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REPERELE CONCEPTUALE ALE LUCRARII

Actualitatea temei. Cancerul de san este o problemd de importantd majorda in
sanatatea publicd mondiala. Tratamentul clasic al carcinomului mamar, bazat mai mult pe
statisticd, in care aspectul histologic clasic al tumorii are doar o valoare pronostica,
serveste drept imbold pentru studiul complex al unei serii vaste de markeri celulari.
Carcinomul mamar este o entitate nozologica eterogend, caracterizatd prin aberatii
genetice s1 mecanisme intra/extracelulare specifice, grupate in subtipuri moleculare
intrinseci, imunohistochimic identificabile [1]. Datele din literatura de specialitate sunt
contradictorii, datoritd eterogenitdfii histologice si genetice a carcinomului mamar, a
originii celulare variate, a structurii moleculare a subtipurilor, care nu intocmai
corespunde rezultatelor imunohistochimice. In pofida multiplelor studii, cat si
rezultatelor chimioterapiei de durata, circa 30% dintre pacientii diagnosticati cu forme
precoce de carcinom mamar dezvolta recurente in evolutia bolii, cota majora revenind
cazurilor cu metastaze limfonodale dezvoltate. Microambianta are o influenta
substantiala in dezvoltarea tumorii. Marea majoritate a datelor indica rolul stimulator,
pro-tumoral al celulelor stromale. Este bine studiata influenta celulelor stromale asupra
tumorii primare §i practic absenteaza surse ce ar evidentia rolul ambiantei limfonodale in
evolutia metastazelor. Rezultatele privitor la stabilitatea moleculara a tumorii in procesul
de metastazare sunt controversate [2, 3]. Nu sunt date exhaustive referitor la evolutia
subtipului molecular al metastazei comparativ cu tumoarea primara. Existenta schimbului
de profil molecular la metastazare are o valoare pronostica si predictiva majora.

Situatia in domeniu si identificarea problemelor de cercetare. Datele literaturii
referitor la influenta mediului ambiant asupra celulelor metastazate sunt putine si
controversate. Unele studii aduc argumente certe in favoarea co-existentei diferitor celule
canceroase cu proprii caractere genetice si epigenetice, altele pledeaza pentru
omogenitatea tumorilor primare. Aceste date conturcaza ideea si necesitatea studiului
comparativ al profilului molecular al metastazei, presupunand diferente fascinante pentru
morfologi, periculoase pentru pacienti [4]. In sustinerea ideii de a cerceta comparativ
tumoarea primara si metastazele limfonodale (LNM) sunt si studiile de profil care
sugereazd, cd microambianta tumorald are un rol important in comportamentul
neoplasmului. Celulele canceroase si stromale interactioneaza reciproc, deseori in
sinergism, prin crearea unui mediu favorabil pentru proliferare si angiogeneza. Acesti
factori in totalitate Sporesc invazia vasculard si pot avea un impact direct asupra
prognosticului. In plus, stroma din LNM este una total diferiti de cea din glanda mamars,
unde populatia ,,bastinasa”, limfocitele pot influenta, imprevizibil deocamdata asupra
metastazei. Drept exemplu servesc datele controversate despre limfocitele intratumorale.
Avand functie de aparare, studiile de specialitate releva o influentd contrar opusa, de
stimulare a progresiei tumorale [5, 6]. Contrar acestor date numarul crescut de T limfocite
CD8" este asociat unui prognostic favorabil in cazul tumorilor ER negative, iar combinatia
limfocit CD8"- tumoare ER" este in defavoarea pacientei. Totodatd, prezenta in tumoare a
infiltratului T citotoxic este considerat drept un factor predictiv pozitiv pentru
chimioterapie [7].



Astfel, microambianta are o influentd semnificativd in dezvoltarea tumorii. Marea
majoritate a datelor literaturii indica rolul stimulator, pro-tumoral a celulelor stromale. Este
bine studiata influenta celulelor stromale asupra tumorii primare si practic absenteaza surse
ce ar evidentia rolul ambiantei limfonodale in evolutia tumorii. Mai mult si rezultatele
privind stabilitatea moleculara a tumorii in procesul de metastazare sunt controversate. Nu
sunt date exhaustive privind evolutia subtipului molecular al metastazei comparativ cu
tumoarea primard. Existenta transferului de profil molecular ar avea un impact prognostic si
predictiv.

Scopul lucrari: Studiul profilului molecular al carcinoamelor mamare invazive de
tip ductal si lobular comparativ cu metastazele limfonodale axilare ipsilaterale si
evaluarea stabilitatii subtipului molecular in procesul de metastazare.

Obiectivele lucrarii:

* Determinarea fenotipului molecular al tumorii in functie de tipul si gradul
histologic, statusul limfonodal.

» Evaluarea dinamicii receptorilor hormonali pentru estrogeni (ER), progesteron
(PR), androgeni (AR) si a markerilor HER2 (factorul uman de crestere epidermala
2), Ki67 (marker al proliferarii) in procesul de metastazare.

» Determinarea expresiei E-cadherinei la evolutia metastazelor in functie de tipul
histologic si molecular al tumorii.

 Identificarea stabilitatii markerilor CKS5 (citokeratina bazald) si EGFR (factorul de
crestere epidermald 1) la metastazare.

» Evidentierca expresiei markerilor pro- (p53) si anti-apoptotic (BCL2) in evolutia
metastatica a carcinomului mamar.

» Evaluarea stabilitétii subtipurilor moleculare in microambianta limfonodala.

Metodologia cercetarii stiintifice. Rata Tnaltd a incidentei si mortalitatii plaseaza
cancerul de san in topul afectiunilor maligne. O explicatie plauzibild este absenta la
moment a unei descrieri detaliate privind eterogenitatea celulara a carcinomului mamar,
care ar reflecta simultan profilul molecular si componenta celulari. In plus, la momentul
definirii scopului si obiectivelor acestui studiu nu existau date exhaustive, concludente
referitor la influenta microambiantei limfonodale asupra profilului molecular al
metastazelor de carcinom mamar. In calitate de ipotezi ci metastazele ar putea fi diferite
de tumoarea primara au servit evidentele clinico-patologice, care au semnalat caracterul
agresiv al carcinoamelor cu infiltrat limfocitar.

Lucrarea a fost realizatd la Catedra de histologie, citologie si embriologie, avand in
calitate de consultanti stiintifici: Saptefrati Lilian, dr. hab. st. med., conferentiar
universitar (specialitatea 311.02 — Anatomie patologicd) si Raica Marius, dr., profesor
universitar (UMF ,,Victor Babes”, Timisoara, Romania).

Pentru a realiza obiectivele propuse au fost supuse studiului histologic si
imunohistochimic 161 carcinoame mamare invazive ductale (n=143) si lobulare (n=18)
comparativ cu metastazele dezvoltate in noduri limfatici axilari, ipsilaterali. Pentru
standardizarea metodelor, precum si evidentierea expresiei markerilor utilizati am folosit
18 cazuri de glanda mamara neafectatd. Pentru confirmarea instabilitatii profilului
molecular am suplinit lucrarea cu partea experimentald, care a constat in implantarea



tumorilor pe membrana corioalantoida a oualor de gaind embrionate. Studiul a inclus si o
ampla analiza statistica.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute. Problema stiintifica
solutionatd in teza constd in argumentarea stiintifica a gradului de stabilitate al profilului
molecular al carcinomului mamar pe parcursul metastazarii, ceea ce a condus la
clarificarea tacticii de diagnostic, in vederea aplicdrii unui tratament personalizat. Pentru
prima data am demonstrat ca receptorii hormonali pentru ER, PR si AR nu sunt stabili pe
parcursul metastazarii, cu precizarea ca receptorul pentru PR are o ratd net superioard a
instabilitatii fatd de ER, fapt ce poate explica rezistenta si recurentele in terapia hormonala.
A fost demonstrat cad receptorul HER2 nu este stabil pe parcursul metastazarii in ambele
tipuri de cancer studiate, preponderent fiind 1inregistratda pierderea acestuia dupa
metastazare, astfel diminuand eficienta terapiei anti-HER2 in boala metastaticd. Am
demonstrat pentru prima data ca, citokeratina bazala CKS5 este instabild la metastazare, iar
tipurile de transfer depind de tipul histologic al tumorii, fapt ce permite de a reevalua
criteriile de diagnostic si tratament. Am determinat cd markerul EGFR nu este constant
expresat de celulele tumorale, iar cazurile de transfer implica exclusiv pierderea acestui
receptor in microambianta nodului limfatic. Am constatat cd activitatea proliferativa a
celulelor tumorale nu este stabild, iar transferurile de scor a Ki67 sunt in functie de tipul
histologic al tumorii: carcinomul de tip NOS la metastazare 1si diminueaza activitatea
mitoticd, 1ar tumorile lobulare intensifica gradul de proliferare. Am stabilit ca
carcinoamele mamare de tip NOS si lobular sunt preponderent tumori p53 pozitive. Acest
marker nu este stabil pe parcursul metastazarii, iar transferurile de scor p53 mai frecvent
inregistrate tin de pierderea expresiei p53 1n ambianta limfonodald, indiferent de tipul
histologic al tumorii. Am dovedit cd markerul anti-apoptotic BCL2 nu este stabil pe
parcursul metastazarii, predominand cazurile de pierdere a acestuia in ambianta
limfonodala. Cazurile de transfer au implicat numai tumori cu grad scazut si moderat de
diferentiere, afectand in special femei de ,,dupda 49” ani. Am demonstrat ca expresia E-
cadherinei din metastaza difera de valorile acesteia din tumoarea primara, iar transferurile
de scor pot evolua cu achizitie sau pierdere a acestui marker in sediul limfonodal. Am
stabilit cd metastaza limfonodald are un fenotip imunohistochimic particular, diferit de
tumoarea primara, ceea ce Crecaza premize pentru reevaluarea tratamentului. Am constatat
ca subtipurile moleculare nu sunt stabile la metastazarea tumorii, existand divergente
cauzate de tipul histologic al carcinomului. Tumorile Luminal A dezvoltate de carcinomul
lobular spre deosebire de cel ductal sunt p53 pozitive. Subtipul HER2 nu este stabil pe
parcursul metastazarii tumorilor NOS, transferurile de subtip evaluand doar cu
achizitionarea de receptori luminali, 1ar in cazul carcinomului lobular degradeaza in Basal-
like. Subtipul Luminal B dezvoltat de carcinomul lobular invaziv spre deosebire de cel
ductal nu expreseaza E-cadherina. Pentru prima datd am demonstrat experimental
instabilitatea profilului molecular al tumorilor dupa implantare pe membrana
corioalantoida, evidentiind evolutia diferita a markerilor: ER si HER2 preponderent cu
pierdere, PR stabil pozitiv, CK5 stabil negativ. Aceasta eterogenitate a celulelor tumorale,
ne-a permis sa sustinem necesitatea continudrii studiilor in acest domeniu, in vederea
stabilirii de noi subtipuri moleculare.



Rezultatele principial noi pentru stiinta si practica. Profilul molecular al
carcinoamelor mamare nu este stabil pe parcursul metastazarii. Expresia ER, PR, AR,
HER2, CK5, EGFR, Ki67, p53, BCL2, E-cadherinei si subtipurile moleculare ale
metastazelor limfonodale difera de tumoarea primara, iar transferurile pot evolua atat cu
pierdere, cat si cu achizitie de scor.

Importanta teoretica si aplicativa a lucrarii. Rezultatele acestui studiu certifica
necesitatea examenului imunohistochimic paralel, tumoarea primara — metastaza in
vederea stabilirii unui diagnostic si tratament personalizat.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere. Carcinoamele incluse in
studiu in majoritatea cazurilor sunt hormon-pozitive. Receptorii hormonali nu sunt stabili
pe parcursul metastazarii, iar receptorul pentru PR demonstreaza o ratd net superioara a
instabilitatii fatd de ER si AR. Transferurile de scor au loc doar la cazurile cu grad G2 si
G3 de diferentiere.

1. Receptorul HER2 nu este stabil pe parcursul metastazarii in ambele tipuri de
cancer studiate, preponderent fiind inregistrata pierderea acestuia dupd metastazare in
nodul limfatic.

2. Citokeratina bazald CKS5 este instabila pe parcursul metastazarii carcinomului
ductal invaziv tip NOS, aceasta manifestandu-se atat in directia achizitionarii, cat si
pierderii expresiei, ultimul tip de transfer constituind majoritatea. In cazul carcinomului
lobular invaziv se determina doar achizitionarea de catre celulele tumorale a CK5 dupa
metastazare.

3. Carcinomul ductal invaziv tip NOS poate fi in egalda masura EGFR pozitiv sau
negativ. In cazul carcinomului lobular invaziv majoritatea o constituie tumorile EGFR
negative, atat la nivel primar, cat si metastatic. EGFR este instabil pe parcursul metastazarii,
iar cazurile de transfer implica exclusiv pierderea acestui receptor in microambianta nodului
limfatic. Cazurile instabile au un grad histologic slab de diferentiere. Tumorile cu grad inalt
de diferentiere (G1) prezinta in exclusivitate patern EGFR negativ.

4. Carcinomul ductal invaziv de tip NOS prezintd in majoritatea cazurilor activitate
proliferativd marcatd, iar majoritatea transferurilor tin de diminuarea activitatii
proliferative a celulelor metastatice in microambianta limfonodali. In cazul carcinomului
lobular invaziv se atestd transfer de scor doar in directia intensificdrii proliferatiei
tumorale in sediul metastatic.

5. 1n carcinoamele mamare ductal invaziv de tip NOS si lobular infiltrativ se atestd o
prevalenta a cazurilor p53 pozitive. Acest marker nu este stabil pe parcursul
metastazarii, evoluand fie cu pierdere sau achizitionare de fenotip p53. Transferurile de
scor pS3 mai frecvent Inregistrate tin de pierderea expresiei p5S3 in ambianta limfonodala,
indiferent de tipul histologic al tumorii.

6. Tumorile primare examinate, de tip ductal invaziv si lobular infiltrativ sunt
preponderent BCL2 pozitive, au grad scazut de diferentiere si afecteaza mai frecvent
femei din categoria de varsta de ,,dupa 49” ani. BCL2 nu este stabil pe parcursul
metastazarii, predominand cazurile de pierdere a acestuia in ambianta limfonodala.
Cazurile de transfer implica numai tumori cu grad scazut si moderat de diferentiere,
afectand 1n special femei de ,,dupa 49 ani.



7. Expresia E-cadherinei este in functie de tipul histologic al tumorii, ductal sau
lobular invaziv. Carcinomul ductal invaziv de tip NOS prezinta in majoritatea cazurilor
markerul de aderentd intercelulard E-cadherina, iar pe parcursul metastazarii evolueaza
preponderent cu pierderea acestui marker in sediul limfonodal. In cazul carcinomului
lobular invaziv se atesta o usoara prevalenta a cazurilor E-cadherin negative, iar la
metastazare prezintd in masurd egald transferuri de scor cu achizitie sau pierdere de
fenotip caracteristic acestui marker.

8. Relatiile statistice dintre markerii celulari inclusi in studiu, de localizare primara
s1 metastaticd nu sunt identice. Aceasta indicd ca metastaza limfonodald are un fenotip
imunohistochimic particular.

9. Subtipurile moleculare sunt instabile pe parcursul metastazarii, iar evolutia
fiecarui subtip trebuie personalizata pentru fiecare caz aparte.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Datele obtinute redefinesc rolul mediului
microambiant in cadrul progresiei tumorale. Aceasta lucrare serveste drept imbold pentru
disciplinele medico-biologice de a investiga stabilitatea profilului molecular in procesul
de metastazare si al altor tipuri de neoplazii. Rezultatele acestui studiu au valoare
stiintificd si aplicativd pentru activitatea catedrelor si laboratoarelor de histologie,
anatomie patologica si oncologie.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele obtinute in urma investigatiilor efectuate si
conceptiile de baza ale tezei au fost prezentate, comunicate si discutate in cadrul
urmatoarelor reuniuni stiintifice:

v’ Conferintele stiintifice anuale ale colaboratorilor IP USMF , Nicolae Testemitanu”
(Chisinau, Republica Moldova, 2013-2017);

v The ninth international conference of anticancer research (Sithonia, Grecia, 2014);

v Conferinta stiintifico-practici a medicilor anatomo-patologi ,,Probleme actuale in
patologie” (Chisinau, Republica Moldova, 2014);

v Al Xlll-lea Simpozion National de Morfologie Microscopica cu participare
internationald (Craiova, Romania, 2015);

v'1I Scientific Conference ,,Fundamental and clinical medicine” (Kyiv, Ucraina,
2015);

v’ Euroregional Conference for PhD Students and Young Researchers in Biomedicine
(Timisoara, Romania, 2015);

v’ International Scientific Conference ,,Actual issues of morphology” (Chisinau,
Republica Moldova, 2015);

v Al XV-lea simpozion National de Morfologie Microscopica cu Participare
internationald (Oradea-Baile Felix, Romania, 2017);

v On-Line conference ,,Biological markers in fundamental and applied biology. From
theory to practice” Biological Markers in Fundamental and Clinical Medicine (Brno,
Cehia, 2018).

Teza a fost discutata si aprobatd la sedinta Catedrei de histologie, citologie si
embriologie (proces verbal nr.14 din 14.06.2018), la sedinta Seminarului stiintific de profil
extern ,,Anatomie patologicd” — UMF ,,Victor Babes”, Timisoara, Romania (proces verbal
din 28.06.2018) si la sedinta Seminarului stiintific de profil 311. Anatomie si morfologie;
351. Medicina interdisciplinara (proces verbal nr.1 din 06.09.2018).
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Publicatiile la tema tezei. Rezultatele acestui studiu au fost publicate in 51 lucrari
stiintifice, dintre care o monografie in calitate de monoautor si 4 articole in reviste cu
factor de impact ISI, 3 — in reviste stiintifice din strainatate recunoscute, 12 — in reviste
nationale de categoria B, 3 — in reviste nationale de categoria C.

Volumul si structura tezei. Teza este expusa in limba romana cu titlu de manuscris
st constd din: introducere, 5 capitole, sinteza rezultatelor obtinute, concluzii, recomandari
practice si bibliografie. Lucrarea este expusa pe 261 pagini, contine 70 tabele, 57 figuri,
11 anexe. Indicele bibliografic include 280 surse de referinta.

In capitolul ,Introducere” a fost redati actualitatea temei, s-au pus in evidentd
intrebarile ce sustin importanta efectuarii studiului in cauza.

Capitolul 1 a fost dedicat particularitatilor histologice si moleculare ale
carcinoamelor mamare invazive de tip ductal si lobular, cu evidentierea rolului pronostic
si predictiv incert al diagnosticului morfologic, subtipurilor moleculare existente, originii
celulare a carcinomului mamar si influenta microambiantei asupra celulelor tumorale.

In capitolul 2 au fost descrise amanuntit materialul de studiu si metodologia
cercetdrii, evidentiind metodele utilizate: histologica, imunohistochimica, statisticd. De
asemenea, a fost descrisa si partea experimentala, implantarea tumorilor pe membrana
corioalantoida.

Capitolul 3 a fost dedicat dinamicii markerilor imunohistochimici (ER, PR, AR,
HER2, CK5, EGFR, E-cadherinei, Ki67, p53, BCL2) in norma si in functie de tipul,
gradul histologic al tumorii, statusul limfonodal si varsta pacientelor. Capitolul a fost
finalizat printr-o analizd comparativd ampla a expresiei receptorilor inclusi in studiu,
pana si dupa metastazare.

In capitolul 4 au fost caracterizate subtipurile moleculare constituite in baza
recomandarilor de la St Gallen, 2013. Au fost puse 1n evidentd structura, eterogenitatea si
stabilitatea subtipurilor in dependenta de tipul, gradul histologic al tumorii, statusul
limfonodal si vérsta pacientelor. Pentru certificarea instabilitatii profilului molecular, acest
capitol a fost finalizat cu rezultatele studiului experimental ,,Stabilitatea profilului molecular
al carcinomului mamar dupa implantare pe membrana corioalantoida a oului embrionat”.

In sinteza rezultatelor obtinute au fost confruntate rezultatele obtinute din studiul
curent cu datele existente in literaturd. Au fost evidentiate si analizate aspectele
anatomice, genetice, citologice, moleculare care ar sta la baza instabilitatii profilului
molecular al carcinomului mamar.

Cuvinte-cheie: carcinom mamar, markeri hormonali, HER2, CK5, EGFR, p53,
BCL2, E-cadherin, subtipuri moleculare, metastaze limfonodale



CONTINUTUL TEZEI

1. PARTICULARITATILE HISTOLOGICE SI MOLECULARE ALE
CARCINOAMELOR MAMARE INVAZIVE DE TIP DUCTAL SI LOBULAR

In cadrul acestui capitol am determinat, ci cancerul de sin este o problemi de
importantd majora in sanatatea publicd mondiald. Tratamentul clasic al carcinomului
mamar, bazat mai mult pe statistica, in care aspectul histologic clasic al tumorii are doar
o valoare pronostica si nu una predictiva, serveste drept imbold pentru studiul complex al
unei serii vaste de markeri celulari. Datele din literatura sunt contradictorii, datorita
eterogenitatii histologice si genetice a carcinomului mamar, a originii celulare variate, a
structurii  moleculare a subtipurilor care nu intocmai corespunde rezultatelor
imunohistochimice. Un alt factor este si numarului mic de markeri aprobati pentru
diagnostic. Desi unele scheme de tratament au fost publicate drept eficiente, nu exista
inca potential teoretico-practic suficient pentru realizarea terapiei individualizate. In
pofida multiplelor studii, cat si rezultatelor chimioterapiei de duratd, circa 30% din
pacienti diagnosticati cu forme precoce de carcinom mamar dezvoltd recurente in
evolutia bolii, cota majord revenind cazurilor cu metastaze limfonodale dezvoltate.
Rezistenta la tratament este multifactoriala, deseori imprevizibila, cel mai probabil
datorat multiplelor subtipuri de carcinom mamar. Rezultatele privitor la stabilitatea
moleculara a tumorii in procesul de metastazare sunt controversate [2, 3]. Nu sunt date
exhaustive referitor la evolutia subtipului molecular al metastazei comparativ cu
tumoarea primara. Existenta schimbului de profil molecular la metastazare are o valoare
pronostica si predictivda majora. In plus, microambianta are o influentd substantiald in
dezvoltarea tumorii. Marea majoritate a datelor indica rolul stimulator, pro-tumoral al
celulelor stromale. Este bine studiata influenta celulelor stromale asupra tumorii primare
si practic absenteazd surse ce ar evidentia rolul ambiantei limfonodale in evolutia
metastazelor.

2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

Materialul biologic supus studiului a inclus tumoarea primard si metastazele
limfonodale axilare de carcinom mamar invaziv ductal (n=143) si lobular (n=18) de la
161 paciente cu varsta intre 33-86 ani, fara chimio- si/sau radioterapie premergatoare.
Control a servit materialul tisular (glandd mamara si noduri limfatici axilari) recoltat de
la 18 femei decedate accidental. Studiul in cauza este unul morfologic, retrospectiv,
descriptiv bazat pe 0 metoda histologica (HE) si 11 metode imunohistochimice (markeri
pentru ER, PR, AR, Ki67, HER2, EGFR, CKS5, E-cadherina, p53, BCL2, AE1/AE3).
Rezultatele studiului descriptiv au fost verificate prin implantare de tumori mamare pe
membrana corioalantoidd a oului de gdind embrionat, fortificate prin evaluari
Imunohistochimice a receptorilor pentru ER, PR, HER2, CK5 si Ki67 (Fig.2.1).
Expresiile markerilor au fost cuantificate in baza recomandarilor OMS (2003), a
Societatii Americane a Oncologilor Clinicisti (2013) si Asociatiei Americane pentru
Cercetarea Cancerului (2013). S-au utilizat metodele de cuantificare si scorificare
propuse de Allred si coaut. (1998), Suciu si coaut. (2014), Qureshi si coaut. (2006),
Callagy si coaut. (2006), Yamashita si coaut. (2004), Azoulay si coaut. (2005) si ghidul
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Dako pentru EGFR (http://www.dako.com/08052 egfr_pharmdx__interpretation
manual.pdf) [8-15]. Materialul a fost sistematizat in baza de date MS Access 2007 si
analizat statistic cu WinStat 2012.1, ceea ce a permis realizarea obiectivelor propuse.

embrion de gdind in ziua a 4-a de incubare; B — embrion de gaina in
ziua a 10-a de incubare.

\

Fig.2.1. A —

3. DINAMICA MARKERILOR IMUNOHISTOCHIMICI IN NORMA SI IN
FUNCTIE DE TIPUL, GRADUL HISTOLOGIC AL TUMORII, STATUSUL
LIMFONODAL SI VARSTA PACIENTELOR

3.1. Expresia markerilor utilizati in studiu in glanda mamara neafectata.
Receptorii pentru steroizi (estrogeni, progesteron si androgeni) au fost expresati
preponderent de epiteliocitele luminale, sub forma de grupuri celulare solitare hormon-
pozitive de pana la 10 celule, precum si in fasii continue cu populatii de peste 10 celule
imunomarcate (Fig.3.1). Paternul solitar a fost mai frecvent determinat in cazul
markerilor pentru PR si AR, iar pentru ER caracteristic 1au fost prezentarile in grup si
fasii. Expresia a doi markeri, receptorul membranar HER2 si proteina nucleard p53 nu s-a
manifestat in toate cazurile studiate, indiferent de nivelul de diferentiere a epiteliului
mamar [1].

Prezenta EGFR sau HER1 a fost depistata la diferite nivele de diferentiere a epiteliului
mamar, totusi cu predilectie si intensitate sporita atestata la nivel bazal (Fig.3.2).

Citokeratina CKS5 cu predilectie a fost expresata de celulele bazale. Totusi prezenta
acesteia s-a determinat si in celulele luminale in toate cazurile examinate (Fig.3.3).
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Fig.3.1. Expresia re
in glanda mamara sdnatoasa a femeii de 62 ani. Sectiune contracoloratd cu hematoxilina
Lille (A), suplimentata cu imaginea corespondenta inversata (B), x40.
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Fig.3.2. Expresia EGFR intr-un duct lobular, la femeie de 66 ani. Sectiune
contracolorata cu hematoxilina Lille (A), suplimentata cu imaginea corespondenta
inversata (B), x100.
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Fig.3.3. Expresia citokeratinei bazale CK5 in ducturi si TDLU (marcat cu sageata).
Sectiune realizata pe glandda mamara sanatoasa la femeie de 62 ani, contracolorata cu
hematoxilina Lille (A), suplimentatd cu imaginea corespondenta inversata (B), x40.

Proteina Ki67 a definit epiteliocitele glandei mamare neafectate drept rar
proliferante. Expresia acestui marker s-a determinat sub forma de celule rare, solitare la
nivel de duct sau TDLU, aleatoriu cu sediu bazal sau luminal. in studiul dat expresia
BCL2 s-a manifestat sub forma de grupuri sporadice sau fasii continue, cu predilectie de
sediu luminal. Celulele mioepiteliale nu au prezentat acest marker. Unicele celule
stromale BCL2 pozitive au fost apreciate morfologic drept limfocite (Fig.3.4).

E-cadherina a fost determinatd din abundentd in epiteliocitele Iuminale, desi pe
alocuri s-au pus in evidenta si celule bazale/mioepiteliale solitare (Fig. 3.5).

Fig.3.4. Expresia BCL2 in portiunea terminald a glandei mamare la femeie de 60
ani. Sectiune contracolorata cu hematoxilina Lille (A), suplimentata cu imaginea
corespondentd inversata (B), x40.
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Fig.3.5. Expresia E Cadherlnel la nivel de TDLU (A, C) si duct galactofor (B, D) in

glanda mamara neafectata a femeii de 29 ani. Sectiuni contracolorate cu hematoxilind
Lille (A, B), suplimentate cu imaginile corespondente inversate (C, D), x40.

3.2. Dinamica receptorilor pentru ER si PR
Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. Expresia ER si PR in tumoarea primara.
Microscopic aceste tumori au fost prezentate prin structuri cu caracteristici maligne, de
origine epitelialda, dispuse sub forma de cordoane, plaje sincitiale, fie prezentdnd un
caracter difuz |nf|Itrat|v (Fig.3. 6)
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Fig.3.6. Carcinom ductal invaziv de tip NST, G3 prelevat de la o pacienta de 66 ani:
aspect morfologic sub forma de cordoane si plaje sincitiale. HE, x200
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Tabloul histologic a variat in functie de proliferarea componentei epiteliale si
infiltrarea componentei stromale. Aspectul invaziv a fost apreciat prin absenta
membranei bazale si celulelor mioepiteliale (Fig.3.7).

- . ~ - - | . 7 X ] > ‘g v : X
Fig.3.7. Carcinom ductal invaziv de tip NST, G3 prelevat de la o pacientd de 71 ani.
De notat caracterul difuz de crestere, cu infiltratia stromei adiacente, lipsa celulelor
mioepiteliale si membranei bazale, absenta structurii clasice ductal-lobulare. HE, x400

Caracterul celulelor tumorale a fost dependent de caz, prezentand variatii de
activitate mitotica, cu pleomorfism nuclear si celular atenuat sau marcat. Cazurile de
carcinom mixt (ductal — lobular), pleomorf si cu particularitati melanotice nu au fost
luate in calcul. In raport cu gradul de diferentiere, 6 cazuri/4,2% (din 143) au fost
cuantificate cu scor G1, 90 cazuri/62,9% cu G2 si 47 cazuri/32,9% cu G3. Stroma
intratumoralad atat dupa aspect, cat si compozitia celulara a variat in limite largi: de la
dens conjunctivd, cu aspect hialin, cu cantitate variabild de colagen si matrice
extracelulard pana la lax, mixoida. Unele carcinoame au avut stroma uniform distribuita,
altele s-au prezentat cu centre tumorale fibrotice si putine celule, acestea fiind
concentrate la periferia focarelor de fibroza. De asemenea, am depistat focare de necroza,
in special in cazul tumorilor cu pattern de crestere solid. Rareori am pus in evidenta
focare de necroza extinsd, cu formare de pseudochisturi. O caracteristicd histologica
intra- si/sau peritumorala frecvent intalnita a fost reactia limfoplasmocitara, care a variat
in limite largi, de la minima la marcanta (Fig.3.8).
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Fig.3.8. Carcinom ductal invaziv, G3 de la o pacienta de 50 ani. De notat reactia
limfoplasmocitard exprimata. HE, x400.

Receptorul pentru estrogeni (ER) a fost cuantificat drept negativ in 25 cazuri/17,5%.
Restul cazurilor ER pozitive (118/82,5%) le-au fost atribuite urmatoarele scoruri Allred:
+1 — 6 cazuri/5,1%, +2 — 15 cazuri/12,7%, +3 — 97 cazuri/82,2%. Receptorul pentru
progesteron (PR) a fost considerat negativ in 35 cazuri/24,5%. Cele 108 cazuri/75,5% PR
pozitive au fost repartizate dupa scorul Allred, precum urmeaza: +1 — 11 cazuri/10,2%,
+2 — 19 cazuri/17,6%, +3 — 78 cazuri/72,2%. Efectuand o analiza sumara a expresiei ER
st PR am determinat, cd in 26 cazuri/18,2% expresia acestor receptori este radical una
diferita. Astfel, in 8 cazuri/5,6% de tumori ER negative, receptorul pentru PR a fost
cuantificat drept pozitiv si invers, in 18 cazuri/12,6% de carcinom ER pozitiv celulele
tumorale nu au prezentat receptorul pentru PR.

Expresia ER si PR in metastazele limfonodale. Comparand valorile Allred pentru
ER din tumoarea primara vs metastaza am determinat ca in 7 cazuri/7,4% expresia ER se
schimbd in urma metastazarii, si anume: 1 caz/1,1% din negativ in pozitiv si in 6
cazuri/6,3% din pozitiv in negativ. Schimbul expresiei s-a determinat in ambele grupe de
varsta analizate, implicand doar tumori cu grad G2 si G3 de diferentiere. Studiul statistic
a determinat valori semnificativ credibile de diferenta dintre expresia ER de cele 2
localizari, indicele t-Student fiind egal cu 3,27 la un p<0,002. Totodata, am determinat ca
expresia ER in metastaza este puternic influentata de valoarea sa in tumoarea primara
(test de regresie liniard: R=0,85, R*=0,73). Prin compararea valorilor pentru PR de
ambele localizari am determinat, ca acesta s-a schimbat radical in 16 cazuri/16,8%, si
anume in 6 cazuri/6,3% din negativ in pozitiv si in 10 cazuri/10,5% din pozitiv in
negativ. ldentic cu ER, transferurile de scor pentru PR au fost inregistrate doar la tumori
cu grad G2 si G3 de diferentiere, fiind inregistrate in ambele grupe de varsta [16-18].
Prin compararea valorilor expresiei receptorilor hormonali ER, PR de ambele localizari
am determinat ca din cele 7 cazuri/7,4% cu transfer de valoare pentru ER 1n 4 din ele PR
a fost stabil, si invers, instabil in 3 cazuri in urma metastazarii. In urma analizei
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comparative cu valoarea ER a variatiilor de transfer a PR pentru 16 cazuri/16,8%,
mentionate mai sus, am determinat ca in 14 din ele expresia ER a fost stabila dupa
metastazare si doar in doud din ele a devenit negativd in metastaza limfonodala (Fig.3.9).

e B By
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Fig.3.9. Carcmom ductal invaziv, G3, pacienta de 52 ani. Tumoarea prlmara (A) st
metastaza limfonodala (B) colorate simultan pe aceeasi lama pentru ER (I) si PR (II),
contracolorare hematoxilina Lille. De notat, ca ER a ramas stabil (I), iar PR a devenit

intens pozitiv in urma metastazarii (I, B).

Carcinomul lobular invaziv. Expresia ER si PR in tumoarea primard. Histologic
aceste tumori au fost reprezentate de celule solitare dispersate sau aranjate intr-o singura
linie in stroma intens fibrozata (Fig.3.10). Aceste cordoane lineare deseori au fost
localizate in jurul ductelor normale. Celulele tumorale au prezentat nucleu rotund-oval,
rareori cu aspect denticulat, cu putind citoplasma in jurul lor. Pentru studiu au fost
selectate cazurile clasice si nu au fost incluse tumorile cu patern alveolar, solid, pleomorf
si tubular.

Receptorul pentru ER in tumoarea primarda a avut o expresie negativa in 4
cazuri/22,2% si pozitiva in 14 cazuri/77,8%, cu urmadtoarea repartizare dupa scorul Allred:
+2 —1n 3 cazuri/16,7%, +3 — 11 cazuri/61,1%. De mentionat ca scorul +1 nu a fost atribuit
nici unui caz. Unicul caz cu varsta sub 49 ani, a fost evaluat cu scorul +2. Aproximativ
aceiasi repartizare dupa scorul expresiei a fost determinat si in cazul receptorului pentru
progesteron: scor 0 — 5 cazuri/27,8%, scor +2 — 4 cazuri/22,2%, scor +3 — 9 cazuri/50%.
Prin compararea valorilor expresiei markerilor ER si PR, am constatat un singur caz (5,6%)
de diferentda majora, in care ER pozitiv a fost asociat cu PR negativ. Acesta a fost evaluat cu
grad G3 de diferentiere, fiind catalogat la grupul de varsta de ,,dupa 49”. Totodata testul de
regresie a sustinut o asociere puternica, statistic semnificativd dintre valorile ER si PR
(R=0,87, R*=0,76), suplimentar sustinut prin testul t-Student (t=1,46, p<0,163).
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Fig.3.10. Carcinom lobular invaziv, G3 prelevat de la o pacienta de 67 ani. Celulele
tumorale au fost marcate la receptorul pentru estrogen (contracolorare cu hematoxilina
Lille, x400). De notat stroma intens fibrozata si cordoanele liniare, in ,,sir indian” de

celule tumorale.

Expresia receptorilor ER si PR dupd metastazare. Receptorul ER a fost determinat
in 13 cazur1/72,2% de tumori metastazate. Evaluand expresia din metastaza in raport cu
valoarea ER din tumoarea primara am determinat un singur caz de transfer (5,6%), si
anume de la +2 la negativ in nodul limfatic. Acest caz a fost raportat cu grad G1 de
diferentiere s1 varsta ,,dupa 49”. Repartizarea cazurilor dupa expresia receptorului PR in
metastazd a fost urmatoarea: 7 cazuri (38,9%) PR negativ si 11 cazuri (61,1%) PR
pozitiv. La compararea expresiei PR de localizare primara si metastaticd am determinat 2
cazuri (11,1%) de transfer al expresiei din pozitiv in negativ. Prin evaluarea comparativa
a cazurilor de transfer ER si PR am determinat, ca un caz de transfer de expresie a ER din
pozitiv in negativ a fost sustinut de schimbari similare a PR, iar al doilea caz de transfer
al PR din pozitiv in negativ a evaluat cu un ER stabil pozitiv [19].

3.3. Stabilitatea receptorului HER2 in procesul metastatic

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. Tumoarea primara. Carcinomul ductal
invaziv nu expreseazd receptorul HER2 in majoritatea cazurilor (116 cazuri/81,1%).
Cazurile cu expresie pozitiva (27 cazuri/18,9%) au fost repartizate dupa cum urmeaza: +2 —
11 cazuri/7,7% si +3 — 16 cazuri/11,2%. in urma analizei de corelatie am determinat, ca
odatd cu inaintarea in varsta scade riscul de a face tumoare HER2 pozitiva (re= -0,2,
p<0,009).

Metastaza limfonodald. Din 143 tumori primare descrise anterior, studiului
comparativ au fost supuse 96 cazuri, dintre care 80 cazuri/83,3% au fost considerate
HER2 negative si repartizate dupa scor precum: 0 — 75 cazuri/78,1% si +1 — 5
cazuri/5,2%. Cazurile HER2 pozitive au fost distribuite cu scor +2 — 7 cazuri/7,3% si +3
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— 9 cazuri/9,4%. Similar sediului primar in ambele cazuri, pozitive si negative au
predominat pacientele din grupa de varsta de ,,dupa 49”. Prin studierea comparativa a
expresiei HER2 de ambele localizari am determinat ca acest receptor este instabil la
metastazare, iar directia de transfer al expresiei este Tn majoritatea cazurilor de la pozitiv
in negativ: total 7 cazuri/7,3% de transfer, din care 6 cazuri/6,3% in directia pierderii
expresiei si un caz/1% de achizitie [16, 18].

Carcinomul lobular invaziv. Tumoarea primara. Din cele 18 cazuri diagnosticate
cu carcinom lobular invaziv, 15 cazuri/83,3% au fost considerate HER2 negative, iar
repartizarea dupa scor a fost urmatoarea: HER2 ,,0”- 14 cazuri/77,7% si HER2 ,,+1” — 1
caz/5,6%. Cazurile HER2" au fost minoritare, fiind inregistrate scoruri doar de HER2
,, 27 — 3 cazuri/16,7% [19].

Metastaza limfonodald. In sediul limfonodal celulele tumorale au fost considerate in
majoritatea cazurilor HER2™ (17 cazuri/94,4%). Unei singuri tumori/5,6% i-a fost atribuit
scorul HER2 ,,+2”, care a corespuns gradului histologic G2 si varsta ,,dupa 49”. La
evaluarea valorilor HER2 de ambele localizari am determinat cd acestea coreleaza
rezonabil si statistic semnificativ (rs=0,50 la un p<0,017; t=0, p=1). Prin compararea
expresiel HER2 pand si dupa metastazare, am depistat 2 cazuri/11,1% de transfer de la
scor pozitiv la negativ, ambele din categoria de varsta ,,dupa 49” ani.

3.4. Evolutia markerilor bazali CKS si EGFR

Evolutia citokeratinei bazale CKS. Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS.
Tumoarea primard. Expresia citokeratinei bazale CK5 a fost studiata pe un lot de 135
tumori. Carcinomul ductal invaziv in majoritatea cazurilor a fost evaluat drept CKS5
negativ — 119 cazuri/88,1%. Cazurile pozitive au fost repartizate dupa scor in felul
urmator: +1 — 9 cazuri/6,6%, +2 — 4 cazuri/3% si +3 — 3 cazuri/2,2% [18, 20-24].

Metastaza limfonodala. Studiului comparativ au fost supuse 92 cazuri, din care
metastazele au fost considerate CK5 negative in 83 cazuri/90,2%. Cazurile pozitive,
9/9,8% au fost repartizate dupa scor precum urmeaza: +1 — 4 cazuri/4,3%, +2 —
cazuri/2,2% si +3 — 3,3%. Eseul statistic a evidentiat ca expresia CKS5 in metastaza este
in functie de valoarea CKS5 in tumoarea primara, indicele de corelatie indicand valori
rezonabile, semnificativ statistice (rs=0,62 la un p<0,0001). La compararea valorilor de
expresie a CKS5 de ambele localizari nu am primit diferente semnificativ statistice (t=1,30
la un p<0,20). La analiza expresici CK5 de ambele localizari am determinat 8
cazuri/8,8% de transfer de scor, majoritatea (6 cazuri/6,6%) evoluand cu pierderea
expresiei CK5 la metastazare (Fig.3.11). Din acestea, majoritatea (6 cazuri/6,6%) au
evoluat cu pierderea expresiei CK5 dupa metastazare.

Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primard. Acest tip de tumori a fost
caracterizat prin expresie majoritar negativa a citokeratinei bazale CK5. Din 18 cazuri
analizate, 16 cazuri/88,9% au fost evaluate cu scor ,,0” si doar 2 cazuri/11,1% cu scor +2.
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CKS in tumoarea primard vs metastaza limfonodald. De notat, ca directia de transfer al
expresiei este in majoritatea cazurilor de 1a pozitiv in negativ (B, imagine inversata NIS-
elements), rareori invers (A, contracolorare cu hematoxilina Lille, x40).

Metastaza limfonodald. In sediul limfonodal tumorile de asemenea au manifestat in
majoritate un fenotip CK5 negativ — 14 cazuri/77,8%. Tumorile cu expresie CK5 pozitiva au
fost repartizate dupa scor precum: CK5 +1 — 2 cazuri/11,1% si CKS5 +2 — 2 cazuri/11,1%.
Forta de asociere dintre valorile CKS de ambele localizari a fost evaluata cu o corelatie de
talie inalta, statistic semnificativd (0,65, la un p<0,002). Diferente statistice dintre
expresia CK5 in tumoarea primara si metastaza nu s-au determinat (t=-0,81, p<0,43).

La analiza detaliatd a expresiei CK5 in functie de caz si localizare am determinat 2
cazuri/11,1% de achizitionare de catre celulele maligne a expresiei CK5 in ambianta
limfonodala. Aceste cazuri au fost raportate la tumori cu grad G2 si G3. Cazuri de
pierdere a expresiei CK5 la metastazare nu s-au semnalat.

Evolutia receptorului factorului de crestere epidermali EGFR

Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS. Tumoarea primard. In acest studiu
au fost examinate 65 de tumori, dintre care 36 cazuri/55,4% au fost evaluate ca EGFR
negative. Cazurile pozitive au fost repartizate dupd scor precum urmeaza: scor +1 — 10
cazuri/15,4%, +2 — 15 cazuri/23,1% si +3 — 4 cazuri/6,2%.

Metastaza limfonodald. Studiului comparativ, tumoare primara-metastaza au fost supuse
38 cazuri, repartizate dupa gradul de diferentiere in G1 — 1 caz/2,6%, G2 — 16 cazuri/42,1% si
G3 — 21 cazuri/55,3%. Testul t-Student nu a identificat diferente statistic veridice dintre
valoarea EGFR din tumoarea primara vS metastaza (t= -1,96, p<0,06). La compararea
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valorilor EGFR de ambele localizari am determinat 6 cazuri/15,8% cu transfer de scor. De
mentionat, cd toate aceste transferuri au tinut de pierderea paternului pozitiv in microambianta
limfonodala si au fost repartizate egal dupa categoriile de varsta (Fig.3.12) [20, 25].

Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primard. in acest studiu au fost
incluse 18 cazuri, din care majoritatea au constituit-o tumorile EGFR negative (13
cazuri/72,2%), 1ar cazurile cu expresie pozitiva au fost grupate dupa scor precum: +1 — 1
caz/5,6%, +2 — 2 cazuri/11,1% si +3 — 2 cazuri/11,1%.

Eseul statistic de corelatie a determinat o asociere pozitiva, de talie rezonabila a scorului
EGFR cu varsta pacientelor (r;=0,45, p<0,031). Inci o corelatie de aceeasi semnificatie a fost
determinata la asocierea varstei si gradului de diferentiere (r,=0,57, p<0,007).

Metastaza limfonodald. Majoritatea tumorilor la nivel metastatic au fost evaluate cu
scor EGFR zero — 15 cazuri/83,3%. La compararea valorilor EGFR de ambele localizari
am determinat ca scorurile EGFR sunt statistic diferite (t=2,12, la un p<0,05). Ins3 testul
de corelatie a evidentiat o asociere pozitiva, puternica dintre valorile EGFR din tumoarea
primara si metastaza. Mai mult, testul de regresie a subliniat cd valoarea EGFR din
metastaza este direct proportionala cu scorul EGFR din tumoarea primara.

EGFR, +3. EGFR, +0.

Fig.3.12. Carcinom ductal invaziv: expresia comparativa a EGFR in tumoarea primara vs
metastaza limfonodala (contracolorare cu hematoxilina Lille, x7). De notat, ca focarul
primar este EGFR intens pozitiv (+3), iar metastaza EGFR negativa (+0).

3.5. Evolutia markerului nuclear de proliferare Ki67

Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS. Tumoarea primard. In studiu au fost
incluse 110 cazuri de carcinom ductal invaziv tip NOS. Au predominat tumori cu grad
moderat de diferentiere (64 cazuri/58,2%), urmate de G3 (40 cazuri/36,4%) si G1 (6
cazuri/5,4%). Valoarea medie a Ki67 si eroarea standard per total au fost evaluate la

21,3+1,9, iar mediana la 14,7. Expresia acestui marker a corelat pozitiv si statistic
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semnificativ cu gradul de diferentiere (r~0,27, p<0,002). Totodatd gradul histologic a
corelat pozitiv si cu varsta (r:=0,22, p<0,01). In studiul dat cazurile cu proliferare marcati
(mai mare de 14%) au constituit 54,5% (60 cazuri), fata de cele cu proliferare redusa cu
45,5% (50 cazuri). Dat fiind faptul, ca expresia Ki67 a corelat pozitiv si statistic semnificativ
cu gradul de diferentiere a permis sd concluzionez cd, odatd cu cresterea activitatii
proliferative a celulelor tumorale scade si gradul histologic al tumorii. insi trebuie de
mentionat, ca in subgrupul cu proliferare marcatd au fost inregistrate 2 cazuri/1,8% de
tumori inalt diferentiate si invers, in subgrupul cu intensitate proliferativa redusa majoritatea
cazurilor au constituit-o tumorile slab diferentiate (G2 si G3) [3, 16, 18, 23, 26].

Metastaza limfonodald. Studiului comparativ au fost supuse 88 cazuri. La
compararea valorilor Ki67 de localizare primara si metastatici nu am determinat
diferente statistic semnificative (t=1,23, p<0,22). Totodata si analiza fortei de asociere a
valorilor Ki67 de ambele localizari nu a prezentat valori veridice de corelatie (rs=0,06,
p<0,33). Studiul comparativ a valorii Ki67 din tumoarea primara VS metastaza ne-a
permis sa concluzionam, cd acest marker nu este expresat la fel si la nivelul nodului
limfatic. Astfel am stabilit 20 cazuri/22,8% de transfer al valorii Ki67. Transferurile au
tinut in majoritate de diminuarea activitatii proliferante a celulelor metastatice (15
cazuri/17,1%). Restul, 5 cazuri/5,7% s-au manifestat prin proliferare sporita a metastazei
fatd de tumoarea primara.

Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primarda. Expresia markerului
nuclear Ki67 1in tumoarea primara a variat in limite largi, de la zero la 72% celule
tumorale Ki67 pozitive, valoarea medie a constituit 23,8+5,2, iar mediana 18,8. La
aplicarea pragului de 14% am stabilit 2 grupe, numeric egale referitor la expresia Ki67: 9
cazuri/50% cu proliferare marcatd si 9 cazuri/50% cu proliferare redusa. Analiza
statisticd de corelatie a determinat o fortd de asociere pozitiva, de talie rezonabild dintre
expresia Ki67 si gradul de diferentiere (rs=0,57, p<0,007).

Metastaza limfonodald. Evolutia receptorului Ki67 dupa metastazare a fost
examinata pe fiecare caz in parte. Astfel am stabilit, ca doar intr-un singur caz din 18,
valoarea markerului nuclear din metastaza a fost diferita de cea din tumoarea primara.
Transferul expresiei s-a manifestat prin intensificarea proliferarii tumorale in sediul
limfonodal (25%) comparativ cu tumoarea primara (3,7%).

3.6. Dinamica markerilor apoptotici pS3 si BCL2

Evolutia markerului pro-apoptotic p53. Carcinomul mamar ductal invaziv de tip
NOS. Tumoarea primard. Expresia markerului pro-apoptotic p53 a fost studiatd pe un
lot de 97 tumori mamare. Receptorul p53 a fost evaluat cu scor negativ in 43
cazuri/44,3%. Cazurile pozitive au fost repartizate dupa scor precum urmeaza: +1 — 13
cazuri/13,4%, +2 — 23 cazuri/23,7% si +3 in 18 cazuri/18,6%. Gradul de diferentiere nu a
demonstrat o careva afinitate fata de expresia p53. Astfel, am Inregistrat tumori cu toate 3
grade de diferentiere atat in grupul cu expresie p53 negativa, cat si grupul p53 pozitiv
[26-30].

Metastaza limfonodald. Studiului comparativ tumoarea primara-metastaza au fost
supuse 87 cazuri. La acest nivel numarul de cazuri p53 negative a fost putin in crestere
comparativ cu tumoarea primara, fiind inregistrat in 41 cazuri/47,1%. Faptul ca valoarea
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expresiei p53 din metastaza difera de localizarea primard a fost sustinut de testul t-
Student, unde t=1,95 la un p<0,050. Totodata studiul statistic a demonstrat, ca valoarea
expresiel p53 1n metastaza limfonodala este in functie de valoarea acestuia In tumoarea
primara, coeficientul de corelatie Spearman demonstrand o asociere de talie 1nalta,
statistic semnificativa (rs=0,76 la p<0,0001).

La examinarea detaliatd a expresiei pS3 de ambele localizari pe fiecare caz in parte
am stabilit ca acest receptor nu este stabil pe parcursul metastazarii. Astfel, au fost
stabilite 12 cazuri/13,79% in care expresia p53 limfonodala a fost una diferita de cea din
tumoarea primara. Achizitionare de receptor in urma metastazarii s-a inregistrat in 3
cazuri/3,45%. In restul cazurilor (9 cazuri/10,34%) s-a determinat pierderea expresiei p53
dupa metastazare, implicand in egala masura toate 3 scoruri ale expresiei pozitive (+1 —

+3) (Fig.3.13).

p53 . -9 \ -7 Xl 0
Fig.3.13. Carcinom ductal invaziv de tip NOS: evolutia markerului pro-apoptotic
p53 in procesul de metastazare. In majoritatea cazurilor cu transfer de scor al p53
(9 cazuri/10,34%) s-a determinat pierderea expresiei acestuia dupa metastazare.

Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primara. Receptorul p53 nu a fost
depistat in cazul a 5 tumori/27,8%. Cazurile pozitive (13 cazuri/72,2%) au fost
repartizate dupa scorul p53 in felul urmator: scor +1 — 3 cazuri/16,7%, +2 — 6
cazuri/33,3% si +3 in 4 cazuri/22,2%.

Eseul statistic de corelare nu a evidentiat asocieri statistic semnificative dintre
valoarea expresiei pS3 cu gradul de diferentiere al tumorii si varsta pacientelor. Gradul
histologic insda a corelat pozitiv, la un nivel rezonabil (r:=0,57, p<0,007) cu varsta
pacientelor.
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Metastaza limfonodala. La acest nivel am determinat o usoara crestere a numarului
de cazuri p53 negative (7 cazuri/38,9%) comparativ cu tumoarea primara. Eseul statistic
t-Student nu a evidentiat diferente semnificativ statistice dintre expresia p53 de ambele
localizari (t=0,82 la un p<0,42). Mai mult, valoarea expresiei pS3 din metastaza a corelat
inalt pozitiv cu scorul p53 din tumoarea primara (r:=0,76, p<0,0001). La compararea
expresiei de ambele localizari pe fiecare caz in parte, am determinat ca receptorul p53 nu
este stabil pe parcursul metastazarii. Cazurile pS3 instabile au implicat doar tumori cu
grad scazut si moderat de diferentiere. Evolutia acestui receptor in timpul metastazarii s-a
manifestat atat prin pierderea expresiei, cat si prin achizitie de fenotip p53. De mentionat
insd, ca cazurile cu transfer de scor din pozitiv in negativ (3 cazuri/16,68%) au
predominat fata de cazurile cu achizitie de p53 dupa metastazare (1 caz/5,56%).

Evolutia markerului anti-apoptotic BCL2

Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS. Tumoarea primard. In acest studiu
au fost examinate 93 tumori, prelevate majoritar de la paciente din grupul de varsta ,,dupa
49”7 — 67 cazuri/72% si minoritar, ,,pand la 49” cu 26 cazuri/28%. Studiul
imunohistochimic a determinat ca carcinomul ductal invaziv este in majoritatea cazurilor
BCL2 pozitiv — 71 cazuri/76,3%, si anume cu expresie +3 (58 cazuri/62,4%). Cazurile
BCL2 negative au fost evaluate preponderent cu ,,0” — 17 cazuri/18,3%, urmate de +1 cu
5 cazuri/5,4% [30-32].

Metastaza limfonodala. Evolutia BCL2 a fost comparatd pe un lot de 87 tumori,
dintre care 41 cazuri/47,1% au fost considerate BCL2 negative si 46 cazuri/52,9% BCL2
pozitive. La compararea valorilor BCL2 din tumoarea primara si metastazd am
determinat ca expresia este una diferita, in functie de localizare, iar testul t-Student a
atins valori semnificativ statistice (t=4,86 la un p<0,00001). Diferentele de expresie
primara-metastatica s-au datorat existentei a 23 cazuri/26,3% de transfer de scor, dintre
care 2 cazuri/2,2% au prezentat achizitionare de receptor dupa metastazare, iar 21
cazuri/41,1% sau soldat cu pierderea expresiei BCL2 in ambianta limfonodala. Cazurile
de BCL2 achizitionare au implicat doar tumori de grad G3 la paciente de ,,dupa 49 ani.
Cazurile cu pierderea expresie1 BCL2 dupd metastazare au fost inregistrate la tumori cu
grad G2 si G3, dintre care in 6 cazuri/6,9% au implicat paciente cu varsta de ,,pana la 49”
anl.

Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primard. In studiul dat am
determinat ca in carcinomul lobular invaziv predomind cazurile cu expresie BCL2
pozitiva (11 cazuri/61,1%) fati de cele BCL2 negative (7 cazuri/38,9%). In relatie cu
gradul de diferentiere am constatat ca majoritatea tumorilor sunt G2 si G3, cu exceptia a
2 cazuri/11,1% BCL2 negative, cu grad G1 si varsta pacientei de ,,dupa 49” ani. Eseul
statistic de corelare Tnsd nu a stabilit asocieri de fortd semnificativa, coeficientul Pearson
fiind egalat cu r=0,20 si p<0,219 la corelarea expresiei BCL2 cu gradul de diferentiere si
=0,06 la p<0,410 in cazul BCL2 vs varsta pacientelor. Unica corelatie statistic
semnificativa s-a stabilit la asocierea gradului de diferentiere si varstei pacientelor
(r=0,48, p<0,022).

Metastaza limfonodald. La nivelul metastazei limfonodale au predominat cazurile
BCL2 negative — 11 cazuri/61,1%, repartizate dupa gradul de diferentiere al tumorii primare
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precum urmeaza: G3 — 6 cazuri/33,3%, G2 — 3 cazuri/16,7% si G1 — 2 cazuri/11,1%. La
compararea valorilor de expresie a BCL2 testul t-Student nu a determinat diferente
semnificativ statistice, dependente de localizare (t=2,01 la un p<0,06). Trebuie de mentionat
insa, ca la compararea valorilor BCL2 de ambele localizari am determinat 4 cazuri/22,3% de
transfer de scor dupa metastazare. Acestea exclusiv au tinut de pierderea receptorului in
micromediul limfonodal dupa metastazarea tumorilor cu grad G2 si G3.

3.7. Stabilitatea E-cadherinei in evolutia procesului metastatic

Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS. Tumoarea primard. Markerul de
adeziune intercelulara E-cadherina a fost studiat pe un lot de 138 tumori, colectate de la
paciente cu varsta cuprinsi intre 33-86 ani. In functie de categoria de varsti am
determinat, ca majoritatea o constituie pacientele de ,,dupa 49 ani — 100 cazuri/72,5%,
fata de cele de ,,pana la 49” ani, cu 38 cazuri/27,5%. Valoarea markerului E-cadherina a
fost una majoritar pozitiva (134 cazuri/97,1%), iar expresia acestuia a fost inregistrata la
tumori de orice grad de diferentiere si paciente de ambele categorii de varsta. De
mentionat, cd in cohorta tumorilor E-cadherin pozitive au predominat cazurile cu scor
,»1T37— 121 cazuri/87,7%, fata de cele ,,+2” — 13 cazuri/9,4% [33, 34].

Metastaza limfonodald. Studiului comparativ au fost supuse 94 tumori. Metastazele
limfonodale, precum si tumorile primare au manifestat preponderent fenotip E-cadherin
pozitiv in 86 cazuri/91,5%. Studiul comparativ tumora primara-metastaza a evidentiat o
dubla crestere a cazurilor E-cadherin negative in sediul limfonodal (8 cazuri/8,5%), in
special datorita cazurilor cu expresie de limita ,,+1” a acestui marker. Analiza detaliatd a
expresiei E-cadherinei pe fiecare caz in parte a pus in evidenta 9 cazuri/9,57% cu transfer
de scor dupa metastazare. Cazurile E-cadherin instabile au implicat doar tumori cu grad
G2 si G3 de diferentiere si paciente de ambele categorii de varstd. Din cele 9
cazuri/9,57% inregistrate cu transfer de scor, 8 cazuri/8,51% au evoluat cu pierderea
expresiei E-cadherinei dupa metastazare, si o singura tumoare, G3 a manifestat
achizitionare de fenotip E-cadherin pozitiv in sediul limfonodal.

Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primara. Studiul imunohistochimic
a evidentiat ca tumorile lobular invazive manifesta o usoard prevalentd a cazurilor cu
expresie negativda a E-cadherinei (10 cazuri/50,6%), fatda de cele pozitive (8
cazuri/44,4%). De remarcat faptul, cad cazurile E-cadherin negative au fost exclusiv
tumori cu grad moderat si scdzut de diferentiere, iar cele 2 cazuri/11,1% cu scor G1 au
expresat E-cadherina din abundentd [35]. Eseul statistic de corelare a evidentiat o
asociere de talie rezonabild, statistic semnificativa, insa inversa dintre expresia E-
cadherinei cu varsta (rs= -0,44, la p<0,033) si gradul de diferentiere (rs= -0,52, la
p<0,013). Relatia dintre aceste variabile a fost confirmatd si prin testul de regresie
lineara.

Metastaza limfonodala. Incidenta cazurilor dupa expresia E-cadherinei a fost
similard cu cea din tumoarea primara: 10 cazuri/55,6% E-cadherin negative si 8
cazuri/44,4% E-cadherin pozitive, fapt confirmat si prin testul t-Student (t=1,17, p<0,26).
La o analizd amanuntitd a fiecarui caz in parte am determinat, cd E-cadherina nu este
stabild n procesul metastatic. Astfel am evidentiat 2 cazuri/11,1% cu transfer de scor,
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atat in directia achizitiondrii E-cadherinei (1 caz/5,6%) dupa metastazare, cét si pierderii
acestui marker in sediul limfonodal (1 caz/5,6%).

3.8. Evolutia receptorului pentru AR in microambianta limfonodala

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. Expresia in tumoarea primard. In acest
studiu au fost incluse 15 paciente cu varsta cuprinsa intre 33-79 ani. Conform grupei de
varsta acestea au fost repartizate in: ,,pana la 49” ani — 4 paciente/26,7% si 11
paciente/73,3% ,,dupa 49 ani. Receptorul pentru androgeni a fost evaluat cu scor pozitiv
in 14 cazuri/93,3%. Aceste cazuri au fost repartizate dupa scorul Allred in felul urmator:
1 caz/6,7% cu scor ,,+1”, 2 cazuri/13,3% cu scor ,,+2” si 11 cazuri/73,3% cu scor Allred
,»13”. Doar o singurd tumoare (6,7%), cu grad G3, dezvoltata la pacienta de ,,dupa 49~
ani nu a prezentat receptorul pentru AR.

Metastaza limfonodald. L.a compararea expresiel AR in dependenta de localizare nu
am determinat diferente statistic semnificative, t-testul prezentand valori de t=0 la p=1.
Mai mult, testul de corelare a finalizat cu rezultat statistic veridic in favoarea dependentei
pozitive, de talie rezonabild a expresiei AR din metastaza de valoarea AR din tumoarea
primara (rs=0,49, p<0,044). Legatura de tip cauza-efect dintre aceste 2 variabile a fost
sustinuta si de testul de regresie. Evolutia receptorului pentru AR in procesul metastatic a
fost evaluata prin compararea scorului Allred al tumorii de ambele localizari. Astfel am
determinat, cd expresia acestui receptor nu este stabild dupa metastazare, inregistrand
transfer de scor in 3 cazuri/23,1%. Evolutia acestui receptor a decurs atat cu achizitionare
de fenotip AR pozitiv (1caz/7,7%), atat si prin pierderea acestui receptor de celula
tumorala in ambianta limfonodala (2 cazuri/15,4%).

3.9. Analiza comparativa a expresiei receptorilor inclusi in studiu: interrelatiile
dintre toti markerii utilizati in functie de tipul si gradul histologic al tumorii, varsta
pacientelor

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. In cadrul acestui studiu am determinat, ci
relatiile statistice dintre markerii celulari inclusi in studiu, de localizare primard si
metastaticd nu sunt identice. Aceasta presupune ca metastaza limfonodald are un fenotip
imunohistochimic particular. Cauzele posibile tin fie de influenta ambiantei limfonodale, fie
de evolutia metastatici rapida a unei colonii de celule tumorale, ,,invizibile”
imunohistochimic in tumoarea primara [1, 17, 36]. In cazul receptorului ER de ambele
localizari sunt comune relatiile statistice cu PR, HER2, CK5, BCL2 de ambele nivele, p53 si
AR metastatice. Corelatia expresiei progesteronului, PRtm si PRmt a coincis la asociere cu
ER si BCL2 de ambele localizari, HER2tm, CK5tm, ARtm, Ki67mt si pS3mt. Receptorul
pentru factorul uman de crestere epidermala 2, de localizare primard si metastatica a
prezentat similaritate la corelare cu ER, CK35 si BCL2 de ambele nivele, precum si cu PRtm,
Ki67mt. Asocierile statistice al citokeratinei bazale CKS5, de localizare primara si
metastaticd au coincis in relatie cu BCL2tm, cu ER, HER2 si Ki67 de ambele nivele.
Indicele de proliferare Ki67 de ambele localizari a prezentat relatii statistice similare cu CK5
s1 p53, atat de nivel primar cat si limfonodal, precum si cu E-cadherina, si receptorul pentru
androgeni de ordin metastatic. Markerul anti-apoptotic BCL2 din tumoarea primara a
prezentat similaritate statistica cu omologul din metastaza la asociere cu ER, PR si HER2 de
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ambele localizari, precum si cu CK5tm. Interrelatiile statistice ale markerului pro-apoptotic
p53 de ambele localizari au coincis la corelare cu Ki67 de ambele nivele, PR si EGFR de
nivel limfonodal. Asocierile statistice a EGFR si E-cadherinei sunt in functie de localizare.
Expresia acestor markeri la nivel primar nu a coincis cu valoarea expresiei receptorilor
omologi de nivel metastatic. Corelatiile statistice ale AR din tumoarea primara au coincis cu
cele manifestate de markerul pentru AR de localizare limfonodala fata de ER si E-cadherina
primare, precum si cu PR, Ki67 de ordin metastatic.

Carcinomul lobular invaziv. Corelatiile expresieci ER de localizare primara si
metastaticd au coincis la asociere cu PR de ambele localizari, Ki67, BCL2 si EGFR din
tumoarea primara. Valoarea expresiei PR de ambele localizdri a prezentat corelatii
asemandtoare in raport cu ER de ambele nivele si BCL2 de localizare primara. Asocierile
statistice ale markerilor HER2, BCL2 si CKS5 din tumoarea primard, nu coincid cu
interrelatiile statistice ale HER2, BCL2 si CKS5 din metastaza. Ki67 de ambele nivele
coreleaza simultan cu EGFR de ambele localizari, cu ER si PR doar de localizare primara.
Markerul pro-apoptotic p53, din tumoarea primara si metastaza au manifestat rezultate
statistice similare la comparare cu EGFR si E-cadherina de nivel limfonodal. Expresia
EGFR de ambele localizari au coincis statistic la asociere cu Ki67 de ambele nivele,
precum si cu PR, BCL2 de localizare metastatica. Unica coincidenta statistica a expresiei
E-cadherinei de ambele localizari s-a determinat la asociere cu valoarea p53 de ordin
metastatic.

4, CARACTERISTICA SUBTIPURILOR MOLECULARE

4.1. Incidenta si dinamica subtipurilor prin prisma recomandarilor St Gallen,
2013. Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. In cadrul acestui studiu am determinat ca
in structura moleculard a carcinomului mamar de tip NOS prevaleaza combinatiile
proprii grupului Luminal, hormon-dependent [36]. Odata cu cresterea gradului de
diferentiere a subtipului molecular, tumorile pierd un sir de markeri precum HER2,
Ki67, CKS5, p53, EGFR si tind sa expreseze ER, PR, BCL2. Tumorile Luminal A sunt
hormon-dependente (ER, PR), HER2, CKS5, p53, EGFR negative, cu o expresie marcata a
BCL2 si E-cadherinei. Degi in subtipul Luminal A se atestd asocierea pozitiva,
paradoxala a ER si p53 cu Ki67, aceste tumori sunt cu predilectie slab proliferative. Dupa
metastazare carcinomul Luminal A tinde sa mentina expresia ER, PR, Ki67, BCL2, p53,
EGFR si E-cadherina. Oricum, subtipul Luminal A este instabil pe parcursul
metastazarii. Tumorile Luminal B exprima ER, PR, AR, BCL2, p53, E-cadherina si sunt
activ proliferante, comparativ cu cele Luminal A. Subtipul Luminal B spre deosebire de
Luminal A exprimd p53. Tumorile Luminal B tind sa mentind dupa metastazare expresia
ER, PR, HER2, Ki67, CKS5, BCL2, p53 si EGFR. In structura tumorilor Luminal B
predomina subtipul Luminal B/Ki67. Proliferarea activa a tumorilor Luminal B sustine si
prevalenta numerica a subtipului Luminal B/HER2/Ki67 fatd de Luminal B/HER2.
Subtipul Luminal B este instabil la metastazare, Tn majoritatea cazurilor evoluand intr-un
subtip mai diferentiat, Luminal A. Tumorile activ proliferante sunt cele mai instabile la
metastazare. Trebuie de mentionat ca expresia CKS de rand cu ER, PR, HER2 serveste

.....

Tumorile HER2 pozitive tind sa piarda receptorul BCL2 odata cu inaintarea in varsta.
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Expresia HER2 coreleaza cu diminuarea gradului de proliferare Ki67 si expresia CKS5,
totodatd sporind sansele de achizitie de catre celulele tumorale a markerului p53. Insi
corelarea pozitivda a CKS5 cu Ki67 in cadrul acestui subtip pledeaza pentru ipoteza
eterogenitatii celulare in cadrul aceluiasi subtip de tumori. In cazul tumorilor HER2
pozitive expresia markerului anti-apoptotic BCL2 coreleaza paradoxal pozitiv cu
prezenta receptorului pro-apoptotic, p53. Metastazele carcinomului HER2 pastreaza
acelasi profil molecular, cu exceptia ca devin mai agresive. Subtipul HER2 nu este stabil
pe parcursul metastazarii, transferurile de subtip evaluand doar cu achizitionarea de
receptori luminali.

Carcinomul mamar de tip lobular invaziv. In cadrul acestui studiu am determinat ca
subtipurile moleculare dezvoltate de carcinomul lobular sunt instabile pe parcursul
metastazarii, preponderent evoluand cu pierderea receptorilor luminali [19]. Tumorile
Luminal A dezvoltate de carcinomul lobular spre deosebire de cel ductal sunt p53
pozitive, iar prezenta CK5 de rand cu receptorii hormonali indica ca carcinomul lobular
tot dezvoltd subtip BasoLuminal. Subtipul HER2 nu este stabil. In cazul tumorilor
lobulare acesta degradeaza in Basal-like. Subtipul Luminal B dezvoltat de carcinomul
lobular invaziv spre deosebire de cel ductal nu expreseaza E-cadherina.

4.2. Stabilitatea profilului molecular al carcinomului mamar dupa implantare
pe membrana corioalantoidi a oului embrionat. In prima zi dupid implantare
fragmentele de tesut histopatologic aplicate pe membrana corioalantoida aveau un contur
clar delimitat, culoare alb-galbuie, cu suprafata neteda (Fig.4.1).
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Fig.4.1. Implant de carcinom mamar pe membrana corioalantoida, ziua a 4-a (X2).
Tesutul aplicat de culoare galbena, bombat, cu multiple vase nou formate, convergente

din membrana in implant.
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In ziua 3-4-a dupid implantare suprafata implantului devenea bombati, rugoasi, de
culoare neschimbata. La acest termen de asemenea se determinau vase nou formate,
convergente spre implant. Provenienta acestor vase din membrana corioalantoida a fost
dovedita histologic prin prezenta eritrocitelor nucleate, caracteristice pasarilor (Fig.4.2).
La ziua a 3-4-a in grosimea membranei corioalantoide deja se observa invazia celulelor
tumorale. Aranjamentul acestor celule a fost eterogen, dupa caz prezentand fie celule
solitare, cordoane sau grupuri. Originea epiteliala a acestor celule a fost confirmata prin
colorare cu pan-citokeratina AE1/AE3 (Fig.4.3).

Apartenenta acestor vase gazdei este certificata de prezenta eritrocitelor nucleate.
HE, x400.

Fig.4.3. Implant de carcinom mamar pe membrana corioalantoida, ziua a 4-a post-
implant. Coloratie pan-citokeratind AE1/AE3 (A) si imaginea sa inversata (x400).
Imaginea confirma invazia tumorii in membrana, cu dispunerea celulelor tumorale

solitar, sub forma de cordoane si grupuri.
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Examinarea microscopicd a specimenelor a permis sda concludem, ca celulele
invadate prezentau particularitdti morfologice si imunohistochimice deosebite fatd de
tesutul de origine. Si anume, forma celulelor solitare varia de la rotund-oval, la aspect
stelat, ceea ce mima structural celulele stromale ale membranei corioalantoide (Fig.4.4).
In schimb, celulele tumorale care preferau aranjament in cordoane sau grupuri, mimau
dupa aspectul histologic carcinomul scuamocelular. In toate aceste cazuri provenienta
tumorald a celulelor a fost confirmata prin colorare cu AE1/AE3. Imunohistochimic am
determinat ca intensitatea exprimarii AE1/AE3 in celulele invadate a variat de la slab in
celulele solitare la pronuntat in celulele aranjate in grupuri sau cordoane. Analiza
expresiei markerilor din tumoarea primara vs celulele diseminate in implant a pus in
evidenta preponderenta cazurilor cu pierderea ER (19 cazuri/86,4%) in membrana
corioalantoidd, urmate n 2 cazuri/9,1% cu ER stabil pozitiv si un caz cu ER stabil
negativ. Un comportament deosebit fatd de ER a fost detectat in cazul receptorului PR:
acesta majoritar (13 cazuri/59,1%) a fost evaluat stabil pozitiv, urmat in 7 cazuri/31,8%
de pierdere a PR dupa implantare si 2 cazuri/9,1% cu PR stabil negativ.
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Fig.4.4. Carcinom mamar ductal invaziv, 1mp1ant pe membrana cor10a1ant01da ziua a 5-
a. Celulele tumorale au fost puse in evidenta cu pan-citokeratina AE1/AE3 (A, C, x400).
Intensitatea diferita de exprimare de catre celulele tumorale a pan-citokeratinei se
determina mai bine in imaginile inversate, variind de la slab in celulele solitare, la
pronuntat la cele aranjate in cordoane (B, D).

In situatia markerului HER2, implantarea tumorii pe membrana corioalantoida a
condus in majoritatea cazurilor la pierderea acestui receptor in noua ambiantd (15
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cazuri/68,2%), urmata in descrestere de cazurile HER2 stabil negative (5 cazuri/22,7%)
si HER2 stabil pozitive (2 cazuri/9,1%). Citokeratina bazala CKS5 s-a dovedit a fi cea mai
predictiva in evolutie, prezentand expresie negativd pand si dupa implantare in toate 22
cazuri. In urma compararii subtipului molecular al tumorii primare vs metastaza
limfonodala am determinat 2 cazuri de transfer de la Luminal B/Ki67 la Luminal
B/HER2/Ki67. Restul cazurilor nu au prezentat date concludente unui transfer de subtip.
La compararea expresiei ER, PR, HER2 si CKS5 din tumoarea primara cu celulele
tumorale diseminate in implant am determinat schimbarea subtipului in 90,9% (20
cazuri), si anume 1n 12 cazuri (54,4%) celulele invadate au dezvoltat un fenotip mai
diferentiat, caracteristic subtipului Luminal A, in 7 cazuri (31,8%) au prezentat
caracteristici proprii subtipului SNP si intr-un caz (5,4%) s-a delimitat fenotipul HER2,
desi tumoarea primara si metastaza au fost specificate ca Luminal B/HER2. Doar 2
cazuri, Luminal A si Luminal B/HER2 nu au suferit un transfer de subtip. Tinem sa
mentiondm, cd 1n studiu nu au fost cuantificate toate cazurile cu implant de metastaza
limfonodald. Aceastd decizie a avut la baza mai multi factori, si anume: 1. toti embrionii
cu astfel de implante decedau in primele zile dupa implantare (maximal la a 3 zi); 2.
prezenta infiltratului limfocitar si/sau focarele de necroza masive au pus la indoiala
veridicitatea rezultatelor imunohistochimice stabilite (Fig.4.5).

Fig.4.5. Implant de metastaza limfonodala a unui carcinom mamar ductal invaziv de
tip NOS, G3, HER?2 pozitiv pe membrana corioalantoida, ziua a 3-a (x40). In imaginea A
se determini o masi de celule distruse, inconjuratd de o bordura limfocitard densa. In
imaginea B, prin inversare la hotar cu masa limfocitara se determina celule solitare,
fragmente celulare DAB-pozitive care insa nu reflecta pattern-ul de colorare caracteristic
markerului HER2,
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CONCLUZII GENERALE

1.Microambianta are o influentd substantiald, imprevizibild, stimulatorie sau inhibitorie in
dezvoltarea tumorii. Schimbul profilului molecular la metastazare are valoare pronostica si
predictiva — toate acestea argumenteaza necesitatea studiilor in domeniu (capitolul 1).

2.In glanda mamara neafectatd celulele epiteliului glandular prezintd o anumiti garnitura de
receptori in dependenta de stadiul de diferentiere. Expresia receptorilor indicd nivelul de
origine al tumorii (capitolul 3.1).

3.Majoritatea tumorilor mamare deriva din celulele grupului Luminal de diferentiere. Toti
markerii studiati (ER, PR, AR, HER2, CK5, EGFR, BCL2, p53, Ki67, E-cadherina) nu
sunt stabili pe parcursul metastazarii, ceea ce necesitd revizuirea principiilor tratamentului
personalizat (capitolele 3.2 — 3.9).

4. Transferurile de scor la metastazare a CKS, Ki67 si E-cadherinei sunt in functie de tipul
histologic al tumorii. Aceste date pot fi utilizate in calitate de criterii de diagnostic diferential
dintre tipurile ductale si lobulare de carcinoame invazive (capitolele 3.4, 3.5, 3.7).

5.Epiteliul glandular mamar antrenat in oncogeneza este predispus de a genera defectiuni a
mecanismelor apoptotice. Markerii apoptotici, BCL2 si p53 nu sunt stabili pe parcursul
metastazarii, iar transferurile de scor mai frecvent tin de pierderea expresiei in ambianta
limfonodala (capitolul 3.6).

6.Relatiile statistice intre markerii studiati a celulelor cu localizare primara si metastatica nu
sunt identice. Aceasta indicd ca metastaza limfonodald are un fenotip imunohistochimic
particular, ceea ce pledeazd pentru examinarea imunohistochimicd concomitenta,
obligatorie si a metastazei (capitolul 3.9).

7.1n structura moleculard a carcinomului mamar invaziv numeric prevaleaza subtipurile
Luminale. Toate subtipurile examinate sunt instabile la metastazare, iar intiietatea
transferurilor o au tumorile activ proliferante (capitolul 4.1).

8.Instabilitatea fenotipului celular al carcinomului mamar a fost dovedita in majoritatea
cazurilor de implant a celulelor tumorale in membrana corioalantoidd. Markerii analizati
au evolutie diferitd dupa implantare: ER si HER2 preponderent cu pierdere, PR stabil
pozitiv, iar CKS5 stabil negativ. Aceste date sustin necesitatea de a revedea schemele de
tratament existente, cu includerea in algoritmul de diagnostic si a profilului molecular al
metastazei (capitolul 4.2).

RECOMANDARI

1.Propunem determinarea profilului molecular al metastazei limfonodale prin metode imu-
nohistochimice, concomitent cu evaluarea tumorii primare. Intru evitarea unor erori tehnice
recomandam procesarea tumorii si metastazei intr-un singur bloc, intr-o singura sectiune.

2.De utilizat preferential Ki67 in locul gradului de diferentiere drept marker al agresivitatii
tumorale.

3.Determinarea E-cadherinei in calitate de marker specific al tumorilor lobulare nu are
valoare diagnosticd, gratie existentei fenotipurilor E-cadherin pozitive si E-cadherin
negative Tn ambele tipuri de tumori studiate, ductal si lobular invazive.

4.De rand cu subtipul molecular al tumorii trebuie de indicat si markerii in baza carora acesta a
fost definit. Astfel expresia CK5 de rand cu HER2 si/sau receptorii hormonali ar evidentia
necesitatea suplinirii schemelor terapeutice in conformitate cu recomandarile existente pentru
tumorile Triplu negative.

5.CK5 mai bine (80%) defineste tumorile Triplu negative in comparatie cu EGFR, a carui

incidenta este de 50%.
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ADNOTARE
Fulga Veaceslav
“Profilul molecular al carcinoamelor mamare invazive versus
metastazele limfonodale corespondente”
Teza de doctor habilitat 1n stiinte medicale, Chisinau, 2018

Structura tezei: introducere, 5 capitole, concluzii generale, recomandari, 280 surse
bibliografice, 133 pagini de text de bazd, 57 figuri, 70 tabele, 11 anexe. Rezultatele
acestui studiu au fost reflectate in 51 lucrari stiintifice, inclusiv o monografie.

Cuvinte-cheie: carcinom mamar, markeri hormonali, HER2, CK5, EGFR, p53,
BCL2, E-cadherin, subtipuri moleculare, metastaze limfonodale.

Domeniul de studiu: anatomie patologica.

Scopul lucrari: Studiul profilului molecular al carcinoamelor mamare invazive de
tip ductal si lobular comparativ cu metastazele limfonodale axilare ipsilaterale, si
evaluarea stabilitatii subtipului molecular in procesul de metastazare.

Obiectivele lucrarii: Determinarea fenotipului molecular al tumorii in functie de
tipul si gradul histologic, statusul limfonodal, precum si evaluarea dinamicii receptorilor
ER, PR, AR, HER2, CKS5, EGFR, p53, BCL2 si E-cadherin in procesul de metastazare al
carcinomului mamar.

Noutatea si originalitatea stiintificd: Pentru prima datd s-a demonstrat
instabilitatea markerilor ER, PR, AR, HER2, CKS5, EGFR, p53, BCL2 si E-cadherin in
procesul de metastazare a carcinoamelor mamare ductal invaziv de tip NOS si lobular
infiltrativ. Am stabilit in premiera cda metastaza limfonodald are un fenotip
imunohistochimic particular, diferit de tumoarea primara, ceea ce creeaza premize pentru
reevaluarea conceptiilor contemporane de tratament.

Importanta teoretica si aplicativa a lucrarii: Rezultatele acestui studiu pledeaza
pentru examinarea imunohistochimica concomitentd a tumorii primare si metastazei in
vederea stabilirii unui diagnostic si tratament personalizat.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele acestui studiu au fost aprobate
ca valoare stiintificd si aplicativd pentru activitatea catedrelor si laboratoarelor de

histologie, anatomie patologica si oncologie.
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PE3IOME
®dyara Bsyeciaas
“MoJiekyJAPpHbIH NPOQHJIb HHBA3MBHBIX (DOPM paKa MOJIOYHOM Kejle3bl B
CpaBHEHME ¢ COOTBETCTBYIOIIMMH MeTacTazaMu JuM@oy3a0B”
Juccepranus Ha COMCKaHWE YYEHOUM CTEIEHU JOKTOPa MEAUIIMHCKHUX HAYK,
Kummnes, 2018

Crpykrypa nuccepraummu: BBeneHue, 5 riaB, oOIIMe BBIBOJBI, pekoMeHaanuu, 280
OoubmorpapuecKix UICTOYHUKOB, 133 cTpaHuI] OCHOBHOTO TEKCTa, 57 pUCYHKOB, 70 TabuIl,
11 npunoxxenuii. Pe3ynbTarel vccnenoBaHus OmMyOIMKOBaHbl B 51 HaydHbIX paboT, B TOM
YHCIIe O/THA MOHOTpadus.

KiaroueBble c10Ba: pak MOJIOYHOW Kene3bl, ropMOoHanbHble Mapkepsl, HER2, CKS,
EGFR, p53, BCL2, E-cadherin, MonekymspHbIe TOABHUIBI, METACTa3bl TUM(OY3IIOB.

OobsacTh Hccae0BAHMS: [TATOJOTUYECKAS] AHATOMUS.

Heab uccienoBanusi: 3yueHre MOJIEKyJIIpHOTO NPOQIIS TPOTOYHOTO U JIOJIBKOBOTO
pPaKoB MOJIOYHOM KEJIE3bl B CPABHEHHE C UICHUIIATEPATbHBIMU METACTa3aMU MOAMBIIIEYHBIX
TMMQOY3JI0B, a TaKKE OLIEHKA CTAOMJIBHOCTH MOJEKYJSIPHOIO TMOJBHIA B IPOLIECCE
METaCTa3upPOBAHUS.

3apaun wucciaenoBanms: OnpenesieHHEe MOJEKYJISIPHOrO (eHoThna OmyXojidu B
3aBUCUMOCTH OT BHUJA U CTENIEHU 3JI0KAYECTBEHHOCTH, COCTOSHUSA JTUM(OY3JIOB, a TaKXKe
onenka nuHamuku peuentopoB ER, PR, AR, HER2, CKS5, EGFR, p53, BCL2 u E-
cadherin B mporiecce MeTacTa3uPOBAHMS paka MOJIOYHOM YKEJIE3bl.

HoBu3Ha W OpPUTrHMHAJILHOCTH HccieloBaHusi. BrepBeie Oblma  0KazaHa
HectabmwibHOCTh MapkepoB ER, PR, AR, HER2, CK5, EGFR, p53, BCL2 u E-cadherin B
MIPOLIECCE METACTa3UPOBAHUS MTPOTOYHOTO M JIOJIBKOBOTO PAaKOB MOJIOYHOM jKele3bl. bblio
JI0Ka3aHo, YTO METacTa3bl JTUM(OY3JI0B 00J1aAat0T 0COOEHHBIM UMMYHOTHCTOXUMHUYECKUM
(eHOTUTIOM, OTJIMYAIOIIMMCSI OT TEPBUYHON OIyXOJHW, TEM CaMbIM CHOCOOCTBYS
HEOOXOIMMOCTH MEPEOIICHKN COBPEMEHHBIX KOHIICTIIIUN JICUCHUS.

IIpakTHyeckasi 3HAYUMOCTh: Pe3ynbTaThl JAaHHOTO MCCIIEIOBAHUS MMOIYEPKUBAIOT
HEOOXOJMMOCTh COIYTCTBYIOIIET0 HWMMYHOTHCTOXMMHUYECKOTO aHalin3a MEPBUYHOU
OTYXOJIU U METAacTa30B B BU]Iy TIEPCOHATU3UPOBAHUS TUATHOCTUKU U JICUEHUSI.

Buenpenue pesyabratoB: IlonmydeHHble pe3ynbTarbl OLEHEHBI KaK HAay4YHO-
MPAKTUYECKU 3HAUYMMBIE U MOTYT OBITh BHEJPEHBI B JEATEIBHOCTh TMCTOJOTHUYECKUX,

MaTOJIOrOAHATOMHYECKUX, OHKOJIOTUYECKUX Kadeap U J1abopaTopuil.
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ANNOTATION
Fulga Veaceslav
“The molecular profile of invasive breast carcinomas versus correspondent lymph
node metastases”
Thesis of Doctor of Medical Science, Chisinau, 2018

Thesis structure: Introduction, 5 chapters, general conclusions, recommendations,
bibliography of 280 titles, 133 pages of main text, 57 figures, 70 tables, 11 annexes.
Obtained results are published in 51 scientific papers, including one monograph.

Keywords: mammary carcinoma, hormonal markers, HER2, CK5, EGFR, p53,
BCL2, E-cadherin, molecular subtypes, lymph node metastases.

Field of study: Pathology.

Purpose of study: Evaluation of molecular profile of ductal and lobular invasive
mammary carcinomas in comparison with ipsilateral lymph node metastases, as well
evaluation of molecular subtypes’ stability during metastatic process.

Objectives: Tumor’s molecular phenotype assessment in relation to histological
grade and type, lymph nodes involvement, as well evaluation of ER, PR, AR, HERZ2,
CK5, EGFR, p53, BCL2 and E-cadherin stability during metastatic development of
breast carcinoma.

Scientific innovation: For the first time was demonstrated the instability of ER, PR,
AR, HER2, CK5, EGFR, p53, BCL2 and E-cadherin markers during metastatic
development of ductal type NOS and lobular invasive carcinomas. We set it up for the
first time that lymph node metastasis has a particular immunohistochemical phenotype,
distinct from primary tumor, which arguments the revaluation necessity of modern
concepts of treatment.

Theoretical significance and applied value of the work: The results of present
work support the necessity of simultaneous imunohistochemical examination of primary
tumor and metastasis, in reason of a personalized diagnostic and treatment evaluation.

Implementation of scientific results: The obtained results were approved to have a
scientific and practical value for histological, pathological, oncological departments’ and

laboratories’ activity.
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