-se in
Statele Unite ale Americii, Canada, Noua Zelanda, Europa de Vest [29, 168].

In Republica Moldova CGM ocupid primul loc in structura morbiditatii prin tumori maligne la
femei. Incidenta acestei localizari creste din an in an, constituind 52,9 %00 sau 10,7 % in anul 2016 [1,
2].

Diabetul zaharat (DZ) ocupa o pozitie de top 1n structura maladiilor endocrine in cele mai multe tari
ale lumii, fiind numit “epidemie nonifectioasa”. Conform datelor OMS, se denotd o crestere
semnificativd a numarului persoanelor cu DZ care, afecteaza pana in prezent circa 9% din populatia
lumii [95]. Situatia este similara si in Republica Moldova, unde catre anul 2016 au fost inregistrati 90
mii pacienti cu DZ, dintre care 95% 1i revin DZ tip 2 si numai 5% - diabetului zaharat tip 1. Se
estimeaza ca cifra reala va atinge 160 de mii de cazuri, cu o tendinta constanta de crestere [1].

Asadar, ambele maladii, DZ si CGM, sunt predominante in structura morbiditatii oncologice si
endocrine, ale caror incidenta este in crestere la nivel global.

Astézi, studiile stiintifice Tn domeniu denota, ca prezenta DZ in mod constant este asociat cu un risc
crescut de aparitie si dezvoltare al cancerului de diferite localizari si anume: glanda mamara, pancreasul,
ovarele, corpul uterin, colorectal, etc. [23, 49, 67, 117]. Conform parerilor a multor savanti Van de Pal
France et. al., Shukla A, Grisouard J, et. al., diabetul este considerat un factor de risc major in aparitia si
evolutia CGM. [162, 163, 153]. Actualmente in lumea stiintificd se desfasoara polemici active asupra
cauzelor si mecanismelor dezvoltarii patologiei oncologice la pacientii cu DZ [35, 42, 98, 100, 137].

Continua se fie o problema de discutie posibila asociere a acestor doud maladii din cauza unor
factori de risc comuni cum ar fi: obezitatea, hipertensiunea arteriala, modul alimentar, sedentarismul,
varsta, factorii genetici, etc., [42, 58, 79].

Discutabil este faptul corelarii directe dintre CGM si DZ, ultimul avand rol de marker biologic (din
cauza hiperglicemiei), care modificd riscul aparitiei si evolutiei CGM. Reesind din cele relatae mai sus,
apar un sir de intrebari ce tin de durata diabetului, de terapia specifica utilizata in tratamentul acestuia,
de interdependenta statusului imun si genetic la pacientele cu ambele patologii si care ar fi
repercursiunile DZ asupra tabloului clinic si morfopatologic al CGM? Nici problema ce tine de aspectul
statusului imun in cazul CGM asociat cu DZ tip 2 nu este solutionati definitiv. In timp ce sistemul imun
poate recunoaste si controla practic orice infectie aparutd in organism, nu putem spune acelasi lucru si in
cazul aparitiei celulelor neoplazice, cand raspunsul imun nu are eficienta asteptati. In realitate,
majoritatea antigenelor tumorale se manifesti ca imunogene heterogene cu un grad slab de exprimare. In

acelasi timp, la nivelul celulei tumorale exista si antigene supraexprimate, dar, care sunt in cantitati
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mici, practic, ca si in celulele normale. In cazul CGM, antigenul tumoral, recunoscut de limfocitele
efectoare, este prezentat de receptorul membranar HER-2/neu, cunoscut ca si c-Erb-2 (receptor tirozin-
kinazic omolog cu cel al factorului de crestere epidermal) [32, 131]. E interesant, daca exista vre-0
diferentd de expresie a acestor receptori la pacientele cu CGM care sufera si de DZ tip 2.

Este cunoscut deja faptul, ca 5-12% dintre cazurile de CGM sunt ereditare, iar aparitia acestuia este
asociatd cu mutatii inaltpenetrante germinale 15382insC in gena BRCA 1 (cromozomul 17q21) si
BRCA 2 (cromozomul 13q12), care predispun dezvoltarea cancerului mamar si ovarian [20, 26, 31]. In
familiile cu incidenta crescutd a CGM (cel putin 4 membri) 50% din indivizii afectati au mutatii in gena
BRCA 1 5382insC si 30% - in gena BRCA 2. In familiile cu incidenta crescuta atat a CGM, cat si al
cancerului ovarian, 75% din cazuri sunt atribuite modificarilor in gena BRCA 1 5382insC si 23% - in
gena BRCA 2. Mostenirea unei mutatii in gena BRCA 1 5382insC determina un risc de peste 90% de a
face cancer mamar [Breast Cancer Linkage Consortium 2012]. Se cunoaste, ca GCM ereditar, in
comparatie cu cel sporadic, se caracterizeaza printr-un grad inalt de malignizare al tumorilor, labilitate
morfologica cu modificarea histiogenezei, patomorfoza pronuntatd (pana la regresia completa a tumorii)
in rezultatul tratamentului administrat [130]. Cunoasterea interdependentei factorilor genetici si
concomitentei DZ este dictata de necesitatea individualizarii tacticii de tratament al acestei categorii de
paciente.

In pofida progreselor vertiginoase in tratamentul chimio-si radioterapic, interventia chirurgicali
ramane a fi metoda de baza in tratamentul pacientelor cu CGM [11, 24]. Pana in prezent nu exista o
parere unicd in vederea conduitei perioperatorii a pacientelor cu cancer mamar si diabet, tindnd cont de
unele investigatii speciale si particularititi de pregatire catre interventiile chirurgicale. Sunt pareri
contradictorii si in privinta volumului interventiilor chirurgicale, {indndu-se cont de complicatiile severe
ale DZ, dar si de respectarea radicalismului procedeului chirurgical. Mai mult ca atat, aceasta decizie nu
trebuie sa se rasfrangd asupra prognosticului si supravietuirii pacientelor.

Autorii De Santis, Lin C.C., Mariotto A.B. confirma ca DZ concomitent conditioneaza la pacientele
cu CGM restrictii vadite la toate etapele tratamentului, chiar in lipsa decompensarii acestuia [77, 162].
Complicatiile specifice DZ tip 2 (cardio-, nefro -si neuropatiile), care sunt foarte frecvent depistate,
conditioneazd minimalizarea volumului interventiei chirurgicale sau chiar refuzul aplicarii tratamentului
chirurgical.

Multitudinea aspectelor controversate ce tin atat de aspectele imuno-genetice, cat si cele clinico-
morfologice ale pacientelor cu CGM si DZ tip 2, dicteaza necesitatea unei abordari specifice,
multilaterale in individualizarea tratamentului acestei categorii de paciente. Pentru a raspunde concret la
aceaste Intrebari a fost necesara initierea unui studiu stiintific multilateral, ce include ambele patologii:

atat cancerul mamar (evaluarea aspectelor statusului imun, a particularitatilor genetice, clinice si

10



morfologice), cat si diabetul zaharat (durata acestuia, controlul glicemic, gradul de compensare a
patologiei, terapia specifica administrata, etc.).

Scopul studiului: Determinarea particularitatilor imuno-genetice si clinico-morfologice la pacientele cu
cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2 cu elaborarea algoritmului de apreciere al volumului optim
al interventiilor chirurgicale.

Obiectivele studiului:

1. Studierea particularitatilor statusul imun specific a pacientelor cu CGM asociat cu DZ

2. Determinarea prezentei mutatiei 5382insC in gena BRCA 1 si estimarea corelatiei acesteia cu
modificarile imune la pacientele din lotul de studiu.

3. Evaluarea interdependentei intre formele clinico-morfologice ale tumorilor maligne cu prezenta

mutatiei majore a genei BRCA 1 la pacientele cu CGM si DZ tip 2.

4. Studierea particularitatilor imuno-histochimice si corelatia acestora cu prezenta mutatiei in gena
BRCA 1 5382insC la pacientele lotului de studiu.
5. Selectarea factorilor de risc in prognosticul CGM la pacientele cu DZ cu elaborarea algoritmului

de determinare a volumului optim al interventiilor chirurgicale.
Metodologia cercetarii stiintifice

Studiul efectuat a purtat un caracter clinico-analitic. In cercetare au fost utilizate metode stiintifice
logistice, asa ca analiza si sinteza, deductia si inductia, care au fost utilizate pentru reviul literaturii de
specialitate si pentru formularea concluziilor. Observatia directa si indirecta (examenul clinic al
pacientelor suplimentat de analiza fiselor de observatie) si comparatia au stat la baza studiului clinic
efectuat. Pentru selectarea pacientelor incuse in studiu s-au utilizat criteriile de includere si excludere.
Loturile de paciente incluse in studiu au fost omogene si comparabile. . Analiza  datelor
stiintifice obtinute s-a efectuat in baza criteriului ”caz-control”. Din punct de vedere etic studiul nu a
inclus elemente de experimentare umana. Avand in vedere prezenta in studiu a indicilor cu mai multe
variate (nominale si scalare), datele statistice s-au prelucrat separat.

Rezultatele obtinute au fost procesate statistic prin analizele variationala, regresionald, clusteriana,
scanarii multiple, factoriald corelationala ANOVA cu calcularea mediei aritmetice (M), erorii standard
(ES), deviatiei medii standard (DS), coeficientilor de corelare parametrici (r) si nonparametrici
Spearman, Kendall tau, gamma (Rr). Veridicitatea diferentei mediilor aritmetice (P) a fost comparata cu
ajutorul criteriului (t) Student.

Problema stiintifica solutionata s-au stabilit factorii primordiali de risc in evolutia cancerului mamar
asociat cu DZ: subtipurile imunohistochimice triplu negativ, HER2/ neu pozitiv, prezenta mutatiei 5382
insC, imunitatea antitumorala CD16/25, si celulara: CD8, CD3/4, formele clinice difuze, cresterea
multicentrici a tumorilor, carcinomul lobular, mucinos si medular. In baza factorilor de risc s-au

determinat criteriile de apreciere a volumului optim al interventiilor chirurgicale cu elaborarea unui
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algoritm. Pacientelor cu criterii de prognostic nefavorabil se recomanda imperativ efectuarea
mastectomiilor radicale in defavoarea tratamentului organomenajant sau reconstructiv.

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute

1.  Au fost determinate modificarilor imuno-genetice, particularitatilor clinice si morfologice ale
pacientelor cu CGM si DZ tip 2.

2. S-a stabilit corelatia acestori parametri in functie de varsta pacientelor, extinderea procesului tumoral,
gradului de compensare al DZ tip 2 si complicatiile acestuia.

3. S-a determinat mutatia majora a genei BRCA1 cu stabilirea corelatiei acesteia cu particularitatile
imunologice si clinico-morfologice ale acestor paciente.

4. In baza cercetirilor analitice s-a apreciat gradul dependentei si influentei determinismului imuno-
genetic atat asupra evolutiei clinice, cat si a tipului morfopatologic al tumorilor maligne la pacientele cu
CGM si DZ tip 2.

5. S-au selectat factorii de risc in prognosticul CGM la pacientele cu DZ asociat in baza carora s-a
elaborat algoritmul de determinare a volumului optim al interventiei chirurgicale la pacientele incluse in
studiu.

Importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii

Lucrarea datd se inscrie in cadrul strategic de cercetare stiintificd a Laboratorului Mamologie
Oncolgica al IMSP Institutul Oncologic din Republica Moldova.

Studiul realizat pune in evidenta particularitatile imuno-genetice si clinico-morfologice ale
pacientelor cu CGM si DZ tip 2, completdnd cercetdrile contemporane in domeniul mamologiei
oncologice si diabetologiei. Evaluarea interdependentei dintre timpul depistarii, forma si gravitatea DZ,
a particularitatilor evolutiei clinice, a dereglarilor imune, prezentei mutatiei majore in gena BRCA 1, a
permis selectarea factorilor de risc in prognosticul patologiei neoplazice la pacientele loturilor de studiu.
Sumarul datelor obtinute ne-a permis elaborarea unui algoritm de determinare a volumului optim al
interventiei chirurgicale, care face posibild personalizarea tacticii de tratament a pacientelor cu cancer
mamar si diabet zaharat.

In rezultatul cercetirii au fost stabilite si introduse in practica cotidiana IMSP 10 si Laboratorul
Mamologie Oncologica principiile de conduitd perioperatorie a pacientelor cu neoplazie mamara si
diabet, tindnd cont de numeroasele particularitati specifice diabetului zaharat.

Implementarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele lucrarii au fost implementate atat in sectiile specializate de mamologie, chimioterapie si

radioterapie ale IMSP Institutul Oncologic cat si in Centrul Consultativ Diagnostic.
Aprobarea rezultatelor
Cercetarile stiintifice si materialele studiului au fost prezentate si discutate la 16 forumuri nationale

si internationale (Moldova, Roméania, Ucraina, Russia, Portugalia), conferintele anuale ale
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Colaboratorilor si Studentilor USMF ”N. Testemitanu”, sedintele Societatii Oncologilor ale IMSP 10 in
anii 2010-2016: Simpozionul National ,,Actualitati in diagnosticul si tratamentul contemporan al
tumorilor organelor reproductive la femei”, Chisindu, Moldova 2008; Congresul III National de
Oncologie, Chisinau, Moldova 2010; Conferinta stiintifico-practica ”Tehnologii Moderne in Oncologie”
Chisinau, Moldova 2011; Conferinta stiintifico-practica “Aplicari de lasere in medicind”, Chisinau,
Moldova 2011; Congresul bienal de Cancer Mamar, Baile Felix, Romania, 2010; Curs ESO (Scoala
Europeana a Oncologilor) - program educational in cancerul mamar, prezent si perspective, Baile Felix,
Romania 2010; Conferinta nationala ,, Zilele Oncologiei Iesene,, Iasi, Romania 2010; Eurasian Cancer
Diagnostic Forum Ukraine, Kyiv 2011; XII Cwe3n oukomoroB Ykpaunsl, Ukraine, Sudac, Krim 2011;
Congresul International Cancerul mamar: de la teorie la practica, Oradea, Romania 2012; Zilele
Oncologiei lesiene, editia a VIII-a lasi, Romania 2012; Conferintele Institutului Regional de Oncologie
Iasi, Roménia 2012; Simpozion Stiintific ”Aspecte contemporane in tratamentul infectiilor virale sexual
transmisibile”, Moldova-Rusia 2012; Confer, Zilele Oncologiei Iesiene, editia a IX, Iasi, Roméania 2013;
Simpozion Stiintific ”Aspecte contemporane in tratamentul infectiilor virale sexual transmisibile”,
Moldova-Rusia, 2012; Seminar stiintifico-practic "Managementul maladiilor in baza protocoalelor
clinice” Chiginau, Moldova, 2012; Seminar stiintifico-practic ”Riscul cancerului de san vis-a-vis de
terapia de substitutie hormonald la paciente in menopauza ”, 2012; Conferinta stiintifico-practica
stiintifico-practicd “Actualitdti in neurooncologie” , Chisindu, Moldova, 2013; Conferinta stiintifico-
practica “Patologia nodulard si cancerul glandei tiroide”, Chisindu, Moldova, 2013; Conferinta
stiintifico-practica” Managementul chirurgiei miniinvazive in oncologie” Chisindu, Moldova 2013;
Proiect de transfer tehnologic si de inovare ”Diagnosticul imunocitochimic al statutului HER/2neu prin
biopsie aspiativa cu ac fin la pacientele cu cancer mamar”, 2013; CONFER Conferinta Institutului
Oncologic Regional din Iasi, Romania, 2014; Congresul IV National de Oncologie, 8-9 octombrie,
Chisinau, Republica Modova 2015; Congresul al Xll-lea al Asociatiei Chirurgilor ”Nicolae Anestiadi”
din Republica Moldova 23-25 septembrie 2015; Cursul European —Breast cancer - centimetric /
infracentimetric forms - origin, detection, treatment. Craiova, Romania, 2016; Scoala de vara
”Actualitati in diagnosticul si tratamentul cancerului Mamar”, lasi, Romania 2016; Simpozion cu
participare internationald, consacrat aniversdrii de 40 de ani ai Catedrei de Oncologie, Hematologie si
Radioterapie”Vigilenta oncologica in activitatea medicald, depistarea precoce si tratamentul tumorilor”,
Chisinau, Moldova, 2016; Cursul EUROSON SCHOOL, Breast Cancer. Lobar Origic, lobar multimodal
ultrasound diagnosis and lobar treatment-perspectives. 22-23 iunie 2016, Craiova, Romania; The
EUROMED Cancer Screening Network. Cancer screening and early diagnosis strategies in limited
resource settings, VI workshop Organized by the CPO WHOCC for cancer early detection and

screening In collaboration with WHO Regional Offices for Europe Italy, Turin, 12-14 December 2016.
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Rezultatele stiintifice obtinute ale cercetarii au fost prezentate si discutate in cadrul sedintei
Laboratorului Mamologie Oncologica IMSP Institutul Oncologic din 30.12.2015 ( procesul verbal nr. 7
din 30.12.2015), aprobate in cadrul Seminarului Stiintific de Profil din 07.12.2016 ( procesul verbal nr.9
din 07.12.2016) si Consiliului Stiintific al IMSP Institutul Oncologic din 26.12.2017.

SUMARUL COMPARTIMENTELOR TEZEI

Lucrarea este expusda pe 150 pagini de text electronic §i se compartimenteaza in: introducere, 4
capitole, concluzii generale si recomandari, sinteza rezultatelor obtinute, indicele bibliografic cu 178 de
surse citate. Materialul ilustrativ include 28 de tabele si 37 figuri. Materialele cercetarii au fost reflectate
in 36 de publicatii stiintifice, inclusiv 12 articole, 1 publicatie de monoautorat, 28 comunicari
rezumative la forumuri internationale si nationale. Rezultatele studiului au fost raportate in 7 rapoarte
internationale si 7 nationale, 2 cereri pentru brevete de inventii si 3 inovatii.

Cuvinte cheie: cancerul glandei mamare, diabet zaharat tip 2, limfocite T, BRCA1 5382insC, carcinom
triplu negativ, HER2/neu pozitiv, volumul optim chirurgical.

Introducerea elucideaza situatia actualda in domeniul neoplaziilor mamare si a diabetului zaharat si
argumenteaza necesitatea studerii acestora. Reperele conceptuale ale lucrarii sunt redate prin scopul si
obiectivele studiului, noutatea stiintificd a rezultatelor obfinute, importanta teoretica si semnificatia
practica.

Capitolul 1 (Viziuni contemporane asupra statusului imuno-genetic si clinico-morfologic ale
cancerului glandei mamare la pacientele cu diabet zaharat tip 2 asociat.) contine viziuni
conceptuale contemporane privind aspectele etiopatogenetice In determinismul neoplaziilor oncologice
si a diabetului zaharat tip 2. S-au analizat publicatiile ce abordeaza diverse modalititi de asociere a
CGM si DZ tip 2, particularitati de diagnostic, evolutie clinica, conduita si de tratament al acestor
paciente. Sunt stipulate opiniile dualiste asupra influientei concomitentei cancerului mamar si diabetului
zaharat. In mod deosebit s-au studuat publicatiile ce tin de particularititile imunitatii generale si
antitumorale, de mutatiile genetice specifice, de aspectele clinico-morfologice si de tratament, inclusiv,
chirurgical al pacientelor cu cancer mamar si diabet zaharat.

In Capitolul 2 (Materialul si metodele de cercetare) este prezentat desighn-ul cercetirii, metodele
de investigatii si caracteristica generala a lotului de studiu, care include 246 de paciente, dintre care 107
paciente cu CGM si DZ tip 2 si 139 paciente numai cu cancer al glandei mamare. La 108 paciente din
lotul general in premiera s-a efectuat analiza genetica pentru prezenta mutatiei inaltpenetrante 5382insC
in gena BRCA 1. Materialul acumulat a fost analizat statistic, aplicindu-se programele IBM SPSS
Statistics pentru Windows, versiunea 20 si Microsoft Excel 2010, prin diferite metode de apreciere a
veridicitatii: criteriul de corespundere y2, criteriul t-Student de comparare a valorilor medii, indicele de

corelare r, etc.
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in Capitolul 3 (Particularititile imuno-genetice la pacientele cu cancer mamar asociat cu
diabet zaharat) sunt reliefate particularitatile imunitatii generale si antitumorale specifice pacientelor
lotului de studiu. Se efectuiaza o analizd ampld a lantului T-limfocitar general si T-limfocitar
antitumoral, cu toate determinantele celulare a T limfocitelor: CD3, helper-efectoare CD4, supresoare-
citotoxice CD8 si CD16. Pentru prima data la pacientele ambelor loturi s-a determinat prezenta mutatiei
inaltpenetrante 5382insC in gena BRCA 1. Rezultatelor obtinute denotd, ca organismul uman are o
anumita susceptibilitate genetica si la interventia unor factorilor de mediu, ar fi capabil sd declanseze un
dezechilibru imun, implicand celulele imunocompetente (CD4, CD8 si CD16), ce stau la baza imunitatii
antitumorale. Mai mult ca atat, rezultatele investigatiilor imuno-genetice ne-au permis de a corela
interactiunea acestor parametri la pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2.

in Capitolul 4 (Particularitati clinico-morfopatologice ale pacientelor cu cancer mamar
asociat cu diabet zaharat tip 2.) sunt prezentate unele caracteristici ale pacientelor investigate: varsta,
perioada biologica, formele clinice ale proceselor maligne, gradul de raspandire loco-regionala,
multicentricitatea tumorilor, etc. Sunt focalizate principalele caracteristici ale diabetului zaharat (durata
pand la aparitia CGM, gradul de compensare al acestuia, tratamentul administrat, etc.,) care pot
conditiona tratamentul, evolutia si prognosticul cancerului mamar. Se prezinta rezultatele investigatiilor
morfologice si subtipurile moleculare imunohistochimice si corelatia lor cu prezenta mutatiei genetice in
gena BRCA 1. Tot in acest capitol sunt selectati si ierarhizati factorii decisivi de risc in evolutia
cancerului mamar la pacientele cu diabet zaharat. In baza tuturor investigatiilor efectuate si a selectarii
factorilor de risc in evolutia neoplaziilor mamare a fost elaborat algoritmul de selectare al volumului
optim chirurgical.
Sinteza rezultatelor obtinute este un compartiment de analizd si concluzii argumentate asupra
rezultatelor investigatiilor proprii confruntate cu evidentele si opiniile expuse in literatura de specialitate

cu referire la domeniul abordat.
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1. VIZIUNI CONTEMPORANE ASUPRA STATUSULUI IMUNO-GENETIC SI
CLINICO-MORFOLOGIC AL CANCERULUI MAMAR ASOCIAT CU DIABET ZAHARAT
TIP 2

Incidenta cancerului mamar si a diabetului zaharat a crescut pe parcursul ultimelor decenii
paralel cu epidemia de obezitate. CGM este una dintre cele mai importante preocupari in populatia
feminind din intreaga lume, fiind cel mai frecvent tip de cancer in randul femeilor din tarile
dezvoltate, afectand una din fiecare a opta femeie (13%). In 2015, incidenta CGM a prezentat peste
un milion de cazuri la nivel mondial cu o ascensiune anuala de 5% in tarile dezvoltate, iar in fiecare
an mai mult de 400.000 de femei decedeaza din cauza acestei maladii [168].

Situatia similard este si in Republica Moldova. Conform datelor Cancer Registrului
National, ponderea CGM prezintd aproximativ 10,7% din toate cazurile de cancer la populatia
feminind, anual inregistrandu-se cate 837-1013 cazuri noi. Prevalenta morbiditatii in anul 2015 a
constituit 521,5 la 100 000 de femei sau 9480 paciente [1, 2].

La inceputul secolului XXI expertii Federatiei Internationale de Diabet (IDF) au prognozat o
crestere vertiginoasa a numarului de pacienti cu DZ - de la 190 min pana la 380 mln catre anul 2025,
Recent IDF a publicat date, conform carora in anul 2016 au fost inregistrati deja 415 mln de pacienti
cu DZ, aproximativ jumatate dintre ei in varsta aptd de munca - 40-59 de ani. Pana in prezent,
incidenta maladiei se dubleaza la fiecare 10-15 ani, iar catre anul 2040 va atinge cifra de 642 min de
bolnavi [95].

In Republica Moldova morbiditatea prin diabet zaharat a crescut cu 1,5 ori in ultimii 10 ani,
in anul 2016 fiind inregistrati 90392 mii pacienti cu DZ, dintre care doar 369 cazuri-diabet zaharat la
copii si 90023 cazuri (99,5 %) — diabet zaharat la adulti (se estimeaza ca cifra reala ar atinge 160 de
mii de cazuri), prezentand o dublare a morbiditatii in ultimii 10 ani, cu o tendintd constanta de
crestere [1, 95].

Cresterea continua a incidentei DZ prezenta legitati constante si anume: prevalenta neta a
DZ tip 2 (90-95%) vs DZ tip 1 (5-10 %), consolidarea pozitiilor DZ tip 2 in grupul pacientelor de

992,
1

varsta pre—si postmenopauzald, “intinerirea” considerabila a patologiei, etc.

Stratificarea pe zone geografice releva, ca incidenta CGM asociat cu DZ in America si
Europa a crescut cu 16% s1 18%, respectiv, iar diferenta a fost statistic semnificativa (95% CI 1.12-
1.20 din America, 95% CI 1.56-1.25 din Europa). Acest fenomen nu e caracteristic si pentru Asia
(RR = 1.01 95% CI 0.84-1.21). Rezultatul demonstreaza ca incidenta CGM asociat cu DZ poate fi
explicatd prin particularitati etnice, diferentele regionale si, posibil, statusul genetic populational [73,

29].

16



1.1.  Mecanismele carcinogenezei neoplaziilor mamare asociate cu diabetul zaharat 2

Maladiine neoplazice apar in rezultatul alterdrii mecanismelor care controleaza si regleaza
diviziunea celulei normale, in rezultatul careia apar celule cu modificari fenotipice progresive, care se
multiplica continuu si anarhic. Epidemia de DZ este cauzata atit de majorarea paralela a ”’presiunii
glucidice”- glycemic load (ce reprezinta produsul indicelui glicemic al alimentelor si cantitatea
glucidelor din produsele alimentare), cat si de cresterea considerabilda a numarului de persoane
supraponderale.

Diabetul zaharat - este un sindrom complex si eterogen, indus de tulburarea genetica sau
cistigata, a secretiei de insulina si/sau de rezistenta celulelor periferice la actiunea insulinei, fapt, care
induce modificari profunde in metabolismul proteic, glucidic, lipidic, ionic si mineral. Dereglarile
mentionate stau la baza aparitiei unui spectru larg de complicatii cronice, care afecteaza mai mult sau
mai putin toate tesuturile organice [9].

Diabetul zaharat tip 1 - este considerat la ora actuala ca o afectiune autoimuna cu etiologie
multifactoriald, produsa de o interactiune complexa a mai multor factori genetici si de mediu, a caror
consecinta este distructia progresiva a celulelor beta-pancreatice (cele care sintetizeaza insulina) si in
final, deficitul absolut de insulind endogena. DZ tip | se mai numeste si diabet insulinodependent
(juvenil) - deoarece in momentul diagnosticului productia proprie de insulina este extrem de mica sau
absenta, fiind necesara administrarea insulinei chiar de la inceput. Nu exista alte medicamente care sa
inlocuiasca insulina. La aparitia DZ tip | contribuie mai multi factori. In primul rand trebuie sa existe
o predispozitie genetica. La aceasta se adauga anumiti factori (infectiosi, alimentari, toxici) a caror
actiune va determina aparitia unui raspuns imun impotriva celulelor beta din pancreas. Varsta la care
apare diabetul insulino-dependent este de pana la 40 de ani pentru majoritatea bolnavilor. Aproape
toti cei la care boala debuteaza pana la 30 de ani prezinta acest tip de diabet. Debutul bolii este relativ
brusc, simptomatologia fiind evidenta cu 2-3 saptamani inaintea diagnosticului [95].

Diabetul zaharat tip 2 — este un sindrom eterogen a carui etiopatogenie implica atit factori
genetici, cit si de mediu, ale carui mecanisme intime moleculare nu sunt inca elucidate.Se admite
existenta a doud defecte metabolice majore: deficitul de secretie beta-celulara si rezistenta tesuturilor
tinta la actiunea insulinei. Se mai numeste si DZ tip Il insulinoindependent (de maturitate) — apare la
persoane adulte, bolnavii pot fi obezi sau nu, sunt implicati factori genetici, dar si factorii de mediu si
ai stilului de viata.

Dezvoltarea DZ tip Il are la origine insulinorezistenta. Aceasta se defineste ca o lipsa de
efect la actiunea insulinei asupra celulelor organismului. Drept urmare, glicemia va creste, neputand
fi utilizata de celulele. Consecinta insulinorezistentei este hiperinsulinismul, adica o crestere
exagerata a concentratiei insulinei din sange datorita stimularii puternice a celulelor beta din pancreas

de catre glicemia crescutd. Se ajunge astfel la situatia paradoxald in care exista si 0 glicemie
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crescutd, dar si 0 insulinemie crescuta. Stimularea in exces a celulelor beta de catre hiperglicemia
permanentd va duce in timp la o alterare a productiei de insulina, mergand pana la epuizarea acestor
celule. Factorii etiologici implicati in dezvolatrea DZ tip 2 sunt: ereditatea, obezitatea, sedentarismul,
stresul, substantele chimice si medicamente (corticoizi, unele diuretice, anticonvulsivante, beta -
blocante, citostatice).

Diabetul zaharat secundar — sau altfel denumit, alte tipuri specifice de diabet, reuneste un
grup eterogen de afectiuni, care au in comun prezenta unei explicatii relativ clare pentru aparitia
diabetului (lezarea pancreasului endocrin prin factori diversi: infectiosi, toxici, medicamentosi,
ateroscleroza sau suprasolicitarea functionald a pancreasului endocrin prin exces de glucide,
obezitate, etc.)

Diabet gestational — reprezintd ,orice grad de intolerantd la glucide, cu debut sau
manifestare primara in timpul sarcinii”, indiferent de evolutia postpartum sau de tratamentul necesar
pentru echilibrarea dereglarilor metabolice [9].

Reamintim, cd in prezent DZ tip 2 afecteaza mai mult de 9% din populatia adultd din tarile
dezvoltate ale lumii. [95].

Ca o consecinta fireasca si numarul pacientelor cu CGM asociat cu DZ tip 2 inregistreazd o
ascensiune vaditd. Una dintre posibilele explicatii ale acestei asocieri poate fi faptul, cd ambele
afectiuni prezinta factori comuni de risc. Posibila dependenta dintre hiperglicemie, DZ si CGM a fost
pentru prima datd suspectatd in urma cu mai mult de un secol, hiperglicemia fiind raportatd la
pacientii cu cancer inci in anul 1885. Incepand cu anul 1950 tot mai des apireau relatiri ci
pacientele cu CGM sufera de diabet mai frecvent, decat pacientele sanatoase [58, 139, 174].

Johnson JA, Bowker SL et al. (2011) sustin, ca DZ si CGM au o prevalentd mai mare in
tarile dezvoltate, unde predominad stilul de viata sedentar, stresul cronic si modul alimentar cu nivel
crescut de grasimi saturate si glucide rafinate [100, 101].

Multiplele studii epidemiologice sugereaza, ca nu numai cancerul mamar poate fi asociat cu
DZ tip 2, dar si cel endometrial, hepatic, pancreatic, colorectal, de vezica urinara. Studiile respective
relateaza, ca efectele biologice ale diabetului pot actiona sinergic cu alti factori de risc in dezvoltarea
cancerului, in special in localizarile hormonodependente [58, 79, 86, 119].

Giovannucci E et al., 2011 sustin, ca asocierea dintre cancer mamar si diabet zaharat tip 2
poate fi una directd (datoritd actiunii glucozei prin hiperglicemie constanta, insulinorezistentei si
hiperinsulinemiei) si indirecta (multipli factori comuni de risc, cum ar fi varsta, sexul, obezitatea,
activitatea fizica etc.) [76]

In aceasta ordine de idei, DZ tip 1 este o patologie autoimund ce provoacd destructia
celulelor-g insulinoproducatoare si se manifesta prin insuficientd insulinica absoluta. Insuficienta

insulinicd absolutd conditioneaza dezvoltarea hiperglicemiei, intensifica lipoliza, proteoliza si
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producerea corpilor cetonici. Ca consecintd se dezvolta deshidratarea, cetoacidoza si schimbari
electrolitice severe. Pe cand DZ de tip 2 este o patologie Cronica caracterizata prin insulinorezistenta,
hiperinsulinemie compensatorie (cu efectele proliferative si antiapoptotice ale insulinei circulante),
obezitate (cu excesul de producere al fractiilor estrogenice si hiperestrogenemie prin aromatizarea la
nivelul tesutului adipos abdominal periferic), sindrom metabolic.

Cercetdrile experimentale demonstreaza efectul cancerigen al insulinei, care contribuie la
divizarea celulelor canceroase prin actiunea mitogena la nivel genetic. Ca rezultat, are loc inducerea
expresiei unor gene specifice, care stimuleaza sinteza de ADN si proteine, conducand, in cele din
urma, la activizarea deviderii celulare.

Insulina poate stimula replicarea datoritd capacitatii sale de a activa sau inactiva enzimele
prin reglarea vitezei si gradului de fosforilare al proteinelor sau regland sinteza enzimelor. Chiar
unele concentratii mici de insulind stimuleaza replicarea (cel mai probabil prin intermediul
receptorilor de insulind) si, de cele mai multe ori, acest fenomen are loc in absenta altor factori
peptidici de crestere. Insulina prezinta un component indispensabil al tuturor mediilor de cultivare
tisulara, sustine cresterea si replicarea celulelor de origine epiteliald, inclusiv a hepatocitelor, a
celulelor tumorale suprarenale si a celor glandulare.

In determinarea mecanismelor de actiune a insulinei asupra expresiei genelor responsabile
pentru proliferarea celulara si de utilizare a glucozei a fost stabilit ca regularea genei insulinei FEI-1
(early growth response gene) si glyceraldehyde-3-fosfatdehidrogenazei este mediata prin diferite cai
de semnalizare.

Este necesar de a sublinia actiunea antiapoptotica a insulinei. Despre actiunea antiapoptotica
se poate judeca prin analiza interrelatiei a celor doua procese antagoniste: de reannoire §i moarte
celulara, care sunt reglate pentru a obtine raspunsul celular adecvat.

Deci, s-a constatat cd insulina si factorul IGF-1 joaca un rol cheie in stimularea
organogenezei, dezvoltarii si cresterii celulelor maligne mamare prin intermediul efectelor
mitogenice si antiapoptotice. Pe de alta parte, celulele tumorale in cancerul mamar prezintd o
supraexpresie a receptorilor membranici pentru insulind si factorul insulinic de crestere (IGF). Pe
langa functiile sale metabolice, insulina si factorul IGF stimuleaza proliferarea celulelor neoplazice si
aparitia metastazelor. Astfel, hiperinsulinismul provoaca proliferarea si cresterea nu numai a celulelor
glandulare normale, dar si a celor canceroase.

Asadar, diabetul zaharat tip 2 poate influenta procesul neoplazic prin mai multe mecanisme,
incluzand hiperinsulinemia endogena (datoritd insulinorezistentei) sau exogend (datoritd insulinei
administrate sau secretate) si hiperglicemia.

O meta-analiza a studiilor (11 studii de cohorta si 5 studii de caz-control) ce pun in evidenta

A

asocierea “cancer mamar-diabet zaharat” in perioada anilor 2001-2016 stabileste existenta unei
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legaturi de cauzalitate dintre aparitia neoplaziilor pe fondal de diabet zaharat ( in particular-diabet
zaharat tip 2) [170]. Diabetul zaharat asociat Se prezinta ca un factor de risc pentru dezvoltarea
neoplaziilor (coeficientul de risc HR ”Hazard Ratio” plasandu-se intre 0,95-2,35 cu intervalul de
confidenta CI 0,82-2,92), agraveaza evolutia bolii, micsoreaza intervalul liber pand la progresare,

scade rata supravietuirii maladiei (figura 1.1)

Study %
D HR(95%Cl)  Weight
Yancik et al (2001) e 1.76 (1.23,2.52) 552
Duetal (2005) . 1,58 (0.86, 2.92) 284
Lipscombe et al (2008) — 1.39(1.22,1.69) 966
Schrauder et al (2011) e 1.92 (149, 2.48) 7.32
Erickson etal (2011) : 2.35(1.56, 3.54) 4.80
Chen et al (2012) — 1.71(1.33,2.19) 7.42
Cleveland et al (2012) —y 165(1.18, 229) 595
Hou et al (metformin) (2013) —r— 0.90 (0.71, 1.14) 7.66
Hou et al (non-metformin) (2013) i 1.71(1.46,2.00) 9.20
Jralerspong et al (2013) —_— 1.39(1.10,1.77) 764
Kiderlen et al (2013) ~+ - 0.85 (0.55, 1.33) 440
Nechuta et al 2013) _— 140 (1.06, 1.95) 6.40
Tattetal (2014) ' 1.27(0.82, 1.96) 4.47
He et al (2015) 169 (0.94, 3.03) 303
Luo et al (2015) A 146(1.12,1.86) 7.34
Mu et al (2016) —— 1.96 (1.4, 2.66) 6.37
Overall (-squared = 65.0%, p = 0.000) <> 151 (1.34,1.70) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis .

2 | 154

Fig. 1.1 Sumarul asocierii neoplaziilor cu diabetul zaharat tip 2 (2001-2016) [170]
(HR- Hazard Ratio, coeficientul de risc, Cl-intervalul de confidenta, in studiile de cercetare al
supravietuirii pacientelor cu CGM si diabet zaharat versus paciente nondiabetice )
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Carcinogeneza este un proces multistadial in care o celula normald dobandeste proprietati ce permit
dezvoltarea fenotipui malign (proliferarea necontrolatd, invazia locald §i metastazarea), care este
rezultatul unor interactiuni multiple intre diversi factori exogeni si endogeni (genetici, hormonali,
imunologici si metabolici). Acest proces de transformare malignd poate fi impartit in mai multe
etape: initierea (prima etapd ireversibild spre cancer), promovarea (stimularea cresterii celulelor
initiate) si progresia (dezvoltarea unui fenotip mai agresiv al celulelor promovate) [28, 33].

Factorii, care intervin la una sau mai multe din etapele cancerogenezei, se asociaza cu
incidenta crescutd a cancerului si rata mai mare a mortalitatii. Diabetul poate influenta procesul
neoplazic prin mecanisme severe, cum ar fi hiperinsulinemia (de origine endogena, conditionatd de
insulinorezistentd, sau exogena, prin administrarea insulinei), inflamatia cronica si hiperglicemia
[76].

In general, celula canceroasd prezinta particularitati specifice ale metabolismului glucidic
intracelular, manifestandu-se prin necesitati energetice crescute si utilizare intensa a glucozei. [70,
113, 143].

Insulinorezistenta (IR) prezinta mecanismul patogenetic de baza in dezvoltarea DZ tip 2 si
este definita ca o stare in care o anumita concentratie de insulina determina un raspuns biologic mai
redus decat cel normal, conditiondnd o incapacitate a organelor ,tinta‘‘ (ficat, tesut adipos,
musculatura striatd) de a raspunde in mod normal la actiunea insulinei, cu consecinte diferite la
nivelul fiecarui organ. [90, 133]. Aceastd definitie se refera la toate efectele biologice ale insulinei,
nu numai la cele asupra metabolismului glucidic, dar si la cel lipidic si proteic. De asemenea se refera
la functiile mitogene al insulinei. In practica, termenul de insulinorezistenta se referi numai la efectul
insulinei asupra captarii si utilizarii glucozei in tesuturile periferice.

Insulinorezistenta determind scaderea utilizarii glucozei in periferie (muschii scheletici si tesutul
adipos), ce conduce la cresterea necesitatii de insulind. La nivelul muschiului scheletic
insulinorezistenta diminueaza captarea

glucozei si depozitarea sub forma de glicogen, la nivel hepatic scade capacitatea de a supresa
eliberarea de glucoza in pofida hiperglicemiei ,,a jeun ** si a unor niveluri normale sau crescute ale
insulinemiei. La nivelul tesutului adipos, insulinorezistenta anuleaza supresia lipolizei, ceea ce duce
la eliberarea crescutd de acizi grasi liberi in circulatia portald, urmatd de productie excesiva de
trigliceride si apolipoproteina B in ficat.

Mecanismul de actiune al insulinei. Cercetarile experimentale demonstreazd efectul
cancerigen al insulinei, care contribuie la divizarea celulelor canceroase prin actiunea mitogena la
nivel genetic. Ca rezultat, are loc inducerea expresiei unor gene specifice, care stimuleaza sinteza de

ADN si proteine, conducand, in cele din urma, la activizarea deviderii celulare [38, 40, 83].
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Insulina poate stimula replicarea datorita capacitatii sale de a activa sau inactiva enzimele
prin reglarea vitezei si gradului de fosforilare al proteinelor sau regland sinteza enzimelor. Chiar
unele concentratii mici de insulind stimuleaza replicarea (cel mai probabil prin intermediul
receptorilor de insulind) si, de cele mai multe ori, acest fenomen are loc in absenta altor factori
peptidici de crestere. Insulina prezintda un component indispensabil al tuturor mediilor de cultivare
tisulara, sustine cresterea si replicarea celulelor de origine epiteliala, inclusiv a hepatocitelor, a
celulelor tumorale suprarenale si a celor glandulare [59, 78, 146].

Actiunea mitogend a insulinei este realizata printr-un lant complex de reactii de semnal:
activarea proteinkinazei AMPc-dependente, fosforilarea si activarea factorului de transcriptie
nucleard, inducerea si exprimarea genelor AMPc-dependente, care in cele din urmd conduc la
stimularea proliferarii celulelor [80, 114, 138].

In determinarea mecanismelor de actiune a insulinei asupra expresiei genelor responsabile
pentru proliferarea celulara si de utilizare a glucozei a fost stabilit ca regularea genei insulinei FEI-1
(early growth response gene) si glyceraldehyde-3-fosfatdehidrogenazei este mediata prin diferite cai
de semnalizare [63].

Este necesar de a sublinia actiunea antiapoptotica a insulinei. Despre actiunea antiapoptotica
se poate judeca prin analiza interrelatiei a celor doud procese antagoniste: de reannoire si moarte
celulard, care sunt reglate pentru a obtine raspunsul celular adecvat.

Deci, s-a constatat ca insulina si factorul IGF-1 joacd un rol cheie in stimularea
organogenezei, dezvoltarii si cresterii celulelor maligne mamare prin intermediul efectelor
mitogenice si antiapoptotice. Pe de altd parte, celulele tumorale in cancerul mamar prezinta o
supraexpresie a receptorilor membranici pentru insulind si factorul insulinic de crestere (IGF) [45,
47].

Nivelul inalt de insulina circulantd are o serie de efecte indirecte, inclusiv 0 reducere a
functiei hepatice si scaderea sintezei globulinelor de transport a hormonilor sexuali ceea ce duce la o
crestere de estrogen biodisponibil atat la barbati cat si femei, si niveluri crescute de testosteron
biodisponibil la femei, dar nu la barbati. Hiperinsulinemia conditioneaza sinteza excesiva de
androgeni 1n ovare si, eventual, in suprarenale la femeile aflate la premenopauza. Nivelurile crescute
de steroizi sexuali endogeni sunt asociate constant cu un risc mai mare de dezvoltare a cancerului
mamar si, eventual, endometrial la pacientele in post-menopauza [59, 68].

Pe langa functiile sale metabolice, insulina si factorul IGF stimuleaza proliferarea celulelor
neoplazice si aparitia metastazelor. Astfel, hiperinsulinismul provoacd proliferarea si cresterea nu

numai a celulelor glandulare normale, dar si a celor canceroase [115].
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Asadar, diabetul zaharat tip 2 poate influenta procesul neoplazic prin mai multe
mecanisme, incluzand hiperinsulinemia endogena (datorita insulinorezistentei) sau exogena (datorita

insulinei administrate sau secretate) si hiperglicemia (figura 1.2).

Diabet tip 2

Rezistenta insulinica

Glucozra

Menlatiz EST

Mito

Fig. 1.2. Mecanismul interactiunii CGM si a DZ tip 2
( IGF-1, insulina-ca factor de crestere I; IRS, substratul receptorilor de insulina, IGF-1R, IGF-I

receptor; SHBC, variatia hormonilor sexuali)

Sunt postulate 4 mecanisme care asociaza CGM cu DZ tip 2: activarea caii insulinei;
activarea cailor factorilor de crestere insulin like (IGF); reglarea hormonilor sexuali endogeni si
actiunea antiapoptozica a insulinei.

In rezultatul cresterii nivelului de insulind circulanti are loc o serie de efecte indirecte,
inclusiv reducerea sintezei globulinelor de transport a hormonilor sexuali, ceea ce conditioneazd o

crestere a estrogenilor.
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Mecanismul de actiune a estrogenilor. Atat cancerul mamar, cat si diabetul zaharat tip 2
presupune modificari in statusul hormonal al organismului, care includ insulina, factorii de crestere
insulin-like, estrogenii si alte citokine. Interactiunea dintre acesti factori hormonali la pacientele cu
diabet joaca un rol important in carcinogeneza si poate promova aparitia cancerului.

Expunerea prelungitd la estrogeni pe parcursul viefi prin menarha precoce (prima
menstruatie inainte de varsta de 12 ani), menopauza tardiva (peste varsta de 54 de ani), prima nastere
dupa 30 de ani, nuliparitatea si refuzul aldptarii la san (ultimele reduc numarul de cicluri menstruale)
sunt printre cei mai importanti factori de risc stabiliti pentru cancerul mamar [157, 164]. Estrogenul,
fiind hormonul raspunzator pentru cresterea si dezvoltarea glandei mamare, indiscutabil ca are un rol
de frunte in initierea si evolutia cancerului mamar [97].

Functia estrogenului este mediatd cu ajutorul receptorilor de estrogeni intracelulari, care
actioneaza ca un regulator hormondependent de transcriptie. Expunerea prelungita la estrogeni
stimuleazd atdt activitatea mitogenica, cat si proliferarea celulelor si reprezintd un risc major in
dezvoltarea CGM [43, 80].

Obezitatea, greutatea la nastere, modificarile in IGF-I si estrogeni prezintd un sistem comun
de semnalizare pentru aparitia si dezvoltarea DZ tip 2. Rolul acestor factori in etiologia CGM 1in
premenopauza si postmenopauza poate explica partial diferenta in asocierea dintre DZ si riscul de
CGM [46, 49, 78]. Se stie, ca DZ tip 2 apare mai frecvent dupa varsta de 35 ani. S-a realizat o
metaanaliza separatd a tuturor studiilor, majoritatea absolutd incluzand doar cazurile de DZ aparut
dupa varsta de 30-35 ani. Rezumatul rezultatelor a fost in favoarea consolidarii ipotezei prezentate
(RR 1.18; 95% CI: 1,13, 1.23), ca DZ tip 2 poate promova dezvoltarea CGM prin hiperinsulinism,
insulinorezistenta si modificari relevante ale altor hormoni. Prin urmare, asocierea dintre DZ si CGM
ar putea fi conditionatd din cauza suprapunerii dereglarilor mentionate ca o consecinta a factorilor de
risc comuni. Cateva studii au oferit perspective in aceastd problema, ludnd in consideratie intervalul
de timp de la diagnosticul de DZ si pana la aparitia CGM [42, 52, 64]. Daca intr-adevar DZ
promoveazd dezvoltarea CGM, ar exista un interval de timp liber etiologic relevant intre
diagnosticarea DZ si dezvoltarea CGM. In studiul efectuat de Prue J Hardefeldt, Senarath Edirimanne
and Guy D Eslick in 2012 cancerul mamar a fost depistat peste 5-9 ani de la instalarea DZ cu un risc
relativ de dezvoltare (SIR 1.9; 95%), dar nu difera in mod considerabil de riscul relativ de aparitie a
CGM dupi 1-4 ani (SIR 1,6; 95%) [100]. In mod similar, riscul relativ pentru CGM nu devia esential
fatd de cel de debut al diabetului: la 5-9 ani (SIR 1,8; 95%), 10 ani (SIR 2.4; 95%), fatd de cel
diagnosticat numai cu 1-4 ani in urma (SIR 2.3; 95%) [137].

Obezitatea, un atribut practic constant al DZ tip 2, poate reprezenta un mecanism
patogenetic comun si complex pentru dezvoltarea si evolutia ambelor patologii. Tesutul adipos

produce estrogeni care sunt principala sursa endogena dupa menopauza. Cercetatorii demonstreaza,
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ca obezitatea este un factor important de risc pentru CGM si in postmenopauza: pacientele cu IMC>
31,1 au un risc majotat de dezvoltare al CGM (RR = 2.52, 95% CI 1.62-3.93), comparativ cu
pacientele cu IMC < 22,6) [6, 35]. In acelasi timp, obezitatea este asociati cu DZ tip 2, in care
adipocitokinele — peptidele biologic active — sunt corelate cu obezitatea si cu rezistenta periferica la
insulina [33, 34]. Astfel, estrogenii endogeni, posibil, pot sa creasca moderat riscul de CGM [25, 86].
O asociere directd intre DZ si riscul CGM a fost observata si in studiile de tip ,,caz-control”
ale lui Bulun S. et al. (2012), efectuate pe un trial de 19.756 paciente si ale lui Lambe et al. (2011) -
pe 5. 615 paciente, riscul global fiind foarte inalt - de 1,19 (OR 95%: 1.15, 1.23) [46, 113].
Dimpotriva, rezultate stiintifice ale lui Bowker et al., (2011) efectuate pe 8.450 paciente nu
indica o asociere directa intre DZ si riscul de CGM [42].
1.2 Determinantele imunologice ale cancerului glandei mamare si diabetului zaharat tip 2
Transformarea neoplazica a unei celule reprezinta prima etapa din istoria naturald a
cancerului. Celula tumorala aparuta determind prin diviziuni successive formarea unei clone celulare
si, 1n final, constituie tesutul tumoral, cu exprimarea principalelor caracteristici ale fenotipului malign
si anume: proliferarea excesiva si infinitd, migrarea anormala si instabilitatea geneticd. In mod ideal,
pentru a fi recunoscute ca strdine de catre sistemul imun, ar trebui ca antigenele tumorale sa fie
exprimate doar de celulele tumorale, nu si de cele normale. In realitate majoritatea antigenelor
tumorale sunt putin imunogene, fiind slab exprimate si foarte heterogene. in acelasi timp exista si
antigene supraexprimate la nivelul celulei tumorale, dar care se gisesc de asemenea in cantitdti mici
si in celulele normale.
Antigenele tumorale recunoscute de limfocitele efectoare au fost clasificate astfel:

- antigene strdine organismului (specific tumorale). molecule ce sunt expresia unor gene
mutante, oncogene virale, molecule ce prezintd modificari post-translationale anormale (MUC1-
underglycosylated mucin). In cazul acestor proteine mutante doar citeva peptide pot fi potential
recunoscute ca strdine organismului.

- self-antigene: antigene de diferentiere care se exprimad doar in anumite tipuri de tesuturi,
antigene supraexprimate de celulele tumorale comparativ cu statusul lor normal;

- antigenele fetale (AFP si CEA): prezente in tumori ale ficatului, gonadelor si in diverse
adenocarcinoame. Se depisteazd in cantitati crescute in timpul dezvoltarii fetale, dar sunt putin
exprimate in mod normal la adult. Aceste oncogene fetale sunt folosite ca markeri de progresie
tumorala;

- HER-2/neu, cunoscut si ca c-Erb-2 (receptor tirozin-kinazic omolog cu receptorul factorului
de crestere epidermal). Raspunsul fatd de toate aceste antigene consta in celule efectoare CD4+ si/sau

CD8+[32].
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Formatiunile tumorale au proprietatea de a fi tolerate de sistemul imun prin exprimarea unor
factori care influienteazd negativ raspunsul imun al organismului. Exista o serie de motive pentru
absenta unui raspuns imun efectiv In cazul tumorilor. Fiecare proteind autologd este degradatd in
citoplasma pana la peptide formate din 9-12 aminoacizi. Aceste peptide sunt transportate de catre un
sistem numit ,.tranporter associated with antigen processing (TAP)” la reticulul endoplasmic unde
sunt legate de moleculele MCH clasa I si prezentate celulelor T CD8+. In cazul tumorilor peptidele
nu se “potrivesc” tot timpul la locul de legare pe moleculele MCH clasa 1. Existenta unui mecanism
defectuos de procesare a antigenelor la nivelul celulei tumorale (de exemplu, deficitul de TAP) face
ca peptidele sa nu fie transportate la nivelul reticulului endoplasmic si sa nu fie prezentate la
suprafata celulei. In multe cazuri, diminuarea moleculelor MCH (clasa I si II) de pe suprafata
celulelor tumorale impiedica recunoasterea acestora de catre limfocitele T si, astfel, raspunsul imun
nu poate fi declansat.

Celulele tumorale nu pot fi considerate adevarate celule prezentatoare de antigen, deoarece
le lipsesc moleculele co-stimulatoare importante: CD3+ si CD4+, necesare pentru activarea celulelor
T. In absenta co-stimulirii, prezentarea peptidelor spre complexul MCH, conduce la anergia celulelor
T si toleranta. Unele celule tumorale sunt capabile de a stopa producerea de antigene, evitdnd astfel
raspunsul imun. De asemenea, tumorile pot produce substante imunosupresive asa cum sunt IL-10,
TGFp (transforming growth factor beta), prostaglandine, iar in unele cazuri, celulele tumorale pot
exprima molecule MCH I-like ce interactioneaza cu liganzii inhibitori aflati pe celulele T, ducand la
anergia/apoptoza celulelor T.

Tumorile maligne ale CGM sunt caracterizate prin instabilitate genomica, ceea ce conduce
la generarea unor neoepitopi identificati potential de moleculele MCH clasa I si II. In ultima decada
s-a Observat un interes crescut fatd de mecanismul dominant de tolerantd mediat de celulele T
reglatoare — Tregs (CD4+CD25+), ce par sa joace un rol important in autoreactivitate, alergii,
infectii si transplant, controland atat raspunsul imun innascut, cat si pe cel dobandit, limitdnd astfel
autoimunitatea si imunopatologia. Selectia acestor celule are loc in mod natural in timus — natural T
regulatory cells (nTreg), dar pot fi induse si la periferie — induced Treg cells (iTreg). Efectul supresor
al celulelor Treg asupra raspunsului imun tumoral este bine documentat. In studiile efectuate pe
pacientele cu cancer mamar s-a observat prezenta mult mai frecventa a celulelor Treg in populatia
limfocitara periferica, decat la persoanele sandtoase. Exista, de asemenea, relatdri din care reiese
faptul, ca nivelele crescute de Treg coreleaza cu un stadiu avansat al maladiei, fiind implicate, astfel,
in progresia cancerului. Infiltrarea celulelor T reglatorii este prezenta numai in ganglionii limfatici
regionali afectati metastatic [12].

Raspunsul imun innascut are rolul de a recunoaste celulele “stresate” sau continutul celular

“nedigerat”, atunci cand celulele devin nonapoptotice sau nonautofagocitice. Raspunsul imun
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adaptativ (dobandit) joaca un rol crucial, fiind o sursa bogata de celule T efectoare CD4 si CDS8 cu rol
in recunoasterea proteinelor aberante ce apar la nivelul tumorii, fiind sursa unor celule regulatoare si
a unor factori cu rol important n limitarea abilitatii celulelor NK si a celulelor T de a media
eradicarea cancerului. Modul in care diferitele tipuri de celule implicate in generarea raspunsului
imun influenteaza In sens pozitiv sau negativ cresterea tumorala (dupd Gallimore AM si Simon AK,
2011) este prezentat in tabelul 1.1.

Celulele NK (”Natural Killer” CD16+) sunt componente ale sistemului imun inndscut, avand rol
important in apararea impotriva infectiilor virale si dezvoltarii tumorale. Celulele NK reprezinta 5-
20% din celulele mononucleare din sange si splind, fiind definite prin prezenta antigenului
CD16/CD56 si lipsa CD3. Recent s-a constatat, ca populatia NK este eterogena, cuprinzand subseturi
CD56bright si CD56dim (CD56dim/neg) cu proprietati fenotipice si functionale distincte. Subsetul
CD56bright reprezinta 10% din NK circulante §i se caracterizeaza prin fenotip CD16+/—, CD57-,
activitate citolitica redusa si putine granule citotoxice. Predomina in mai mult de 90% in ganglionii
limfatici, in zona celulelor T si in tonsile.

Subsetul NK-CD56 este majoritar in sangele periferic (>95%) si in splind (>85%), prezentand
fenotip CD16+, CD57+, perforind, receptori de citotoxicitate naturald (NCR: NKp30 si NKp46) si
granule citolitice din abundenta.

CD3 este un receptor membranar cu structurd complexa, situat langa receptorul TCR, care
face transductia semnalului activator primit de TCR spre interiorul LT. CD3 este format din cinci
lanturi scurte: gama, delta, epsilon, eta, zeta. Domeniul intracitoplasmatic al lantului zeta are functie
de PTK (proteinkinaza). Aceastd enzima fosforileazd in prezenta ATP unele proteine si le modifica
activitatea. Toate cele 7 lanfuri din complexul TCR-CD3 (doua ale TCR si cinci ale CD3) se asociaza
prin punti disulfurice sau prin legaturi necovalente. Ele formeazd un complex unitar care transmite
stimulul activator in interiorul limfocitelor T.

CD4 este un coreceptor care participd la recunoasterea antigenica asociativa. CD4 este receptorul de
suprafatd sau markerul caracteristic pentru LTH. CD4 are un segment intracitoplasmatic, un segment
transmembranar si un segment extracelular. Segmentul extracelular al CD4 are trei domenii sau bucle
de marime diferita. Prin bucla exterioara N-terminala, CD4 se leagd de domeniul monomorf al MHC
Il, care este domeniul a2. Segmentul intracitoplasmatic al CD4 este foarte lung. El participa la
activarea metabolicd a LTH, prin activarea unor enzime intracelulare.

CD8 este un coreceptor care participa la recunoasterea antigenica asociativa. El se gaseste
mai ales pe LTC, dar poate fi depistat si pe LTS, CD8 este marker definitoriu pentru LTC. CD8 are
doua lanturi: a §i b. Fiecare dintre lanturi are un segment intracitoplasmatic, un segment
transmembranar si un segment extracelular. Cele doud segmente extracelulare au cate un domeniu.

Cele doua domenii se asociaza si au un aspect 1g-like.
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Tabelul 1.1.

Modalitatea de generare a raspunsului imun la cresterea tumorala [75].

Actiunea supresiva a

Celule Inhibarea cresterii tumorale
_ - celulelor T reg. asupra
efectoare Favorizarea cresterii tumorale
celulelor efectoare
T -citotoxicitate prin perforina
D8 /granzima sau ligandul Fas/Fas supresie prin TGFf
+
- secretia de IFNy, TNFa.
- initiaza activarea celulelor
CD8+
- citotoxicitate prin ligandul
Fas/Fas )
. cele mai multe teste
T - ajuta celulele B . .
o ‘ functionale de supresie
CD4+ - inhiba angiogeneza .
_ _ utilizeaza celulele CD4+
- activeazd macrofagele prin
secretia de IFNy
- recruteaza eozinofilele prin
secretia de IL-4
- produc anticorpi antitumorali o
. ) supresie directd asupra
B - prezintd antigenele tumorale )
o celulelor B fara supresia
CD19+ - initiaza cresterea tumorald cu
) ) ) celulelor Th
ajutorul factorului solubil
- citotoxicitate prin . o
) ) ) - suprima activitatea
granzime/perforine sau ligandul _ . . _
] citotoxica- exista o corelatie
Fas/Fas- exprima FcR pentru a ‘ ‘ ‘
NK ) ) o inversa intre activarea NK si
media ADCC (citotoxicitate
numarul de celule Treg la
celulard dependenta de o
) _ pacientii cu neoplasme
anticorpi)
- produc citokine, stimuleaza
celulele NK si celulele CD8+- suprima secretia de
NKT actiune citotoxica- inhiba citokine si activitatea

celulele Thl si T CD8+ prin IL-
3

citotoxica a celulelor NKT
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Ele participd la cooperarea dintre LTC sau LTS si APC. In timpul cooperdrii, segmentul
extracelular al CD8 se leaga de domeniul monomorf al MHC I, care este e3. Segmentul
intracitoplasmatic al CD8 este foarte lung. El participa la activarea metabolica a LTC si LTS, prin
activarea unor enzime intracelulare.

Astfel, starea sistemului imun la pacientii cu cancer in asociere cu DZ este caracterizatd prin
imunodeficienta secundara, cu diferite grade de manifestare, cu 0 reducere a tuturor nivelurilor
imunitatii antiinflamatorii si se depisteaza la majoritatea pacientilor. Dereglarea imunitatii afecteaza
aproape toate partile componente ale sistemului imun [12].

Se apreciaza si activitatea fagocitard joasd a neutrofilelor, scdderea producerii de anticorpi.
Numarul absolut al celulelor-T, de reguld, tinde sd scada, numarul celulelor T-supresoare este
majorat, de asemenea, §i activitatea lor este marita considerabil, scade numarul de celule T-helper si
activitatea lor functionala. Se inhiba proliferarea celulelor stem si incetinesc procesele de diferentiere
[28]. In asa mod, se observa o scidere a indicilor imunititii umorale naturale si dobandite, la fel si a
activitatii fagocitare a neutrofilelor [33].

1.3 Viziuni contemporane asupra rolului factorului ereditar al cancerului mamare asociat
cu diabet zaharat tip 2.

In tarile occidentale, din opt femei care au atins varsta de 90 de ani, una este purtatoarea
unui cancer mamar perceptibil clinic sau aflat intr-un stadiu subclinic. Probabilitatea dezvoltarii unui
cancer mamar pe parcursul duratei medii de viata a femeii se cifreazd la 7 - 8%. Riscul aparitiei
cancerului mamar creste dupa varsta de 50 de ani, atingdnd valoarea maxima la 75 de ani. Intre 50 si
70 de ani, riscul imbolnavirii este de aproximativ 5%, iar rata mortalitatii depaseste valoarea de 1%
[25, 137].

Se stie, cd marea majoritate a cazurilor de cancer mamar sunt sporadice. Proportia fractiunii
ereditare a neoplasmelor mamare cu mutatii genetice este de aproximativ 8 - 12% [26, 130]. Istoricul
familial pozitiv este prezent doar la 5% dintre bolnave dar, e necesar de remarcat, cazurile familiale
ale caror rude prezinta exclusiv tumori mamare nu constituie decat jumatate din totalul cazurilor,
cealaltd jumatate cuprinzand cazuri aparute n familii In care s-au inregistrat pe langa cancer mamar,
tumori maligne ale altor organe: ovare, endometriu, colon, creier, tesuturi conjunctive etc. [103, 108].

Astfel, sindromul ereditar CGM si ovarian (HBOC = hereditary breast-ovarian cancer
syndrome) are la bazd o predispozitie genetica de a dezvolta aceastd patologie si se caracterizeaza
prin: existenta intr-0 familie a mai multor cazuri de cancer mamar, ovarian sau a ambelor forme;

asocierea la aceeasi persoana a ambelor forme de cancer; cancer mamar cu debut precoce.
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Numeroase studii efectuate au demonstrat, ca mutatiile in genele BRCA1 (Breast Cancer 1
Gene) si BRCA2 (Breast Cancer 2 Gene) care afecteaza linia germinald, sunt responsabile de marea
majoritate a cancerelor ereditare - mamar si ovarian [31].

Gene supresoare ale tumorilor, BRCAL si BRCAZ2, sunt acelea care codifica proteinele in
procesele de reparare a ADN-ului. Au fost comunicate relatari de peste 1200 mutatii ale genei
BRCAL si peste 1300 mutatii ale genei BRCA2. Desi persoanele cu HBOC mostenesc o alela
defectuoasd BRCA1 sau BRCA2 de la unul dintre parinti, acestia prezintd o a doua aleld functionald;
in cazul in care si cea de-a doua alela devine nefunctionala se dezvoltd procesul neoplazic, avand loc
acumularea mutatiilor aditionale. Se estimeaza, ca prevalenta mutatiilor BRCA in populatia generala
este de 1/300 — 1/800. In populatiile intemeiate de un grup incestral mic, anumite mutatii BRCA1 sau
BRCAZ2 se pot intalni mai frecvent si sunt denumite ,,mutatii fondatoare”. Aceste tipuri de mutatii au
fost identificate predominant la evreii Ashkenazi (din Europa de Est), canadienii francezi si la
islandezi. Asa maladii se dezvoltd mai precoce (25% din cazurile diagnosticate pana la 35 de ani sunt
ereditare), iar tumorile afecteaza, frecvent, ambele glande mamare [60, 65, 31].

Pand la sfarsitul anilor 80, cunostintele despre existenta predispozitiei genetice in
dezvoltarea tumorilor mamare se limitau la recunoasterea faptului cd in unele familii cel putin doud
femei apartinand aceleasi generatii dezvoltau cancer mamar sau ovarian Se cunoaste, de asemenea, ca
riscul aparitiei CGM la o femeie ale cdrei rude de gradul I (mama, sora, fiica) aveau cancer mamar
sau ovarian, il depasea de 2-3 ori pe cel inregistrat in populatia generala [89].

Antecedentele familiale au un rol foarte important in dezvoltarea cancerului ovarian, desi
44% dintre pacientele cu cancer ovarian seros de grad inalt si mutatice BRCA a liniei germinale dintr-
un studiu recent nu au raportat un istoric familial de cancer [89]. Femeile care au o ruda de gradul
intai cu acest tip de cancer prezintd o crestere de peste doud ori a riscului de cancer ovarian, in
comparatie cu femeile care nu au acest istoric familial. Totusi, numai 10% dintre cazurile de cancer
ovarian prezintd o mutatie genetica identificabila, de exemplu mutatiile predispozante ale genelor
BRCAL1 si BRCA 2. O mutatie BRCA 1 transmisa ereditar confera un risc de 15%-45% de aparitie a
cancerului ovarian pe toatd durata vietii §i un risc < 85% de aparitie a cancerului mamar. O mutatie
BRCA 2 creste riscul de aparitie a cancerului ovarian pe toata durata vietii pana la 10%-20%, iar
riscul de cancer mamar este < 85%. Femeile cu cancer ovarian ereditar au tendinta de a dezvolta
boala cu aproximativ 10 ani mai devreme decét cele cu forme sporadice ale bolii. Nu exista ghiduri
clare de testare genetica a pacientelor cu cancer ovarian. Aceasta recomandare este formulata pe baza
istoricului familial si a apartenentei etnice. Identificarea mutatiillor BRCA a devenit tot mai
importantd deoarece, In afara interventiilor chirurgicale de reducere a riscului $i a monitorizarii
pacientei si a familiei acesteia pentru identificarea cancerului mamar, in prezent apar terapii noi care

se adreseaza in mod specific cancerelor asociate cu mutatiile BRCA [116].
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Studiile epidemiologice in domeniul geneticii si cele de clonare pozitionald intreprinse in
anii 1990-1995 au imbogatit considerabil cunostintele despre predispozitia la neogeneza mamara. Au
fost create premize ale cuantificarii riscului unei femei cu antecedente familiale de cancer mamar de
a dezvolta, la randul ei, o tumora a aceluiasi organ. Analiza Inlantuirii genetice urmareste si
stabileasca cosegregarea maladiei cu markerii ADN-ului a caror pozitie este cunoscutd, scopul fiind
localizarea genomicd a genei morbide. Utilizandu-se aceasta metoda, s-a reusit cartografierea a trei
gene, ale caror mutatii se fac rdspunzatoare de constituirea predispozitiei la dezvoltarea CGM. Cele
trei gene au primit denumirea de BRCA1, BRCA2, BRCA3 si au fost localizate pe cromozomii
17921, 13912-13 si respectiv 8p [26, 31].

Gena BRCALI, de studierea careia ne-am preocupat, este localizata la nivelul cromozomului
1721, formata din 22 de exoni si codificd o proteina de 1863 de aminoacizi. Proteina BRCA1 este o
fosfoproteind nucleara cu rol important in mentinerea stabilitatii genomice si Tn supresia tumoral;
impreuna cu alte proteine supresoare ale tumorilor sau cu rol in transmiterea semnalului celular,
formeaza un complex cu subunitati multiple denumit BASC (BRCALl-asociated genome surveillance
complex); de asemenea se asociazd cu ARN-ul polimeraza II, intervenind astfel in transcriptie,
repararea ADN-lui dublu catenar, precum si in recombinare [116].

Mutatiile genei BRCAI1, ce conduc la erori in replicarea ADN-ului si proliferarea
necontrolatd a celulelor epiteliale, sunt raspunzatoare de aproximativ 40% din cazurile de cancer
mamar ereditar s1 mai mult de 80% din cazurile de cancer mamar si ovarian ereditare.

Splicing-ul alternativ detine rol in modularea localizarii moleculare si functionarea normala a genei
BRCAI. Au fost descrise mai multe variante de produsi de transcriptie unele fiind asociate cu mutatii
ce provoacd maladia. A mai fost identificatd si o pseudogeni, localizati tot pe cromozomul 17. in
literatura de specialitate este mentionat faptul, ca aceasa regiune de pe cromozomul 17 conine o
duplicatie in tandem (YBRCAL1), de aproximativ 30kb, care duce la aparitia a 2 copii ale exonilor 1 si
2 ai BRCAL, ale exonilor 1 si 3 ai genei adiacente denumita 1A1-3B, precum si a unei regiuni
intergenice de 295 bp. Prin secventiere s-a demonstrat, cd acesti exoni duplicati constituie
pseudogene neprocesate [33].

Un alt element caracteristic genei BRCAL il constituie secventele Alu repetitive. Au fost
identificate 45 de rearanjari genetice, care includ deletii si duplicatii intr-unul sau mai multi exoni.
Genomul uman contine peste 1 milion de copii de elemente Alu (un element la fiecare 5kb), care
aparent mediaza rearanjarile cromozomiale si recombinarea omoloaga, rezultand duplicatii, inversii
sau deletii. Aproximativ 41,5% din secventele intronice ale genei BRCAI sunt constituite din
elemente Alu, privite de multe ori ca factori genetici de instabilitate [31, 130].

Istoricul familial reprezinta o conditie non-modificabild de risc pentru dezvoltarea CGM,

manifestand unele asociafii familiale si genetice [18, 116]. Cercetarea intensd atat in oncologie
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experimentald, cat si biologie moleculara din ultimele decenii a extins foarte mult cunostintele despre
factorii genetici care predispun la dezvoltarea cancerului mamar si intelegerea mecanismelor genetice
ale carcinogenezei.

Forme determinate genetic pot fi presupuse in cazurile in care se identificd doud sau mai
multe rude de gradul I-II, varsta precoce la debutul maladiei (varsta 35-45 de ani), CGM bilateral,
cancer primar multiplu la pacienta sau rudele ei [7].

A fost demonstrat, cd cancerul mamar asociat cu modificari in gena BRCA1, in comparatie
cu cel sporadic, este caracterizat prin grad inalt de malignitate, o incidenta crescutd a tumorilor
estrogen §i progesteron-negative, frecventd mai mare a formelor morfologice rare, patomorfismului
terapeutic pronuntat pana la regresie totala [33, 89, 101].

Actualmente se constata o careva interdependentd genetica intre dezvoltarea CGM la pacientele cu

DZ, dar aceste relatiri nu poarta un caracter sistematizat [93, 176, 178].

1.4 Particularitatile clinico-morfologice si aspecte de tratament ale cancerului glandei
mamare asociat cu diabetul zaharat tip 2

Catre mijlocul anilor ‘80 ai secolului trecut la mul{i cercetdtori s-a creat impresia ca daca
CGM se asociaza cu DZ tip 2, atunci evolutia ulterioard a procesului oncologic ar putea fi mai putin
agresiva, cu perioada prolongata fara recidive si metastaze. in pofida faptului ca “rolul pozitiv” al DZ
in CGM ar parea explicabil (s-ar presupune cd asemenea formatiuni ar raspunde mai eficace la
tratamentul hormonal), se constatd ca existd mai multi factori care ar controversa un asemenea
concept. In afard de apectele hormonale si metabolice (inclusiv componenta steroidiani), se poate
atribui i micsorarea reactivitatii imune, reducerea rezistenfei antitumorale, alterarea manifesta a
ADN-ului (atdt nuclear, cat si mitocondrial), actiunea asupra proceselor de angiogenezd si
metastazare. Se va lua 1n consideratie si inducerea comorbiditatii asociate cu dereglarile
metabolismului glucidic: patologia cardio-vasculara si renala [113, 143].

Datele literaturii de specialitate demonstreaza cert rolul primordial al actiunii proliferative a
hormonilor steroizi ovarieni (de la debutul menarhei pana in perioada de menopauzd) asupra
epiteliului glandei mamare. In asa mod, devierlile fiziologice ale nivelului concentratiei de estrogen-
progesteron contribuie la un risc sporit in declansarea CGM. Menopauza tardiva - dupd 55 ani -
dubleaza riscul dezvoltarii CGM, comparativ cu menopauza precoce - pana la 45 ani [97, 157].

Conform altor pareri, pacientele cu CGM si DZ cu functia menstruald pastrata, mai frecvent
prezinta tumori ce nu contin receptori progesteronici (cu fenotipul ER+ si PR-) [164].

Alti savanti mentioneaza, ca hiperinsulinemia (un marker al insulinorezistentei), la aceeasi

localizare tumorala creste riscul progresarii si, respectiv, al deceselor in primii 5 ani ai supravegherii
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prospective. DZ preexistent conditioneaza frecventa crescutd a complicatiilor postoperatorii si se
soldeaza cu o micsorare a supravietuirii de 5 ani [115, 162].

Fleming et al., si Srokowski et al. au constatat, ca raspandirea procesului malign al CGM la
paciente cu DZ tip 2 fata de omologii lor nondiabetici, estimeazd o interdependenta directa cu un risc
majorat de depistare in stadiu mai avansat al maladiei (OR, 1.17; 95% CI, 1.08 - 1.27) (p<0.0001)
[71, 155]. Lipscombe LL et al.,2015, in studiul sau au realizat, ca pacientele cu CGM si DZ tip 2 au
fost diagnosticate mai frecvent in stadii avansate ale procesului, comparativ cu pacientele fara DZ
(19% vs 12%) [124].

In prezent, evolutia CGM se bazeaza pe factorii traditionali predictivi si de prognostic,
precum tabloul clinic, tipul morfopatologic si factorii biologici (expresia receptorilor hormonali si a
proteinei HER2/neu). Anume diversitatea tipurilor imunohistochimice ale tumorilor conditioneaza
evolutia nefavorabila a procesului malign cu aparitia de metastaze locoregionale si la distanta (in
special in primii 5 ani), supravietuire redusa si o rata de mortalitate relativ inalta [55, 71, 127].

Studiile anterioare au demonstrat, ca fenotipul imunohistochimic este un marker
independent de prognostic la pacientele cu cancer mamar atat la cele cu afectarea ganglionilor
limfatici regionali, cat si fara afectarea acestora. S-a observat, cd gradul III de diferentiere al
tumorilor maligne prezice o evolutie agresiva la pacientele cu CGM chiar si fard invazie ganglionara.
In plus, tumorile manifesta un pattern specific de diseminare la distanta, avand o predilectie pentru
metastazele viscerale, cerebrale si pulmonare, asociate cu un prognostic sumbru [87, 92, 111].

Asadar, examenul morfopatologic si imunohistochimic ramane a fi standardul de aur in
diagnosticul CGM la pacientele cu DZ tip 2, tinind cont de particularitatile etiopatogenetice, clinice
si, in cele din urma, ale evolutiei si prognosticului maladiei [92, 135].

Particularitati de tratament al pacientelor cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2.

Tratamentul cancerului mamar este prezentat de masuri complexe, multidisciplnare, care au
suferit in lungul timpului o evolutie impresionantd, datoritd progreselor realizate in studierea
particularitatilor biologice a tumorii, precum si a diversificarii metodelor aplicate. Metodele de
tratament specific utilizate In CGM includ: metoda chirurgicala, chimioterapeutica, radioterapeutica
si hormonala. Indicatiile §i etapizarea acestor procedee terapeutice depind de raspandirea procesului,
de varsta pacientei, de tipul imunohistocimic al tumorii si, nu in ultimul rdnd, de patologia
concomitenta a organismului [77, 162].

Particularitatile tratamentului chirugical al pacientelor cu CGM si DZ tip 2

Tratamentul chirurgical ramane si astazi pilonul principal in algoritmul terapeutic al CGM,

dar momentul operator si tipul de interventiei chirurgicale practicat au suferit in lungul timpului

modificari conceptuale.
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In functie de volumul tratamentului chirurgical al CGM se deosebesc urmaitoarele tipuri de
interventii chirurgicale: mastectomie radicala de diferite tipuri (Madden, Patey, Halsted etc),
mastectomie simpld, mastectomie paliativa, operatie organomenajanta (cu limfadenectomie regionala
a ganglionilor limfatici nivelul I-I1I), rezectie sectorala simpla si tumorectomie.

In functie de timpul efecturii tratamentului chirurgical interventiile pot fi: programate, de
urgentd sau urgentd amanatd (ultimile fiind efectuate conform indicatiilor vitale, in cazul
hemoragiilor active si/sau distructiei tumorale).

Tratamentului chirurgical al pacientelor cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2 rdmane a fi
o problema constanta. Pacientele cu CGM asociat cu DZ tip 2 prezintd o serie de particularitati, care
complica perioada perioperatorie:

. patologia de baza initiaza trecerea DZ latent in DZ manifest;

. reactiile inflamatorii sistemice conduc la dezvoltarea hiperadrenalinemiei §i acidozei,
decompensand DZ preexistent;

° functiile compromise ale ficatului, rinichilor, sistemului de coagulare conditioneaza

predispunerea catre dezvoltarea sindromului CID si a trombozelor;

. DZ concomitent agraveaza constant evolutia patologiei chirurgicale;
. predispunerea catre dezvoltarea complicatiilor septico-purulente;
o limforee abundenta si prolongata in majoritatea absolutd a cazurilor cu vitalizarea precara a

plagilor postoperatorii;
o tergivesarea si/sau restrictionarea tratamentului adjuvant postoperator;
o durata prolongata de spitalizare cu dezavantajul economic considerabil.

Raspunsul metabolic la actul anestetico-chirurgical influienteaza toate sistemele de reglare,
majorandu-se concentratia hormonilor de contrareglare (cortizol, catecolamine, glucagon, hormonul
de crestere; citokinele) cu micsorarea secretiei de insulind, inducerea hiperglicemiei, activarea
glicogenolizei si gluconeogenezei, intensificarea catabolismului prin proteoliza si lipoliza, formarea
de corpi cetonici, cresterea metabolismului bazal [129].

Complicatiile ce pot surveni in rezultatul actului anestetico-chirurgical si pot influienta rezultatele

imediate si la distanta sunt urmatoarele:

. metabolice (cetoacidoza diabeticd, coma diabetica hiperosmolara, acidoza lactica,
hipoglicemia);

o tulburari electrolitice: (hipopotasemie, hiperpotasemie);

° cardiovasculare (hipotensiunea arteriald, crize hipertensive, aritmii, infarct miocardic, edem

pulmonar acut);

. renale (insuficienta renala acuta, agravarea insuficientei renale cronice);
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J infectioase ( supurarea plagilor postoperatorii, limforee prolongata), etc.

Totalitatea problemelor enuntate impune realizarea unui complex de masuri, privind
pregatirea perioperatorie in cadrul procedeelor diagnostice si curative, selectarea tipului interventiilor
chirurgicale si a volumului optim al tratamentului chirurgical la pacientele cu CGM si DZ tip 2.

Unele studii stiintifice au demonstrat, ca pacientele cu DZ au beneficiat de tipuri de
interventii chirurgicale mai reduse, uneori chiar modificate, comparativ cu omologii lor nondiabetici.
in studiul realizat de van de Poll-Franse et al 2012, pacientele cu CGM si DZ cu varsta de 35 - 65 de
ani au beneficiat de tratament chirurgical in volum mai redus, fatd de pacientele fara diabet (1.01-
5.38; 2.32; 95% CI, p <0,05) [162]. De asemenea, pacientele cu DZ tip 2 insulinonecesitant (forme
subcompensate sau decompensate) mai rar au fost supuse tratamentului chirurgical radical, care
include si limfadenectomia regionala, fatd de omologii lor nondiabetici [163].

Particularitatile tratamentului chimioterapic |a pacientele cu CGM si DZ tip 2

Chimioterapia neoadjuvanta (preoperatorie) are ca scop micsorarea volumului tumoral si
diminuarea riscului de diseminare a celulelor maligne in timpul actului chirurgical. Este indicatd in
tratamentul cancerului mamar in stadiile evolutive incipiente, precum si in unele stadii local avansate
(IIB si IIIA), stadii in care este posibila interventia chirurgicald cu intentie de curativitate oncologica
[97, 99].

Existd opinii controversate referitor la necesitatea modificarii schemelor de tratament si a
dozelor preparatelor administrate pacientelor ce sufera de cancer mamar asociat cu diabet zaharat. Se
cunoaste, ca o regresie a cresterii tumorale se poate obtine in cazul administrarii unei doze >85% de
preparate chimioterapice programate [162].

Preparatele chimioterapice se elimind prin sistemul renal §i pot conditiona si agrava
nefropatia diabetica (derivatii platinei), prezinta efecte cardiotoxice (antraciclinele, trastuzumab) sau
pot conditiona neuropatii (derivatii platinei, taxanii, vincaalcaloizii).

Srokowski et al au evidentiat, cd numarul pacientelor cu DZ tratate cu antracicline (0,78; 95% CI,
0.71 - 0.87) si taxani (0,86, 95% CI, 0.75 - 0.99 ) a fost cu mult mai redus, comparativ cu pacientele
fara diabet [155].

Toate complicatiile mentionate ar trebui sd conditioneze micsorarea dozelor preparatelor
chimioterapice, prin urmare sa reduca rezultatele tratamentului si supravietuirea la distanta. Pe de alta
parte, dacd dozele preparatelor chimioterapice nu se vor coreja, se pot acutiza complicatiile diabetice,
cu aceleasi efecte asupra supravietuirii la distanta [155].

Unele complicatii specifice tratamentului chimioterapic (leuco-sau trombocitopenia, diareea
etc.) la pacientele cu DZ pot decurge intr-o forma mai grava, iar administrarea preparatelor
chimioterapice pot stimula hiperglicemia. Administrarea concomitentd a chimioterapiei cu

preparatele corticosteroide poate conduce, in unele cazuri, la dezvoltarea diabetului steroid , care
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ulterior necesitd administrarea insulinei. In cazul respectiv se va lua in consideratie tipul steroidului,
modul de administrare, durata tratamentului si doza sumard a preparatului. Importanta controlului
“asocierii corticosteroide” actualmente considerabil creste, deoarece tot mai frecvent chimioterapia se
combind cu doze mari de dexametazon, ce are un impact negativ asupra metabolismului glucidic
[143].

Particularitatile tratamentului radioterapic la pacientele cu CGM si DZ tip 2

Radioterapia neoadjuvantd are anumite indicatii, care difera in functie de: raspandirea
procesului, localizarea acestuia in cadrancle glandei mamare, varsta, patologia concomitentd a
pacientei si de metodele de tratament planificate [77].

Iradierea glandei mamare sau a cicatricii postoperatorii si a zonelor ganglionare regionale
efectuatd in scopuri curative este unul din modificatorii potentiali ai metabolismului glucidic si
impune o vigilenta sporitd in deosebi la pacientele cu DZ.

In studiul efectuat de Van de Poll-Franse et al 2012, pacientele cu CGM si DZ cu virsta >65
ani in comparatie cu omologii lor nondiabetici, au prezentat mai putine sanse pentru a primi
radioterapie din considerentele complicatiilor cardio-neuro-nefrotoxice (0,73, 95% CI, 0.60 - 0.88)
[162, 163].

Hormonoterapia ca metoda de tratament a pacientelor cu cancer mamar

Tratamentul pacientelor cu CGM include si utilizarea hormonoterapiei cu scopul minimizarii
concentratiei estrogenilor si efectelor estrogenice in organism. Apare intrebarea dacad prezenta DZ
modifica eficacitatea actiunii antitumorale a hormonoterapiei si daca exista vreo influienta asupra
evolutiei acestuia? In literatura de specialitate problemele respective nu sunt definitiv elucidate. Din
datele stiintifice studiate se poate de rezumat, cd metabolismul Tamoxifenului la pacientele cu DZ nu
se modifica considerabil si se poate de administrat in doze uzuale [68].

Alti savanti in domeniu au stabilit, ca la pacientele cu CGM si DZ care administreaza
Tamoxifen persista un risc majorat de progresare a maladiei, versus lotul care nu sufera de DZ Exista
pareri, ca la pacientele cu CGM si DZ tip 2 Tamoxifenul majoreazd considerabil dezvoltarea
proceselor hiperplastice ale endometriului, fata de paciente cu CGM ce nu sufera de DZ [42, 73].
Unii autori relateaza, ca administrarea Tamoxifenului la pacientele cu diabet zaharat ar conditiona
aparitia mai frecventd a tromboemboliilor si administrarea acestuia ar fi contraindicata [162].

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Printre multiplele studii stiintifice ce vizeaza modalitatile de asociere a CGM-DZ tip 2 sunt doar
relatdri sporadice, nesistematizate, care ar relata careva particularitati la aceasta categorie de paciente.
In cazurile asocierii CGM si a DZ tip 2 raman a fi elucidate partial si incomplet asa particularititi

cum ar fi: imunitatea specifica si nespecifica, particularitatile clinice, raspandirea loco-regionala a
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proceselor maligne, caracteristicele morfopatologice si imunohistochimice ale tumorilor, gradingul
tumoral, gradul de raspuns al tumorilor la tratamentului neoadjuvant si corelarea cu factorul genetic.
Cunoasterea elementelor sus-mentionate ar prezenta o posibilitate reald in individualizarea
tratamentului proceselor neoplazice asociate cu DZ tip 2.

2. In conformitate cu datele stiintifice in domeniu, care relateaza despre minimalizarea sau chiar
refuzul tratamentului specific la aceste paciente (din cauza numarului mare de complicatii), se
impune modificarea schemelor standarde de tratament la toate etapele. Actualul studiu stiintific pe
care l-am initiat este necesar pentru intelegerea dependentei etiopatogenetice intre CGM si DZ, a
corelatiei formelor clinico-morfologice ale cancerului mamar cu durata si gravitatea diabetului

zaharat si a interactiuni imuno-genetice posibil existente.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a metodologiei de cercetare si designul studiului.

Studiul reprezintd o analizd complexa, structurald si prospectivd a datelor clinice,
anamnestice, imuno-genetice si morfopatologice a 246 paciente cu CGM investigate si tratate in
IMSP 10 1n perioada anilor 2010-2014.

Pacientele investigate au fost divizate in 2 loturi: lotul I (lotul de baza) a fost format din 107
paciente cu CGM asociat cu DZ tip 2 si 139 paciente cu CGM fara DZ, care au format lotul II
(lotul de control). Varsta medie a pacientelor incluse in studiu a constituit 57,56 + 0,21 ani.

Determinarea genei BRCA1 s-a efectuat la 108 paciente, dintre care la 64 paciente cu
CGM si DZ tip2 si la 44 paciente numai cu CGM. Loturile au fost divizate in grupuri in functie de
prezenta mutatiei BRCA 1 5382 ins C: lotul I ( CGM asociat cu DZ) — in grupul A - pacientele cu
prezenta mutatiei majore BRCA1 5382 ins C, grupul B — pacientele fard mutatie respectiva; lotul
Il ( CGM nondiabetice) — in grupul C — pacientele cu prezenta mutatiei majore BRCA1 5382 ins
C, grupul D — pacientele fara mutatie genetica.

Pacientele ambelor loturi au fost divizate in dependentd de tratamentul specific
administrat atat pentru cancerul mamar, cat si pentru diabetul zaharat.

Pentru cancerul mamar:

e fard tratament neoadjuvant;

e cu tratament neoadjuvant (PCT, RT, PCT si RT);

e cu tratament chirurgical (mastectomie radicald/paliativd, operafie economa, rezectie
sectorald).

Pentru diabetul zaharat:

Tratament cu insulina;
1. Tratament cu metformina;
2. Lipsa tratamentului medicamentos specific;
La 82 paciente (51 paciente cu CGM si DZ tip 2 si 31 - cu cancer mamar fara DZ tip 2)
s-a determinat nivelul glicemiei atat in plasma sangvina, cat si in limfa din plagile postoperatorii.
Grupurile au fost omogenizate conform raspandirii proceselor maligne (stadiul II b) si volumului
interventiilor chirurgicale. S-a apreciat nivelul glicemiei in serul sangvin si continutul limfatic al
plagii la a 7- 10 zi postoperator.
Pacientele au fost investigate si tratate in sectiille de mamologie nr. 1 si nr. 2,
chimioterapie, radioterapie, laboratorul imuno-genetic si morfopatologic si cabinetele de profil ale
CCD al IMSP Institutul Oncologic. Investigatiile genetice au fost efectuate in Laboratorul de

referintd In microbiologie din cadrul Centrului National de Sanatate Publica.
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Conform cerintelor actuale, pacientele au fost incluse in studiu in baza criteriilor de

includere si excludere, care au fost respectate strict.

Criteriile de includere in studiu:

1. Diagnosticul confirmat de GCM,;

2. Diagnosticul confirmat de DZ tip 2;

3. Varsta intre 40 — 75 ani;

4. Acordul pacientei.

Criteriile de excludere din studiu au fost urmatoarele:
Diabet zaharat tip 1;
Hepatitele virale cronice si cirozele;
Tratament cu glucocorticosteroizi (nu mai mult de 2,0 mg/kg/corp in ultimele 10 zile);
Tratamentul chimioterapic si radioterapic neoadjuvant efectuat ultimele 21 zile;
Patologia cardiaca si pulmonara decompensata;

Insuficienta renald (gradul IV-V K-DOQI);

N o g k~ w D E

Refuzul pacientei de a participa in studiu.
Drept sursd principala de informatie despre parametrii studiati au servit observatiile
asupra pacientelor, fisele medicale si datele din cartele de ambulator. In scopul procesrii statistice
au fost elaborate chestionare speciale in care au gasit codificare datele clinice si paraclinice ale
pacientelor investigate.

Tipul de cercetare si designul studiului

Pentru a realiza scopul si obiectivele cercetarii este planificat studiul clinic controlat.

Pentru a determina unele aspecte imuno-genetice si clinico-morfologice la pacientele cu cancer

mamar si diabet zaharat tip 2 numadrul necesar de unitati de observatie s-a calculat dupa

urmatoarea formula ( formula 2.1):

1 2x(Za+ZB)% P(1-P)
T - (Po—Py)?

n (21)

unde:

P, = Proportia pacientelor cu cancer glandei mamare asociat cu diabet zaharat tip 2. Conform
datelor bibliografice la acestea paciente apar dereglari imunogenetice si clinico-morfologice in
mediu in 55, 0% cazuri (Py=0,55)

P; = Proportia pacientelor cu cancer glandei mamare fara diabet zaharat tip 2 la care dereglari
de acest ordin vor aparea 1n 25,0% cazuri (P1=0,25);

P = (Po + P1)/2=0, 40;

Za — valoarea tabelara. Cand ,,a” — pragul de semnificatie este de 5,0% , atunci coeficientul

Za =1.96;
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Zg — valoarea tabelard. Cand ,,f” — puterea statistici a comparatiei este de 80,0%, atunci
coeficientul Zg = 0,84;

f = Proportia persoanelor posibil s abandoneze studiului din diferite motive in afard de efectul
investigat g = 1/(1-f), f=10,0% (0,1);

In asa fel, am obtinut numirul pacientelor care era necesar de inclus in studiu: in lotul I - 77
paciente, in lotul II - 99 paciente. Numarul pacientelor din ambele loturi a fost majorat cu 30 %
pentru veridicitate maximala a rezultatelor.

Pacientele incluse in studiu au fost examinate clinic si paraclinic, cu utilizarea
chestionarelor individuale specifice nozologiilor cercetate conform design-ului elaborat (figura
2.1).

| Criterie de includere” > RularedilMSIAee | Criterile de excludere >
246 paciente

CGM cu DZ tip 2 CGM fara DZ tip 2
107 paciente ( 139 paciente ( Lotul
I ntul 1) In
CGM cu tratament CGM fara tratament
neoadjuvant neoadjuvant

(RT DCT DOT+RT) /

CGM cu tratament chirurgical
(mastectomie, operatie
menajanta,
rezectie sectorala)

v l v

Investigatii specifice, generale, caracteristici ai statutului biologic
(metabolice, imunologice, hormonale, genetice BRCA1)

ANALIZA S| PRELUCRAREA DATELOR OBTINUTE

CONCLUZII CU ELABORAREA RECOMANDARILOR

Fig. 2.1. Design-ul studiului
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In chestionarul individual al pacientelor cu CGM si DZ tip 2 au fost codificate si
prelucrate datele ce tin de informatia pasaportald, manifestarile clinice ale cancerului mamar si ale
DZ tip 2, timpul depistarii patologiilor, investigatiile imunologice, genetice, (prezenta mutatiei in
gena BRCA 1), instrumentale, examenul morfopatologic al tumorilor maligne etc.

Pacientele cu suspectie la hiperglicemie sau hiperglicemie vaditd au fost consultate de
catre endocrinolog pentru confirmarea sau infirmarea diagnosticului de DZ si pentru stabilirea sau
corectia schemei de tratament a DZ tip 2.

Diagnosticul de DZ tip 2 a fost stabilit In baza criteriilor de diagnostic incluse in
Protocolul Clinic National ,,Diabetul zaharat” (PCN — 33, elaborat in anul 2008, revazut in
2012/2015)

Criteriile de diagnostic pentru diabetul zaharat tip 2 sunt:

J glicemie a jeun (pe nemancate) >126 mg/dl (7,0 mmol/l) si/sau

J glicemie >200 mg/dl (11,1 mmol/l) in timpul zilei.

Nivelul glicemiei se repeta in zile diferite pentru confirmarea rezultatelor.

2.2. Metodologia de cercetare si de acumulare a datelor

Investigatiile standarde la pacientele lotului de studiu au fost efectuate in laboratoarele:
biochimic, imuno-genetic, morfologia tumorilor, sectiile tomografie computerizata si ecografie,
radioimagistica ale IMSP Institututl Oncologic si in Centrul National de Sanatate Publica,
Laboratorul de Referinta in Microbiologie.

1. Metodele de investigatii pentru aprecierea si confirmarea diagnosticului de CGM si
aprecierea extinderii procesului tumoral (clinica, instrumentala, citologicad, morfologica,
genetica etc.)

Metode de laborator:

. Hemoleucograma si aprecierea VSH-ului a fost efectuatd cu ajutorul analizatorului
hematologic PCE 210;

J Glicemia a fost determinata prin metoda enzimaticd-calorimetrica cu ajutorul reactivului
de diagnostic in vitro ELITech (Franta);

. Nivelele ALT, AST au fost determinate prin metoda IFCC modificatd fara fosfat de
piridoxal cu ajutorul reactivului de diagnostic in vitro ELITec;

. Ureea si creatinina serice au fost determinate prin metoda enzimatica-UV cu ajutorul
reactivului de diagnostic ”in vitro” ELITech;

. Nivelul colesterolului a fost determinata prin metoda enzimatica-calorimetricd cu

ajutorul reactivului de diagnostic in vitro” ELITech;
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Concentratia fibrinogenului a fost determinata prin cantitatea de fibrind formata la

coagularea plasmei de catre surplusul de calciu;

prezenta unei cantitati optime de calciu si a surplusului de tromboplastina tisulara;

Protrombina s-a apreciat dupa timpul de coagulare a plasmei sdrace in trombocite in

Analiza generala a urinei a fost efectuata dupa metoda standard,;
Metode instrumentale
Mamografia in 2 proiectii;

Radiografia organelor cavitatii toracice;

USG glandelor mamare, glandei tiroide, a organelor abdominale si a bazinului;

Scintigrafia scheletului in regim “’corp-integru”;

Tomografie computerizatd sau tomografia prin Rezonanta Magnetica
(la necesitate).

3. Investigatii specifice pentru stabilirea diagnosticului si aprecierea gradului de

compensare al diabetului zaharat tip 2.

Investigatii de laborator specifice diabetului zaharat:

spectrofotometrice cu schimb de ioni. Dupa prepararea hemolizatului, din care au fost nlaturate
fractiile instabile, hemurile sunt retinute cu smoala de schimb cationic. Hemoglobina Alc se
evalueaza dupa spalarea fractieit Hemoglobin Ala+b si se médsoard prin metoda fotometrica directa

pe lungime de unda 405 hm. Rezultatele evaluarii hemoglobinei glicozilate s-au apreciat conform

Hemoleucograma;

Analiza biochimica a sangelui;

Glicemig;

Colesterolul total, trigliceridele HDLC, LDLC;
Proteina serica totala, reactiile proteice;
Enzimele hepatice;

Bilirubina, ureea, creatinina;

lonograma (K, Na, Ca);

Aprecierea glucozei si a corpilor cetonici in urina nictemerala;
Proteinuria nictemeral3;

Sumarul uriner;

Microalbuminuria;

Hemoglobina glicozilata.

Hemoglobina glicozilata a fost apreciatd conform metodei cromatografice-
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Protocolului Clinic National ,,Diabet zaharat necomplicat”, elaborat in anul 2008, revazut in
2012/2015:

o 6-6,5% reflecta o compensare optimala a DZ pe parcursul ultimelor 1-2 luni
. 6,6-7,0% — nivelul satisfacator de compensare (subcompensare)
. peste 7,0% — gradul nesatisfacator de compensare (decompensare)

Investigatii instrumentale specifice diabetului zaharat:

o Electrocardiografia;

o Ecocardiografia;

o Examen radiologic al organelor cutiei toracice;

o Urografia cu contrast;

o Altele ( in dependenta de complicatiile diabetului zaharat)

Investigatiile specifice se efectuiaza pentru determinarea gradului de severitate
al DZ tip 2 (usor, mediu, grav), a nivelului compensarii (compensat, subcompensat, decompensat)
si a complicatiilor acestuia (microangiopatia diabetica: retinopatia, nefropati, neuropatia si
macroangiopatia  diabeticd:  cardiopatie  ischemicd, insuficientd cardiacd, afectiuni
cerebrovasculare, angiopatie periferica, hipertensiune arteriala, dislipidemia si diverse afectiuni
asociate).

o Examenul citologic si morfopatologic al materialului prelevat

Investigatiile citologice pentru confirmarea diagnosticului de CGM au fost efectuate in
laboratorul citologic al IMSP IO, pregatind frotiuri prin biopsia aspiratorie a tumorilor si
ganglionilor limfatici cu fixarea si colorarea prin metode standard.

Confirmarea caracterului morfopatologic al tumorii si starea ganglionilor limfatici regionali a
fost efectuatd in laboratorul morfopatologic al IMSP IO. Fixarea si colorarea preparatelor s-a
realizat prin metoda standard cu hematoxifilin-eozina.

Investigatia profilului imunohistochimic al tumorilor maligne.

Investigatia profilului imunohistochimic a fost efectuata in laboratorul
morfopatologic al IMSP 10. Reactiile imunohistochimice s-au realizat pe 7 sectiuni de 4 microni
obtinute din blocurile incluse la parafind, care au fost intinse pe lame de sticla pretratate cu
polilizina sau incarcate electric, care au utilizat un panel bogat de anticorpi.

Procesarea tisulara: Specimenele, tumora primara si metastaza limfonodalad au
fost plasate intr-o caseta si ulterior procesate in conditii identice: fixate In formalind tamponata de
10% timp de 24 - 48 ore si incluse in parafina conform unui protocol special. Pentru investigatiile
histopatologice de rutind sectiunile de tesut de 4-6 pum grosime au fost aplicate pe lame cu

polilizina, au fost colorate cu hematoxilina si eozina si apoi incluse n termostat la 37°C timp de 6
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ore sau la temperatura camerei timp de 12 ore. S-a utilizat metoda de lucru indirecta in doi timpi,
folosind tehnica EnVision de amplificare polimerica. Metoda se bazeaza pe utilizarea unui
anticorp secundar marcat, acesta avand specificitate impotriva anticorpului primar nemarcat, atagat
antigenului tisular si care devine la randul sdu un antigen. Procedura de lucru LSAB HRP
presupune parcurgerea urmatorilor timpi: incubare cu Ac primar, incubare cu Ac secundar
biotinilat, incubare cu streptavidina conjugata.

Criteriile de excludere utilizate in studiul imunohistochimic au fost reprezentate de
existenta zonelor de necroza si/sau ale ulceratiilor extensive la nivel tumoral. Intru evitarea
interpretarilor false privitor la procesarea tisulara, specimenele (tumora primara si ganglionul
limfatic) aceluiasi caz au fost incluse intr-un singur bloc de parafina, iar sectiunile ulterior colorate
- pe aceias lama histologicd. Metastazele limfoganglionare au fost confirmate imunohistochimic
cu un cocktail de citokeratine AE1/AE3. Suplimentar, sectiunile au fost colorate cu 5 anticorpi
monoclonali utilizand tehnici imunohistochimice de rutina. Toate etapele imunohistochimice au
fost efectuate automat prin utilizarea autostainer-ului Leica bond-Max (Leica biosystems,
Newcastle UponTyne, UK). Contracolorarea nucleilor s-a efectuat cu hematoxilind modificata.
Rezultatul reactiilor imunohistochimice constd in vizualizarea antigenilor investigati cu ajutorul
cromogenului DAB, care determind un precipitat brun nuclear. In studiul imunohistochimic

efectuat am utilizat anticorpi concentrati, produsi de firma DAKO Cytomation, Danemarca.

Tabelul 2.1 Anticorpii monoclonali utilizati pentru determinarea RE si RP

Antigen Clona Specificitate Producator Dilutie
Receptor

RE 1D5 nuclear  pentru Neomarkers 1:100
estrogen
Receptor

RP 1A6 nuclear  pentru Neomarkers 1:25
progesteron
Proteina

HER2/neu Poli membranara a DAKO 1:250
genei HER2/neu

Anticorpii primari utilizati pentru pentru receptorii hormonali de estrogen (RE)
si progesteron (RP) au fost: anticorpii monoclonali anti-Human Estrogen Receptor clona 1D5,
anticorpii monoclonali anti-PR clona PR 1A6, produsi de firma Dako Cytomation — Danemarca.
In scop de control negativ am utilizat ractivele DAKO Universal Negative Control, iar anticorpii

folositi au fost furnizati in stare deja preparata. Pentru control negativ extern (RE, RP) s-au utilizat
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sectiuni de la aceleasi cazuri, tratate cu solutie de control in locul anticorpului, iar pentru controlul
pozitiv extern (RE, RP) - tesutul glandular mamar normal. in cazul receptorilor hormonali,
pattern-ul celular de colorare a fost cel nuclear. Am utilizat sistemul semicantitativ de evaluare
Allred (tab. 2.2) tinand cont de numarul de nuclee pozitive si intensitatea coloratiei, cu notare de la

0 la 3 (negativ, slab, moderat si intens).

Tabelul 2.2 Evaluarea semicantitativa a expresiei nucleare a RE, RP
in raport cu scorul Allred

Scorul numeric (PS) Scor de intensitate
(1S)

1 = <1% nuclei pozitivi 1 = slab pozitiv

2 = 1-10% nuclei pozitivi 2 = moderat pozitiv

S3 = 11-33% nuclei pozitivi 3 = intens pozitiv

4 = 34-66% nuclei pozitivi

5 =67-100% nuclei pozitivi

Pentru evaluarea rezultatelor imunohistochimice in urma marcajului pentru (RE) si (RP)
a fost luat in consideratie numai marcajului nuclear. Comparand cu datele literaturii, pentru studiul
nostru s-a utilizat o valoare prag de 10% celule tumorale pozitive, farad a tine cont de intensitatea
reactiei

Pentru interpretarea rezultatelor imunomarcajului HER2/neu s-au folosit criteriile
recomanate de ASCO si CAP in 2013 (tab.2.3) [8].

Tabelul 2.3 Criteriile de interpretare a imunomarcajului la HER2/neu
(ASCO/CAP, 2013)

Criterii de interpretare Scor Categoria

Nu existd marcaj membranar (0) sau marcaj
membranar slab, incomplet (1+) in orice % 0-1 Negativ
de celulele tumorale

Marcaj membranar complet, cu intensitate
maxima (chichen-wire pattern) in </=30%
din celulele tumorale. Marcaj membranar 2+ Echivoc
complet, heterogen, slab sau moderat in cel
putin 10% din celulele tumorale

Marcaj membranar complet, omogen, cu
intensitate maxima (chichen-wire pattern) in 3+ Pozitiv
>30% din celulele tumorale.
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Pentru stabilirea scorului HER2/neu s-a cuantificat numai pe componenta invaziva, deoarece
componenta In situ (eventual prezenta pe preparat) nu se evalueaza.

Ulterior, s-a analizat expresia receptorilor hormonali — RE, RP si a HER2/neu prin
incadrarea lor in grupuri cu imunofenotip specific, care au fost raportate la clasificarea moleculara
in functie de parametrii clinico-morfologici evaluati in studiu, cu accent pe cei cu valoare
prognostica dovedita. Clasificarea moleculara a cazurilor selectate s-a realizat prin tehnica
imunohistochimica pe baza datelor din literatura de specialitate [50, 74]. Ca urmare, in functie de
statusul RE, RP si HER2/neu am incadrat cazurile in 4 clase moleculare comform clasificarii St
Gallen international expert consensus 2015 (tabelul 2.4).

Tabel 2.4 Clasele moleculare ale cancerului mamar definite imunohistochimic
(Clasificarea St Gallen international expert consensus 2015)

Subtip RE RP HER-2/neu Ki- 67
Luminal A + + _ <15
Luminal B + + + >15
HER pozitiv + _ + -
Bazal-like _ _ _ -
J Investigatii imunologice s-au efectuat in laboratorul imuno-genetic al IMSP Institutul

Onologic. S-au studiat unii indici ai imunitatii: T limfocite CD3; T limfocite helperi CD4; T
limfocite citotoxice CD8; T limfocite mature CDS5; Kileri naturali CD16/CD25, de asemenea
raportul indiciilor CD4/CD8 si CD4+CD8/CD3, care s-au efectuat prin teste de imunofenotipare
cu aprecierea antigenelor CD (subpopulatii ale limfocitelor).

Limfocitele au fost identificate din sangele periferic cu Ethylenediaminetetraacetic acid,
antiagregant prin centrifugare cu gradientul Ficoll-Paque (densitate 1,077 gr/ml). Volumul de 1-
0,1 min de limfocite - 50 mcl s-au introdus in eprubete pentru centrifugare pe o tableta rotunda cu
96 godeuri. La aceste celule s-au adaugat 5 mcl anticorpi monoclonali testati, care au fost incubate
45 min la temperatura +4°C. La sedimentul celulelor spilate se adiugau 50 mcl F (ab) 2-fragmente
de anticorpi de ovine la Ig de soareci, marcate FITC si dizolvate 1:100. Pentru dizolvare s-a
utilizat PBS, ce continea 0,5% gelatinad si 0,1% azida de sodiu. Celulele au fost suspendate si
incubate 30 min la temperatura +4°C, dupa ce de doui ori au fost spilate. Dupi centrifugarea
definitiva si eliminarea de supernatant la sedimentul celulelor s-a addugat 50 mcl 1% de
paraformaldegida la solutie tampon-fosfat-salin (pH 7,4). Ponderea (%) celulelor fluorescente se

determina la examinarea a 200 limfocite.
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J Investigatiile genetice au fost efectuate in Centrul National de Sandtate Publicd,
Laboratorul de Referintd in Microbiologie. In studiu am utilizat setul BRCA1 5382insC test,
productia laboratorului OOO «I enoTexnonoeus» Moscova, prima intreprindere din Rusia, care a
elaborat si introdus tehnologii molecular —genetice in medicina practica.

Determinarea frecventei mutatiei majore a genei BRCA1 5382insC s-a efectuat la 108
paciente din lotul de studiu prin cuantificarea expresiei genice prin cea mai performanta tehnica
Real-Time qPCR, pentru 8 gene candidat si doua gene de referintd. Amplificarile Real-Time pentru
cuantificarea moleculelor in JPCR au fost realizate folosind aparatul 7500 Real-Time PCR System,
Applied Biosystems. Detectia fluorescenta a cresterii numarului de molecule a fost realizata in
sistem Tagman. Rezultatele de cuantificare au fost interpretate atdt prin sistemul comparatiei
curbelor standard, cat si prin metoda DDCt.

Setul a fost utilizat pentru determinarea variantei polimorfe respective a genei BRCA1,
care e caracteristica pentru formele genetice ale cancerului mamar si ovarian. Frecventa mutatiei
BRCA1 5382insC este majora printre alte defecte ale genei BRCAI1 si constituie de la 8-15 % in
populatia diferitor tiri. In calitate de materialul clinic testat am utilizat ADN-ul genomic, detectat
din leucocitele sangelui periferic. Setul de testare este bazat pe metoda PCR in timp real cu
utilizarea sondelor fluoriscente hidrolizate in procesul amplificarii genice.

Diferenta intre compatibilitatea sondelor respective cu varianta aleld mutanta sau
normala a genei BRCA1 sta la baza capacitatii de detectare a mutatiei majore in setul — test
utilizat.

Sistemul de testare se bazeaza pe o metodd de timp real tehnologie PCR TagMan
folosind ADN-ul genomic. Sistemele de testare JAK2V617F-test, MPLW515L / K-test pot fi
folosite att ca o evaluare calitativa a prezentei mutatiilor, cat si pentru determinarea cantitativa a
raportului de alele normale si mutante. Cuantificarea este important sd se evalueze raspunsul
pacientelor la terapie, monitorizarea evolutiei bolii. Restul sistemului de testare pentru
discriminare alelica permite analiza calitativa a prezentei variante alelice relevante clinic. AND-ul
a fost extras din sangele periferic. O metoda particularda de PCR-multiplex alela- special a fost
folosita pentru a depista mutatia recurenta 5382insC. Amplificarea si secventierea Sanger au fost
utilizate pentru a confirma prezenta mutatiilor.

Principiul metodei consta in determinarea cantitativd a expresiei formelor mutante
5382insC in gena BRCA1 prin doua operatiuni succesive extragerea AD- ului total din materialul
clinic, efectuarea reactiei de amplificare in timp real cu detectarea ulterioara a produselor reactiei.
In baza curbelor de calibrare (care se calculeazi conform standardelor cu concentratia cunoscuti)
se determind numarul copiilor mutante 5382insC in gena BRCA1 (mutanta si normald), ce permite

determinarea concentratiei relative a formelor mutante.
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Sistemul de testare in regim ,,timp real” depisteaza semnalele fluoriscente ce indica
prezenta variantei mutante 5382insC a genei BRCA1 sau a variantelor de alele normale .

Volumul amestecului reactiv constituie 25 mcl. Fiecare mostrd se analizeaza prin 2
tipuri de reactii-cu sondele mut sau wt. in asa fel, fiecare mostra a materialului clinic studiat
participa in 4 reactii paralele: 2 reactii varianta mut si altele 2 —varianta wt, adica norma. Toate
reactiile se dubleaza pentru veridicitate maximala.

Sistemele de testare sunt concepute pentru analiza in 2 sau 3 repetari ale 100 probe
clinice, un esantion martor din ADN cu diferite variante alelice si probe de control negativ.

2.3. Metode de procesare statistica si analiza rezultatelor obtinute: Pentru prelucrarea
statistica a datelor obtinute in studiul efectuat am folosit metoda interveivarii standard, metodele
de analiza matematica si statistica, utilizand indicatorii relativi, media aritmetica si marja de eroare
a acesteia.

Rezultatele evaluarilor cantitative ale valorilor parametrilor investigati au fost supuse
analizei statistice dupa metoda cercetarii selective, evaludnd mediile aritmetice si erorile
acestora. Tinand cont de prezenta grupelor cu mai multe tipuri ale variatelor (nominale si

scalare), pentru prelucrarea statistica au fost utilizate doua variante de prelucrare corelativa:

1. in cazul cand ambele variate au corespuns tipului nominal s-a calculat tabelul frecventei
distributiilor comune, care a fost verificat cu ajutorul criteriului %

2. in cazul cand una din variate a corespuns tipului nominal, iar alta tipului scalar, atunci
conform datelor variatei de tip nominal grupul a fost separat in subgrupuri cu cercetare initiald a
valorilor tip scalar dupa metoda Student i analizei dispersiei.

Datele obtinute in rezultatul investigatiilor de program au fost prelucrate computerizat prin
metode de analiza variationald, corelationala si discriminanta. Gradul de concludenta al relatiilor
corelative dintre parametrii evaluati s-a estimat dupa coeficientul de corelatie r [89].

Coeficientul corelarii valorilor se determina prin formula ( formula 2.2):

rzh)=uzh)+(o(z) x o(h)) (2.2)

Coeficientul corelarii demonstreaza puterea si directia dependentei liniare a doua valori,
el se afld in limitele -1 si +1 si corespunde valorilor -1 sau +1 doar in acel caz, cand valorile z si h
au dependenta liniara, adica pentru unele constante a si b se efectueaza ecuatia z=(a+b) x h.

In cazul cand constanta b este pozitiva coeficientul este egal +1 si -1 — cand este negativa. In
asa fel, valorile r de 0,3-0,4 se considerd o corelatie slaba, valorile situate in intervalul 0,3-0,7
atestd o corelatie medie, cele de peste 0,7 — o relatie corelativd remarcabila. Corelatiile statistice
dintre parametrii calitativi s-au redat prin tabele de contingenta, iar pentru verificarea ipotezei de
independent a liniilor si a coloanelor s-a folosit criteriul KSI? (4%). Concludenta diferentelor dintre

valorile medii ale parametrilor studiati in diferite loturi s-a determinat folosind criteriul t-Student.
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Pentru valorile nonparametrice au fost calculati coeficientii de corelare nonparametrica Spearman,
Kendall tau, gamma (Rr). Analiza Box-Plot permite reprezentarea grafica a repartitiei valorilor
maxime — minime, mediei aritmetice si a deviatiei standard pentru fiecare variabila.

Analiza regresionald se bazeaza pe analiza corelationala, dar spre deosebire de aceasta,
indica nu doar gradul de dependenta si orientarea intre factori, ci §i ecuatia matematica a acestor
relatii, ceea ce are o importanta predictiva pentru medicul clinician. Analiza clusteriand, una dintre
analizele de baza pentru clasificarea obiectelor, pune in evidenta gradul de similitudine/deosebire
intre variabile (persoane, parametri s.a.). Analiza prezinta o procedura statistica multidimensionala
care implica colectarea datelor si repartifia acestora in grupuri relativ uniforme in baza distantelor
euclidiene, prin metoda Ward. Analiza clusteriana s-a efectuat in baza construirii dendrogramelor,
care determind gradul de apropiere al valorilor dupa principiul dependentei si influentei unuia
asupra altuia.

Analiza scanarii multiple s-a efectuat in baza matritei distantelor euclidiene si prezinta
repartitia obiectelor in spatiul n-metric tridimensional.

Analiza factoriala corelationala ANOVA stabileste gradul de interactiune intre factori si
ponderea procentuald a diferitilor factori (independenti) in sursa de variatie a altui factor
(dependent). Acest test are avantajul cd poate compara in acelasi timp valorile mai multor loturi, in
vreme ce testul t-Student nu poate face acest lucru. Masuratorile se fac pe mai multe loturi pe care
programam sa le compardm din punct de vedere al valorilor si interdependentei lor. Datele au fost

prelucrate statistic in pachetul de soft STATISTICA 7.0

2.4 Concluzii la capitolul 11

1. Studiul este bazat pe analiza rezultatelor obtinute in urma utilizarii unui algoritm
complex de investigare si cercetare stiintificd a unui numar de 246 de paciente, care au format
lotul de baz si lotul de control. Loturile studiate au fost omogenizate si comparabile. Studiul
efectuat a purtat un caracter clinico-analitic.

2. In cercetare au fost utilizate metode stiintifice logistice, asa ca analiza si sinteza,
deductia si inductia, care au fost utilizate pentru reviul literaturii de specialitate si pentru
formularea concluziilor. Observatia directa si indirectd (examenul clinic al pacientelor suplimentat
de analiza fiselor de observatie) si comparatia au stat la baza studiului clinic efectuat. Pentru
selectarea pacientelor incuse in studiu s-au utilizat criteriile de includere si excludere. Analiza
datelor stiintifice obtinute s-a efectuat in baza criteriului ”caz-control”.

3. Din punct de vedere etic studiul nu a inclus elemente de experimentare umana. Avand
in vedere prezenta in studiu a indicilor cu mai multe variate (nominale si scalare), datele statistice

s-au prelucrat separat.
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3. PARTICULARITATILE IMUNO-GENETICE LA PACIENTELE CU CANCER
MAMAR ASOCIAT CU DIABET ZAHARAT TIP 2.
3.1.Determinarea mutatiei 5382insC in gena BRCAI1 la pacientele cu cancer mamar asociat cu

diabet zaharat tip 2

Actualmente este recunoscut faptul, ca mutatiile in genele BRCA1 si BRCA2 care afecteaza linia
germinald sunt responsabile pentru aparitia cancerelor ereditare: mamar si ovarian. Frecventa factorului
ereditar cu mutatii genetice in neoplasmele mamare este de 8-12%

Gena BRCA1 a fost identificata prin clonare pozitionala pe bratul lung al cromozomului 17 (17q12-
21). Aceasta codifica o proteina care constda din 1863 aminoacizi BRCA1 / 2 — gene — supresoare de
proliferarea celulelor, inactivarea de ambele alele care conduc la diviziunea necontrolata si in cele din
urma la aparitia unei tumori maligne.

A fost demonstrat ca cancerul mamar BRCAT asociat, in contrast cu cel sporadic, este caracterizat
de un grad inalt de malignitate, o incidenta crescutd a tumorilor estrogen si progesteron-negative,
frecventa mai mare a formelor morfologice rare, pathomorphism terapeutic pronuntat pana la regresie
totald. S-a constatat ca supravietuirea pacientelor cu cancer ereditare ale sistemului reproductiv feminin
este mult mai mare decat in grupul total de pacienti, indiferent de stadiul si de tratament: 5 ani de
supravietuire a pacientilor cu CGM ereditar este de 75% (populatia generala - 43%)

Reamintim, ca determinarea genei BRCA1 s-a efectuat la 108 paciente, dintre care la 64 paciente cu
CGM si DZ tip2 si 44 - cu CGM fard DZ. Loturile au fost divizate in grupuri in functie de prezenta
mutatiei BRCA1 5382insC: lotul I —in grupul A - pacientele cu prezenta mutatiei majore BRCA1
5382insC, grupul B - pacientele fara mutatia respectiva, lotul II - in grupul C —pacientele cu prezenta
mutatiei majore BRCA1 5382insC, grupul D - pacientele fara
aceastd mutatie.

Analizand rezultatele obtinute, am constatat prezenta mutatiei majore 5382insC in gena BRCA 1 la
21,87% paciente cu CGM si DZ tip 2 si de 2 ori mai putin, doar la 11,36 % paciente fara diabet zaharat
(p<0,01) ( tabelul 3.1).

Analiza factoriala prin metoda ANOVA cu parametrizarea limitatd prin ¢ a prezentat o corelare

dependenta pentru mutatia in gena BRCA1 5238insC in lotul pacientelor incluse in studiu.
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Tabelul 3.1 Prezenta mutatiei majore 5382insC in gena BRCAL la pacientele lotului de studiu

Prezenta mutatiei in gena Indicii corelarii CGM, DZ tip 2
Loturile de studiu ; e cu prezenta mutatiei 5382insC
BRCA1 N abs. (%) in gena BRCAI
CGM asociat cu DZ (n-64) 14 r=0,93
(21,87%)
p<0,01 p<0,005
CGM fara DZ tip 2 (n-44) 5 r=0,34
(11,36%)
Total 19
(17,59%)

La pacientele cu CGM si DZ tip 2 se denotda un grad inalt de corelare al cancerului mamar cu
prezenta mutatiei genetice BRCA1 5382insC (1=0,93), In comparatie cu pacientele cu CGM fara DZ tip
2 — care poseda un grad scazut de corelare (r=0,34), (p<0,005).

BRCAL = 64,50 +,65000 * lotul |
Correlation: r = 0,93565
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4,0 o
3,5
3,0 o o]
2,5
—
<
o 20
x
o
1,5
1,0 o o
0,5
0,0 o
-0,5
101,8 102,0 102,2 102,4 102,6 102,8 103,0 103,2
lotul | “o._95% confidence

Figura 3.1 Corelarea grafica a prezentei mutatiei 5382insC in gena BRCA 1 la pacientele lotului |
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Reprezentarea grafica a coreldrii prezentei mutatiei 5382insC in gena BRCA 1 la pacientele lotului de

studiu este redatd in figurile 3.1 si 3.2.

BRCAL =-28,65 +,28333 * lotul Il

Correlation: r = 0,34607
1,2

1,0 o o

BRCAl

-0,2
101,8 102,0 102,2 102,4 102,6 102,8 103,0 103,2

Figura 3.2 Corelarea grafica a prezentei mutatiei 5382insC in gena BRCA 1 la pacientele lotului I1

Dependenta factorialda obtinutd demonstreaza, ca caracteristicile genetice depistate prin mutatia
inaltpenetranta 5382insC in gena BRCA coreleaza atat cu cancerul mamar, cat si cu diabetul zaharat tip
2.

Aceastd analizd cumulativd a datelor obtinute au stabilit cd asocierea dintre tarele genetice
exprimate prin activarea genei BRCAI si diabetul zaharat sunt puternic asociate intre ele la pacientele
cu cancer mamar. Astfel, in viitor, aprecierea genei BRCAI ar putea ajuta conduita pacientelor cu diabet

zaharat 1n vederea cancerului mamar.

3.2. Particularitatile statusului imun celular nespecific si corelarea factoriala cu mutatia 5382insC
in gena BRCAL la pacientele cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2

Stabilirea interdependentei dintre evolutia CGM in asociere cu DZ tip 2 cu modificarile sistemului
imun prezintd o problema importantd in patogenia acestor maladii. Este cunoscut faptul, cd atat in CGM,
cat si n DZ tip 2 sistemul imun se caracterizeazd printr-o depresie marcanta, care apare pe fundalul
scaderii numarului celulelor totale. Totodatd, numarul celulelor imune active creste pe fundalul clonelor
putin active in defavoarea celor normale.

Unul din cei mai accesibili s1 veridici indicatori ce caracterizeaza sistemul imun, este determinarea

limfocitelor In sangele periferic. Pentru caracteristica indicilor cantitativi si functionali ai subclaselor
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limfocitelor T si B am utilizat o metoda efectiva de identificare a celulelor prin determinarea imuno-
fermentativa cu ajutorul anticorpilor monoclonali. Am efectuat un sir de cercetdri a determinantelor
celulare (CD), scopul principal fiind compararea acestor rezultate intre loturile de paciente si analiza
coreldrii cu mutatia genica Inaltpenetranta BRCAL.

Pacientele din ambele loturi de studiu au prezentat o repartizare uniforma a indicilor relativi ai
concentratiei T limfocitelor CD3 (tabelul 3.2). Valori scazute (<40 %) s-au inregistrat la 32,71%
paciente din lotul I si la 33,82% - din lotul Il, valori medii (40 - 60 %) - la 25,23% din lotul I si la
30,14% - din lotul II, valori inalte (>60 %) la 42,05% si, respectiv, la 36,02% paciente.

Tabelul 3.2 Concentratia T limfocitelor CD3 in sangele periferic la pacientele lotului de studiu (indicii

relativi, %)
Concentratia T limfocitelor CD3 %
Loturile de studiu <20 10-60 =60
(valori scazute) (valori medii) (valori nalte) P
) ) 35 27 45
CGM asociat cu DZ tip 2 -
(32,71%) (25,23%) (42,05%)
A BRCA1 5382insC 6 5 3
+ (42,85%)* (35,71%) (21,42%)*
5 BRCAL 5382insC 23 18 9 *<0,05
- (46%)* (36%)* (18%)*
46 41 49
CGM fara DZ tip 2 -
(33,82%) (30,14%) (36,02%)
BRCAL 5382insC 1
C 2 (40,0%) 2 (40,0%)
+ (20,0%)
**>0,05
5 BRCA1 5382insC 19 15 5
- (48,71%)** (38,46%)** (12,82%)**
79 65 102
Total -
(32,11%) (26,42%) (41,46%)
Valoarea indicelui p . <0,05 <0,05 <0,01 <0,05
r=0,53 r=0,43 r=0,32
Corelarea cu BRCA1L (1) -
>0,05 >0,05 >0,05

Nota: aici si In continuare *-pentru pa-s, ** - pentru pcp.
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Analiza concentratiei limfocitelor CD3 in functie de prezenta mutatiei n gena BRCA1 5382insC a
relevat o tendintd similara de scadere uniforma a indicilor la pacientele lotului I (cu CGM si DZ tip 2)
cu prezenta mutatiei genetice. Valori scazute ale T limfocitelor CD3 am constatat la 42,85% paciente
din grupul A vs 46,0% grupul B, valori medii —la 35,71% vs 36% cazuri, valori inalte - la 21,42% si
18%, respectiv. Aceeasi tendinta au prezentat pacientele din lotul II de studiu (cu CGM fara DZ tip 2)
cu valori scazute ale limfocitelor CD3 - in 40,0% cazuri in grupul C vs 48,71% - in grupul D, valori
medii - 40,0% vs 38,46% si valori inalte doar in 20,0% vs 12,82% cazuri.

Asadar, s-a constatat cd nivelurile T limfocitelor CD3 sunt scazute Cu semnificatie statistica intre
loturi, ce caracterizeaza o imunodepresie vadita in ambele loturi de paciente, preponderent in lotul cu

prezenta diabetului ( p<0,05) (figura 3.3).
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Figura 3.3. Repartitia valorilor T limfocitelor CD3 la pacientele incluse in studiu

Cercetarea corelationala a prezentei mutatiei inaltpenetrante 5382insC in gena BRCAL si statusului
imun celular la pacientele cu CGM (prin analiza factoriala aplicand metoda ANOVA cu parametrizarea
limitata prin c) a demonstrat, ca in cazul T limfocitelor CD3 lipseste o oarecare interdependentad cu
BRCAI, indicele corelational fiind nesemnificativ pentru toate grupurile de paciente: pentru valorile
scazute corelarea a constituit r=0,53 (p>0,05 ), pentru valori medii - r=0,43 (p >0,05), pentru valori
inalte - r=0,32 (p>0,05).

Asadar, efectudnd analiza corelationald a valorilor T limfocitelor CD3 cu prezenta mutatiei
inaltpenetrante in gena BRCA1, am constatat un grad de corelare mediu si scdzut pentru toate pacientele

incluse 1n studiu.
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O altd subpopulatie a limfocitelor T, ce determind reglarea raspunsului imun si realizeaza functiile
efectoare sunt limfocitele T-helperi CD4. Determinarea continutului procentual al T limfocitelor CD4 la
pacientele lotului de studiu a demonstrat valori scazute (< 20%) - in 32,92%, valori medii (20-35%) - in
29,26% si valori Tnalte (> 35%) - in 37,8% cazuri.

Tabelul 3.3 Concentratia T limfocitelor CD4 la pacientele incluse in studiu

(indicii relativi,%)

Concentratia T limfocitelor CD4
Loturile de studiu <20 20 — 35 > 35
P
(valori scazute) | (valori medii) | (valori inalte)
_ _ 62 28 17
CGM asociat cu DZ tip 2 -
(57,94 %) (26,16%) (15,88%)
BRCA1 11 3
A ) 0
5382insC+ (78,57%)* (21,42%)*
*<0,01
5 BRCA1 29 19 2
5382insC - (58%)* (38,0%)* (4,0%)
19 44 76
CGM fara DZ tip 2 -
(13,66%) (31,65%) (54,67%)
c BRCA1 4 1 0
5382insC+ (80%)** (20%)**
**<0,05
5 BRCA1 19 18 2
5382insC - (48,71%)** (46,15%)** (5,12%)
81 72 93
Total -
(32,92%) (29,26%) (37,8%)
Valoarea indicelui p 1. <0,001 >0,05 <0,01 <0,01
Corelarea cu BRCAL (r) r=0,92 r=0,70 r=-0,68
<0,001 >0,05 <0,05

Analizand concentratia T limfocitelor CD4 la pacientele cu CGM asociat cu DZ tip 2, am constatat
valori scazute in 57,94 % vs 13,66%, ce e de 4 ori mai mult in comparatie cu lotul pacientelor cu CGM
fara DZ (p<0,001), valorii medii - Tn 26,16% cazuri in lotul I vs 31,65% - in lotul II, valori inalte ale
concentratiei T limfocitelor CD4 au fost stabilite de 4 ori mai frecvent (54,67% vs 15,88%) la pacientele
lotului II, in comparatie cu pacientele din lotul I, diferenta fiind statistic semnificativa (p<0,01) (tabelul

3.3).
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In asa fel, putem constati, ci in cazul asocierii CGM cu DZ tip 2 se detecteazi o imunodepresie a T
limfocitelor CD4 mult mai severd, decat in lipsa diabetului. Imunodepresia vadita depistatd in CGM
asociat cu DZ tip 2 poate fi explicatd prin implicarea a doi factori principali. Primul factor este
consumul excesiv al celulelor efectoare prin accelerarea apoptozei din cauza dereglarilor metabolice, al
doilea este excesul de celule autoimune, fenomen frecvent depistat in neoplazii. Celule autoimune au o
activitate crescutd si, ca rezultat a migrarii lor rapide din sangele periferic in tesuturi, scade atat numarul
total de limfocite, cat si subgrupurile limfocitare corespunzatoare.

Necesitd de mentionat, ca in CGM antigenii proteici tumorali nimerind in serul sangvin mobilizeaza
trei tipuri de celule prezentatoare de antigen. Aceste celule leagd antigenul de suprafata lor, il
prelucreaza si apoi parasesc serul sangvin, fiind incircate cu antigenii care migreaza spre vasele
limfatice aferente catre regiunea paracorticald a ganglionilor limfatici, unde formeaza celulele capabile
sa prezinte in final antigenii T limfocitelor CD4. Acest fapt, posibil, determina scaderea consumului

excesiv de limfocite CD4. Repartitia valorilor T limfocitelor CD 4 este reprezentata grafic in figura 3.4
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Figura 3.4. Repartitia valorilor T limfocitelor CD4 in lotul pacientelor cu CGM

Analizadnd concentratia T limfocitelor CD4 in functie de prezenta mutatiei in gena BRCAI1
5382insC, am constatat valori scdzute in 78,57% grupul A si 58% - in grupul B din lotul pacientelor cu
CGM si DZ tip 2 (p a-8<0,01) si practic de 2 ori mai putin (80,0% vs 48,71 % ) - in grupurile C si D din
lotul 1 (p ¢-.p<0,05). Valorile medii ale T limfocitelor CD4 au prezentat in grupul A 21,42% cazuri vs
38,0% - 1in grupul B (p a-s <0,01). Pacientele din grupul C au prezentat valori medii de 2 ori mai rar -
20,0% vs 46,15%, fata de grupul D (p ¢-p<0,05).
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Pacientele din ambele loturi cu prezenta mutatiei BRCA1 5382insC nu au prezentat valori inalte ale
limfocitelor T(CD4), si doar in grupurile pacientelor fara mutatie inaltpenetranta - grupul B si D - 4,0 %
si, respectiv, 5,12% cazuri.

Cercetarea corelationala a prezentei mutatiei 5382insC in gena BRCAT si statusului imun celular la
pacientele cu CGM prin analiza factoriald aplicand metoda ANOVA cu parametrizarea limitata prin ¢ a
demonstrat, ca in cazul T limfocitelor CD4 s-au inregistrat diferente veridice intre grupurile de paciente.
In cazul pacientelor din lotul I s-a determinat un grad inalt de corelare (r=0,92) intre prezenta mutatiei
5382insC in gena BRCA1 si valorile scazute ale limfocitelor CD4 (p<0,01) si grad invers proportional
de corelare (r= - 0,68) - in cazul valorilor inalte ale limfocitelor CD4 (p<0,05). Pentru valorile medii ale
T limfocitelor CD4 nu s-au inregistrat corelari statistic semnificative (r=0,07) (p>0,05). Presupunem, ca
mutatiile in gena BRCA1, depistate de 2 ori mai frecvent la pacientele cu DZ, au proprietatea de a activa
celulele CD4 si de a induce raspunsul imun incomplet, grabind apoptoza celulard. Examinarea corelarii
prezentei mutatiei genei BRCA1 5382insC cu valorile relative ale T limfocitelor CD4 a determinat, ca

cele mai semnificative valori s-au prezentat in cazul asocierii CGM si DZ tip2 (figura 3.5).

BRCA1 = 9,889 +,31120 * lotul |
Correlation: r=0,92474

[e] [e] o
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Figura 3.5. Reprezentarea graficd a coreldrii factoriale a genet BRCAI1 cu valorile relative

ale T limfocitelor CD4 la pacientele cu CGM cu DZ tip 2

In cazul pacientelor nondiabetice se denotd o asociere corelativd mai mica 2 (figura 3.6).
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BRCAL = 100,58 + ,04187 * lotul Il

Correlation: r=0,70856
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Figura 3.6. Reprezentarea grafica a corelarii factoriale a genei BRCA1 cu valorile relative
ale T limfocitelor CD4 la pacientele cu CGM fara DZ tip 2

Efectuand analiza concentratiei T limfocitelor CDS8 supresoare in loturile de studiu s-a constatat, ca

pacientele cu CGM si DZ tip2 de 8 ori mai frecvent prezinta valori scazute, fata de pacientele cu CGM fara

DZ tip2 (54,20% vs 7,19%), (p<0,001), valori medii (14—18%) s-au constatat in 24,29% vs 23,02% cazuri,

valori Tnalte (> 18%) au prezentat 69,78% paciente din lotul II si de 3 ori mai rar, doar 21,49% - in lotul I
(p <0,01) (tabelul 3.4).

Acest fapt ar putea fi cauzat de inhibitia masiva a diferentierii T limfocitelor CD8 in cazul prezentei

diabetului zaharat tip2. Distributia grafica a valorilor T limfocitelor CD8 este prezentata in figura 3.7

CD8, gr | = 76*50*normal(x; 234,7021; 78,4607)
CDS8, gr Il = 27*50*normal(x; 228,2021; 82,8359)
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Figura 3.7 Repartitia valorilor T limfocitelor CD8 1n loturile de studiu
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Analizand valorile T limfocitelor CDS8 in functie de prezenta mutatiei BRCA1 5382insC in lotul cu
CGM asociat cu DZ tip 2 am constatat, ca valori scazute au prezentat 64,28% paciente cu prezenta
mutatiei BRCA1 5382insC, comparativ cu 52,0% cazuri - in grupul fara mutatie genetica (pa-s<0,01).
Valori medii s-au constatat in 35,71% vs 30% si valori inalte ale T limfocitelor CD8 au prezentat numai
pacientele din grupul B — 18,0% cazuri, fatd de pacientele din grupul A, unde nu s-au depistat valori

inalte a acestul indice (pa-g <0,01).

Tabelul 3.4 Concentratia T limfocitelor CD8 in sangele periferic la pacientele incluse in studiu (indicii

relativi, %)
Concentratia limfocitelor T (CDS)
Loturile de studiu <12 1418 > 18 i
(valori scazute) | (valori medii) (valori inalte)
CGM asociat cu 58 26 23
DZtip 2 (54,20 %) (24,29%) (21,49%)
A BRCA1l 9 5 0
5382insC+ (64,28%)* (35,71%)*
*<0,01
B BRCA1 26 15 9
5382insC - (52%)* (30%)* (18, 0%)
10 32 97
CGM fara DZ tip 2
(7,19%) (23,02%) (69,78%)
c BRCA1 3 2 0
5382insC+ (60,0%)** (40,09%0)**
**<0,05
b BRCA1l 21 16 2
5382insC - (53,84%)** (41,02%)** (5,12%)
143 59 44
Total -
(58,13%) (23,98%) (17,88%)
P <0,001 >0,05 <0,01 <0,01
Corelarea cu BRCA1l r=0,95 r=0,62 r=0,42
n <0,001 <0,05 >0,05
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In lotul pacientelor cu CGM fard DZ tip 2 cu prezenta mutatiei in gena BRCA1 5382insC (grupul
C) am constatat valori relative scazute ale T limfocitelor CD8 in 60,0% cazuri, iar in grupul fara mutatie
majora in gena BRCAL (grupul D) — in 53,84,% (pc-p<0,05).Valori medii au prezentat practic egal
pacientele din grupul D , fatd de grupul C - 40,0% si, respectiv, 41,02 % , iar valori inalte ale T
limfocitelor CD8 au prezentat numai 5,12% din grupul D (pc-p<0,05).
in cazul T limfocitelor CD8 s-a inregistrat corelarea factorialad cu mutatia in gena BRCA1 cu o tendinta
de micsorare a concentratiei acestora si inducerea unei imunodeficiente secundare,cum se intampla in
cazul pacientelor cu CGM - indicele corelarii a constituit 0,62 (p <0,05) dar, mai semnificativ, in DZ tip

2 cu indicele de corelatie 0,95 (p <0,001) (figura 3.8 si 3.9).

BRCA1 =1,712 +,03677 * lotul |

Correlation: r = 0,95897
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Figura 3.8 Corelarea prezentei mutatiei in gena BRCA1 5382insC cu valorile T limfocitelor CD8
la pacientele din lotul |

Asadar, putem constata ca pacientele din ambele loturi au prezentat valori relativ scazute ale T
limfocitelor CD8 in grupurile A si C — grupuri cu prezenta mutatiei n gena BRCA1 5382insC (64,28%
s1 60%), ceea ce denota o tendintd comuna de influenta negativa a prezentei mutatiei genice asupra

statusului imunosupresiv al pacientelor.
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BRCA1 =,33141 +,03908 * lotul |
Correlation: r=0,622234
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Figura 3.9 Corelarea prezentei mutatieci BRCA1 5382insC cu valorile limfocitelor T CD8 la pacientele
din lotul 11

Putem concluziona, cd mutatiile in gena BRCA1 conditioneazd o imunosupresie generald cu
micsorarea reactiei imune a organismului. Posibil, ca aceastd diferenta inregistrata pentru T limfocitele
CDS, este cauzata nu numai de influenta antigenelor BRCA1, dar si de actiunea costimulatoare a T
limfocitelor CD4, asupra carora DZ actioneazd in mod invers, decat asupra T limfocitelor CDS. Astfel,
proliferarea programatd a T limfocitelor CD4 in cadrul CGM indusa de catre hiperglicemie si mutatia
genei BRCAL1 va atenua cresterea si maturizarea limfocitelor T CDS, iar in cadrul CGM fara DZ tip 2,
induce proliferarea T limfocitelor CDS8 cu suprimarea, posibil secundara, a T limfocitelor CD4.

Din randul indicilor de baza ce caracterizeaza statusul imun face parte si raportul intre celulele
helper CD4 si limfocitele supresoare CDS8. Aceste subpopulatii, interactionand cu celulele efectoare,
determind stimularea sau supresia dezvoltarii reactiilor imune.

Este cunoscut faptul, cd persoanele sdnatoase posedd un coeficient Tnalt de diferentiere al
limfocitelor, ce semnifica predominarea T limfocitelor CD8 asupra T limfocitelor CD4. Un astfel de

raport a fost observat de noi la pacientele cu CGM fara diabet zaharat (tabelul 3.5).
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Tabelul 3.5

Concentratia T limfocitelor CD4 si CDS8 la pacientele incluse in studiu

) ] Coeficientul de diferentiere (CD4/CDS)
Loturile de studiu
<1 1-2 2-3 >3 P AB
_ _ 15 76 13 3
CGM asociat cu DZ tip 2 -
(14,01%) (71,02%) (12,15%) (2,80%)
. 7 4 2 1
Al  BRCA15382insC+
(50,0%)* (28,57%) (14,28%)* (7,14%)
*<0,01
17 14 12 7
B BRCA1 5382insC-
(34,0%)* (28,0%) (24,0%)* (14,0%)
10 46 69 14
CGM fara DZ tip 2
(7,19%) (33,82%) (49,64%) (10,07%)
2 2 1
C| BRCA15382insC+ 0
(40,0%)** (40,0%)** (20,0%)
**<0,05
_ 13** 13 7 6
D BRCAL5382insC-
(33,33%) (33,33)** (17,94%) | (15,38%)**
25 122 82 17
Total -
(21,20%) (65,85%) (61,69%) (12,87%)
Valoarea indicelui py.; <0,01 <0,001 <0,001 <0,01 -
Corelarea cu BRCAL (r) r=0,98 r=0,92 r=0,73 r=-0,67
<0,001 <0,01 <0,05 <0,05

In studiul efectuat, coeficientul de diferentiere >3 a fost depistat de 5 ori mai rar la pacientele cu
CGM si DZ tip 2 (2,8%), decat la paciente nondiabetice (10,07%), cu diferenta statisticd semnificativa
(p 1-n <0,01). Rata pacientelor cu coeficientul de diferentiere >1 a fost de 2 ori mai mare la pacientele cu
cancer mamar si diabet zaharat, fatd de cele care nu sufera de DZ tip2 (14,01% vs 7,1%), (p <0,01). La
paciente din lotul | coeficientul de diferentieire CD4/CD8 cu valori 1 - 2 s-a inregistrat la 71,02% vs
33,82%, ceea ce e de 2 ori mai mult in comparatie cu pacientele lotului II, cu valori 2 — 3 —1a 12,15% in
lotul I vs 49,64% - in lotul II (p 1.y<0,001).

Asadar, putem constata, cd marea majoritate a pacientelor cu CGM si DZ tip 2 au prezentat
coeficienti scazuti de diferentiere limfocitara (1 si 1 - 2) - in 85,03%, pe cand 59,71% paciente cu CGM
fara DZ au prezentat coeficienti inalti de diferentiere limfocitara (2 - 3 si >3), fapt ce demonstreaza rolul
nociv al diabetului zaharat asupra statusului imun la pacientele cu CGM
(p1-n<0,001).

Analiza particularitatilor statusului imun celular nespecific (CD3, CD4, CD8) constatd o micsorare

considerabild a valorilor determinantelor respective cu o diferentda statisticd semnificativa, fapt ce
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demonstreaza repercursiunea diabetului zaharat asupra imunitatii pacientelor cu CGM (figurile 3.10 si
3.11).

3D Surface Plot (Spreadsheetl 408v*76c)

CD8, gr | = Distance Weighted Least Squares
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Figura 3.10. Repartitia spatiala a valorilor T limfocitelor CD3, CD4 si CD8 in lotul I (CGM si DZ tip 2)
In studiul efectuat, la pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2 s-a atestat un grad inalt de

corelare al schimbarilor imune celulare nespecifice cu prezenta mutatiei in gena BRCAI.

3D Surface Plot (Spreadsheetl 408v*76c)
CD8, gr Il = Distance Weighted Least Squares
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Figura 3.11. Repartitia spatiald a valorilor T limfocitelor CD3, CD4 si CD8 in lotul II (CGM fara
DZ tip 2)
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Se poate de constatat, ca modificarile imunodepresive in CGM asociat cu DZ tip 2 se datoreaza, nu
in ultimul rand, efectului sumar al multiplelor dereglari caracteristice ambelor patologii asupra statusului

imunocompetent.

3.3. Particularitatile statusului imun celular antitumoral si corelarea factoriald cu mutatia
5382insC in gena BRCALI la pacientele incluse in studiu

Un alt scop al cercetarilor noastre a fost determinarea T limfocitelor CD16 (celule NK - natural
killer), cu impact semnificativ in patogenia neoplazica. Celulele NK joaca un rol important in imunitatea
inndscutd si dobanditd, nu numai prin capacitatea lor de a liza celulele tumorale sau infectate, dar si prin
secretia de citokine, care contribuie la raspunsurile adaptative directe. in acest fel T limfocitele CD16

sunt implicate direct in citotoxicitatea celulelor neoplazice.

Tabelul 3.6 Concentratia T limfocitelor CD16 la pacientele lotului de studiu
Concentratia T limfocitelor CD16, %
Loturile de studiu <14 14-20 > 20 -
(valori scazute) | (valori medii) | (valori inalte)
_ _ 42 58 7
CGM asociat cu DZ tip 2 -
(39,25%) (54,20%) (12,87%)
_ 11 3
A BRCA1 5382insC + 0
(78,57%)* (21,42%)*
*<0,01
_ 34 13 3
B BRCA1 5382insC -
(68,0%)* (26,0%)* (6,0%)
28 55 56
CGM fara DZ -
(20,14 %) (39,56%) (40,31%)
_ 4 1
C BRCA1 5382insC + 0
(80,0%)** (20,0%)** **<0,0
24 11 4 1
D BRCA1 5382insC -
(61,53%)** (28,20%)** (10,25%)**
70 113 63
Total -
(28,45%) (45,93%) (25,60%)
Valoarea indicelui p .y <0,01 <0,01 <0,01 -
r=0,99 r=0,92 r=-0,83
Corelarea cu BRCA1 (r) -
<0,001 <0,005 <0,01
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Analizand concentratia T limfocitelor CD16 la pacientele incluse in studiu, am obtinut valori
scazute (<14 %) la 28,45% paciente, valori medii (14-20 %) - in 45,93% si valori 1nalte (>20%) - in
25,60% cazuri. Concentratia T limfocitelor CD16 in loturile de studiu a prezentat valori scizute la
paciente lotul 1 - 39,25% vs 20,14 %, ceea ce ¢ de 2 ori mai mult in comparatie cu lotul Il (p .;<0,01).
Valori medii s-au stabilit in 54,20% vs 39,56% (p 1-y<0,01) si valori inalte doar in 12,87% vs 40,31%, ce
e de 3 ori mai putin la pacientele cu CGM si DZ, in comparatie cu pacientele fara DZ (p 1.1<0,01).
Datele obtinute demonstreazd o modificare esentiald in statusul imun antitumoral la pacientele ce sufera
de cancer mamar asociat cu DZ tip 2 (tabelul 3.6).

In asa fel, putem constata o micsorare vaditd a indicilor imunititii antitumorale la pacientele cu
CGM si DZ tip 2, comparativ cu pacientele cu CGM fara DZ. O explicatie pentru o astfel de scadere a
activitatii celulelor CD16 se poate baza pe nivelurile crescute ale factorului de transformare a cresterii
(TGF)-B si PGE2 in diabetul zaharat, ambele inhiband activitatea celulelor CD 16. Astfel, se poate
explica rolul DZ ca factor patogenetic in declansarea neoplaziilor. O alta explicatie pentru functionarea
defectuoasd a acestor celule in ambele patologii studiate implicd un grup de receptori inhibitori ai
celulelor killer-ucigase. Acesti receptori recunosc antigenele complexului major de histo-compatibilitate
de clasa | (MHC-I), care inhiba activitatea citotoxica contra celulelor "tinta”, care exprima MHC-I sub
actiunea receptorului HER2/neu.

Reprezentarea grafica a acestor valori a demonstrat prevalenta pacientelor cu valori scazute ale
limfocitelor CD16 in lotul I (CGM 1in asociere cu DZ tip 2), in comparatie cu lotul II (CGM fard DZ)
(figura 3.12)

CD22, gr | = 76*50*normal(x; 303,1316; 79,3814)
CD22, gr Il = 27*50*normal(x; 324,1235; 86,1876)
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Figura 3.12. Repartitia valorica a T limfocitelor CD16 intre grupurile pacientilor cu CGM
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Pentru caracteristica generald a statusului imunocelular in cadrul CGM este necesar de analizat
corelarea genei BRCAL cu valorile T limfocitelor CD16.

Analiza corelarii factoriale a concentratiei T limfocitelor CD16 cu prezenta mutatiei 5382insC in
gena BRCAL la pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2 a relevat valori scazute in 78,57%
cazuri grupul A vs 68,0% cazuri - in grupul B (p a-s<0,01), valori medii - in 21,42% vs 26,0% cazuri (p
A8<0,01). In grupul A nu s-au atestat valori inalte ale concentratiei T limfocitelor CD16, fata de grupul
B in care valori inalte s-au depistat la 6,0% paciente (fig 3.13).

Analiza corelarii factoriale a concentratiei T limfocitelor CD16 cu prezenta mutatiei 5382insC in
gena BRCAL la pacientele cu cancer mamar fard diabet zaharat tip 2 a relevat valori scazute in 80,0%
cazuri in grupul C, fata de 61,53% cazuri — in grupul D ( p ¢.p<0,01), valori medii s-au atestat in 20,0%

si, respectiv, in 28,20% cazuri (p ¢-p<0,01).

BRCA1 = 1,7630 + ,06029 * |otul |
Correlation: r = 0,9996
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Figura 3.13 Reprezentarea grafica a corelarii factoriale a genei BRCAT1 cu valorile medii relative

ale limfocitelor CD16 la pacientele din lotul 1

Nu s-au atestat valori inalte ale concentratiei T limfocitelor CD16 in grupul C, fatd de 10,25% depistate

in grupul D (p ¢-p<0,01) ( figura 3.14).
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BRCA1 =5,3506 +,32752 * |otul Il

Correlation: r= 0,92866
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Figura 3.14 Reprezentarea grafica a corelarii factoriale a genei BRCAL cu valorile medii relative

ale limfocitelor CD16 la pacientele din lotul 11

Analiza factoriald prin metoda ANOVA cu parametrizarea limitatd prin ¢ a genei BRCA1 in CGM,
in functie de nivelul T limfocitelor CD16, constata indicele de corelare 0,99 pentru valorile scazute in
lotul pacientelor cu CGM si DZ tip 2 (p<0,001) si indicele de corelare 0,92-pentru valori medii ale
limfocitelor CD16 (p<0,005). Pentru valorile inalte ale concentratiei T limfocitelor CD16 am obtinut o
corelare invers proportionala cu imunitatea antitumorala si prezenta diabetului zaharat - r= - 0,83.

Putem concluziona, cd mutatiile in gena BRCA1 pot determina o evolutie mai agresiva a maladiei
prin inhibitia proliferdrii limfocitare CD16, care, de fapt, reprezintd imunitatea antitumorald a
organismului.

Rezultatele studiului permit de a presupune ca prezenta mutatiei inaltpenetrante in gena BRCA1 ar
determina hipoactivarea limfocitelor CD16 cu inhibitia reactiei citotoxice specifice antitumorale de
divers tip. Aceasta ipoteza este valabila si in cazul pacientelor cu CGM, mai ales in asocierea DZ de tip
2.

Conform parerilor diferitor autori, tratamentul neoadjuvant specific ar modifica esential statusul
imun al pacientelor cu CGM. Cercetdrile efectuate In acest domeniu sunt diverse si contradictorii [35,
175].

Pentru omiterea erorilor in interpretarea rezultatelor obtinute, am studiat si influienta tratamentului
neoadjuvant asupra statusului imun al pacientelor incluse in studiu. Pacientele au fost repartizate in
functie de tratamentul neoadjuvant: pacientele care au administrat PCT neoadjuvanta, radioterapie

neoadjuvantd, PCT si radioterapie si pacientele fard tratament preoperator (tabelul 3.7).
67



Tab. 3.7  Concentratia limfocitelor T in functie de tratament neoadjuvant

Lotul Indicii relativi limfocitari CD (%), M+m

pacientelor
Lotul I (n=107) CD3 CD4 CD8 CD16
PCHT (n=55) 44,3+0,07 17,3+£0,07 12,7+0,02 14,1+0,02
RT (n=6) 44,7+0,03 17,4+0,05 12,9+0,06 14,3+0,03
PCHT+RT 41,5+0,04 16,8+0,04 13,6+0,03 13,9+0,04
(n=8)
Fara tratament 47,8+0,07 17,9+0,05 13,6+0,05 14,940,03
(n=38)

Valoarea p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

TOTAL 44,57+0,05 17,35+0,05 13,2+0,04 14,3+0,03
Lotul I CD3 CD4 CD8 CD16
(n=139)
PCHT 44,5+0,05 17,4+0,05 12,9+0,04 14,3+0,07
(n=96)
RT 44,3+0,06 17,6+0,04 13,1+0,05 14,2+0,06
(n=7)
PCHT+RT 42,2+0,02 17,1£0,03 13,5+0,06 14,2+0,05
(n=7)
Fara tratament 48,1+0,04 17,3+0,07 13,8+0,04 14,5+0,04
(n=29)

Valoarea p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

TOTAL 44,75+0,05 17,35+0,06 13,35+0,04 14,3+0,05

in asa fel, analiza indicilor relativi medii ale claselor limfocitare CD3, CD4, CDS8 si CD16 nu a
relevat o diferenta statistic semnificativa (p>0,05) in loturile de studiu in dependenta de tratamentul
neoadjuvant administrat. Acest fapt poate fi explicat, probabil, prin respectarea strictd a criteriilor de

includere-excludere a pacientelor in cercetare (inclusiv a intervalului liber de tratament - 21 zile) si prin
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faptul, cd toate pacientele supuse tratamentului chirurgical au fost in stadiul de compensare sau
subcompensare a tuturor functiilor somatice.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Pacientele cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2 asociat prezinta o stare imunodeficitara,
care se caracterizeaza prin insuficienta lantului T-limfocitar general si T-limfocitar antitumoral, indusa
de perturbarile in cantitatea limfocitelor totale CD3, limfocitelor helper-efectoare CD4, limfocitelor
supresoare-citotoxice CDS8 si limfocitelor CD16. S-a stabilit existenta corelarii intre micsorarea
coeficientului de diferentiere T-helper/T-supresor si asocierea DZ tip 2 la pacientele cu CGM.

2. Rezultatele studiului au confirmat existenta diverselor modificari in sistemul imun la pacientele cu
CGM 1n prezenta mutatiei 5382insC in gena BRCA1 si asocierea DZ de tip 2. Ipoteza etiopatogenetica
se rezuma la prezenta unei predispozitii genetice cat in CGM, atat si in DZ tip 2, iar interventia unor
factori de mediu este capabila sa declanseze maladia, care mai apoi este autoantretinuta prin mecanisme
imunopatologice, in modularea carora intervin si alti factori.

3. In baza rezultatelor obtinute s-a constatat, ci organismul uman are o anumiti susceptibilitate genetica
si la interventia factorilor de mediu ar fi capabil sd declanseze un mecanism imun de diferita intensitate,
manifestat printr-o disbalanta a celulelor imunocompetente (CD4, CD8 si CD16), mecanisme ce stau la
baza imunitatii antitumorale.

4. Pentru pacientele cu CGM au fost caracteristice un sir vast de modificari imunopatologice corelate cu
prezenta mutatiei 5382insC in gena BRCAI, care au fost agravate de influienta DZ tip 2 asociat.
Ultimul, avand o influenta majora asupra imunodepresiei celulare cu caracter general nespecific si
repercusiuni manifeste asupra imunitatii antitumorale conditioneaza scaderea severd a concentratiei T

limfocitelorlor CD16 in sangele periferic.
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4. PARTICULARITATI CLINICO-MORFOPATOLOGICE ALE PACIENTELOR CU
CANCER MAMAR ASOCIAT CU DIABET ZAHARAT TIP 2.

4.1. Particularitati de vasta si functia reproductivi la pacientele cu CGM si DZ asociat

Actualmente este recunoscut faptul, ca varsta este un factor de risc nemodificabil in aparitia CGM.
Varsta medie a pacientelor din primul lot a constituit 59,0+0,76 ani (valoarea minima — 40 ani si
maxima — 75 ani), iar din lotul Il — 56,17+0,89 ani (valoarea minima — 40 ani $i maxima — 75 ani)
(p<0,01), prin urmare, putem afirma ca pacientele cu CGM si DZ tip 2 se adreseaza mai frecvent la o
varsta mai Tnaintata, decat pacientele cu CGM fara DZ.

Pacientele investigate au fost repartizate conform intervalului de varsta (tabelul 4.1).

Tabelul 4.1  Repartizarea pacientelor incluse in studiu in functie de varsta
Intervalul de varsta
Lotul pacientelor
40-49 ani 50-59 ani 60-69 ani > 70 ani
4 31 61 11
Lotul I (n-107)
(3,74%) (28,97%) (57,01%) (10,28%)
15 59 41 24
Lotul 11 (n-139)
(10,79%) (42,45%) (29,5%) (17,27%)
P <0,05 <0,01 <0,01 <0,05

Evaluand varsta pacientelor din lotul de studiu au fost constatate urmatoarele: in intervalul de varsta
40-49 ani s-au adresat 3,74% pacientele din lotul I si de 3 ori mai multe paciente din lotul 11 - 10,79%,
in intervalul de varsta 50-59 ani s-au adresat 28,97% si, respectiv, 42,45% paciente. Varsta de la 60-69
ani au avut-o de 2 ori mai frecvent pacientele din lotul I — 57,01%, fatd de celea din lotul II - 29,5%
cazuri. In limitele de varsti peste 70 de ani s-au depistat 10,28% si, corespunzitor, 17,27% cazuri.
Asadar, intre toate intervalele de varsta in loturile de studiu s-au depistat diferente semnificativ veridice.

Analizand particularitatile functiei reproductive la pacientele lotului de studiu am obtinut
urmatoarele date: menarha pana la 12 ani s-a stabilit la 35,2% paciente din lotul I si la 25,3% paciente -
din lotul II cu diferenta statistica veridica (p<0,05); menarha de la 12-14 ani au avut 60,1% paciente din
lotul 1 s1 53,2% paciente - din lotul II (p<0,05). Menarha tardiva, dupa 14 ani au avut 4,7 % paciente din
lotul I si de 5 ori mai frecvent - 21,5% - din lotul 11 (p<0,01).

Deci, pentru pacientele investigate varsta menarhei a jucat un rol important in dezvoltarea CGM.
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Analiza corelationala intre depistarea CGM la pacientele din loturile studiate cu perioada biologica
a organismului a demonstrat, ca in perioada reproductiva se aflau doar 3,74% paciente cu CGM si DZ
tip 2 si de 3 ori mai frecvent - 10,79% - paciente cu CGM fara DZ. Pentru aceastd perioada biologica s-a
stabilit diferenta veridica (p<0,05). In perioada premenopauzala au fost depistate 28,97% paciente din
lotul I si 42,45% paciente - din lotul 1l (p<0,01).

In perioada menopauzald s-au depistat de 2 ori mai multe paciente din lotul I, fata de lotul II
(57,01% si 29,50%), (p<0,01), iar in perioada postmenopauzala, se aflau 10,28% si 17,27% paciente
(p<0,05) (tabelul 4.2).

Tabelul 4.2 Repartizarea pacientelor lotului de studiu conform perioada biologice

Perioada biologica
] Post-
Lotul pacientelor Perioada
) Premenopauza | Menopauza | menopauza
reproductiva
4 31 61 11
Lotul I (n=107)
(3,74%) (28,97%) (57,01%) (10,28)
A BRCA1 5382insC 2 5 5 2
+ (14,28%) (35,71%) (35,71%) (14,28%)
_ 2 16 23 9
B BRCA1 5382insC -
(4,0%) (32,0%) (46,0%) (18,0%)
PA-B <0,05 >0,05 <0,05 <0,05
15 59 41 24
Lotul 11(n=139)
(10,79%) (42,45%) (29,5%) (17,27%)
BRCA1 5382insC 4 1
C 0 0
+ (80,0%) (20,0%)
_ 9 13 13 4
D BRCAL 5382insC -
(23,07%) (33,33%) (33,33%) (10,25%)
Pc-b <0,01 <0,05 <0,05 <0,05
Prin <0,05 <0,01 <0,01 <0,05
. r=0,98 r=0,88 r=0,72 r=0,75
p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,05

In asa fel, putem concluziona, cd la majoritatea pacientelor care sufera de ambele patologii,

cancerul mamar se dezvolta in perioada menopauzala (57,01% vs 29,5%, p<0,01), ce poate fi explicat
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prin perturbdrile hormonale specifice perioadei biologice respective si totalitatea alteratiilor induse de
metabolismul modificat de diabetul zaharat.

Dacd ne referim la depistarea prezentei mutatiei BRCA1 5382insC in dependentd de perioada
biologicd a pacientelor cu CGM si DZ tip 2, atunci la pacientele tinere, aflate In perioada reproductiva
am constatat de 3 ori mai frecvent mutatia in gena BRCA1 - 14,28% cazuri - in grupul A, si doar in
4,0% cazuri - in grupul B (p<0,05), in perioada premenopauzala - 35,71% vs 32,0% (p>0,05), in
perioada menopauzald 35,71% vs 46,0% cazuri (p<0,05) si in perioada postmenopauzala - 14,28% vs
18,0% (p<0,05).

Pacientele nondiabetice aflate in perioada reproductiva in 80,0% cazuri au perezentat mutatia
inaltpenetrantd in gena BRCAT1 (grupul C ), ce e de 3 ori mai frecvent fatd de pacientele grupului D -
23,07% (p<0,05), in perioada premenopauzala mutatia in gena respectiva s-a depistat in 20,0% vs
33,33% cazuri (p>0,05). La pacientele din lotul II aflate in perioada menopauzald si postmenopauzala
nu s-au depistat aceste mutatii.

Asadar, la pacientele cu CGM si DZ tip 2 prezenta mutatiei genetice BRCA1 5382insC se
depisteazd mai frecvent 1n perioada reproductivd, menopauzald si postmenopauzald, pe cand la
pacientele fara DZ - preponderent in perioadele reproductiva si premenopauzala.

Analiza gradului de corelare al prezentei mutatiei majore cu perioada biologica a pacientelor lotului
de studiu a prezentat cei mai inalti indici de corelare in perioada reproductiva r=0,98 (p<0,01) si
premenopauzali r=0,88 (p<0,01). In perioada menopauzali si postmenopauzala gradul de corelare e mai

scazut r=0,72 si r=0,75 (p<0,05).

4.2. Aprecierea parametrilor ponderali ai pacientelor incluse in studiu

Afectiunile hormono-metabolice, asa cum sunt obezitatea, diabetul zaharat si maladia hipertensiva,
patologii ce sunt adesea insotite de tulburari ale functiei suprarenalelor, reprezinta verigile patogenetice
de baza atat in declansarea cancerului glandei mamare, cat si a diabetului zaharat. Aceste relatari ne-au
sugerat ideia de a studia gradul de obezitate al pacientelor prin determinarea indicelui masei corporale
(IMC, Body mass index, indicele lui Quetelet) (tabelul 4.3), care este un indicator statistic al masei unei

persoane raportata la indltimea persoanei respective, ce se calculeaza dupa formula: ( formula 4.1)

greutate (kg)

BMI =

inaltime? (m) (4.1)
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Tabelul 4.3 Valorile indicelui masei corporale (dupa Quetelet)

Valorile IMC Gradul de pondere
sub 18,5 Subponderalitate
intre 18,5 si 24,9 greutate normal
intre 25 si 29,9 Supraponderalitate
peste 30 Obezitate

Analiza parametrilor IMC a pacientelor lotului de studiu a demonstrat ca IMC >30,0 (obezitate) a
prezentat practic fiecare a doua pacienta cu cancer mamar care suferd si de diabet zaharat - 57,94%, fata
de pacientele fara diabet zaharat, care sufereau de obezitate de 4 ori mai putin, doar in 17,27% cazuri
(p<0,01). IMC in limitele 25,0-29,9 (suprapondere) au avut practic acelasi numar de paciente din
ambele loturi- 31,78% si, respectiv, 31,65%. Greutate normala cu IMC in limitele 18,5-24,9 s-a
inregistrat de 5 ori mai rar la pacientele cu diabet zaharat - doar in 10,28% cazuri, comparativ cu
pacientele fara diabet zaharat - 49,64%, IMC <18,5 nu a prezentat nici o pacientd din lotul I si doar in

1,44% cazuri - din lotul 11 (tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Valoarea indicelui masei corporale la pacientele incluse in studiu
_ Indicele masei corporale
Lotul pacientelor
<185 18,5-24,9 25,0-29,9 >30,0
11 34 62
Lotul I (n=107) 0
(10,28%) (31,78%) (57,94%)
2 69 44 24
Lotul 11 (n=139)
(1,44%) (49,64%) (31,65%) (17,27%)
Valoarea indicelui p >0,05 <0,01 >0,05 <0,01

Asa dar, majoritatea pacientelor cu cancer mamar, care suferd si de diabet zaharat au prezentat
obezitate de diferit grad in 89,72% cazuri, ce e de 2 ori mai frecvent in comparatie cu pacientele care
nu sufera de diabet - 48,92%. Aceste constatari se pot explica prin faptul, ca obezitatea, din punct de
vedere oncologic, poate fi privita prin doud prisme: prima - o sursa endogena suplimentara de estrogeni,
care se formeaza ca rezultat al aromatizarii androstendiolului cu acumularea acestora in tesutul adipos
subcutanat, a doua — prezenta dereglarilor endocrino-metabolice caracteristice pentru obezitate, ceea ce
denota, ca obezitatea reprezintd o verigd patogenetica primordiald In dezvoltarea atat al CGM, cat si a

DZ tip I1.
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4.3. Mecanismele de control al diabetului zaharat la pacientelor cu cancer mamar

Este cunoscut deja faptul, ca celula canceroasa prezintd particularitati specifice ale metabolismului
glucidic intracelular, manifestandu-se prin necesitati energetice crescute si utilizare intensa a glucozei.
Pe langa functiile sale metabolice, insulina si factorul de crestere IGF stimuleaza proliferarea celulelor
neoplazice. Este foarte importanta incapacitatea organelor ,.tinta‘, in cazul de fatd glanda mamara, de a
raspunde in mod normal la actiunea insulinei, prezentand consecinte diferite la nivelul fiecarei celule.
Pentru noi a prezintat un mare interes studierea raportul dintre timpul de actiune al DZ (vechimea), a
gradului de compensare al acestuia cu momentul diagnosticarii cancerului mamar.

In asa fel am stabilit, ci la 17 paciente (16,0%) diagnosticate cu cancer mamar diabetul a fost
depistat ocazional 1n rezultatul investigatiilor de laborator efectuate, cu alte cuvinte aceste doua
patologii severe au fost depistate practic simultan. Posibil, in aceste cazuri putem remarca si rolul
stresului psihologic provocat de confirmarea diagnostucului de cancer in declansarea diabetului. Pana la
5 ani au suferit de diabet 43 paciente (40,0%), iar 28 (26,0%) au suferit de DZ de 5 la 10 ani si doar 19
(18,0%) cazuri — 10 ani si mai mult (figura 4.1) .

Durata medie de existentd a diabetului zaharat pana la momentul depistarii cancerului mamar a

constituit 4,78 £ 0, 11 ani.

) Primar
>10 ani depistat
LR 16%

>5-10 ani
26%

F

Fig 4.1 Vechimea diabetului zaharat in momentul diagnosticarii cancerului mamar

Reamintim, cd pentru a stabili gradul de compensare al diabetului in functie de nivelul
hemoglobinei glicozilate ne-am condus de Protocolului Clinic National PCN 33 ”Diabetul zaharat

necomplicat”, editat in anul 2008 si revazut Tn 2012 si 2015. Diabetul zaharat poate fi clasificat in:
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compensat - cand hemoglobina glicozilata (HbAlc) are valoarea de 4% - 6%, subcompensat - 6,1 -7,5%
si decompensat - >7,5%.

Analizand gradul de compensare al DZ tip 2 in dependenta de valorile hemoglobinei glicozilate
(HbAlc) am obtinut urmatoarele rezultate: diabet zaharat compensat a fost stabilit practic la fiecare a
doua pacienta cu DZ - 54,20%, grad subcompensat al diabetului a fost stabilit la fiecare a treia pacienta

din studiu - 39,20%, in stadiu decompensat s-au adresat doar 6,54 % paciente (tabelul 4.5)

Tabelul 4.5 Gradul de compensare al diabetului zaharat la pacientele cu CGM asociat cu DZ tip 2

Nivelul HbAL ( mmol/l)
Lotul pacientelor 1-6% 6.1-7.5% >7.5%
(DZ compensat) | (DZ subcompensat) | (DZ decompensat)

Pacientele cu CGM 58 42 7
asociat cu DZ (n-107) (54,20%) (39,20%) (6,54 %)
Cu tratament neoadjuvant 7 27 4
(n=38) (18,4 %) (71,1 %) (10,5 %)
Fara tratament 51 15 3
neoadjuvant (n=69) (73,9 %) (21,7%) (4,3 %)

P <0,01 <0,01 <0,05

Pentru a stabili actiunea terapiei neoadjuvante specifice asupra gradului de compensare al diabetului
zaharat am studiat nivelul HbA1 la pacientele cu si fara tratament neoadjuvant. Diabet compensat au
prezentat de 4 ori ai frecvent pacientele care nu au administrat tratament neoadjuvant, fata de cele cu
tratament- 73,9% si 18,4% (p<0,01).

Gradul mediu de compensare al diabetului a fost stabilit de 3 ori mai frecvent la pacientele care au
suportat tratament specific preoperator (schemele clasice de tratament, 2 - 3 cicluri CMF, FAC) - 71,1%
vs 21,7%, (p<0,01); grad decompensat au prezentat - 10,5% paciente cu tratament preoperator vs doar
4,3% din grupul pacientelor fara tratament neoadjuvant.

Datele obtinute ar fi explicabile prin impactul de decompensare al statutului somatic precedent
terapiei neadjuvante, actiunii hiperglicemiate a glucocorticosteroizilor, ce se utilizeaza in unele scheme

de tratament si durata prolongata a stresului psihoemotional.
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4.4. Formele clinice si raspandirea procesului malign la pacientele incluse in studiu

Formele clinice ale cancerului mamar si raspandirea loco-regionald a procesului malign au o
importantd deosebitd pentru stabilirea diagnosticului si aprecierea tacticii de tratament a pacientelor.
Pacientele lotului de studiu au prezentat urmatoarele formele clinice ale cancerului mamar: forma
nodulara (cu prezenta unei tumori) a fost depistatd la majoritatea pacientelor din ambele loturi -78,5%
paciente din lotul I vs 88,49% - paciente din lotul 1l (p>0,05). Cresterea multicentrica (doud tumori) a
fost depistata de 2 ori mai frecvent la pacientele care sufereau si de diabet zaharat - 9,35%, fata de cele
fara DZ- 4,32% (p<0,01), (figura 4.2). Formele difuze (potential mai agresive) ale cancerului glandei
mamare au fost, de asemenea, de 2 ori mai frecvent inregistrate la pacientele lotul I - in 10,28% vs
5,04% - in lotul II (p<0,01), ( figura 4.3).

Cancer de tip Paget a fost inregistrat in 1,87% cazuri lotul I vs 2,16% - paciente lotul Il (p<0,01).

In asa fel, putem constata, ci formele clinice ale CGM cu un potential de evolutie mai agresiv

(forme cu crestere multicentrica si difuze) s-au depistat mai frecvent la pacientele cu CGM si DZ, fata

de pacientele fara DZ.

Fig. 42 Forma clinici de crestere Fig. 4.3 Forma clinica edem-inflamatorie
multicentricd. Tumor cu destructie. CGM asociat cu DZ tip 2
CGM asociat cu DZ tip 2 Pe

ntru a depista posibila corelatie intre formele clinice ale
CGM cu prezenta mutatiei in gena BRCA1 am comparat rezultatele obtinute. Grad 1nalt de corelare au
prezentat formele nodulare cu crestere multicentrica (r=0,98) si cele difuze (r=0,95) (p<0,01),

comparativ cu celelalte forme clinice (tabelul 4.6).
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Extinderea procesului malign la pacientele cu cancer mamar are o mare importantd. Cu cat
pacientele se adreseaza intr-un stadiu mai incipient, cu atat sansele de supravietuire sunt mai mari. La
adresarea primara pacientele cu CGM au fost investigate clinic, instrumental si paraclinic cu stabilirea

extinderii procesului malign si a stadiului maladiei.

Tabelul 4.6 Formele clinice ale cancerului mamar la pacientele incluse in studiu

_ Forma clinica
Lotul pacientelor i
Nodulara Difuza Paget
Unicentrica Multicentrica 1 )
Lotul I (n-107) 84 10
(10,28%) (1,87%)
(78,5%) (9,35%)
A BRCAl 5 5 4 0
5382insC + (35,71%) (35,71%) (28,57)
5 BRCAl 37 6 7 0
5382insC - (74,0%) (12,0%) (14,0%)
Pa-B <0,01 <0,01 <0,01 -
123 6 7 3
Lotul 11 (n=139)
(88,49%) (4,32%) (5,04%) (2,16%)
c BRCA1l 1 3 1 0
5382insC + (20,0%) (60,0%) (20,0%)
b BRCAl 30 3 6 0
5382insC - (76,92%) (7,69%) (15,38%)
Pc-p <0,01 <0,01 <0,05 -
Pril >0,05 <0,01 <0,01 >0,05
Corelarea cu prezenta
r=0,45 r=0,98 r=0,95 r=0,51
mutatiei BRCAL (r)

La pacientele cu CGM dupa verificarea citologica sau morfologica a procesului malign, extinderea
maladiei s-a determinat conform sistemului TNM, elaborat de OMS, editia a VII, revazuta in 2010.

Conform valorilor indicilor TNM a fost stabilit si stadiul maladiei. (tabelul 4.7).
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Tabelul 4.7. Repartizarea pacientelor incluse in studiu in functie de stadiul maladiei (TNM)

Loturile de Gradul de raspandire al procesului malign
studio

st. | st.. 1A st. 11B st. IIIA | st. 111B
Lotul | 1 20 50 10 26
(n=107) (0,93%) | (18,69 %) (46,72%) (9,34 %) | (24,29 %)
Lotul 1 9 45 66 5 14
(n=139) (6,47%) (32,37%) (47,48 %) (3,59%) (10,07%)
P <0,01 <0,05 >0,05 <0,01 <0,01

S-au adresat in stadiul I al maladiei doar 10 paciente din ambele loturi, dintre care numai 1 pacienta
(0,93%) cu CGM si DZ si 9 paciente (6,47%) - neafectate de diabet (p<0,01). in stadiul
Il A s-au adresat 18,69% paciente cu CGM si DZ tip 2 si 32,37% paciente - fara DZ (p<0,05). In stadiul
IT B au fost depistate practic acelasi numar de paciente: 46,72% si, corespunzator, 47,48% cazuri
(p>0,05). In stadiile mai avansate ale maladiei —stadiul III A si III B s-au adresat semnificativ mai multe
paciente cu diabet zaharat (9,34% si, respectiv, 24,29 %), fata de pacientele fara diabet zaharat (3,59%
sl, respectiv, 10,07%) (p<0,01)

Prin urmare, putem concluziona, ca pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat sunt diagnosticate
in stadii mai avansate ale procesului oncologic, stadiile II B, III A si III B, cu diferentd statistica
semnificativa. Acest fapt ar putea fi explicat si prin vigilenta oncologicd redusa la aceasta categorie de
paciente din motivul diabetului zaharat asociat, care necesitd o conduitd speciala cotidiand, si prin
agresivitatea procesului neoplazic.

Dacé ne referim la gradul de extindere loco-regionala al procesului malign am obtinut urmétoarea
repartitie: nu au fost afectati ganglionii limfatici la 21,5% paciente cu CGM si DZ si la 36,69% fara DZ
asociat (p<0,05) (tabelul 4.8).

Practic la fiecare a doua pacientd din ambele loturi (54,21% si 53,24%) au fost afectati ganglionii
limfatici axilari (p>0,05), afectarea ganglionilor limfatici axilari si subclaviculari a fost atestata de doua

ori mai frecvent la pacientele cu diabet, fata de cele nondiabetice - 24,3% vs 10,7% (p<0,01).
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Tabelul 4.8 Réspandirea locoregionald al procesului malign corelata cu prezenta mutatiei

BRCA1
Adenopatie regionala
Lotul de studiu
NO N1 N1-3
Lotul | 23 58* 26
(n=107) (21,50%) (54,21%) (24,3%)
) 3 11
A BRCAL15382insC + 0
(21,42%) (78,57%)
17 26 7
B BRCA1 5382insC -
(34,0%) (52,0%) (14,0%)
PA-B <0,01 <0,01 <0,01
51 74 14
Lotul 11 (n=139)
(36,69%) (53,24%) (10,07%)
3 2
C| BRCA15382insC + 0
(60,0%) (40,0%)
) 11 21 7
D BRCA15382insC -
(28,2%) (53,84%) (17,94%)
Pc-p <0,05 <0,01 <0,05
Valoarea indicelui py.; <0,05 >0,05 <0,01
Corelarea cu BRCAL(r) 0,88 0,46 0,96

Analizand gradul de raspandire al procesului neoplazic in functie de prezenta mutatiei BRCA1
5382insC la pacientele cu CGM si DZ tip 2 am constatat, ca la toate pacientele cu mutatie in gena
respectiva au fost afectati ganglionii limfatici: cei axilari in 21,42%, iar cei axilari si subclaviculari de
3,7 ori mai frecvent- in 78,57% cazuri.

La pacientele din grupul B, fard mutatie in gela BRCA 1, fiecare a treia pacientd (34,0%), nu a
prezentat adenopatie axilard - la fiecare a doua pacientd (52,0%) - au fost afectati doar ganglionii
limfatici axilari si numai la 14,0% au fost afectati ganglionii limfatici axilari si subclaviculari.

Analiza comparativa corelationald dintre afectarea ganglionilor limfatici regionali si prezenta
mutatiei in gena BRCAL1 la pacientele lotului I denota, cd afectarea regionald a tuturor nivelurilor
ganglionare (N1-3) a corelat semnificativ cu prezenta mutatiei respective, cu indicele de corelare - 0,96
(p<0,01). Lipsa afectarii metastatice a ganglionilor limfatici (NO) la pacientele lotului II de studiu

coreleaza semnificativ cu prezenta mutatiei in gena BRCA1(r=0,88) (p<0,05).
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4.5. Caracteristica morfopatologici si imunohistochimica a cancerului la pacientele cu diabet
zaharat asociat

Examenul morfopatologic furnizeaza diagnosticul de certitudine, care include descrierea tipului
morfologic al tumorii, gradul de diferentiere, gradul de patomorfoza, starea tesutului tumoral adiacent,

starea ganglionilor limfatici regionali etc. ( figura 4.4, 4.5)

Tesut extratumoral neafectat la
pacienta cu CGM ( carcinom lobular
invaziv) asociat cu DZ tip 2
(colorarea H/E, 200 mcrx10)

Tesut extratumoral neafectat la
pacienta cu CGM ( carcinom invaziv
nespecific) asociat cu DZ tip 2
Colorare H/E, 200 mcrx10

Analizand formele morfopatologice ale CGM in lotul pacientelor incluse in studiu, am obtinut
urmatoarele datele: (tab. 4.9)
Carcinomul nespecific ductal a fost depistat cu frecventa inalta in ambele loturi de studiu: 61 paciente
(57%) lotul 1 vs 110 cazuri (79,13%) - in lotul II, cu preponderentd semnificativa la pacientele
nondiabetice (p<0,01). ( figura 4.6, 4.7)
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Carcinom ductal invaziv la pacienta Carcinom ductal invaziv la

cubDZtip 2. pacientd cu DZ tip 2
Colorare H/E, 200 mcrx10 Colorare H/E, 200 mcrx40

Carcinomul lobular s-a depistat de 2 ori mai frecvent - in 13 cazuri (12,14%) la pacientele lotul |
vs 7 cazuri (5,03%) — in lotul II (p<0,01).

Carcinom lobular invaziv Carcinom lobular invaziv
la pacientd cu CGM si DZ la pacientd cu CGM si DZ
(colorarea H/E, 200 mcrx40) (colorarea H/E, 200 mcrx10)

Formele mixte -asocierea carcinom ductal si lobular si tubulo-lobular - s-au depistat la fel de 2 ori
mai frecvent - in 11 cazuri (10,28%) in lotul I vs 6 cazuri (4,31%) —in lotul II (p<0,01) (fig 410, 4.11).
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Fig. 4.10 Fig. 4.11
Carcinom tubulo-lobular invaziv Carcinom tubulo-lobular invaziv
la pacientd cu CGM si DZ la pacientd cu CGM si DZ
(colorarea H/E, 200 mcrx40) (colorarea H/E, 200 mcrx10)

Formele morfologice rare ale cancerului mamar: carcinomul medular a fost apreciat la 5paciente
(4,67%) din lotul I si la 4 (2,88%) - din lotul Il (p<0,05), carcinomul mucinos a fost depistat de 2,5 ori
mai frecvent - in 7 cazuri (6,54%) in lotul pacientelor cu diabet, fata de lotul pacientelor nondiabetice - 4
cazuri ( 2,88%), (p<0,01), carcinom tubular si papilar s-au inregistrat in cate in ambelel loturi: 0,93%- in
lotul I'si 0,72%- in lotul 11, fara diferenta statistic semnificativa(p>0,05). ( figura 4.8, 4.9)

Patomorfoza pronuntata (gr. IV) in urma tratamentului administrat au prezentat mai frecvent
pacientele care sufereau si de diabet (7,47%) si practic de 1,7 ori mai rar pacientele nondiabetice
(4,31%) cu diferenta statistica semnificativa.

Analiza formelor morfologice in dependentd de prezenta sau lipsa mutatieit BRCA1 5382insC a
stabilit urmatoarele particularitdti: pacientele cu CGM si DZ cu prezenta mutatiei genetice (grupul A) au
prezentat indici considerabili mai mari pentru formele lobulare (care se considera forme morfologice
mai agresive) - 42,85%, ce e de 5 ori mai frecvent in comparatie cu pacientele fara mutatie genetica —
8,0% (grupul B). Carcinomul mucinos ( cu caracter local de agresiune ), descris ca forma mai rar
intalnita, a fost depistat de 3 ori mai frecvent in lotul A de paciente 14,28%, fata de lotul B - 6,0% cazuri
(p<0,01). (figura4.12, 4.13)
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Figura 4.12 Figura 4. 13
Carcinom mucinos la pacienta cu CGM si Carcinom mucinos la pacienta cu CGM si

DZ tip 2 (colorarea H/E, 200 mcrx10) DZ tip 2 (colorarea H/E, 200 mcrx40)

Formele mixte (ductal-lobulare) s-au depistat de 2,3 ori mai frecvent - in 28,57% in grupul A, fata

de numai 12,0% - in grupul B (p<0,01).

Pacientele ambelor loturi, la care a fost depistatd mutatia Tnaltpenetrantd in gena BRCAI, au avut

cei mai inalti indici ai patomorfozei, de gradul 1V - 14,28% si 20,0% cazuri (p<0,05).

Analiza comparativa corelationala dintre formele morfologice ale tumorilor la pacientele cu CGM si
DZ cu prezenta mutatiei genetice denota, ca urmatoarele forme morfologice ale cancerului: lobular,
mixt, medular si mucinos au prezentat grad inalt de corelare (r=0,94-0,97), (p<0,01). Prezenta
patomorfozei pronuntate, de asemenea, a corelat semnificativ cu mutatia in gena BRCAL1 la pacientele

investigate cu indicele r=0,76 (p<0,05). (tabelul 4.9 A, 4.9 B)
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Tabelul 4.9. A. Caracteristica morfologica a tumorilor corelata cu prezenta mutatiei
BRCA1 5382insC

Lot ’ Forma morfologica
otu e
i Invaziv Ductal Ductal+
paciente Lobular Medular
NS Lobular
Lotul | 61 13 11 5
otu
(57,0%) (12,1%) (10,2%) (4,67%)
6 4
grupul A 0 0
(42,85%) (28,57%)
35 4 6 2
grupul B
(70,0%) (8,0%) (12,0%) (4,0%)
PA_B <0,01 <0,01 <0,01 >0,05
110 7 6 4
Lotul 11
(79,1%) (5,03%) (4,31%) (2,88%)
3 1
grupul C 0 0
(60,0%) (20,0%)
28 3 4 1
grupul D
(71,79%) (7,69%) (19,25%) (2,56%)
Pc-p <0,01 <0,01 >0,05 >0,05
ou <0,01 <0,05 <0,05 <0,05
(N 0,94 0,97 0,94 0,78
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,05
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Tabelul 4.9. B. Caracteristica morfologica a tumorilor corelata cu prezenta mutatiei

BRCA1 5382insC

Lotul de Forma morfologica
paciente Mucinos Tubular Papilar Pat.gr. IV
7 1 1 8
Lotul I
(6,54%) (0,93%) (0,9%) (7,47%)
2 2
grupul A 0 0
(14,2%) (14,2%)
IB > 0 0 0
grupu
(6,0%)
Pa—B <0,05 - - <0,01
4 1 1 6
Lotul 11
(2,88%) (0,72%) (0,72%) (4,31%)
1
grupul C 0 0 0
(20,0%)
2 1
grupul D 0 0
(5,12%) (2,56%)
Pc-D <0,01 - >0,05 <0,05
DI <0,05 >0,05 >0,05 <0,05
(r) 0,93 0,43 0,47 0,76
P <0,01 >0,05 >0,05 <0.05

Analizand repartizarea pacientelor conform tipului histologic de crestere a tumorii am obtinut
urmatoarele date: formele solide si schiroase ale tumorilor au fost depistate preponderent egal in
ambele loturi: 40,19% si, respectiv 38,32 % - 1n lotul I si 46,04% si 43,88% - in lotul II, fara
semnificatie statistica (p>0,05), (tabelul 4.10 A, 4.10 B).
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Tabelul 4.10. A. Repartizarea pacientelor conform tipului histologic de crestere a tumorii, corelata cu

prezenta mutatiei BRCA1 5382insC

Tipurile histologice de crestere
Lotul pacientelor
Solid Schiros Cribros Tubular
Lotul I 43 41 7 4
(n=107) (40,19%) (38,32%) (6,5%) (3,7%)
5 2 3
A BRCA1 + 0
(35,71%) (14,2%) (21,4%)
25 17 1 1
B |[BRCA1L -
(50,0%) (34,0%) (2,0%) (2,0%)
Lotul 11 64 61 5 2
(n=139) (46,04%) (43,8%) (3,60%) (1,44%)
1 1
C BRCAL + - -
(20,0%) (20,0%)
18 15 1 2
D |[BRCAL-
(46,15%) (38,4%) (2,56%) (5,12%)
P >0,05 >0,05 <0,05 <0,05

Formele cribroase au fost depistate de 2 ori mai frecvent 6,54% - in lotul I, fata de 3,60% - in lotul II,
cele tubulare, respectiv, in 3,74% vs 1,44%, papilare - 4,67% vs 2,16% cazuri si glandulare - 4,67% Vs
2,16%. Toate formele de crestere in ambele loturi au prezentat diferentd statistic semnificativa (

p<0,05). Datele relatate sunt prezentate in tabelul 4.10.
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Tabelul 4.10. B. Repartizarea pacientelor conform tipului histologic de crestere a tumorii, corelata cu
prezenta mutatiei BRCA1 5382insC

Tipurile histologice de crestere
Lotul pacientelor
Papilar Glandul Mucoid
Lotul | 5 5 2
(n=107) (4,6%) (4,6%) (1,8%)
2 2
A BRCA1 + 0
(14,2%) (14,2%)
5 1
B BRCAL - 0
(10,0%) (2,0%)
Lotul I 3 3 1
(n=139) (2,16%) (2,16%) (0,72%)
1 1 1
C BRCAL +
(20,0%) (20,0%) (20,0%)
1 1 1
D BRCAL -
(2,56%) (2,56%) (2,56%)
P <0,05 <0,05 >0,05

Examenul imunohistochimic releva tipul molecular al cancerului mamar, care reprezintd
caracteristicile biologice de importantd ale tumorilor maligne. Dupa cum s-a mentionat, diagnosticul
histopatologic furnizeaza o serie de indici morfologici cu valoare prognostica majora, dar investigatia
imunohistochimicd mai poate evalua factorii cu valoare predictivd asupra tratamentului, precum
receptorii de estrogen (RE), receptorii de progesteron (RP) si HER2/neu.

Cu scopul stabilirii particularitatilor biologice ale tumorilor, procedeu obligatoriu in individualizarea
tratamentului, s-au apreciat RE, RP si proteina HER2/neu la pacientele lotului de studiu.

Pentru repartizarea pacientelor conform profilului profilului imunohistochimic am utilizat
clasificatia moleculara a cancerului glandei mamare (St Gallen 2015):

1. RE+/RP+/ HER2/neu - negativ (tip luminal A)

2. RE+/RP+/ HER2/neu +pozitiv (tip luminal B)

3. Subtipul HER2/neu + pozitiv (HER2/neu + pozitiv)

4. Subtipul RE-/RP-/ HER2/neu —negativ (triplu negative)
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La pacientele investigate in cadrul studiului am stabilit, ca tipul luminal A (RE+/RP+/ HER2/neu -
negativ) a fost stabilit la 42,05% paciente cu CGM si DZ in comparatiec cu 56,83% - la cele
nondiabetice.

Tipul luminal B (RE+/RP+/ HER2/neu +pozitiv) a fost depistat la 11,21% cazuri in lotul I, in
comparatie cu 15,17% - in lotul II. La pacientele cu CGM si DZ a fost stabilit subtipul HER2/neu +
pozitiv practic la fiecare a patra pacienta — in 25,23% si semnificativ mai rar in lotul pacientelor fara DZ
- numai in 16,54% cazuri. In toate loturile de paciente am capitat diferentd semnificativa (p<0,05).
Subtipul triplu negativ (RE— /RP-/ HER2/neu —negativ) a fost stabil in 21,49% paciente cu cancer
mamar si diabet zaharat si de 2 ori mai putin — numai la 11,51% - la pacientele nondiabetice (p<0,01). (
figura 4.14, 4.15)

A %
]
i ]

Fig. 4.14
Expresia markerului imunohistochimic HER2/neu — grad inalt de expresie 3+ la pacienta cu CGM asociat
cu DZ tip 2. (X100,X200)DAB;

Daca concluziondm cele relatate mai sus, putem constata predominarea formelor
imunohistochimice cu un grad de agresiune sporit la pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat
asociat (HER2/neu + pozitiv cu expresia negativa al RE si RP si RE— /RP—/Her2— triplu negativ), fata
paciente fara diabet zaharat, care au prezentat subtipuri moleculare cu un potential mai putin agresiv
(RE+/RP+/Her2).

Analiza corelationala dintre profilul imunohistochimic cu prezenta mutatiei in gena BRCA1 denota
o corelatie semnificativa cu indicii de corelare r=0,79 - 0,82 la pacientele ambelor loturi (p<0,01), (
tabelul 4.11).
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Tabelul 4.11

Repartizarea pacientelor conform profilului imunohistochimic.

corelata cu prezenta mutatieci BRCA1 5382insC dupa St Gallen, 2015

Profilul Lotul | Lotul 11 BRCAl .
imunohistochimic (n=107) (n=139) n
RE+/RP+/ HER2/neu — 45 79
. . 0,82 <0,05
Tip luminalA (42,05%) (56,83%)
1 2
BRCA1 5382insC + 0,89 <0,01
(7,14%) (40,0%)
25 22
BRCA1 5382insC - 0,51 >0,05
(50,0%) (56,41%)
RE+/RP+/ HER2/neu + 12 21
. . 0,85 <0,05
Tip luminal B (11,21%) (15,1%)
4 1
BRCA1 5382insC + 0,49 >0,05
(28,57%) (20,0%)
9 9
BRCA1 5382insC - 0,79 <0,05
(18,0%) (23,07%)
RE-/RP-/ HER2/neu + 27 23
- 0,83 <0,05
HER?2 pozitiv (25,23%) (16,54%)
5 1
BRCA1 5382insC + 0,76 <0,05
(35,71%) (20,0%)
8 4
BRCA1 5382insC - 0,77 <0,05
(16,0%) (10,25%)
RE- /RP-/ HER2/neu — 23 16
: . 0,96 <0,01
Triplu negative (21,49%) (11,51%)
4 1
BRCA1 5382insC + 0,81 <0,05
(28,57%) (20,0%)
) 8 4
BRCA1 5382insC - 0,82 <0,05
(16,0%) (10,25%)
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4.6 Factorii de risc in prognosticul cancerului mamar la pacientele cu diabet zaharat asociat.
In rezultatul investigatiilor complexe efectuate si expuse in capitolele precedente am determinat
valoarea factorilor decesivi de risc in prognosticul evolutiei cancerului mamar la pacientele cu DZ 2.

Analiza factoriald prin F-ratio a ponderii factorilor de risc decisivi in prognosticului evolutiei
cancerului mamar la pacientele cu diabet zaharat a determinat importanta majora a urmatorilor indici:
varianta moleculara imunohistochimica a tumorilor maligne, prezenta mutatiei in gena BRCA1 5382
insC, dereglarile in statusul imunitatii antitumorale si varianta morfologica a tumorilor. In aceasti
ordine de idei mentionam, ca valori maximale ale F-ratio s-au constatat pentru subtipul
imunohistochimic triplu negativ (F=91,4; %95F=98,5) si subtipul HER2 neu + pozitiv (F=87.5;
%95F=91,0), urmate de prezenta mutatiei 5382 insC in gena BRCAL1 (F=89,9; %95F=96,5), indicii
imunitatii antitumorale CD16/25 (F=82,7; %95F=91,0), urmate de scaderea CD8 (F=694;
%95F=73,5) si CD3/4 (F= 58,3; %95F=62,5), pe cand valorile optime ale limfocitelor nu au jucat un
rol important In predictia evolutiei negative a CGM. Formele clinice difuze si nodulare cu cresterea
multicentrica a tumorilor prezinta F-ratio F=72,6; %95F=81,0 si, respectiv, F=68,3; %95F=75,0.
Ponderea formelor morfologice a constituit F=74,3; %95F=78,5 pentru carcinomul lobular, F=64,3;
%95F=68,5 - pentru carcinomul mucinos si F=61,9; %95F=66,0 - pentru carcinomul medular.
Carcinomul invaziv nespecific (NST) si carcinomul invaziv tip tubular au prezentat o pondere F
nesemnificativa de F=23,1; %95F=27,5 si, respectiv, F=21,6; %95F=24,5 ( tabelul 4.12).

Utilizand F-testul Fisher am reusit sa ierarhizam totalitatea indicilor cu importanta majord in
evolutia CGM la pacientele cu DZ tip 2. Am repartizat multitudinea factorilor de risc pe blocuri:
blocul factorilor molecular-imunohistochimici, a prezentei mutatiei in gena BRCA1 5382 insC, a
statusul imunitdtii antutumorale si a variantei clinice si morfologice a tumorii.

In asa fel, caracteristica moleculard a tumorilor este un factor major in prognosticul evolutiei
CGM. Tipul imunohistochimic molecular triplu negativ (RE—- /RP—/ HER2/neu —negativ) a fost stabil
la 21,49% paciente cu cancer mamar si diabet zaharat si de 2 ori mai putin, numai la 11,51%-la
pacientele fara diabet zaharat (p<0,01). Subtipul HER2/neu + pozitiv a fost depistat la 25,23%
paciente cu CGM si DZ si semnificativ mai putin in lotul pacientelor fird DZ in - 16,54% cazuri. In
toate loturile de paciente diferenta este statistic semnificativa (p<0, 05)

Dupa ponderea matematicd acesti factori s-au plasat pe locurile I si IIL
Prezenta mutatiei majore 5382insC in gena BRCA 1 a fost depistata la 21,87% paciente cu CGM si
DZ tip 2 si de 2 ori mai putin, doar la 11,36 % paciente fara diabet zaharat (p<<0,01), plasand acest

factor pe locul II.
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Tabelul 4.12. Setul factorilor decisivi in prognosticul evolutiei cancerului mamar la pacientele cu

diabet zaharat asociat (F-ratio, %95F)

Denumirea Variantele Coeficientul Frecventa
factorilor de risc factorilor F-ratio % 95F
~CD16/25 9,6 19,0
~CD3/4 52 14,5
Statusul imun D8 S L9
1CDI16/25 82,7 91,0
1CD3/4 58,3 62,5
LCD8 69,4 73,5
Mutatia + BRCA1 5382 + 89,9 96,5
BRCAL BRCAL1 5382 - 15,4 19,0
5382insC
Nodular 34,9 41,5
Forma clinics nodular 68,3 75,0
multicentric
forme difuze 72,6 81,0
tip luminal A 11,1 18,5
tip luminal B 49,8 52,0
Tipului molecular HER2 neu + 87,5 91,0
imunohistochimic pozitiv
triplu negativ 91,4 98,5
Nespecific 23,1 27,5
Lobular 74,3 78,5
Formele Ductal lobular 54,7 59,0
morfologice Mucinos 64,3 68,5
Medular 61,9 66,0
Tubular 21,6 24,5

Analizand concentratia T limfocitelor CD16 (celule cu impact considerabil in patogeneza neoplazica,
care reprezintd, de fapt, imunitatea antitumoralda a organismului), factorul IV dupd ponderea
matematica, am obtinut valori medii la 54,20% vs 39,56% (p 1-1<0,01) si valori inalte de 3 ori mai
rar la pacientele cu CGM si DZ, in comparatie cu pacientele nondiabetice: in 12,87% si1 40,31% (p I-
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1<0,01), date ce demonstreaza o modificare esentiald in statusul imun antitumoral la pacientele ce
sufera de cancer mamar asociat cu DZ tip 2.

Formele morfologice ale tumorilor- carcinomul lobular - se plaseaza pe locul V, iar carcinomul
medular si mucinos - pe locul IX. In asa fel, carcinom lobular s-a depistat in 13 cazuri (12,14%) in
lotul I'si de 2,3 ori mai rar -1in 7 cazuri (5,03%) —in lotul 1T (p<0,01), forma mixta (ductal-lobulara)
a carcinomului a fost stabilita In 11 cazuri (10,28%) 1in lotul I si de 2 ori mai rar — in 6 cazuri
(4,31%) — in lotul II (p<0,01). Carcinomul medular a fost depistat in 5 cazuri (4,67%) in lotul lotul 1
si in 4 cazuri (2,88%) - in lotul II (p<0,05), carcinomul mucinos - in 7 cazuri (6,54%) in lotul I si de
2,3 mai rar —in 4 cazuri ( 2,88%) - in lotul II (p<0,01), fapt care denota prezenta la pacientele care
suferd si de diabet zaharat a formelor potential mai agresive pentru evolutia loco-regionala si la
distanta a maladiei (tabelul 4.12).

in topul ierarhizarii factorilor decisivi de risc formele clinice ale maladiei, anume cele difuze, s-
au plasat pe locul VI si carcinomul nodular multicentric - pe locul VIII .

Daca ne referim la rolul statusului imun general ca factor deciziv de risc, am stabilit cd anume
limfocitele T supresoare CDS pot fi considerate ca importante si s-a constatat, ca anume pacientele cu
CGM si DZ tip2 prezinta valori scazute de 8 ori mai frecvent, fatd de pacientele cu CGM fara DZ
tip2 (54,20% vs 7,19%), plasand acest factor pe locul VII.

Ierarhizarea factorilor decisivi de risc in evolutia cancerului mamar la pacientele cu diabet

zaharat este reprezentata in figura 4.16

B Blocul formei morfologice
[] Blocul formei clinico-morfologice
B Blocul factorilor statusului imun
BBlocul factorilor mutatiatBRCA1 5382insC

B Blocul factorilori molecular-imunohistochimici

Nodular multicentric ‘ 68,3
gy
Formedifuze ‘ 12,6

Lo
ey

Fig. 4.16 lerarhizarea factorilor de risc in evolutia CGM la pacientele cu DZ tip2
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4.7 Aspecte de tratament al pacientelor cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2

Elementele ce abordeaza aspectele tratamentului specific al pacientelor cu DZ tip 2, inclusiv al
celui chirurgical, prezintd unele particularitdti ce tin atat de evolutia diabetului, cat si de
particularitatile de cicatrizare a plagilor postoperatorii: patologia de baza initiaza trecerea diabetului
zaharat latent in diabet zaharat manifest, cicatrizarea plagii chirurgicale pe fondalul DZ se poate
agrava constant si se pot dezvolta complicatii septico-purulente.

Toate problemele enuntate impun realizarea unui complex de masuri, privind diferite procedee
diagnostice si curative ce tin de pregatirea de catre actul chirurgical, de selectarea optima a volumului
tratamentului chirurgical si de efectuarea anesteziel in cadrul interventiilor chirurgicale la acest
contengent de paciente.

Metode de tratament aplicate pacientelor lotului de studiu

Tratamentul specific pentru CGM este un unul complex care include polichimioterapia,
radioterapia, metoda chirurgicald si hormonoterapia. Selectarea tratamentului administrat pacientelor
cu cancer mamar a fost conditionat de varsta pacientelor, raspandirea procesului malign, localizarea
procesului neoplazic, patologiile concomitente ale organismului, etc. Pentru pacientele cu CGM
asociat cu DZ tip 2 s-au luat in consideratie gravitatea si gradul de compensare al diabetului, nivelul
glicemiei, complicatiile specifice diabetului (cardiopatii, nefropatii, micro-macroangiopatii, dereglari
dismetabolice, etc.).

Pentru pacientele incluse in studiu atat tratamentul radiochimioterapic, cat si cel chirurgical a

fost selectat individual si a depins de factorii decesivi de risc (tabelul 4.13).

Tabelul 4.13  Metodele de tratament administrate pacientelor cu CGM si DZ tip 2

Metodele de tratamentul neoadjuvant

Lotul

pacientelor PCHT AT PCHT+RT Tri’sltamt.at
chirurgical

Lotul I 55 6 8 38

(n=107) (51,40%) (5,60%) (7,47%) (33,51%)

Lotul Il 96 7 7 29

(n=139) (69,06%) (5,03%) (5,03%) (20,86%)

Valoarea p <0,01 >0,05 >0,05 <0,05

In asa fel, tratament polichimeoterapic neoadjuvant au suportat mai multe paciente nondiabetice

- 69,06% si doar 51,40% paciente care sufereau si de diabet zaharat (p <0,01 ), fapt care
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demonstreaza restrictia tratamentului specific medicamentos din cauza prezentei diabetului si
consecintele acestuia.

Tratamentul radioterapic, tratament cu actiune locald, care practic nu agraveaza considerabil
evolutia DZ, a fost administrat egal in ambele loturi -in 5,60% si 5,03% cazuri. Asocierea
tratamentului polichimeoterapic si radioterapic preoperator s-a efectuat aproximativ la acelasi numar
de paciente din ambele loturi - 7,47% si, respectiv, 5,03%.

Metoda chirurgicald, ca prima etapa de tratament specific, a fost utilizatd semnificativ mai
frecvent la pacientele diabetice (33,51%), fatd de pacientele numai cu cancer mamar (20,86%),
(p<0,05 ). Este necesar de mentionat, ca diferenta de 13 % dintre loturi a fost cauzata de prezenta
diabetului zaharat si a complicatiilor ireversibile ale acestuia.

Tratamentul chirurgical ramane a fi metoda de baza in conduita curativd a cancerului mamar.
Este cunoscut faptul, ca pacientele cu diabet zaharat tip 2 prezinta deficiente in toate domeniile
chirurgiei, inclusiv 1n chirurgia glandei mamare, deoarece evolutia patologiei chirurgicale pe fondalul
diabetului zaharat se agraveaza constant, decompenseaza functiile somatice cu predispunerea catre
dezvoltarea complicatiilor septico-purulente, limforee prolongatd, vitalizarea precara a plagilor
postoperatorii cu cresterea duratei de spitalizare si dezavantaj economic considerabil in majoritatea
absoluta a cazurilor.

Totalitatea particularitatilor sus-mentionate frecvent conditioneazd minimalizarea volumului
operator sau chiar refuzul tratamentului chirurgical al pacientelor cu cancer mamar si diabet zaharat.

Pentru tratamentul cancerului glandei mamare se utilizeaza urmatoarele interventii chirurgicale:
mastectomii radicale sau paliative de diferite tipuri, operatii organomenajante cu limfadenectomie
locoregionald (evidarea ganglionilor limfatici axilari nivelul I-111), rezectii sectorale simple. in
functie de momentul operator: interventii programate si interventii efectuate de urgentd sau urgenta
amanata (ultimile fiind efectuate conform indicatiilor vitale, in cazul hemoragiilor active si/sau
distructiei tumorale).

Toate pacientele incluse in studiu au beneficiat de tratament chirurgical in volum radical sau
paliativ. Pacientele cu CGM si DZ au suportat tratament chirurgical in volum minimalizat din cauza
functiilor organice compromise: rezectie sectorald simpld —in 1,87 % cazuri, fatd de doar 0,72% - in
lotul celor fara diabet (p<<0,01). Interventii chirurgicale organomenajante (rezectie sectorala largit, cu
evidare locoregionald a gll ) au suportat mai multe paciente din lotul I - 13,08%, fatd de 9,35% - in
lotul Il (p<0,05). Mastectomii de tip Pirogov au fost efectuate, respectiv, in 14,95% si 12,23% cazuri
(p<0,05), e necesar de mentionat, ca volumul tratamentului chirurgical a fost minimalizat nu doar din
cauza diabetului zaharat, dar si a altor patologii concomitente depistate si la pacientele fara diabet.

Majoritatea pacientelor din ambele loturi (69,16 % si 76,98% cazuri) au suportat mastectomii

radicale tip Madden, cu diferenta semnificativa pentru lotul 11 ( tabelul 4.14) .
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Tabelul 4.14 Repartizarea pacientelor in dependenta de volumului tratamentului chirurgical

rezectia operatie Mastectomie
Lotul sectorala organomen
o . Pirogov Madden Halsted
simpla ajanta
Lotul |
1,87% 13,08% 14,95% 69,16% 0,93%
(n=107)
Lotul I
0,72% 9,35% 12,23% 76,98% 0,72%
(n=139)
P <0,01 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05

In asa fel, putem constata 0 minimalizare a tratamentului chirurgical la pacientele cu cancer

mamar si diabet zaharat, conditionat de riscul anestetico-chirurgical major (figura 4.17)

mLotul II (n=139) mLotul I (n=107)

Holsted

1

Madden 107
ME simpla

rezeclia lirgita

rezectia sectorald
' = om2

Fig.4.17 Repartizarea pacientelor conform volumului tratamentului chirurgical (valorile absolute)

Este cunoscut faptul, cd atdt mastectomiile radicale de diferite tipuri, cat si operatiile
organomenajante sunt insotite de limfodisectie a tuturor nivelelor ganglionare axilare, ce provoaca
postoperator limforee de diferita durata. La pacientele cu CGM asociat cu DZ tip 2 limforeia
prolongatad in perioada postoperatorie frecvent conditioneaza dezvoltarea complicatiilor septice, cu
vindecarea precara a plagilor, cu utilizarea medicamentelor costisitoare. Complicatiile survenite nu
doar tergiverseaza tratamentul adjuvant (polichimioterapic si/sau radioterapic) in termenii optimali,
dar si prezinta dezavantaj socio-economic considerabil.

Determinarea nivelului glicemic in limfa din plagile postmastectomice la pacientele lotului de

studiu
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Este cunoscut faptul, ca limfa circula prin vasele limfatice, precum si in spatiile
intercelulare, realizand schimbul de substante intre sange si tesuturi si are drept sarcind transportul
lipidelor si al moleculelor liposolubile in sdnge. Limfa contine hormoni, proteine, grasimi, saruri
minerale, glucoza, compozitia sa se apropie de cea a plasmei, din care s-a format. Componenta
calitativa si cantitativa a limfei la pacientele cu CGM influienteaza starea generald a organismului,
regenerarea plagii postoperatorii, si chiar generalizarea prin cale limfogena a procesului malign.

Reamintim, ca la 82 paciente (51 paciente cu CGM si DZ tip 2 si 31 - cu cancer mamar
fara DZ tip 2) s-a determinat nivelul glicemiei atat in plasma sangvind, cat si In limfa din plagile
postoperatorii. in functie de tratamentul administrat pentru DZ am divizat pacientele in

urmatoarele grupuri:

o Tratament cu insulina (17 paciente);
o Tratament cu metformina (17 paciente);
o Lipsa tratamentului medicamentos specific (17 paciente);

Grupurile au fost omogenizate conform raspandirii proceselor maligne (st. II B) si volumului
interventiilor chirurgicale. S-a apreciat nivelul glicemiei in serul sangvin si continutul limfatic al
plagii la a 7- 10 zi postoperator. (tabelul 4.15).

Pacientele cu CGM si DZ tip 2 au prezentat indici majorati ai nivelului glucozei atat in plasma
sangvind , cat si in limfa din plagile postmastectomice - 9,8+0,02 si 9,6+0,07 mmol/l, iar cele
nondiabetice au avut valori in limitele normei - 5,8+0,01 si 6,0+£0,04 mmol/I (p.;; <0,01).

Pana nu de mult, cu scopul normalizarii nivelului de glicemie la pacientele cu DZ tip 2
necomplicat in perioada pre-si postoperatorie precoce era recomandatd terapia insulinica in doze
uzuale 1n regim prescurtat. Actualmente, schemele contemporane de tratament al DZ tip 2
presupun utilizarea clorhidratului de metformina, care reduce nivelul glucozei cu 20% si cel al

hemoglobinei glicozate - cu 1,5%.
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Tabelul 4.15 Nivelul glicemiei in plasma sanvina si limfa la pacientele incluse in studiu

Nivelul glucozei (mmol/l)
Lotul pacientelor

Plasma Limfa
I.Pacientele cu CGM si DZ (n-51) 9,8+0,02 9,640,07
1.Tratament cu insulind (n-17) 8.5+0.04 9.040.02
2.Tratament cu metformina(n-17) 7.6+0,04 7.740.05
3. Fara tratament (n-17) 10,2+0,03 %3,2i0,0
II.Pacientele cu CGM fara DZ (n-31) 5,8+0,01 6,0£0,04

pl-11 <0,01 pl-11 <0,01
Valoarea indicelui p1-3<0,05 pl-S<0.01

p p2_3<0’01 p2-3<0,01
p1-2<0,05 p1-2>0,05

Daca analizam nivelul de glicemie al pacientelor cu diabet zaharat in dependentd de tipul de
medicatie hipoglicemica, atunci cele tratate cu metformina au prezentat cifre in jurul valorilor
normale - 7,6+0,04 mmol/l si 7,7+0,05 mmol/l, iar cele tratate cu insulind au prezentat valori putin
mai inalte - 8,5+0,04 mmol/l si 9,0+0,02 mmol/l (p1-2<0,05). Pacientele cu DZ, care nu au primit
tratament specific (sau au corijat valorile glicemiei prin fitoterapie si regim dietetic) au prezentat
indici glicemici mai Tnalti - 10,2+0,03 mmol/l si 13,2+0,03 mmol/l (p1-3<0,05 si
P2-3<0,01). Asadar, putem constata, ca la pacientele investigate nivelul de glicemie in plasma

sangvina e direct proportional cu cel al glucozei din limfa plagilor postoperatorii (figura 4.18)
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—#—Glucoza (singe)
~—Glucoza (limfa)

Dinamica valorilor sucozei la pacientele din erupul cu CGM si diabet zaharat tio II
Fig. 4.18 Corelarea nivelului glicemiei in plasma sangvina si limfa.

Limforeia abundenta este o problema comuna pentru toate pacientele cu cancer mamare, tratate
chirugical prin pierderea substantelor biologice ale organismului, cicatrizarea precard a plagilor,
perioada postoperatorie indelungatd si amanarea tratamentului specific. Am considerat necesar de a
studia durata si cantitatea limfei in perioada postoperatorie la pacientele investigate in asa mod,
pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2 au prezentat o diferentd semnificativ veridica in
cantitatea sumara a limfei pierdute in perioada postoperatorie, fata de pacientele fara diabet (2553,8 +
53,6 ml vs 2147,1 £ 53,2 ml), (p<0,05).

La pacientele cu CGM si DZ tip 2 tratate in perioada perioperatorie cu insulind in doze uzuale
(preoperator timp de 1 - 5 zile si postoperator 10 - 14 zile ) pierderea sumard a limfei dupa
interventiile chirurgicale timp de 25 + 5 zile a alcatuit 2618,9 + 55 ml. Pacientele cu CGM si DZ tip
2, tratate in perioada perioperatorie cu clorhidrat de metformina in doze 1,5 - 2,0 g nictemeral au
prezentat cantitatea sumara a limforeii in volum de 2312,4 + 53,8 ml (in mediu 22 + 1,5 postoperator)
ce e comparabil cu rezultatele pacientelor fara DZ, care au prezentat cantitatea sumara de 2147,1 +

53,2 ml de limfa timp de 19 + 1,2 zile (tabelul 4.16).
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Tabelul 4.16 Durata i cantitatea sumara a limforeii la pacientele cu CGM si DZ tip 2

_ Cantitatea Durata limforeii
Lotul pacientelor o )
limfei (zile)
I.Pacientele cu CGM si DZ (n-51) 2553,8+53,6 25425
1.Tratament cu insulina (n-17) 2618,9+55,0 25+5,0
2.Tratament cu metformina(n-17) 2312,4+53,8 22+1,5
3.Fara tratament (n-17) 2729,8+55.6 28457
II.Pacientele cu CGM fara DZ (n-31) 2147,1453,2 19+1,2
pl-11 <0,01 pl-11 <0,01
o p1-3<0,05 pl-3<0,01
Valoarea indicelui p
p2-3<0,01 p2-3<0,01
pl-2<0,05 pl-2<0,05

Pacientele cu CGM si DZ tip 2 fara tratament medicamentos antidiabetic (dietoterapie, fitopreparate
etc.) au pierdut in 28 + 5,7 zile in total 2729 + 55,6 ml limfa (p 1-3<0,05). Eroarea standarda a
calculelor pentru durata limforeii a fost cuprinsa in intervalul 2,03 - 2,4%, ce permite de a considera
statistic semnificative datele obtinute.

Pacientele cu CGM si DZ tip 2 tratate cu metforminad au prezentat o micsorare considerabila a
cantitatii sumare a limfei si a duratei de spitalizare (de la 28 + 5,7 la 22 + 1,5 zile/pat postoperator) cu
un debut intempestiv al tratamentului adjuvant cu beneficii economice considerabile.

Reprezentarea grafica a duratei limforeii si cantitatea sumara a limfei este reprezentata in figura 4.19
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Figura 4.19 Durata limforeii si cantitatea sumara a limfei la pacientele cu CGM si DZ tip2

Tratamentului chirurgical al pacientelor cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2 ramane a fi o
problemad constanta, care prezintd o serie de particularitdti ce pot complica perioada perioperatorie,
ne-am propus ca scop selectarea volumul optim al interventiei chirurgicale in fiecare caz in parte,
tinand cont de particularitdtile mentionate in capitolele anterioare.

In baza calcularii prin F-ratio a ponderii factorilor predictivi ai prognosticului evolutiv al
neoplaziilor mamare la pacientele cu DZ am stabilit volumului optim al interventiilor chirurgicale cu

elaborarea algoritmului factorial. ( figura 4.20)
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ALGORITMUL DE SELECTARE A VOLUMULUI OPTIM CHIRURGICAL

Pacienta cu CGM

l

)

Risc aditional scazut

Determinarea patologiilor
concomitente (DZ tip 2)

)

Aprecierea statutului imun

Risc aditional scizut:
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Imunitatea antitumorald
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Imunitatea generald
CD3/4

Controlul reactivitdii imune
CD8 citotoxic

I

()

Risc aditional scazut
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(BRCAD)
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Risc aditional crescut:
|CD16/25 sawsi
1CD3/4 saufst
|CD8
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Nodular
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Aprecierea tipului molecular
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Forme difize
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Ductal
Tubular
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Mastectomie radicald

v

Figura 4.20

Tratament chirurgical

Profilaxia limforeii
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Caz clinic 1.

Figura4.21 Pacienta M, 59 de ani cu diagnosticul stabilit Cancer mamar sinistra TAN1Mo st 111 ( p
T3N3Mo)
Pacienta M., 59 ani cu diagnosticul la internare
“Cancer al glandei mamare sinistra T4AN1Mo st. 11l B. Diabet zaharat tip 2 compensat. Cardiopatie
ischemica, Insuficienta cardiaca 2 NYHA, hipertensiune arteriala gr.Il, Obezitate., maladie varicoasa a
membrilor inferioare. (fig 4.21)

Anamneza morbi. Se considera bolnava de 8 luni, cand a observat aparitia unei formatiuni de volum
in glanda mamara stdnga, practic indolord, cu semne cutanate pozitive, progresie aparent lenta,
tratament desinestatator nu a primit.Diagnosticul de diabet zaharat a fost stabilit cu 5 ani anterior, fara
tratament specific. Dietoterapie. Fitoterapie
Anamneza ginecologica. Menarha-la 13 ani, regulate, nasteri — 3 , avorturi medicale - 3, avorturi
spontane-2. Menopauza — de la 53 ani.

Anamneza eredocolaterala. Patologie oncologica la rude de gradul 1-2 —nu cunoaste. Mama, matusa (
sora mamei) — au suferit de diabet zaharat tip 2 mai mult de 15 ani.

Status localis. Glandele mamare — asimetrice, glanda mamara stinga-deformatd in cadanul lateral
superior, unde se palpeazd o formatiune de volum cu diametru 4,0*4,0*5,0 cm, cu implicarea
tegumentelor supraiacente. Formatiunea este durd, usor sensibila la palplare, contur neregulat, putin

mobila, semnele cutanate-pozitive.
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Diagnosticul de carcinom mamar a fost stabilit clinic, paraclinc (USG, mamografic, figura 4.22) si

confirmat citologic prin punctie-biopsie cu ac fin. Diagnostic de diabet zaharat confirmat de

endocrinolog, la evidenta.

Figura 4.22 Diagnosticul mamografic, formatiune de volum BIRADSS5

Pacienta a fost consultatdi de chimeoterapeut, s-a recomandat efectuarea tratamentului
polichimeoterapic neoadjuvant, 3-4 cicluri schema CAF 2. Dupa tratamentul chimeoterapic, se denota o
regresie partiald a tumorii, efect clinic-40-50%, pacienta revine pentru continuarea tratamentului
chirurgical prin Mastectomie radicala tip Madden cu limfadenectomia locoregionala.

Diagnosticul histopatologic

In cadranul lateral superior se determin un tumor de 4,0* 3,0* 3,5 cm cu concrestere 1 n piele .Pe
sectiunile examinate se pune in evidenta parenchim mara ce este sediul unei proliferari celulare
invazive de tip carcinom lobular invaziv G3 cu arii de necroza si infiltratie limfoida,cu crestere
perineurald, P I, Fon-FAM neproliferativa, Metastaze de carcinom in toti ggll axilari( 8 din 14), in ggll
subclaviculari( 4din 8) si aparte. ( figura 4.22)
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(colorarea H/E, 200 mcrx10; 40 )
Diagnosticul imunohistochimic - carcinom triplu negativ IHC Er-, Pr -, Her2- 3+,CK 5/6 negativ, Ki 67
30% ( fig. 4.23)

Fig. 4.23 Expresia markerului imunohistochimic HER2/neu — grad inalt de expresie 3+(X100,)DAB,;

Perioada postoperatorie a evoluat fara particularititi. in perioada postoperatorie — pacienta a primit
tratament cu Metfogama 1000x2 ori, per os. Normoglicemie. Plaga -cicatrizata per primam. Durata
limforeei- 16 zile postoperator. Este externata pentru continuarea tratamentului specific-chimio- si

radioterapic.
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4.8. Concluzii la capitolul 4

1. Studiul efectuat confirmd existenta diferitor particularitdfi clinice, morfopatologice si

imunohistochimice ale pacientelor cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2.

2. Evaluand varsta medie a pacientelor investigate, am constatat urmatoarele: varsta medie a pacientelor
cu CGM si DZ tip 2 este mai mare, decat a pacientelor fara DZ (59,0+0,76 ani si 56,17+0,89 ani,
respectiv). Analiza corelationald intre depistarea CGM si faza biologica a organismului a demonstrat, ca
in perioada reproductiva se aflau doar 3,74% paciente cu CGM si DZ tip 2 si de 3 ori mai frecvent -
10,79% - paciente cu CGM fara DZ (p<0,05). Putem constata, cd majoritatea pacientelor cu diabet
zaharat sunt afectate de cancer mamar in perioada menopauzala (57,01% vs 29,5%), (p<0,01) si
postmenopauzald (p<0,05) ce s-ar putea explica prin actiunea tuturor alteratiilor induse de metabolismul

modificat pe toatd durata de existenta a diabetului.

3. In baza rezultatelor obtinute putem constata, ci particularitatile morfologice ale tumorilor maligne in
CGM si DZ se caracterizeazd prin frecventd inaltd a formelor mai agresive din punct de vedere a
evolutiei proceselor (carcinomul lobular, asocierea carcinom ductal-carcinom lobular, mucinos), ce ar

impune o tactica mai agresiva de tratament.

4. Pacientele cu CGM si DZ prezintd mai frecvent fenotipuri imunohistochimice potential mai
nefavorabile si rezistente la scheme uzuale de tratament, inclusiv hormonoterapie (subtipul triplu
negativ - 21,49% vs 11,51%, subtipul HER2/ neu pozitiv - 25,23% vs 16,54%). Tipul luminal A, cu
evolutie mai favorabila, prezinta doar 42,05% paciente cu DZ, fatd de 56,83% - fard DZ tip 2. Se cere de
mentionat faptul, cd formele clinice, gradul de raspandire, formele morfologice si profilul

imunohistochimic al tumorilor au corelat cu prezenta mutatiei in gena BRCAT.

5. In baza calculrii factoriale prin F-ratio a ponderii factorilor de risc prezenti la pacientele incluse in
studiu, am elaborat algoritmul factorial de reprezentare analizei predictive a prognosticului evolutiv al

cancerului mamar la pacientele cu DZ tip 2 cu stabilirea volumului optim al interventiei chirurgicale
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SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Mentinerea sanatatii populatiei intr-o Stare satisfacatoare este o conditie obligatorie pentru
dezvoltarea durabila a oricdrei natiuni. Prin prizma politicilor si strategiilor guvernamentale, sanatatea
constituie unul dintre cele mai vizate elementele, datorita imenselor sale implicari individuale, sociale si
demografice [168]. CGM este una dintre cele mai importante preocupari in populatia feminina din
intreaga lume, fiind cel mai frecvent tip de cancer in randul femeilor din tarile dezvoltate, afectand una
din fiecare a opta femeie (13%). Incidenta cumulativa in Europa de Vest si SUA este aproximativ de
3,7% la 55 de ani, 5,0% - la 65 de ani, si 7,7% - la 75 de ani, fiind in continua crestere [29]. In 2016,
incidenta CGM a prezentat peste un milion de cazuri la nivel mondial, iar in fiecare an mai mult de
400.000 de femei decedeazi din cauza acestei maladii [46]. In Republica Moldova CGM ocupi primul
loc in structura morbiditatii prin tumori maligne la femei. Incidenta acestei localizari creste din an 1n an,
constituind in anul 2015 54,9 %00 sau 10,7 % [1]. Varsta medie a pacientelor d¢ CGM in Republica
Moldova este de 57,7 ani. [2].

Pe de alta parte, In ultimele decenii s-a remarcat o crestere importantd a incidentei DZ, aceasta
tendinta prezentand legitati constante si anume: prevalenta neta a DZ tip 2 (90-95%) fata de DZ tip 1 (5-
10 %), consolidarea pozitillor DZ tip 2 1in grupul pacientelor de varsta pre — i
postmenopauzald,intinerirea” considerabild a patologiei. Epidemia de DZ este stimulatd de majorarea
paralela a ”presiunii glucidice”- glycemic load (ce reprezinta produsul indicelui glicemic al alimentelor
si cantitatea glucidelor din produsele alimentare), cat si de cresterea considerabild a numarului de
persoane supraponderale. In prezent DZ tip 2 afecteazi mai mult de 9% din populatia adulta din tarile
dezvoltate ale lumii [23, 49]. Situatia este similard si in Republica Moldova, unde cétre anul 2015 au
fost inregistrati 59,6 mii pacienti cu DZ, dintre care 90% ii revin DZ tip 2 si numai 10 % - diabetului
zaharat tip 1. Se estimeaza ca cifra reala va atinge 160 de mii de cazuri, cu o tendintd constanta de
crestere [2, 153].

Ca o consecintd fireascd, numdrul pacientelor cu CGM asociat cu DZ tip 2 inregistreazd o
ascensiune vadita. Actualmente exista multiple studii care semnaleaza asocierea DZ cu un risc elevat de
CGM [153, 162, 163]. Una dintre posibilele explicatii ale acestei asocieri poate fi faptul, ca ambele
afectiuni prezintd factori comuni de risc. Posibila legiturd dintre hiperglicemie, DZ si CGM a fost
pentru prima datd suspectatd in urma cu mai mult de un secol, hiperglicemia fiind raportatd la pacientii
cu cancer inca in 1885. Incepand cu anul 1950 (The databases, MEDLINE) s-a raportat faptul, ci
pacientele cu CGM au o incidenta mai mare a diabetului, decat pacientele sanitoase. Johnson JA,
Bowker SL et al. (2011) sustin ca DZ si CGM au o prevalentd mai mare in tirile dezvoltate, unde
predomina un stil de viatd sedentar, cresterea continud a stresului §i un aport alimentar crescut de

grasimi saturate si glucide rafinate [100, 101].

106



Datele literaturii de specialitate demonstreaza cert rolul primordial al hormonilor steroizi ovarieni si
durata actiunii lor proliferative (de la debutul menarhei pand in perioada de menopauzd) asupra
epiteliului glandei mamare in geneza cancerului mamar. Menarhele precoce -pana la 12 ani - cresc
riscul aparitieit CGM. La etapa stabilizdrii functiei reproductive si a debutului functionarii ciclice a
gonadelor majoritatea ciclurilor menstruale poarta un caracter anovulator, ciclul ovulator se stabileste
catre varsta de 14 ani [ 43].

Menopauza tardiva - dupd 55 ani - dubleaza riscul dezvoltarii CGM, comparativ cu menopauza
precoce- pini la 45 ani. In asa mod, devierlile fiziologice ale nivelului concentratiei de estrogen-
progesteron contribuie la un risc sporit in declansarea CGM [ 43, 59].

Aceste subiecte au fost studiate si de noi si rezultatele obtinute confirma relatarile autorilor sus-
mentionati. Analizdnd particularitatile functiei reproductive la pacientele din loturile de studiu am
obtinut urmatoarele date: menarhe pana la 12 ani s-a stabilit la 35,2% paciente din lotul I si 25,3%
paciente - din lotul II. Pentru aceasta virsta de menarhe s-a stabilit diferenta veridica intre pacientele
loturilor de studiu; menarhe 12-14 ani au avut 60,1% paciente din lotul I si 53,2% pacientele - din lotul
II. Menarhe dupa 14 ani au avut 4,7 % paciente din lotul I si 21,5% - din lotul Il. Deci, pentru pacientele
investigate varsta menarhei a jucat un rol important in dezvoltarea CGM.

Analiza corelationala intre depistarea CGM 1in raport cu perioada biologica a organismului a
demonstrat, ca majoritatea pacientelor se aflau in perioada menopauzala (57,01% vs 29,5%), ce poate fi
explicat prin perturbarile hormonale specifice perioadei biologice respective si totalitatea alteratiilor
induse de metabolismul modificat de diabetul zaharat.

Afectiunile hormono-metabolice, asa cum este obezitatea, hipertensiunea arteriald, care sunt insotite de
tulburari ale functiei suprarenalelor, reprezintd verigile patogenetice de baza atat in declansarea
cancerului glandei mamare, cat si a diabetului zaharat [ 30, 33, 71].

Datele investigatiilor proprii confirma rezultatul cercetarilor stiintifice sus-mentionate si relateaza
ca majoritatea absoluta a pacientelor cu CGM si DZ 2 au prezentat IMC peste valorile optimale: IMC
>30,0 (obezitate) au prezentat 62 paciente (57,94%) din lotul I si doar 24 paciente (17,27%) - din lotul
II, IMC in limitele 25,0-29,9 (suprapondere) au avut 34 paciente din lotul | (31,78%) vs 44 (31,65%) -
din lotul II. IMC 1in limitele 18,5-24,9 (greutate normald) s-a inregistrat doar la 11 paciente (10,28%)
din lotul I vs 69 (49,64%) - din lotul II, IMC <18,5 nu a fost nici o pacienta din lotul I si numai la 2
paciente (1,44%) - din lotul II. Asa dar, majoritatea pacientelor cu CGM si DZ (89,72%) au prezentat
diferit grad de obezitate, fatd de pacientele cu CGM fara DZ (48,92%), ceea ce denotd cd obezitatea
joaca rolul unui mecanism patogenetic primordial in dezvoltarea atat al DZ tip II, cat si a CGM.

Se stie, cd marea majoritate a cazurilor de cancer mamar sunt sporadice. Proportia fractiunii
ereditare a neoplasmelor mamare cu mutatii genetice este de aproximativ 8-12% [21, 27, 108]. Istoricul

familial pozitiv este prezent doar la 5% dintre bolnave dar, e necesar de remarcat, cazurile familiale ale
107



caror rude prezinta exclusiv tumori mamare nu constituie decat jumatate din totalul cazurilor familiale,
cealalta jumatate cuprinzand cazuri aparute in familii in care s-au inregistrat pe langa cancerul mamar,
tumori maligne ale altor organe: ovare, endometriu, colon, creier, tesuturi conjunctive, etc., [27, 172].

Gena BRCALI, de studierea careia ne-am preocupat, este localizata la nivelul cromozomului 17q21,
formatd din 22 de exoni si codificd o proteind de 1863 de aminoacizi. Mutatiile genei BRCAL, ce
conduc la erori in replicarea ADN-ului si proliferarea necontrolatd a celulelor epiteliale, sunt
raspunzatoare de aproximativ 40% din cazurile de cancer mamar ereditar si mai mult de 80% din
cazurile de cancer mamar si ovarian ereditare [27].

Determinarea genei BRCAL s-a efectuat la 108 paciente, dintre care la 64 cu CGM si DZ tip2 si 44
- cu CGM fard DZ. Loturile au fost divizate in grupuri in functie de prezenta mutatiei BRCA1
5382insC: lotul I —in grupul A - pacientele cu prezenta mutatiei majore BRCA1 5382insC, grupul B -
pacientele fard mutatia respectiva, lotul II - in grupul C —pacientele cu prezenta mutatiei majore BRCA1
5382insC si grupul D - cele fara aceasta mutatie.

Analizand rezultatele obtinute, am constatat prezenta mutatiei majore 5382insC in gena BRCA 1 la
21,87% paciente cu CGM si DZ tip 2 si de 2 ori mai putin, doar la 11,36 % paciente fard diabet zaharat.
Relatérile noastre confirma datele stiintifice ale savantilor care au studiat determinismul genetic in
cancerul mamar, care confitma cd fractiunea ereditara a neoplasmelor mamare cu mutatii genetice este
de aproximativ 8-12% [21, 179].

Astfel, analiza factoriald prin metoda ANOVA cu parametrizarea limitata prin o a prezentat corelare
dependentd pentru BRCA1 care s-a depistat in lotul pacientelor cu CGM si DZ tip 2, comparativ cu lotul
celor fard DZ (p=0,0043). Aceast fapt denotd existenta particularitdtilor genetice specifice pentru
pacientele cu CGM s1 DZ tip 2.

In literatura de specialitate tot mai frecvent apar relatiri despre starea sistemului imun la pacientele

cu cancer mamar in asociere cu DZ, caracterizatd prin imunodeficientd secundara cu diferite grade de
manifestare, cu o reducere a tuturor nivelurilor imunitdtii antiinflamatorii. Dereglarea imunitatii
afecteaza aproape toate partile componente ale sistemului imun [55, 155 ].
Se apreciaza si activitatea fagocitara joasa a neutrofilelor, scdderea producerii de anticorpi. Numarul
absolut al celulelor-T, de regula tinde sa scada, numarul celulelor T-supresoare este majorat, de
asemenea, si activitatea lor este maritd considerabil, scade numarul de celule T-helper si activitatea lor
functionald. Se inhibd proliferarea celulelor stem si incetinesc procesele de diferentiere [155]. In asa
mod, se observd o scadere a indicilor imunitdfii umorale naturale si dobandite, la fel si a activitatii
fagocitare a neutrofilelor [55].

Unul din cei mai accesibili si veridici indicatori ce caracterizeaza sistemul imun, este determinarea

limfocitelor in sangele periferic. In materialul studiat de noi pentru caracteristica indicilor cantitativi si
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functionali ai subclaselor limfocitelor T am utilizat o metoda efectivd de identificare a celulelor prin
determinarea imuno-fermentativa cu ajutorul anticorpilor monoclonali.

S-au efectuat un sir de cercetari a determinantelor celulare (CD), scopul principal fiind compararea
acestor rezultate Intre loturile de paciente si analiza coreldrii cu mutatia geneticd inaltpenetranta
BRCAL.

Investigatiile efectuate in acest domeniu ne-au permis sa concludem, ca pacientele loturilor studiate
se caracterizeazd prin imunodepresie vaditd atat antitumorald: CD16 (lotul 1 14,3£0,72 vs lotul II
21,2+0,56) cat si generald, exprimatad prin reducerea semnificativd a functiei helper CD4 (lotul I
27,4+1,8 vs lotul II 35,7+0,15) si a celulelor regulatoare a reactiilor imune CDS8 (lotul I 14,3+0,2 vs lotul
I119,3+0,3).

Prezenta mutatiei majore 5382insC 1n gena BRCA 1 la paciente cu CGM si DZ tip 2 a fost depistata
de 2 ori mai frecvent, decat la cele fara DZ (21,87% vs 11,36 %). Mai mult ca atat, s-a stabilit o
corelatie semnificativd a acesteia cu imunodeficienta celulard a pacientor lotului de studiu: CD4
(r=0,92, p<0,001), CD8 (r=0,95, p<0,001) si CD 16 (r=0,99). Asadar, totalitatea dereglarilor imune
caracteristice DZ pot avea un rol declansator in veriga imunopatogeneticd, cu inducerea mutatiei la
nivelul genei BRCAL la pacientele cu cancer mamar.

Asa dar, putem concluziona, ca mutatiile In gena BRCA1 conditioneaza o imunosupresie generala
cu micsorarea reactiel imune a organismului. Posibil, ca aceastd diferentd inregistratd pentru T
limfocitele CDS8, este cauzatd nu numai de influenta antigenelor BRCAI, dar si de actiunea
costimulatoare a T limfocitelor CD4, asupra cdrora DZ actioneaza in mod invers, decat asupra T
limfocitelor CD8. Astfel, proliferarea programatd a T limfocitelor CD4 in cadrul CGM indusa de catre
hiperglicemie si mutatia genet BRCA1 va atenua cresterea si maturizarea limfocitelor T CD8, iar in
cadrul CGM fara DZ tip 2, induce proliferarea T limfocitelor CD8 cu suprimarea, posibil secundara, a T
limfocitelor CDA4.

In cercetarea efectuati de noi rezultatele cadreaza cu cercetirile altor savanti in domeniu, care
remarca cd pentru pacientele cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat este caracteristica 0
imunodepresie vadita atat antitumorala, cat si generala [160].

Multi cercetatori stiintifici relateaza despre o evolutie mai putin agresivd a cancerului mamar la
asocierea acestuia cu DZ tip 2. In pofida faptului ci “rolul pozitiv”” al DZ in CGM ar pirea explicabil (s-
ar presupune ca asemenea formatiuni ar raspunde mai eficace la tratamentul hormonal), se constatd ca
existd mai multi factori care ar controversa un asemenea concept [52]. In afara de apectele hormonale si
metabolice, se poate atribui si micsorarea reactivitatii imune, reducerea rezistentei antitumorale,
alterarea manifestd a ADN-ului (atidt nuclear, cat si mitocondrial), actiunea asupra proceselor de

angiogeneza si metastazare .
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Alti autori ai literaturii contemporane au constatat, cd raspandirea procesului malign al CGM la
paciente cu DZ tip 2 fatd de omologii lor nondiabetici, estimeaza o interdependenta directd cu un risc
majorat de depistare a procesului oncologic in stadiu mai avansat al maladiei. Studiile sefectuate au
conclus, ca pacientele cu CGM si DZ tip 2 au fost diagnosticate mai frecvent in stadii avansate ale
procesului, comparativ cu pacientele fara DZ [Fleming et al. si Srokowski et al., Van de Poll-Franse et
al.].

Datele studiului nostru confirma datele stiintifice ale autorilor sus- mentionati si denotd, ca
forma nodulara unicentrica a fost depistata la 78,5% paciente din lotul I vs 88,49% - din lotul II; forma
nodularda multicentrica la 9,35 % din lotul I vs 4,32% - din lotul Il. Forme difuze ale maladiei (
potential mai agresive) au fost inregistrate la 10,28% si, respectiv, la 5,04%. Formele rare — la 1,87%
din lotul 1 vs 2,16% - din lotul II.

In asa fel putem constata, ci formele cu un potential de evolutie mai agresivi, nodulare
multicentrice si difuze ale cancerului mamar s-au depistat mai frecvent la pacientele cu CGM si DZ, vs
paciente fara DZ, cu diferenta statistic semnificativa (<0,01).

Analizand gradul de extindere loco-regionala al procesului malign am obtinut urmatoarea repartitie:
afectarea ganglionilor limfatici axilari a fost stabilita la 54,21% paciente lotul I vs 53,24% - din lotul I1.
Afectarea ganglionilor limfatici axilari si subclaviculari s-a depistat la 24,3% paciente din lotul I vs
10,7% - din lotul 11.

Evaluand gradul de raspandire al procesului neoplazic in functie de prezenta mutatiet BRCA1
5382insC la pacientele cu CGM si DZ tip 2 am constatat, cd la toate pacientele cu mutatie in gena
respectivd au fost afectati ganglionii limfatici: cei axilari in 21,42%, iar cei axilari si subclaviculari de
3,7 ori mai frecvent - in 78,57% cazuri. La pacientele din grupul B, farda mutatie in gela BRCA 1,
fiecare a treia pacienta (34,0%) nu a prezentat adenopatie axilara, la fiecare a doua pacienta (52,0%)
au fost afectati doar ganglionii limfatici axilari si numai la 14,0% au fost afectati ganglionii limfatici
axilari si subclaviculari.

Asadar, adenopatia axilara si subclaviculara e mai frecvent depistatd la pacientele care suferd de
CGM side DZ cu diferenta statistic semnificativa, fatd de pacientele numai cu cancer mamar.

In prezent, evolutia clinici a CGM se bazeazi pe factorii traditionali predictivi si de prognostic precum:
tabloul clinic, tipul morfopatologic si factorii biologici (expresia receptorilor hormonali si ai proteinei
HER2/neu). Anume diversitatea tipurilor imunohistochimice ale tumorilor conditioneaza evolutia
nefavorabila a procesului malign cu diseminarea procesului local si general (in special in primii 5 ani),
supravietuire redusa si o ratd de mortalitate relativ inalta [29].

Examenul morfopatologic furnizeaza diagnosticul de certitudine, care include descrierea tipului
morfologic al tumorii, gradul de diferentiere, gradul de patomorfoza, starea tesutului tumoral adiacent,

starea ganglionilor limfatici regionali etc.
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Analizand formele morfopatologice ale CGM in lotul pacientelor incluse in studiu, am obtinut
urmatoarele datele:

Carcinomul nespecific ductal a fost depistat cu frecventa inalta in ambele loturi de studiu: la 57%
paciente in lotul I si 79,13% - in lotul II, cu preponderentd semnificativa la pacientele fara diabet
zaharat.

Carcinomul lobular s-a depistat de 2 ori mai frecvent - la 12,14% la pacientele din lotul I, fata de
5,03% — din lotul 11 (p<0,01). Formele mixte - asocierea carcinom ductal si lobular s-a depistat la fel
de 2 ori mai frecvent - in 10,28% - in lotul I vs 4,31% — in lotul II (p<0,01). Formele morfologice rare
ale cancerului mamar: carcinomul medular, mucinos si tubular s-au depistat la fel mai frecvent la
pacientele cu cancer mamar si diabet, fatd de semeni.

Patomorfoza pronuntata (gr. IV) in urma tratamentului administrat au prezentat mai frecvent
pacientele care sufereau si de diabet (7,47%) si practic de 1,7 ori mai rar pacientele nondiabetice
(4,31%) cu diferenta statistica semnificativa.

Analiza comparativa corelationald dintre formele morfologice ale tumorilor la pacientele cu CGM si
DZ cu prezenta mutatiei genetice denotd, cd urmatoarele forme morfologice ale cancerului: lobular,
mixt, medular si mucinos au prezentat grad inalt de corelare (r=0,94-0,97), (p<0,01). Prezenta
patomorfozei pronuntate, de asemenea, a corelat semnificativ cu mutatia in gena BRCAL la pacientele
investigate cu indicele r=0,76 (p<0,05).

Rezultatele obtinute de noi in privinta particularitatilor morfologice difera de relatarile unor savanti
in domeniu, care mentioneaza ca structura morfologica a tumorilor maligne la pacientele care sufera de
diabet zaharat nu difera fata de cele fara diabet [98].

Examenul imunohistochimic releva tipul molecular al cancerului mamar, care reprezinta caracteristicile
biologice de importanta ale tumorilor maligne.

Cu scopul stabilirii particularitatilor biologice ale tumorilor, procedeu obligatoriu in individualizarea
tratamentului, s-au apreciat RE, RP si proteina HER2/neu la pacientele lotului de studiu. La pacientele
investigate in cadrul studiului am stabilit predominarea formelor imunohistochimice cu un grad de
agresiune sporit la pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat asociat (HER2/neu + pozitiv cu expresia
negativa a RE si RP si RE—- /RP—/Her2— triplu negativ), fata paciente fara diabet zaharat, care au
prezentat subtipuri moleculare cu un potential mai putin agresiv (RE+/RP+/Her2-).

Analiza corelationald dintre profilului imunohistochimic cu prezenta mutatiei In gena BRCAI1
denotad o corelatie semnificativa - cu indicii de corelare r=0,79-0,82 - la pacientele ambelor loturi
(p<0,01).

in baza rezultatelor obtinute putem constata, ca particularititile morfologice ale tumorilor maligne in

CGM si DZ se caracterizeaza prin frecventa inalta a formelor mai agresive din punct de vedere a evolutiei
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proceselor (carcinomul lobular, asocierea carcinom ductal si lobular, mucinos), ce ar impune o tactica mai
agresiva de tratament.

Pacientele cu CGM si DZ prezinta mai frecvent fenotipuri imunohistochimice potential mai
nefavorabile si rezistente la scheme uzuale de tratament, inclusiv hormonoterapie (subtipul triplu negativ -
21,49% vs 11,51%, subtipul HER2/ neu pozitiv - 25,23% vs 16,54%). Tipul luminal A, cu evolutie mai
favorabila, prezintd doar 42,05% paciente cu DZ, fatd de 56,83% - farda DZ tip 2. Se cere de mentionat
faptul, cd formele clinice, gradul de raspandire, formele morfologice si profilul imunohistochimic al
tumorilor au corelat cu prezenta mutatiei in gena BRCA1.

In rezultatul investigatiilor complexe efectuate si expuse in capitolele precedente am determinat
valoarea factorilor decesivi de risc in prognosticul evolutiei cancerului mamar la pacientele cu diabet tip 2.

Analiza factoriald prin F-ratio a ponderii factorilor de risc decisivi in prognosticului evolutiei
cancerului mamar la pacientele cu diabet zaharat a determinat importanta majord a urmadtorilor indici:
varianta moleculara imunohistochimica a tumorilor maligne, prezenta mutatiei in gena BRCA1 5382 insC,
dereglarile in statusul imunitatii antitumorale si varianta morfologica a tumorilor. Utilizand F-testul Fisher
am reusit sa ierarhizam totalitatea indicilor cu importanta majora in evolutia CGM la pacientele cu DZ tip
2. Am repartizat multitudinea factorilor de risc pe blocuri: blocul factoriilor molecular-imunohistochimici,
prezentei mutatiei In gena BRCA1 5382 insC, statusului imunitdtii antutumorale, variantei clinice si
morfologice a tumoriilor. Stabilirea factorilor decesivi de risc in evolutia cancerului glandei mamare la
pacientele cu dabet zaharat tip 2 ne-a permis sa selectam criteriile de apreciere a volumului optim al
interventiei chirurgicale.

Analizand repartitia cazurilor conform volumului chirurgical administrat am obtinut urmatoarele date:
pacientele lotului I au beneficiat de tratament chirurgical in volum minimalizat prin rezectie sectorald in 2
cazuri (1,87 %) vs 1 caz (0,72%) — din lotul II, tratament organomenajant cu evidare locoregionala in 14
cazuri in lotul T vs 13 cazuri (9,35%) - in lotul II, mastectomie simpla in 16 cazuri (14,95%) lotul | vs 17
cazuri (12,23%) - in lotul II. Majoritatea pacientelor din ambele loturi au suportat mastectomii radicale tip
Madden - 74 paciente (69,16 %) din lotul | vs 107 cazuri (76,98%) - din lotul II. In asa fel putem constata
o minimizare al tratamentului chirurgical la pacientele cu CGM si DZ tip 2, conditionat de riscul
anestetico-chirurgical crescut la aceasta categorie de bolnave.

Este cunoscut faptul, ca atat mastectomiile radicale de diferite tipuri, cat si operatiile organomenajante
sunt Insotite de limfodisectie a tuturor nivelelor ganglionare axilare, ce provoacd postoperator limforee
de diferita durata ( autori limforee). La pacientele cu CGM asociat cu DZ tip 2 limforeia prolongata in
perioada postoperatorie frecvent conditioneazd dezvoltarea complicatiilor septice, cu vindecarea precard
a plagilor, cu utilizarea medicamentelor costisitoare. Complicatiile survenite nu doar tergiverseaza
tratamentul adjuvant (polichimioterapic si/sau radioterapic) in termenii optimali, dar si prezinta

dezavantaj socio-economic considerabil.
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Pacientele cu CGM si DZ tip 2 au prezentat indici majorati ai nivelului glucozei atat in plasma
sangvind , cat si in limfa din plagile postmastectomice - 9,8+0,02 si 9,6+0,07 mmol/l, iar cele cu CGM
fara DZ au avut valori in limitele normei 5,8+0,01 si 6,0+0,04 mmol/l.

Pana nu de mult, cu scopul normalizarii nivelului de glicemie la pacientele cu DZ tip 2 necomplicat
in perioada pre-si postoperatorie precoce, era recomandatd terapia insulinicd in doze uzuale in regim
prescurtat. Actualmente, schemele contemporane de tratament al DZ tip 2 presupun utilizarea
clorhidratului de metformina, care reduce nivelul glucozei cu 20,0% si cel al hemoglobinei glicozate -
cu 1,5%.

Daca analizam nivelul de glicemie al pacientelor cu diabet zaharat in dependentd de tipul de
medicatie hipoglicemica, atunci cele tratate cu metformina au prezentat cifre in jurul valorilor normale -
7,6+0,04 si 7,7+0,05 mmol/l, iar cele tratate cu insulina au prezentat valori putin mai inalte - 8,5+0,04 si
9,0+£0,02 mmol/l. Pacientele cu DZ, care nu au primit tratament specific (sau au corijat valorile
glicemiei prin fitoterapie si regim dietetic) au prezentat indici glicemici mai inalti - 10,2+0,03 si
13,2+0,03 mmol/I.

Asadar, am constat, ca la pacientele investigate nivelul de glicemie in plasma sangvind e direct
proportional cu cel al glucozei din limfa plagilor postoperatorii.

Limforeia abundenta este o problema comuna pentru toate pacientele tratate chirugical in legatura cu
cancerul glandei mamare prin pierderea substantelor biologice ale organismului, cicatrizarea precara a
plagilor, perioada postoperatorie indelungatd si amanarea tratamentului specific. Am considerat
necesar de a studia durata si cantitatea limfei in perioada postoperatorie la pacientele investigate.

In asa mod, pacientele cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2 au prezentat o diferenti semnificativ
veridica in cantitatea sumara a limfei pierdute in perioada postoperatorie, fatd de pacientele fara
diabet. La pacientele cu CGM si DZ tip 2, tratate n perioada perioperatorie cu insulind in doze uzuale
(preoperator timp de 1-5 zile si postoperator 10-14 zile ) pierderea sumara a limfei dupa interventiile
chirurgicale timp de 25+5 zile a alcatuit 2618,9+55 ml. Pacientele cu CGM si DZ tip 2, tratate in
perioada perioperatorie cu clorhidrat de metformina in doze 1,5-2,0 g nictemeral au prezentat
cantitatea sumard a limforeii Tn volum de 2312,4+53,8 ml (in mediu 22+1,5 postoperator), ce e
comparabil cu rezultatele pacientelor fara DZ, care au prezentat cantitatea sumara de 2147,1£53,2
ml de limfa timp de 19+1,2 zile.

Pacientele cu CGM si DZ tip 2 fara tratament medicamentos antidiabetic (dietoterapie, fitopreparate
etc.) au pierdut in 28+5,7 zile in total 2729+55,6 ml limfa. Eroarea standarta a calculelor pentru durata
limforeii a fost cuprinsa in intervalul 2,03-2,4%, ce permite de a considera statistic semnificative

datele obtinute.
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Asadar, pacientele cu CGM si DZ tip 2 tratate cu metformina au prezentat o micsorare considerabild a
cantitatii sumare a limfei si a duratei de spitalizare ( de la 28+5,7 la 22+1,5 zile/pat postoperator) cu un
debut intempestiv al tratamentului adjuvant cu beneficii economice considerabile.

Deoarece tratamentului chirurgical al pacientelor cu cancer mamar si diabet zaharat tip 2 rdméane a fi o
problemd constanta, care prezintd o serie de particularitati ce pot complica perioada perioperatorie ne-
am pus un scop aparte de a selecta volumul optim al interventiei chirurgicale in fiecare caz in parte,
tinand cont de particularititile mentionate frecvent in capitolele anterioare.

In baza calculirii factoriale prin F-ratio a ponderii factorilor de risc in evolutia cancerului mamar la
pacientele cu diabet zaharat am elaborat algoritmul factorial de reprezentare a tacticii de analiza
predictiva a prognosticului evolutiv al neoplaziilor mamare la pacientele cu DZ tip 2 cu stabilirea

volumului optim al interventiei chirurgicale.
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CONCLUZII GENERALE

1. Pacientele cu CGM asociat cu DZ se caracterizeaza prin imunodepresie vadita antitumorala: CD16
(lotul T 14,3+0,72 vs lotul II 21,2+0,56) (p<0,01), dar si generald, exprimata prin reducerea semnificativa a
functiei helper CD4 (lotul I 27,4+1,8 vs lotul II 35,7+0,15) (p<0,01) si a celulelor regulatoare a reactiilor
imune CDS (lotul I 14,3+0,2 vs lotul 11 19,3+0,3) (p <0,01).

2. Prezenta mutatiei majore 5382insC in gena BRCA 1 la paciente cu CGM asociat cu DZ tip 2 a fost
depistata de 2 ori mai frecvent, decat la cele farda DZ (21,87% vs 11,36 %) (p<0,01). Mai mult ca atat, s-a
stabilit o corelatie semnificativd a acesteia cu imunodeficienta celulara: CD4 (r=0,92, p<0,001), CD8
(r=0,95, p<0,001) si CD 16 (r=0,99, p<0,001). Asadar, totalitatea dereglarilor imune caracteristice DZ pot
avea un rol declansator in veriga imunopatogenetica in cancerul mamar cu inducerea mutatiei la nivelul
genei BRCAL.

3. Pacientele cu CGM asociat cu DZ au prezentat unele particularitati clinice in comparatie cu cele
nondiabetice: frecventa mai inalta a formelor difuze (potential mai agresive) — 10,28% vs 5,04% (p<0,01),
a cresterii multicentrice a tumorilor - 9,35%, vs 4,32% (p<0,01) si a unui grad mai avansat de extindere
loco-regionala - 24,3% vs 10,7% (p<0,01), cu un indice inalt de corelatie a mutatiei inaltpenetrante in gena
BRCAI1 (r=0,95; r=0,98 sir=0,96) (p<0,01).

4. La pacientele lotul | s-au depistat unele particularitatile morfologice, fata de cele din lotul II:
frecventa mai inaltd a carcinomului lobular -12,14% vs 5,03%, (p<0,01), a carcinomului mixt - ductal si
lobular -10,28% vs 4,31%, (p<0,01) si a formelor rare: medulare -4,67% vs 2,88% (p<0,05) si mucinoase -
6,54% 2,88%, (p<0,01). Pacientele cu diabet au prezentat patomorfoza mai pronuntata (gr. [V), fata de cele
nondiabetice - 7,47% vs 4,31% (p<0,01). Indicele corelativ cu gena BRCA1 5382insC prezinta valori inalte
si semnificative (r=0,93-0,97), (p<0,01).

5. La pacientele cu CGM si DZ tip 2 predomina formele imunohistochimice cu un grad de agresivitate
sporit: subtipurile moleculare triplu negativ - 21,49%si Her2/neu pozitiv -25,23%, fata de cele fara diabet -
11,51% vs 16,54%. Analiza corelationald dintre profilului imunohistochimic cu prezenta mutatiei in gena
BRCA1 denota o corelare semnificativa cu indicii 1=0,79-0,82 (p<0,01).

6. Problema stiintifica solutionata consta in selectarea factorilor primordiali de risc in evolutia
cancerului mamar asociat cu DZ: subtipurile imunohistochimice triplu negativ, HER2/ neu pozitiv,
prezenta mutatiei 5382 insC, imunitatea antitumorald CD16/25, si celulara: CD8, CD3/4, formele clinice
difuze, cresterea multicentrica a tumorilor, carcinomul lobular, mucinos si medular. In baza factorilor de
risc am stabilit criteriile de apreciere a volumului optim al interventiilor chirurgicale cu elaborarea unui
algoritm. Pacientelor cu criterii de prognostic nefavorabil se recomanda imperativ efectuarea
mastectomiilor radicale in defavoarea tratamentului organomenajant sau/si reconstructiv.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Tinand cont de faptul, cd diabetul zaharat tip 2 prezintd un potential factor de risc in dezvoltarea
cancerului mamar, pacientelor cu diabet zaharat se recomanda de a spori vigilenta oncologica prin
efectuarea regulatd a investigatiilor complexe cu includerea tuturor metodelor specifice de diagnostic
(clinica, imagistica, genetica, imunologicd) pentru depistarea precoce a cancerului.

2. Reesind din faptul, ca frecventa mutatiei majore 5382insC in gena BRCA 1 la pacientele cu CGM si
DZ tip 2 prezintd valori duble fata de cele nondiabetice, considerdm oportuna determinarea obligatorie a
acestel mutatii pentru stabilirea unui tratament specific individualizat. Recomandam aceasta investigatie
si rudelor de gradul I-11 a pacientelor cu CGM.

3. Pacientelor cu CGM si Dz tip 2 se recomanda aprecierea subtipurilor imunohistochmice a
tumorilor maligne prin trepan biopsie pentru evitarea administrarii unui tratament neoadjuvant
nejustificat, tinand cont de o eventuald decompensare a diabetului preexistent si frecventa 1naltd a
complicatiilor acestuia.

4. Pacientele cu CGM si DZ cu: formele difuze ale maladiei, prezenta mutatiei in gena BRCA 1,
imunodepresie antitumorala vadita, forme morfologice rare, cresterea multicentrica a tumorilor,
subtipuri imunohistochimice triplu negative si HER 2 /neu pozitive, prezintd o evolutie nefavorabila a
procesului neoplazic cu prognostic rezervat si necesitd din start personalizarea tratamentului specific si
dispensarizarea minutioasa a acestora.

5. Recomandam de a selecta volumul optim al interventiilor chirurgicale in baza factorilor decisivi de
risc stabiliti (imuno-genetici, clinico-morfologici si imunohistochimic), conform criteriilor elaborate in
algoritm. Pacientelor cu criterii de prognostic nefavorabil se va recomanda imperativ efectuarea
mastectomiilor radicale in defavoarea tratamentului organomenajant sau reconstructiv.

6. Cu scopul profilaxiei limforeii abundente si prolongate la pacientele cu CGM si DZ tip 2 compensat
si subcompensat,pentru prevenirea tergiversarii tratamentului adjuvant si micsorarea duratei de

spitalizare, se recomanda de a utiliza tratamentul cu clorhidrat de metformina in perioada postoperatorie.
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ANEXA 1. Chestionarul de evaluare a pacientelor incluse in studiu.

Numele Prenumele.
Adresa

Ne figei de stationar
Ne fisei de ambulator
Virsta pacientei (ani)
Grupul de virsta

.<25ani
26-35
36-45
46-55
56-65
> 66
Locul de trai

oras
sat
Starea familiara

. celibatara
. casatorita
. divortata
Indicele masei corporale (IMC)

19-25
26-29
30-35
36-39
0. Starea fiziologica

reproductiva
climacteriu
menopauza <5 ani
menopauza > 5 ani
1. Menarhe

pind la 11 ani
12-14 ani

15 ani s1>

2. Zile menstruale

3 zile
4-6

7 si

3. Ritmul menstrual

regulat
dereglat
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14.

grwODE EAMONE

16.

18.

™ =

[{e]

©CONDOPWDN P

20.

ok wbdpE

5.

Parietatea

nu a nascut

1-3 nasteri

4-5

6 si>
Avorturi

1-2

3-5

6-10

>10

0

CGM la rude

da
nu

. Cr. Alte localizari la rude

da
nu

DZ tip 2 larude de gradul 1

da
nu

. Localizarea procesului
Superior intern

Hotarul cadr.superioare

Superior lateral

Hotarul cadr.externe

Lateral inferior

Hotarul cadr.inferioare

Medial inferior

Hotarul cadr.interne

Central
Mamelon
Plica mamara
Lob accesor

Toata suprafata glandei mamare

Forma clinica

Unicentrica
Multicentrica
Padjet

Oculta
Intracistica
Formele difuze
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21. Mamografia

NGO~ wWNE

Cr

FA

FAM
Microcalcinate
Chist

CAP

Tumor filoid
Nu s-a efectuat

22. USG a glandei mamare

1. nu sunt date

2. Cr

3. Susp.Cr

4. FAM

5. FA

6. Chist
Microcalcinate

23. Citologia

1. carcinom

2. susp.carcinom

3. ep.gl. normale

4, ep.gl. cu proliferatie
5. ep.gl. cu atipie

6. cu semne de liza
7. leucocite,macrofage
8. mase nestructurate
9. lipide,eritrocite
10. histiocite

11. corpulete colostrale
24. STADIUL

1. 0 Tis NoMo
2. I T1NoMo
3. 1A ToN1Mo
4. A T1N1Mo
5. 1A T2NoMo
6. 1B T2N1Mo
7. 1B T3NoMO
8. 1A ToN2Mo
9. IHIA  T1N2Mo
10. A T2N2Mo
11. 1A T3N1Mo
12. 1A T3N2Mo
13. [1IB T4NoMo
14. I1IB  T4N1Mo
15. 1IB  T4N2Mo
16. I1IC TI1N3Mo
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17. IIC  T2N3Mo
18. IIC  T3N3Mo
19. IIC  T4N3Mo

Metode de depistare a extinderii procesului tumoral

25. Ro toracelui

26. USG

27. Scintigrafia oaselor

28. Tomografia mediastinului
29. Tomografia computerizata
30. Tomogr.magn.rezon.

31. altele

w
N

. Patologia concomitenta.

1. Cardiomiopatie

2. HTA

3. Obezitate

4. Adenoma tiroidian
5. Chist tiroidian

6. Tiroidita autoimuna
7. Hipotireoza

8. Hipertireoza

Q. Chist ovarian

10. Miom uterin

11. Endometrita

12. Anexita

13. Polipoza

14. Hepatopatie cronica
15. Colecistita

16. Pancreatita

17. Maladie ulceroasa
18. Pielonefrita

19. Bronhopneumopatie
20. Thc

21. Alergie

33. Termenii de depistare a DZ

1. Primar depistat
2. 1-5 ani

3. 6-10 ani

4. 11->

34. Nivelul glicemiei la adresare ( cifre absolute)

35. Nivelul glicemiei postoperator
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36. Nivelul de glicemie pe parcursul tratamentului

1. 4-6
2. 7-15
3. >15

37. Glucozuria pe parcursul tratamentului

38. Prezenta acetonei in urind pe parcursul tratamentului

1. Abs.
2. Prezenta

39. Nivelul hemoglobinei glicozilate

4.5-5.7 %
5.7-6.4 %
6.5-7.4 %
7.4-8.9 %

el NS

40. Evolutia clinica a DZ

1. compensat
2. subcompensat
3. decompensat
41. Gravitatea DZ
1. Usoara
2. Medie
3. grava
42. Tratamentul DZ
1. Insulinoterapia
2. Antidiabetice (biguanide)perorale
3. Nu necesita corectie medicamentoasa
43. Complicatiile Diabetului Zaharat
1. Nefropatie
2. Retinopatie
3. Polineuropatie
4, Encefalopatie
5. “ picior diabetic*
44. Informativitatea pacientului
1. scolarizat
2. neinformatizat
3. primar depistat
Indicii metabolici
45. Glucoza
46. Ureea

47. Proteina totala
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48. Creatinina

49. Bilirubina

50. Protein totala
51. ALAT

52. ASAT

53. A amilaza

54. Na

55. K

56. Ca

57. Colesterolul
58. Lipoproteide
Indicii imunitatii
59. Leucocite

60. limfocite

61. monocite

62. T-limfocite
63. T-limfocite sens.
64. T-limfocite rez.
65. B-limfocite

Indicii hormonali

66. Prolactina
67. LH

68. FSH

69. Progesteron
70. Cortizol
71. Estradiol
72. Testosteron
73. T3

74. T4

75. TSH

76. DHEA

77. Somatotropina
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Tratamentul

78. Restrans din cauza patologiei asociate
79. Tratamentul in conformitate cu extinderea procesului
Numai chirurgical

OP+RT

OP+CT sau RT
CT+RT+OP+CT+HT
CT+OP+CT
CT+OP+CT+HT
RT+OP+CT

RT+OP+HT
RT+OP+CT+HT

Alte variante

© © N o g~ w DN PE

0 K
S o

. Prima etapa de tratament
Chirurgicala
RT fr.simple
RT hiperdozata
CT
CT+RT
1. Schemade CT
Nu s-a efectuat
CMF
CAF

Preparate target

® o > w D E

a ~ W DN

Alte scheme

82. Nr. Curelor de CT neoadjuvante

83. Nr.curelor de CT adjuvante

84. Complicatiile tratamentului CT adjuvant
85. Eficacitatea tratamentului PCT NA

1. Nu s-a efectuat trat.preoperator

2. fara eficacitate

3.20%

4.30 %

5.40%
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6.50 %
7. 60 % sim. mult
86. Complicatiile tratamentului PCT NA
1. leucopenia
2. agravarea cardiopatiei preexistente
agravarea hepatopatiei preexistente
4, agravarea nefropatiei preexistente

87. Tratamentul RT preopaerator

1. Nu s-a efectuat
2. Fractii simple
3. Fractii hiperdozate

88. Complicatiile tratamentului RT preoperator

1 leucopenia

2 agravarea cardiopatiei preexistente
3. agravarea hepatopatiei preexistente
4 agravarea nefropatiei preexistente
5 epiteliita pronuntata

89. Eficacitatea tratamentului RT neoadjuvant
Nu s-a efectuat

Fara eficacitate

20 %

30 %

40 %

50 %

60 % si m. mult

N o a > w DN E

90. Volumul interventiei chirurgicale

Nu s-a efectuat

Rezectie sector. cu a/ loc
Rezectie sector. cu a/ gen
Rezectie sect. largita cu limfaden.
Rezectie sect.+ Madden

Pirogov

Madden

N o a ~ w Ddh e
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8. Halsted

91. Complicatiile tratamentului chirurgical
1.infectarea plagii postoperatorii

2. supurarea plagii postoperatorii

3. limforee> 3 sapt.

4.necroza lambourilor

5.altele

92. BRCA 15382 insC

1. nu s-a efectuat
2. pozitiv
3. negativ

93. Tip de crestere
1 nu este indicat
2 unicentric

3 multicentric
4. solid

5 schiros

6

mixt

94. Clasificarea morfologica
Cr.ductal
Lobular
Ductal+lobular
Tubular

Papilar

Cu metaplazie
Medular

Mucinos

© oo N o g Bk~ w DN PE

cribros

[EY
©

intraduct.cu inceput de inv.

[EY
=

structure tubulare

[EEN
N

papilare
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13. glandulare

14. CU mucozitate

95. Fondul

Nu este indicat
FAM

FAM fibrozat
FAM proliferativ
Scleroza

Fibroza

Chistic

Focare de crestere tumorala

© 0 N o g bk~ wWw DN PE

Adenoza sclerozanta

CAP
Infiltratie limfoida
Hialinoza stromei

[ S T
N = o

96. Patomorfoza

Gr.1

Gr.2

Gr.3

Gr4

Necroza

Nu este indicat

oakrwdpE

97. Gradul de diferentiere

Gl
G2
G3
G4
Nu este indicat

agrwpdE

98. Mtin g.l. ( numarul ganglionilor afectati)

1 Axilari

2. Subclaviculari
3. Subscapulari
4 Absenti
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99. Diametrul tumorii

1 <0.5

2 0.6-1.0

3. 1.1-2.0

4. 2.0-3.0

5 3.1-5.0

6. 5.0->

Durata tratamentului chirurgical

100.Preoperator ( zile pat)
101.Postoperatorii ( zile-pat)
102.Durata internarii ( zile-pat)
103.Durata limforeei
104.Cantitatea sumara a limfei

Rezultatele tratamentului

105.Fara progresare ( luni)
106.Recidiv ( luni)
107.Progresare ( Mt peste luni)
108.Localizarea MT

Oase

Plamiini

Ficat

Ovare

Creer
Intracutane
Alte localizari

NogkrwdpE
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ANEXA 3

APROB
‘o.yicedirector medical

FISA
ce confirma implementarea practica a elaborarii:

Metoda de tratament

Clinica Institutul Oncologic din Republica Moldova
MD 2025, Chisinau, str. Testemitanu 30

1

(98}

N

5

Vicedirector departamentul chirurgie,
dr.st.med.

- Elaborarea ” Economiile implementiirii metodei de minimizare a limforeei la bolnavele cu
cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2 dupa mastectomie”.

Autor: doctorand Teaciue Diana;
- Recomandata de Consiliul de Experti al MS RM $i sectia Stiinte Medicale a AS RM.
. Metoda a fost elaborati in cadrul laboratorului stiintific Mamologie Oncologici, sectia

Mamologia 1 si este aplicati in micsorarea duratei si_cantitiitii limforeei in perioada
postmastectomie la_pacientele cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip2.
T

- Institutiile curativ-profilactice, care au implementat eﬁaborérile expuse in documentul dat:
Inovatia este implementati in cadrul IMSP Institutul Oncologic, laboratorul
Mamologie Oncologici, sectiile Mamologie 1 si Mamologie 2 si constid in utilizarea
preparatului Metformin in perioada perioperatorie, in doze uzuale la paciente cu cancer
mamar asociat cu diabet zaharat tip 2 compensat cu micsorarea duratei si cantitatii
limforeei, continurarea intempestiva a etapelor de tratament si micsorarea duratei de
spitalizare cu beneficiul atat curativ, cit si economic.

. Formele de implementare (seminare, pregatirea cadrelor, avize etc.) si rezultatele aplicarii
metodei:

Metoda este utilizati in cadrul conduitei perioperatorii si consti in_in utilizarea
preparatului Metformin in perioada perioperatorie, in doze uzuale la paciente cu cancer
mamar asociat cu diabet zaharat tip 2 compensat cu micsorarea duratei si cantititii
limforeei, continurarea intempestivi a etapelor de tratament si micsorarea duratei de
spitalizare . Metoda a fost utilizati la pacientele din lotul de studiu si este folosita in
continuare la pacientele cu diagnostic stabilit de cancer al glandei mamare asociat cu
diabet zaharat tip2.

Anatol Mustea

Vicedirector stiinta, / 0
dr hab. st. med, profesor 4 /é i@ lurie Bulat

cercetator
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Ministerul Sanititii RM
Academia de Stiinte a Moldovei
IMSP Institutul Oncologic

CERTIFICAT 5 INOVATOR |

N 12/16

Pentru inovatia cu titlul

Metodd de utilizare a factorilor de risc in
deciziile medico-terapeutice la bolnavii cu
cancer glandei mamare cu DZ tip 2.

Inovatia a fost inregistrata pe data de  19.04.2016
in Institutul Oncologic din Republica Moldova

Se recunoaste calitatea de autor(i)

TCACIUC DIANA

4-2016

Data eliberirii

(Semniturs autorizati)
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ANEXA 5

APROB
Vicedirector medical
R Institutul Oncologic
Dr.st.med.
Corneliu Prepelita

FISA
ce confirma implementarea practica a elaborarii:

Metoda de tratament

Clinica Institutul Oncologic din Republica Moldova
MD 2025, Chisinau, str. Testemitanu 30

L

9}

[P9)

=

Elaborarea ”Metoda de utilizare a factorilor de risc in deciziile medico-terapeutice la
bolnavele cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 27

Autor: doctorand Teaciue Diana;

. Recomandata de Consiliul de Experti al MS RM si sectia Stiinte Medicale a AS RM.

- Metoda a fost elaborati in cadrul laboratorului stiintific Mamologie Oncologici, sectia

Mamologia 1 si este aplicati in personalizarea conduitei diagnostice si terapeutice al
pacientelor cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip2.
L]

- Institutiile curativ-profilactice, care au implementat elaborarile expuse in documentul dat:

Inovatia este implementati in cadrul IMSP Institutul Oncologic laboratorul stiintific
Mamologie Oncologici, CCD 10, sectiile Mamologie 1 si Mamologie 2, sectiile de
chimioterape si radioterapie si consti in aplicarea conduitei diagnostice si terapeutice
personalizate la paciente cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2.

Formele de implementare (seminare, pregatirea cadrelor, avize etc.) si rezultatele aplicarii

metodei:

Vicedirector asistenta consultativa, /6 Z’—/
4
Py SES.

dr.st.med.

Vicedirector departamentul chirurgie,
dr.st.med.

Vicedirector stiinta, g é
dr hab. st. med, profesor ﬂ

Metoda este utilizati in personalizarea conduitei diagnostice si terapeutice (tratamentul
neoadjuvant, etapa tratamentului chirurgical, tratamentului adjuvant chimio-
radioterapic si/sau tratamentului hormonal) in functie de factorii individuali de risc
depistati. Metoda a fost utilizati la pacientele din lotul de studiu si este folosita in
continuare la pacientele cu diagnostic stabilit de cancer al glandei mamare asociat cu
diabet zaharat tip2.

Veronica Ciobanu

P »Q—«»—ém._Anatol Mustea

[urie Bulat
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ANEXA 6

Ministerul Sinititii RM
Academia de Stiinte a Moldovei
IMSP Institutul Oncologic

CERTIFICAT »z INOVATOR

N 11/16

Pentru inovatia cu titlul

Algoritmul de selectare a volumului optim
al tratamentului chirurgical la bolnavele cu
cancer glandei mamare asociat cu DZ tip 2.

Inovatia a fost inregistrata pedatade  19.04.2016
in Institutul Oncologic din Republica Moldova

Se recunoaste calitatea de autor(i)

TCACIUC DIANA, SOFRONI LARISA
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Elaborarea ”Algoritmul de selectare a volumului optim al tratamentului chirurgical la
bolnavele cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2”

Autori: dr.hab.st.med. Larisa Sofroni, conferentiar cerc.,
doctorand Teaciuc Diana;

. Recomandata de Consiliul de Experti al MS RM si sectia Stiinte Medicale a AS RM.

. Metoda a fost elaborati de un grup de colaboratori ai laboratorului stiintific Mamologie

Oncologica, sectia Mamologia 1 si este aplicati in managementul tratamentului
chirurgical al pacientelor cu cancer mamar asoc&ét cu diabet zaharat tip2.

. Institutiile curativ-profilactice, care au implementat elaborrile expuse in documentul dat:

Inovatia este implementatid in managementul tratamentului chirurgical al pacientelor cu
cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip2, in sectiile Mamologie 1 si Mamologie 2,
IMPS Institutul Oncologic.

. Formele de implementare (seminare, pregatirea cadrelor, avize etc.) si rezultatele aplicarii

metoder:

Metoda este utilizata in selectarea volumului optimal al tratamentului chirurgical al
pacientelor cu cancer mamar asociat cu diabet zaharat tip 2 si consti in aplicarea
volumului chirurgical clasic prin mastectomie radicaldi sau al operatiilor
organomenajante cu limfodisectie locoregionala. Metoda a fost utilizati la pacientele din
lotul de studiu si este folosita in continuare la pacientele cu diagnostic stabilit de cancer
al glandei mamare asociat cu diabet zaharat tip2.

. Obiectii si propuneri (text):

Vicedirector departamentul chirurgie, o
7
dr.st.med. e % Anatol Mustea

Dr hab. st. med, profesor

Vicedirector stiinta, ﬁ W

Turie Bulat
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RESPONSABILITATII

Subsemnata, Tcaciuc Diana, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa

suport consecintele in conformitate cu legislasia in vigoare.

Tcaciuc Diana

Semnatura
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CURRICULUM VITAE

Diana Tcaciuc

diana.tkaciuk@agmail.com

tel.mob. +373 79359639

14.02.1978

Collaborator stiintific laboratorul Mamologie Oncologica (2005)
Doctorand (2010-2014)

Studii superioare:

1995-2001 — Universitatea de Medicind si Farmacie “ N.Testemitanu “, facultatea medicina genarala .

13

2001-2005 -studii postuniversitare prin rezidentiat, specialitatea Chirurgia Generald, USMF

N.Testemitanu “
2010-2014- studii postuniversitare , doctorat, ASM, IMSP 10

Experienta profesionald, stagii :

2005-2016 — collaborator stiintific stagiar, departamentul Mamologie Oncologica, IMSP IOncologic,

chirurg-mamolog

2006 curs de perfectionare generala in Oncologie generald si Hematologie, “Metode moderne de

diagnostic si tratament in Oncologie* IMSP Institutul Oncologic, Chisinau

2010 curs de perfectionare “ Cancerul bronhopulmonar. Diagnosticul si tratamentul” IMSP Institutul

Oncologic, Chisinau
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2010 curs de perfectionare “ Actualitdti in diagnosticul si tratamentul cancerului mamar IMSP

Institutul Oncologic, Chisinau

2010 Curs ESO ( Societatea Europeana a Oncologilor)-Program Eductional in cancerul mamar, prezent

si perspective, Baile Felix, Romania

2011 — intarirea temei stiintifice de cercetare “Aspecte clinicomorfologice si imunogenetice ale

cancerului mamar la pacientele cu diabet zaharat tip 2.
2015-Reabilitarea si tratamentul paliativ in oncologie IMSP Institutul Oncologic, Chiginau
2015- Aspecte legale si financiare In ORIZONT 2020, Academia de Stiinte, Republica Moldova

Domeniul de activitate stiintifica:

321.20 — Oncologie si Radioterapie
Tema cercetarii stiintifice pentru studii in doctorat

Aspectele imuno-genetice si clinico-morfologice ale cancerului glandelor mamare la pacientele cu

Diabet zaharat tip 2

Specialitatea Oncologie si Radioterapie 321.20

Participarea la proiecte, granturi de cercetare sau transfer tehnologic:

- ,,Factorii de prognostic in tratamentul cancerului glandei mamare” 2006-2010

-“Diagnosticul imunocitochimic al statutului HER2/neu prin biopsia aspirativa cu ac fin la pacientele cu

cancer mamar”, proiect de transfer tehnologic, 2010-2012
- “Optimizarea tratamentului bolnavelor de cancer al glandei mamare cu diabet zaharat” 2011-2014

-““ Particularitatile biologice ale tumorii ca factori decisive in tratamentul complex al cancerului glandei

mamare” 2015-2018
Participari la forumuri stiintifice nationale si internationale:
* 2010 Congresul bienal de Cancer Mamar, Baile Felix, Romania

+ 2010 Curs ESO ( Scoala Europeana a Oncologilor)-program educational in cancerul mamar,prezent si

perspective, Baile Felix, Romania
* 2010 Conferinta nationald ,, Zilele Oncologiei lesene,, lasi,Roméania

+ 2011 Eurasian Cancer Diagnostic Forum Ukraine, Kyiv
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* 2011 XII Cwesn onkonoroB Ykpaunsl, Ukraine, Sudac, Krim

* 2012 Congresul International Cancerul mamar: de la teorie la practica, Oradea, Roméania
* 2012 ,,Zilele Oncologiei lesiene, editia a VIII-a,, Iasi, Romania

* 2012 Conferintele Institutului Regional de Oncologie lasi, Roméania

* 2012 Simpozion Stiintific Aspecte contemporane in tratamentul infectiilor virale sexual transmisibile,

Moldova-Rusia
* 2013 Confer, Zilele Oncologiei lesiene, editia a IX, Iasi, Romania
Nationale ( Moldova, Chisindu)

¢2008 Simpozionul National ,, Actualitdti in diagnosticul si tratamentul contemporan al tumorilor

organelor reproductive la femei,, Chisinau,Moldova

¢ 2010 Congresul III National de Oncologie, Chisinau,Moldova

¢ 2011 Conferinta stiintifico-practica "Tehnologii Moderne in Oncologie” Chisinau,Moldova
¢ 2011 Conferinta stiintifico-practica ”Aplicari de lasere in medicind”, Chisindu,Moldova

¢2012 Simpozion Stiintific “Aspecte contemporane in tratamentul infectiilor virale sexual

transmisibile”, Moldova-Rusia

2

2012 Seminar stiintifico-practic Managementul maladiilor in baza protocoalelor clinice”

Chisinau,Moldova

¢ 2012 Seminar stiintifico-practic “Riscul cancerului de san vis-a-vis de terapia de substitutie hormobala

la paciente in menopauza ”

oncologice orbitale”
2013 Conferinta stiintifico-practica “Actualitati in neurooncologie” , Chisinau,Moldova

¢ 2013 Conferinta stiintifico-practicd “Patologia nodulara si cancerul glandei tiroide”

2

¢2013 Conferinta stiintifico-practica Managementul chirurgiei miniinvazive in oncologie”

Chisinau,Moldova

¢ 2013 Transfer tehnologic si de inovare Diagnosticul imunocitochimic a statutului Her/2 neu prin

biopsie aspiativa cu ac fin la pacientele cu cancer mamar
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¢2014 CONFER Conferinta Institutului Oncologic Regional Ilasi
¢2015 Congresul IV National de Oncologie , 8-9 octombrie, Chisinau, Republica Modova

¢ 2015 Congresul al Xll-lea al Asociatiei Chirurgilor « Nicolae Anestiadi« din Republica Moldova 23-
25 septembrie

#2016 Cursul European — Breast cancer - centimetric / infracentimetric forms - origin, detection,

treatment. Craiova, Romania
¢ 2016 Scoala de vara Actualitati in diagnosticul si tratamentul Cancerului Mamar, Iasi, Romania

¢2016 Simpozion national cu participare internationald consacrat aniversarii de 40 ani ai Catedrei
Oncologie, Hematologie si Radioterapie ,,Vigilenta oncologica in activitatea medicala, depistarea

precoce si tratamentul tumorilor”, Chisinau, Moldova

e 2016 Cursul EUROSON SCHOOL, Breast Cancer. Lobar Origic, lobar multimodal ultrasound

diagnosis and lobar treatment-perspectives. 22-23 iunie 2016, Craiova, Romania

e 2016 The EUROMED Cancer Screening Network. Cancer screening and early diagnosis strategies in
limited resource settings, VI workshop Organized by the CPO WHOCC for cancer early detection and
screening In collaboration with WHO Regional Offices for Europe Italy, Turin, 12-14 December 2016

36 de lucrari stiintifice n reviste nationale si internationale

3 inovatii stiintifice 2 cereri de brevet

150



