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ADNOTARE
Fulga Veaceslav
,Profilul molecular al carcinoamelor mamare invazive versus
metastazele limfonodale corespondente”
Teza de doctor habilitat in stiinte medicale, Chisinau, 2018

Structura tezei: introducere, 5 capitole, concluzii generale, recomandari, 280 surse
bibliografice, 133 pagini de text de baza, 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, CK5, EGFR, p53, BCL2 si E-cadherinei in procesul de metastazare al carcinomului
mamar.

Noutatea si originalitatea stiintifici: Pentru prima datd s-a demonstrat instabilitatea
markerilor ER, PR, AR, HER2, CK5, EGFR, p53, BCL2 si E-cadherinei in procesul de
metastazare a carcinoamelor mamare ductal invaziv de tip NOS si lobular infiltrativ. Am stabilit
in premiera ca metastaza limfonodala 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 concomitenta a tumorii primare si metastazei in vederea stabilirii
unui diagnostic si tratament personalizat.

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

anatomie patologica si oncologie.
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®dyiara Bsayecias
»MoOoJIeKYJIAPHBIA NPo(HUJIb HHBA3UBHBIX (POPM paka MOJOYHOM Kejie3bl B CPaBHEHHE C
COOTBETCTBYKOIIMMHU MeTacTazaMu JumM¢oy3108”
JluccepTanys Ha COMCKaHUE YYEHOM CTENEHU JOKTOpa MEAUIMHCKUX HayK, Kumunes, 2018

Crpykrypa auccepramum: Bpemenue, 5 riiaB, oOmme BbIBOIBI, pekoMeHmaruu, 280
ouobmMorpadguiecKkux KCTOYHUKOB, 133 cTpaHUI] OCHOBHOTO T€KCTa, 57 pucyHkoB, 70 Tabmui, 11
NpUIOKeHUH. Pe3ynbraThl uccienoBaHus onyOaukoBaHbl B 51 HaydHbIX paOOT, B TOM 4YHCIIE
0JlHa MOHOTrpadus.

KiroueBble cjioBa: pak MOJIOYHOH jKene3bl, ropMoHaimbHbie Mapkepsl, HER2, CKS5,
EGFR, p53, BCL2, E-cadherin, mosieKy/sipHbIe TOIBU/IbI, METACTA3bI TUM(OY3IIOB.

O0JacTh HcC/IeJOBAHMSA . TTATOIOTUYECKAsT aHATOMHUSL.

Heab ucciaenoBanus: V3yueHue MoseKyIsipHOTO NpOoduis MPOTOYHOTO M J0IBKOBOTO
PaKoB MOJIOUHOW KeJie3bl B CpaBHEHHE C HIICHIATEPAJbHBIMH METAcTa3aMU MOIMBIIICYHBIX
auMdoy3NoB, a TakkKe OILIeHKa CTaOMIBHOCTH MOJEKYISIPHOrO TOJBHIA B Ipoliecce
MeTacTa3upOBaHUSI.

3agaun  wuccaenoBanusi: OrmpenerneHne MOJEKYISIpHOTO  (EHOTHIIA  OIyXOJM B
3aBHCHMOCTH OT BHJIa M CTENICHH 3JIOKAYeCTBEHHOCTH, COCTOSHHSI IMM(OY3IJIOB, a TAK)KE OIICHKA
nuHamuku perentopoB ER, PR, AR, HER2, CK5, EGFR, p53, BCL2 u E-cadherin B nporecce
METacTa3upOBAHUS paKa MOJIOYHOMU Kele3bl.

HoBu3Ha u opUrHHAIBLHOCTH MCCJIeoBaHusl. Briepsrie ObuTa M0Ka3aHa HECTAOMIHHOCTD
mapkepoB ER, PR, AR, HER2, CK5, EGFR, p53, BCL2 u E-cadherin B mporecce
METacTa3upOBaHUS MIPOTOUYHOTO U JOJIHKOBOTO PAaKOB MOJIOYHOM Kelne3bl. bello goka3aHo, 4ToO
MeTacTtassl JTUM(GOY3JI0B 00IagaroT OCOOCHHBIM HMMMYHOTUCTOXUMHUYECKHM (EHOTHUIIOM,
OTIUYAIOIIUMCS OT MEPBUYHOMN OIYXOJIH, TEM CAMBIM CIIOCOOCTBYSI HEOOXOAMMOCTH TIEPEOIICHKU
COBPEMEHHBIX KOHIICTIIININ JICUSHUSI.

IMpakTyeckasi 3HAYUMOCTH. Pe3ymbTaThl JaHHOTO WCCIENOBAHHUS TOAYEPKHBAIOT
HEOOXOJUMOCTh COMYTCTBYIOIIETO MMMYHOTUCTOXUMHUYECKOTO aHaTN3a MEePBUYHON OIMYXOJIH H
METacTa30B B BHY MEPCOHATU3UPOBAHMSI TUATHOCTUKH U JICUCHHUS.

Buenpenue pe3yiabraroB: [lonmydeHHBIE pe3ylbTaThl OIEHEHBI KaK HAyYHO-TIPAKTHYECKH
3HAYUMBIE M MOTYT  OBITh  BHEIPEHBI B JCSITEIBHOCTH  THCTOJIOTHYCCKUX,

NaTOJIOT0aHATOMUYECKHX, OHKOJIOTHYECKUX Kadeap u mabopaTopuii.



ANNOTATION
Fulga Veaceslav
» I he 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, HER2, 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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5-NP 5 — negative phenotype

ALDH1 aldehyde dehydrogenase 1

AR androgen receptor

ASCO American Society of Clinical Oncology
BCL2 B-cell lymphoma 2 receptor

BRCA breast related cancer antigens

CD clone of differentiation

CDH1 cadherin-1 gene

CK cytokeratin

EGFR epidermal growth factor receptor
EpCAM epithelial cell adhesion molecule
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ESR1,2 estrogen receptor gene 1, 2

FOXA1 forkhead box protein Al

GCDFP gross cystic disease fluid protein
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MaSC mammary stem cells

mt metastaza

NOS no otherwise specified

NST no special type

PR progesteron receptor

St Gallen | reuniunea/consotiul de la Saint Gallen
TDLU terminal ductal-lobular unit

TGF tumor grow factor

tm tumoarea primara

TNF tumor necrosis factor

TWIST1 | twist-related protein 1

VEGF vascular endothelial growth factor




INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei

Cancerul mamar este o patologie care fascineaza prin polimorfismul tabloului histologic,
prin evolutia clinica extrem de complexd si impactul dramatic asupra structurii morbiditatii si
mortalitatii oncologice. Clasificarile histologice propuse de societatile morfologice internationale
reprezintd rezultatul realizarilor diagnostice clasice, insd care au un potential pronostic limitat si
oportunitati clinice modeste. Aceastad patologie manifestd particularitati de rasd, sex, numarul de
nasteri si areal geografic.

In pofida faptului ca tipurile histologice de carcinom mamar sunt foarte bine descrise si o
multitudine de criterii morfologice sunt propuse spre utilizare in diagnostic, acest tip de cancer
ramane a fi lider a mortalitatii in randul populatiei feminine. Particularitatile histologice ale
tumorii precum tipul morfologic, gradul si invazia limfovasculard, sunt utilizati ca markeri
pronostici ai evolutiei tumorale, insd fird un impact clar asupra terapiei. In lumina ultimelor
realizari, unicul factor descris histologic, cu valoare pronostica unanim recunoscuta este gradul
de diferentiere a tumorii. Identificarea gradului histologic 3 serveste drept recomandare pentru
chimioterapie [97]. In baza celor expuse putem concluziona ci definirea tratamentului doar in
baza descrierilor morfologice predispune din start la esec in majoritatea cazurilor. Astfel terapia
toxica ar putea fi indicatd inca multor femei carora, probabil le-ar fi fost mai bine fara tratament
si sunt incd multe paciente la care in pofida tratamentului realizat se dezvolta recurente [47].

Implementarea programelor de screening si profilaxie, precum si a noilor scheme de
tratament a micsorat mortalitatea in cancerul mamar [116]. Insd rata mortalitatii si morbiditatii
oricum plaseaza acest tip de cancer in topul afectiunilor maligne. O explicatie plauzibila, ce
poate servi drept scop pentru noi cercetari, este absenta la moment a unei descrieri detaliate a
eterogenitatii celulare a carcinomului mamar, evaludnd concomitent alteratiile moleculare,
compozitia celulara si sensibilitatea la tratament.

In prezent, tot mai multe rezultate, nu numai in cazul carcinomului mamar, pledeaza in
defavoarea standardului traditional de tratament «o dozd pentru toti», deoarece aceasta abordare
nu i-a in calcul polimorfismul celular, histologic al tumorii, ceea ce implicit presupune un esec
al tratamentului. Astfel se contureaza necesitatea de a dezvolta un tratament personalizat pentru
fiecare caz in parte. Cheia succesului in aceasta terapie |-ar reprezenta utilizarea concomitenta a
expresiei markerilor moleculari, caracteristici pentru fiecare tumoare si dezvoltarea
medicamentelor ce au drept tintd acesti receptori.

Modelul clasic, histologic s-a dovedit a avea o utilizare pronostica limitata si absolut lipsit

de valoare predictiva, iar pictarea ,,portretului” molecular al tumorii a devenit 0 necesitate
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stringentd a contemporaneitatii. Procedeele moleculare au evidentiat initial profilul genetic
diferit, sustinut apoi si de neomogenitatea receptorilor expresati in cadrul aceluiasi tip histologic.
Primul ,,portret molecular” a fost realizat de Perou si coaut. (2000) [180]. In urma unei analize
ample a garniturilor genetice, caracteristice fiecarui pacient in parte, autorii au delimitat 4 grupe
distincte, astfel punand baza subtipurilor moleculare intrinseci.

insa caracterizarea profilului genetic prin tehnici microarray s-a dovedit a fi costisitoare si
laborioasd, motiv pentru care Goldhirsch si coaut. (2013) au propus identificarea
imunohistochimica a receptorilor cu marker surogati [97]. Odata cu utilizarea diferitor markeri,
subtipurile moleculare au putut fi diversificate [27, 213]. Prin aplicarea noilor procedee si
markeri, cancerul de san va servi incontinuu drept camp deschis pentru noi realizari stiintifice
gratie continutului sau celular eterogen.

La moment, profilul genetic relevd un grad inalt de eterogenitate moleculara in structura
carcinomului mamar ductal invaziv, asociat cu variabilitatea evolutiei clinice. Aproximativ 80%
din paciente dezvolta tumori hormon-pozitive. Statusul ER si PR este utilizat pentru a subdiviza
tumorile in hormon-dependente si independente. Tumorile Luminale A, sunt caracterizate prin
expresia marcata a genelor estrogen-reglatoare si markerilor moleculari ai receptorilor de ER, PR
in asociere cu celulele luminal diferentiate al epiteliului mamar. Aceste trasaturi sunt mai putin
specifice pentru subtipul Luminal B si improprii pentru grupul hormon-negativ, caracterizat prin
expresie marcatd a genelor ce determina amplificarea proliferarii celulare si respectiv, presupun
un pronostic rezervat.

Korsching si coaut. (2002) au determinat ca in tumorile glandei mamare co-exista diferite
celule maligne ce determind aparitia subtipurilor de carcinom mamar [128]. Unele studii aduc
argumente certe in favoarea co-existentei diferitor celulelor canceroase cu proprii caractere
genetice si epigenetice, ce poarta caracter individual care diferda dupa capacititile sale de
metastazare. Mai mult, unele celule tumorale sunt non-metastatice. Aceste date contureaza ideea
si necesitatea studiului comparativ al profilului molecular al metastazei, presupunand diferente
fascinante pentru morfologi, periculoase pentru pacienti.

Recent, in urma triajelor clinice IBCSG 23-01 (International Breast Cancer Study Group
trial 23-01) si ACOSOG Z0011 (American College of Surgeons Oncology Group Z0011) s-a
depistat ca, prezenta micrometastazelor in noduri limfatici nu prezintd o indicatie pentru
interventie axilara fiindca, utilizarea chimioterapiei si/sau radioterapiei poate distruge celulele
tumorale restante [88, 94]. Aceastd concluzie vine in concordanta cu datele lui Perou (2000),

potrivit cdreia ,,programul molecular” al tumorii primare se mentine si la nivelul metastazelor
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[180]. Aceste date sugereaza ca, daca profilul molecular al tumorii primare are o anumita valoare
predictiva, aceasta automat i se va atribui $i metastazei sale.

Impotriva acestor date servesc un sir de evidente care subliniaza ci, profilul molecular al
celulei metastatice nu este stabil in timp. Astfel Falck (2013) considera ca, fenotipul
carcinomului nu este stabil pe parcursul evolutiei, prezentand diferente de subtip dintre tumoarea
primard si metastaza limfonodald la 11% pacienti [77]. In suplinire, Prat (2011) descrie ca,
carcinomul mamar este celular neomogen, iar unele celule, in special cu fenotip-stem
(CD44%/CD24") sunt mai rezistente la terapie si mai active la metastazare [190]. Un alt punct de
vedere ce descrie instabilitatea moleculara a tumorii presupune ca, odata cu blocarea receptorului
ER, celula canceroasa drept raspuns de acomodare la tratament isi schimba calea pentru
supravietuire. Astfel drept raspuns la tratamentul efectuat s-au raportat un sir de cazuri de
,,shift” sau transfer a tumorii primare de la subtip ER* la HER2" si invers [54, 268]. In favoarea
efectuarii unor cercetari in acest domeniu vorbesc si rezultatele potrivit carora tumorile tratate cu
inhibitori de aromataza au dezvoltat mutatii la nivel de gena-ESR1, care codifica regiunea de
fixare (ligand-binding domain) a receptorului ER pentru estrogen si dezvoltd consecutiv
rezistentd la tratamentul hormonal [117, 140, 204, 244, 2013]. Important insa este faptul ca,
aceste mutatii s-au determinat doar la nivelul metastazelor limfonodale (la 6 din 11 pacienti), in
tumoarea primara fiind absente.

In sustinerea ideii de a cerceta comparativ tumoarea primara si LNM sunt si studiile de
profil care sugereaza ca, 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 vasculara si pot avea un impact direct asupra pronosticului. In plus, stroma din LNM este
una total diferita de cea din glanda mamara, unde populatia ,,bastinasa”, limfocitele pot influenta
imprevizibil deocamdatd asupra metastazei. Drept exemplu servesc datele controversate despre
limfocitele intratumorale. Avand functie de aparare, studiul de specialitate releva o influenta
contrar opusa, de stimulare a progresiei tumorale [108]. Similar acestor date servesc rezultatele
lui Muenst (2013), unde prezenta limfocitelor este asociatd cu un pronostic nefavorabil [161].
Contrar acestor date numarul crescut de T limfocite CD8" este asociat unui pronostic favorabil in
cazul tumorilor ER negative, iar combinatia limfocit CD8"- tumoare ER" este in defavoarea
pacientei. Totodata, prezenta in tumoare a infiltratului T citotoxic este considerat drept un factor
predictiv pozitiv pentru chimioterapie [226].

Astfel, microambianta are o influentd semnificativa in dezvoltarea tumorii. Marea

majoritate a datelor curente indica rolul stimulator, protumoral a celulelor stromale. Este bine
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studiatd influenta celulelor stromale asupra tumorii primare §i 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 primara.

Existenta transferului de profil molecular ar avea un impact pronostic 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 dependenta de tipul
histologic si molecular al tumorii;

* ldentificarea stabilitatii markerilor CKS5 (citokeratina bazald) si EGFR (factorul de
crestere epidermala 1) la metastazare;

* Evidentierea expresiei markerilor pro- (p53) si anti-apoptotic (BCL2) in evolutia
metastatica a carcinomului mamar;

* Evaluarea stabilitatii subtipurilor moleculare in microambianta limfonodala.

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute

Problema stiintifica solutionatd in teza consta 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 aplicarii unui tratament personalizat.
Rezultatele principial noi, expuse in continuare, contureaza in premiera o noua directie
stiintifica, ce defineste rolul determinant al micromediului ambiant in evolutia tumorii.

Pentru prima datd am demonstrat ca receptorii hormonali pentru ER, PR si AR nu sunt
stabili pe parcursul metastazarii, cu precizarea ca receptorul pentru PR are o rata net superioara a

instabilitatii fatd de ER, fapt ce poate explica rezistenta si recurentele in terapia hormonala.
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A fost demonstrat ca receptorul HER2 nu este stabil pe parcursul metastazarii in ambele
tipuri de cancer studiate, preponderent fiind inregistratd pierderea acestuia dupd metastazare,
astfel diminuand eficienta terapiei anti-HER2 in boala metastatica.

Am demonstrat pentru prima data ca citokeratina bazala CKS5 este instabila 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 implicd exclusiv pierderea acestui receptor in
microambianta nodului limfatic.

Am constatat ca activitatea proliferativd a celulelor tumorale nu este stabila, iar
transferurile de scor a Ki67 sunt in functie de tipul histologic al tumorii: carcinomul de tip NOS
la metastazare isi diminueaza activitatea mitotica, iar 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 pS3 1n ambianta limfonodald, indiferent de tipul
histologic al tumorii. Am dovedit ca 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 scdzut si moderat de diferentiere, afectand in special
femei de ,,dupa 49” ani.

Am demonstrat ca expresia E-cadherinei din metastaza diferda de valorile acesteia din
tumoarea primara, iar transferurile de scor pot evolua cu achizitie sau pierderea acestui marker in
sediul limfonodal.

Am stabilit ca metastaza limfonodald are un fenotip imunohistochimic particular, diferit de
tumoarea primara, ceea ce creeaza 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, iar 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 dupd implantare pe membrana coriolalantoidd, evidentiind evolutia diferita a

markerilor: ER si HER2 preponderent cu pierdere, PR stabil pozitiv, CK5 stabil negativ.
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Aceasta eterogenitate a celulelor tumorale, ne-a permis sa sustinem necesitatea continuarii

studiilor in acest domeniu, in vederea stabilirii de noi subtipuri moleculare.

Importanta teoretica si aplicativa a lucrarii

In urma abordarii multilaterale a problemei stabilitatii subtipului molecular al carcinomului
mamar in cadrul progresiei metastatice a fost posibild caracterizarea uni-momentana,
morfologica si imunohistochimica a aceluiasi tip histologic de tumori, diversificate dupa sediu.
Lucrarea realizata constituie drept imbold pentru disciplinele medico-biologice de a revedea
structura neoplaziilor in dependentd de mediul microambiant. Diferentele mentionate in teza data
impun revizuirea algoritmelor terapeutice existente. Rezultatele acestui studiu certifica
necesitatea reevaluarii tacticii de diagnostic si tratament a carcinomului mamar. Intru stabilirea
unei conduite terapeutice personalizate subliniem necesitatea:

1. Efectuarii examenului imunohistochimic paralel, de dorit concomitent, tumoarea
primara — metastaza. Schimbul profilului molecular la metastazare are valoare
pronostica si predictiva.

2. De a revedea si adapta algoritmele terapeutice 1n vigoare, cel putin pentru markerii
predictivi existenti, ER, PR si HER2.

3. De utilizat preferential indicele de proliferare Ki67 in locul gradului de diferentiere
drept marker al agresivitatii tumorale.

4. De a revedea rolul diagnostic al E-cadherinei in calitate de marker specific al tumorilor
lobulare.

5. De anota de rand cu subtipul molecular al tumorii markerii in baza carora acesta a fost
definit. Expresia CKS5 de rand cu HER2 si/sau receptorii hormonali indica necesitatea
reevaludrii schemelor terapeutice aplicate si structura subtipurilor moleculare in
vigoare.

6. De utilizat preferential CKS5 in definirea tumorilor Triplu negative.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Datele obtinute redefinesc rolul mediului
microambiant 1n cadrul progresiei tumorale. Acest studiu serveste drept imbold pentru
disciplinele medico-biologice de a investiga stabilitatea profilului molecular in procesul de
metastazare si al altor tipuri de neoplazii.

Lucrarea datd completeaza si diversifica profilul molecular al subtipurilor tumorale
utilizate In practica oncologicd si totodatd pune in evidentd, In premierd noi combinatii de

markeri. Rezultatele acestei lucrdri indica necesitatea revizuirii algoritmelor de diagnostic si
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tratament existente, cel putin pentru carcinoamele mamare. In baza acestei lucriri oncologii pot
diversifica cauzele rezistentei la terapie si aparitia recurentelor tumorale. Rezultatele acestui
studiu au fost prezentate si aprobate ca valoare teoretica, aplicativa pentru activitatea catedrelor
si laboratoarelor de histologie, anatomie patologica, oncologie precum si la un sir de foruri

stiintifice nationale si internationale.

Aprobarea rezultatelor
Rezultatele obtinute in urma investigatiilor efectuate si conceptiile de baza ale tezei au fost
prezentate, comunicate si discutate in cadrul urmétoarelor 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 internationala
(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 aprobata la sedinta Catedrei de histologie, citologie si embriologie
(proces verbal nr.14, din 14.06.2018), la sedinta Seminarului stiintific de profil extern
JAnatomie patologica” — 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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Sumarul compartimentelor tezei

Teza este expusd in limba romand cu titlu de manuscris si 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 referintd. Materialele tezei au fost publicate in 51 lucrari stiintifice, editate In reviste
licentiate, culegeri de rezumate si materiale ale congreselor, simpozioanelor, conferintelor
stiintifice, si include o monografie, 4 articole cu impact factor, 3 articole de sinteza, 5 articole
fara coautori.

In capitolul ,,Introducere” a fost redatd actualitatea temei, s-au evidentiat intrebarile ce
sustin importanta efectudrii studiului in cauza. De asemenea s-au descris scopul si obiectivele
lucrarii, noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si valoarea aplicativa a
lucrarii, aprobarea rezultatelor.

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 cercetirii,
evidentiind metodele utilizate: histologica, imunohistochimica, statistica. De asemenea a fost
descrisa si partea experimentald, cultivarea tumorilor pe membrana corioalantoida.

Capitolul 3 a fost dedicat dinamicii markerilor imunohistochimici (ER, PR, AR, HERZ2,
CK5, EGFR, E-cadherin, 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 analiza
comparativa 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. S-a evidentiat structura, eterogenitatea si stabilitatea
subtipurilor in dependenta de tipul, gradul histologic al tumorii, statusul limfonodal si varsta
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 literatura. Au fost evidentiate si analizate aspecte anatomice, genetice,
citologice, moleculare care ar sta la baza instabilitatii profilului molecular al carcinomului

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

1.1. Impactul diagnosticului morfologic conventional asupra pronosticului si terapiei

Definirea progresiei tumorale in cazul cancerului de san n-a fost posibila pentru lung timp
datorita lipsei markerilor ce ar delimita clar hiperplazia tipica si atipicd de o tumoare maligna.
Carcinomul mamar a fost clasificat in subgrupe avand ca baza tipul si gradul histologic [51, 70].
Aceasta tumoare posedd multiple expresii morfologice, diversificate in subtipuri dupa gradul
histologic si expresia receptorilor, ceea ce presupune dupa Weigelt si coaut. (2010a,b) etiologia
diferita a acestor entitati [257, 258].

Adenocarcinoamele mamare sunt caracterizate printr-o larga diversitate histologica. Initial
au fost definite 2 grupe de carcinom mamar: ,,in situ” si invaziv. Diferenta dintre aceste grupe
tine de integritatea membranei bazale, in cazul carcinomului invaziv celulele tumorale
devastand-o. In cadrul carcinomului ,,in situ” se deosebesc subtipurile: comedo, cribriform,
micropapilar, papilar si solid.

Tipurile invazive clasice, frecvent diagnosticate si studiate sunt carcinomul invaziv ductal
(50-80%) de tip NST (of no special type), si lobular (5-15%) [71, 139]. Este de mentionat, ca
initial prin termenii de carcinom ductal si lobular s-a subinteles histogeneza sau punctul de
origine al tumorii in sistemul ductal mamar. Ipoteza potrivit careia tipurile morfologice de cancer
mamar au drept sursd domenii microanatomice distincte ale glandei mamare a fost contestata de
Wellings si coaut. (1973, 1975), care au demonstrat ca vasta majoritate a cancerelor invazive de
san, precum si presursorii ,,in situ”, au origine in unitatea terminala ductal-lobulara, indiferent
de tipul histologic [261, 262]. Din punct de vedere histologic tipurile carcinomului mamar sunt
definite in baza paternului arhitectural distinct, trasaturilor celulare si in plus, a profilului
imunohistochimic.

Tipurile speciale sunt determinate in 25%. Dupa datele OMS (Organizatia Mondiala a
Sanatatii) sunt delimitate cel putin 17 subtipuri (ductal/lobular, tubular, mucinos (coloid),
medular, papilar si variatiile lor [72].

In raport cu varsta Stalsberg si coaut. (1993) au determinat, ci incidenta carcinomului
ductal invaziv este constantd, frecventa celui papilar si mucinos creste pe masura imbatranirii, iar
posibilitatea de a dezvolta un carcinom medular sau inflamator scade odata cu varsta [232].
Incidenta carcinomului lobular si tubular este in crestere pana la 50 ani, dupd care ramane
constantd. O recenta corelatie varsta — tip histologic a fost determinatd de Anderson si coaut.
(2004), care au stabilit, ca incidenta carcinomului ductal, lobular, tubular, mucinos si papilar

creste constant odatd cu varsta, iar tipurile medular si inflamator au incidentd maxima la 50 ani,
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stabilizatd ulterior la acest nivel [9]. Mortalitatea cea mai inaltd se determina in cazul
carcinomului inflamator, urmata pe locul 2 de tipul ductal invaziv [138]. Conform statusului
hormonal, carcinoamele lobular, ductal/lobular si mucinos cel mai frecvent sunt ER*/PR", iar
comedo ER'".

Ellis 1.0. (1992) a raportat ca tipurile tubular, cribriform, mucinos de carcinom invaziv au
un pronostic favorabil [70]. Pronosticul carcinomului lobular depinde de subtip. Astfel varianta
mixtd, tubulo-lobulara si carcinomul invaziv papilar sunt asociate cu un pronostic general mai
bun decat carcinomul ductal clasic [83]. Totodata, forma solida a carcinomului lobular,
carcinomul invaziv ductal clasic si carcinomul invaziv mixt ductal-lobular au un pronostic
nefavorabil. Dupa Li si coaut. (2005), mai agresive in evolutie la femeile in postmenopauza sunt
tipurile invazive lobular si ductal/lobular [139]. Dat fiind faptul, ca circa 80% din tipurile
histologice intalnite sunt ductal invazive clasice, 15% lobulare tipice si 4% mixte (ductal-
lobulare) indica ca in marea majoritate, diagnosticul morfologic stabilit drept carcinom mamar,
are o valoare pronostica si predictiva nefavorabila pentru pacient. Determinarea tipului histologic
este recomandatad de multiple consilii de specialitate, care dezvolta algoritme §i procedee de
diferentiere. Insa exista date care sustin, ca diferentierea tipului invaziv in ductal si lobular nu are
nici o valoare clinica [221, 260].

Dupa Fritz si coaut. (2010), in pofida faptului ca tipul lobular este mai frecvent intalnit la
persoanele 1n varstd, iar celulele sale tumorale cu predilectie exprima receptorii ER si PR, (in
comparatie cu tipul invaziv ductal, preponderent HER2"), aceeasi autori au infirmat ipoteza
privind careia rata recurentelor locale la tipul lobular este mai mare. [86] Absenta impactului
clinic privind diferentierea acestor 2 subtipuri, a fost demonstrata si la nivel molecular, masurand
potentialul metastatic prin evaluarea markerilor pentru E-cadherini si TFGb [246]. Insa existi si
date contradictorii care subliniazd capacitatea sporitda de metastazare a carcinomului lobular
gratie inactivarii genei CDHI. In scop diagnostic, absenta E-cadherinei (codati de CDHI)
certifica tipul lobular al tumorii [257]. Forma multicentrica a carcinomului, desi coreleaza cu
statusul nodal, gradul histologic si dimensiunea tumorii, nu este consideratd un factor de
pronostic independent [178]. O alta deosebire dintre aceste 2 tipuri histologice tine de
tratamentul aplicat. Dupa Cristofanilli M. (2005), chimioterapia primara cu antracicline si taxane
este mai eficienta in formele lobulare, iar rezistenta la tamoxifen este mai exprimatd in subtipul
lobular ER”, fati de cel ductal ER" [57, 118].

Gradul histologic reprezinta o evaluare a gradului de diferentiere (formarea de structuri
tubulare, pleomorfismul nuclear) si activitatii proliferative (indicele mitotic) al tumorii, de fapt

considerat de multi morfologi un indice al agresivitatii carcinomului [70, 137]. Intru stabilirea
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tacticii terapeutice, gradul histologic a fost Incorporat in multiple algoritme de putere pronostica,
precum NPI (Nottingham Prognostic Index) si Adjuvant! Online. Gradarea histologica s-a
stabilit a avea o valoare pronostica, pacientii cu gradul G1 avand o rata de supravietuire mult mai
mare comparativ cu G2 si G3. Dupa Bassler R. (1984) rata medie de supravietuire de 10 ani
pentru G1 este de 45%, G2-27%, G3-18% [17]. Coreland tipul cu gradul histologic, s-a stabilit
ca gradul G3 mai frecvent se intdlneste in cazul carcinoamelor de tip medular, comedo,
inflamator, iar tipurile tubular, papilar, mucinos sunt mai bine diferentiate (gradul G1 — G2) si
mai rar dezvoltd metastaze[138]. Totusi eficienta utilizarii gradarii histologice este in mare
masura limitata de experienta morfopatologului [240].

Unul din factorii pronostici de semnificatie majora este considerat statusul limfonodal. Un
argument 1n sustinerea acestui factor este cd rata de supravietuire de 10 ani pentru pacientii cu
metastaze limfonodale este de 25-30%, iar in lipsa acestora 75% [280]. Studii multiple au fost
axate si pe numarul de metastaze limfonodale, cresterea cdrora a determinat o corelatie inversa
cu rata de supravietuire [215].

Un alt factor pronostic important s-a determinat a fi invazia vasculara a tumorii [185].
Acesta poate fi utilizat drept factor independent cu valoare predictiva si pronostica. Caracterul
agresiv al tumorii este atribuit si la determinarea invaziei perineurale, iar depistarea necrozei
tumorale prezice micsorarea timpului de supravietuire si presupune dezvoltarea rezistentei la
tratament [84]. Dupa Rosen si coaut. (1989), rata recurentelor in cazul prezentei invaziei
vasculare (sanguine si limfatice) este mai mare (38%) decat in lipsa acesteia (22%) [207].
Totodata, Neville si coaut. (1992) sustine ca invazia limfovasculara duce la cresterea
recurentelor cu 15% in decurs de 5 ani, in ambele loturi de paciente, cu sau fara terapie adjuvanta
[166]. Datele privind importanta pronosticd a gradului de fibrozare a stromei in general si a
elastozei 1n particular nu au gasit aplicatie clinica.

In practica oncologici au fost definite 3 grupuri de risc privind posibilitatea recurentelor
postoperatorii si sensibilitatea la terapia sistemica, decizionale si in selectarea tacticii terapeutice:

1. risc redus — paciente cu varsta mai mare de 35, absenta metastazelor, tumori sub 2 cm,
G1, HER?2 negative, 1n lipsa invaziei vasculare. Terapia hormonald este indicatia de electie.

2. risc intermediar — paciente la care nu s-au depistat metastaze, plus cel putin unul din
criteriile: varsta sub 35 ani, tumori mai mari de 2 cm, G2-3, HER2 pozitive, cu invazie vasculara.
O alta combinatie ce defineste acest grup este: 1-3 noduri limfatici cu metastaze si tumoare
HER2". Terapia hormonali este indicatia de electie, iar in cazul unui rispuns incert din partea

tumorii, secvential chimioterapie + terapie endocrind sau chimioterapie singura.
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3. risc sporit — 1-3 noduri limfatici cu metastaze si tumoare HER2™ sau mai mult de 4
noduri limfatici metastazati. De electie pentru acest grup este indicata secvential chimioterapia +
terapia endocrind sau chimioterapia singura.

Astfel, din particularitatile histologice ale carcinomului mamar au importanta clinica doar
gradul de diferentiere al tumorii, prezenta invaziei limfo-vasculare si a metastazei nodale. in
lumina ultimelor realizari, unicul factor histologic, descris cu valoare pronostica unanim
recunoscuta este gradul de diferentiere a tumorii [97]. Identificarea gradului histologic 3 serveste
drept recomandare pentru chimioterapie. in concluzie, terapia toxicd este indicatd incd multor
femei carora, probabil le-ar fi fost mai bine fara tratament i sunt incad multe paciente la care in

pofida tratamentului realizat se dezvolta recurentele [47].

1.2. Clasificarea moleculara a carcinomului mamar: istoric, subtipuri, evolutie

Implementarea programelor de screening si profilaxie, precum si a noilor scheme de
tratament a micsorat mortalitatea cauzatd de cancerul mamar. Insa rata actuald a incidentei si
mortalitatii oricum plaseaza acest tip de cancer in topul afectiunilor maligne. O explicatie
plauzibila este absenta la moment a unei descrieri detaliate privind eterogenitatea biologica a
carcinomului mamar, studiind simultan alteratiile moleculare, compozitia celulara si
sensibilitatea la tratament.

Dat fiind faptul ca, modelul histologic are utilizare pronostica limitata si absolut lipsit de
valoare predictiva, ,,portretul” molecular al tumorii devenise 0 necesitate stringenta a medicinii.
Procedeele moleculare au evidentiat inifial profilul genetic diferit, sustinut apoi si de
neomogenitatea receptorilor expresati in cadrul aceluiasi tip histologic. Primul ,,portret
molecular” a fost realizat de Perou si coaut. (2000), care au analizat paternul expresiei genetice
prin utilizarea ARN-ului a 65 tumori de la 42 pacienti [180]. Analizand subseturile genetice
intrinseci, caracteristice fiecarui pacient in parte, autorul a delimitat dupa profilul molecular al
celulelor tumorale 4 grupe distincte. Acestea in continuare au fost denumite subtipuri moleculare
intrinseci [180, 227].

Initial subtipurile moleculare au fost separate in grupe n baza expresiei ER:

1. ER negative: a. Basal-like, b.ERBB2 (sau HER2"), c. Normal-like.

2. ER pozitive: a. Luminal sau pozitive pentru estrogen receptor.

Descoperirea devenise si mai incitantd, cand Sorlie si coaut. (2003) au evidentiat valoarea
pronostica diferita a fiecarui subtip, iar subtipul Luminal a fost divizat in Luminal A si B [217,
228, 263]. Gratie paternului sau molecular specific (ER", PR", HER2") subtipul Basal-like a fost

supradenumit initial si Triplu-negativ. La moment insa subtipul Triplu-negativ are caracteristici
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de grup si include cel putin 4 variante distincte: Basal-like (sau core-basal), 5-NP (cu fenotip
cinci negativ), Claudin-low si Apocrin-like [65, 111, 148, 189, 194, 196].

Meta-analiza vasta a expresiei genice pe 2833 cazuri de carcinom mamar a confirmat
datele lui Perou si coaut. (2000), stimuland astfel studiul in practica clinica a semnaturilor genice
[180, 265]. La moment sunt comercializate 2 teste genomice, Oncotype DX si MammaPrint.
Ambele teste stau la baza triajelor clinice TAI-LORX (Trial Assigning Individualized Options for
Treatment), MINDACT (Microarray in Node-Negative Disease May Avoid Chemotherapy) si
RxXPONDER (Rx for Positive Node, endocrine Responsive Breast Cancer) [36, 229].

Secventierea genomului insd nu a primit o raspandire largd, motivul fiind eseurile
laborioase si costurile prea inalte pentru practica cotidiana. Astfel s-au delimitat circa 50-
semndturi genice, capabile de a diagnostica subtipurile moleculare prin procedura de qRT-PCR
(quantitative real time PCR). Rezultatele primite in baza studiului acestor clustere genice
(denumit inca PAMS50) s-au dovedit a avea un potential predictiv net superior variabilelor clinice
clasice (precum dimensiunea tumorii, statusul limfonodal, gradul histologic). In special, in
cazurile ER™ si metastaz negative, sensibilitatea la tratament a constituit 94% [175]. Studiul
genetic al tumorilor mamare se dezvoltd in continuare, determinand aparitia multiplelor teste si
proceduri cu rol pronostic si predictiv, precum aCGH (array-based comparative genomic
hybridization), MALDi (matrix-assisted laser desorption/ionization), ca variantd a spectrometriei
in masa si profilarea epigenetica, care are la baza modificarea histonelor si metilarea ADN-ului
[113, 199, 208.

Desi expresia genica este considerata drept ,.etalonul de aur” in definirea subclaselor
moleculare, s-au propus scheme de clasificare bazate pe utilizarea markerilor
immunohistochimici, capabile a fi utilizate in practica cotidiana. Astfel de comun acord, in
delimitarea subclaselor sunt utilizati markerii receptorilor hormonali ER, PR, citokeratinele
bazale (CK5) si luminale (CK8/18), expresia receptorului HER2/neu si receptorul nuclear Ki67,
drept marker cantitativ al proliferarii celulare [97].

Subtipurile moleculare. In comparatie cu conceptul clasic histologic, realizirile
contemporane privesc carcinomul mamar drept un grup de entitdfi nozologice, ce afecteaza
acelasi organ si aceeasi unitate anatomicda. Acestea pot fi deosebite dupad factorii de risc,
prezentare clinica, caracteristicile morfologice, raspunsul la terapie [257, 258].

In dendrograma subtipurilor propuse de Perou si coaut. (2000) se disting 2 clase majore de
tumori: ER"si ER™ [180]. Contemporan la tumorile ER pozitive se referd subtipurile Luminal A si
B, la cele ER negative — HER2", Basal-like si Normal-like.
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Exprimarea receptorilor pentru estrogeni (in special o) pe suprafata celulelor in ierarhia
celuld stem-celula diferentiata este foarte importanta fiindcd, estrogenul reprezintd principalul
agent stimulator de proliferare. La soarece celulele stem sunt considerate drept ER negative [12].
La oameni, receptorii ER au fost determinati la stadiul de precursor comitat, caracterizat drept
populatie longeviva, cu activitate mitotica obisnuit diminuata [51]. Exista presupunerea precum
ca, aceste celule la randul lor au functia de control al diferentierii celulelor mamare luminale si
mioepiteliale prin factori paracrini precum ar fi amfiregulina [264].

Importanta gruparii dupa spectrul hormonal este dictatd de necesitatile clinice. Astfel,
pacientele in premenopauza, cu carcinom ER pozitiv beneficiaza de tratament hormonal bazat pe
tamoxifen cel putin 5 ani [59]). Dezvoltarea rezistentei la tratament in cazurile ER pozitive
serveste drept indicatie pentru utilizarea chimioterapiei.

Pentru pacientele cu tumori hormon-independente (cu ER, PR negativi) de eclectie e
considerata chimioterapia [69]. La femeile tinere sub 35 ani cu subtipul triplu negativ, tumoarea
este mai sensibila la terapia neoadjuvanta cu antracicline si taxane. Chimioterapia adjuvanta s-a
dovedit a fi mai eficientd in cazurile ER’, absenta recurentelor in decurs de 5 ani fiind
determinati la femeile in premenopauza in 13,2% carcinoame ER™ si in 7,6% ER". La femeile in
postmenopauza, efectul chimioterapiei este mai mic, cu predilectie actionand tot in cazurile ER”
(9,6%) fata de ER"(4,9%). Studiile adiacente au subliniat ci, aceastd rati de distributie intre
cazurile ER" si ER™ nu coreleazd cu agentul chimioterapeutic, iar la aplicare preoperatorie
(terapie neoadjuvanta) efectul citotoxic este de circa 4 ori mai eficace in cazurile ER™ [20, 99].
Mortalitatea la femeile cu carcinom ER" este constantd dea lungul timpului, iar in grupul ER’
initial 1nalta, dupa 7-10 ani diminueaza la valori mai mici comparativ cu primul grup [20, 27].

Subtipurile moleculare utilizate in practica oncologici. Pentru utilizare in practica
cotidiand, sunt propuse si detaliat examinate 4 subtipuri: Luminal A, Luminal B/Ki67™"
Luminal B/HER2", Basal-like [97]. Desi Parker si coaut. (2009) considerd ci, subtipurile
evidentiate in baza markerilor ER, PR, HER2 si Ki67 nu corespund intocmai subtipurilor
intrinseci evaluate genetic, utilizarea tehnicilor imunohistochimice are o justificare economica si
practica. [175] O comparare recenta a rezultatelor triajului ATAC (Arimidex, Tamoxifen, Alone
or in Combination) care utilizeazd in diagnostic procedeele genetice OncotypeDx™ si a
rezultatelor obtinute in urma aplicarii markerilor imunohistochimici (ER, PR, HER?2 si Ki67) au
demonstrat 0 coincidenta perfecta [58].

Subtipul Luminal A. Este cel mai frecvent subtip determinat, circa 40% [73]. Acest subtip
poate fi caracterizat imunohistochimic drept ER si/sau PR pozitiv, HER2 negativ, cu un indice

de proliferare scazut, determinat in baza evaludrii numerice a markerului Ki67. Valoarea <14% a
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acestuia serveste drept barem de delimitare a valorilor inalte/diminuate pentru Ki67, iar gradul
histologic 3 nu este echivalentul lui Ki67>14% [41, 97]. Aceasta valoare (< 14%) se considera
ca, cel mai bine coreleaza cu definitia Luminal A din punct de vedere al expresiei genice. Similar
si pentru valoarea numerici a celulelor PR pozitive, tumoarea fiind considerati PR* dacd mai
mult de 20% din celule expreseaza receptorul dat [97, 188]. Aceasta insa este in contradictie cu
recomandarile ASCO (American Society of Clinical Oncology), conform careia tumoarea poate
fi consideratd ER", PR" daci cel putin 1% din celule exprima markerul receptorilor hormonali
[105]. In unele studii de profil mai pot fi intalniti markeri pozitivi improprii acestui subtip.
Astfel, in 8% cazuri acest subtip s-a asociat si cu receptori pozitivi, caracteristici tipului Basal-
like, cum ar fi CK5 si EGFR, fapt ce a influentat negativ pronosticul pacientelor [27]. in plus,
eXpresia acestor markeri necesitd aplicarea testelor genetice (nu tocmai usor de accesat) pentru a
delimita subtipul Luminal A de Basal-like.

Tratamentul de electie propus pentru acest subtip este terapia endocrind. Drept indicatii
pentru asocierea citostaticelor de comun acord sunt considerate gradul histologic 3 al tumorii si
metastaze in 4 si mai multe noduri limfatici. Varsta sub 35 ani este considerata drept indicatie la
chimioterapie de 50% oncologi [97]. La femeile in postmenopauza, cu risc sporit de recurente
sunt indicati inhibitorii de aromataza si tamoxifenul. Subtipul Luminal A de rand cu Luminal
B/HER2" are cea mai inalta ratd de 5 ani supravietuire — 75% [73]. Paradoxal, insa conform
datelor recente subtipul Luminal A si B au cel mai inalt risc de metastazare limfonodala [277].

Subtipul Luminal B. Este considerat un subtip ER pozitiv, la care ceilalti parametri
imunohistochimici, precum PR, Ki67 si HER2 nu corespund definitiei de Luminal A [97]. Acest
subtip este descris in circa 20% si divizat contemporan in:

1. Luminal B/HER2 — corespunde definirii clasice dupa Perou si coaut. (2000) [180]:
ER", HER2 plus cel putin una din urmatoarele caracteristici — Ki67 mai mare de 14%, PR
negativ sau mai mic de 20%. Tratamentul include terapia hormonald si citostatice, preferential
antracicline.

2. Luminal B/HER2" este definit imunohistochimic precum ER pozitiv, HER2"
(supraexpresat si/sau amplificat), la orice valoare a lui Ki67 si PR. Tratamentul recomandat este
mai frecvent combinat, indicand citostatice+tratament anti-HER2+terapie endocrina [97].
Pronosticul in acest subtip este mai rezervat in comparatie cu primele doud, fiind apropiat
subtipului HER2".

Subtipul HER2 pozitiv. HER2/neu este o proto-oncogend care codifica sinteza unei
proteine del185 kDa, membra a familiei de receptori transmembranari tirozin-Kinasici [157].

Fiind activata, aceasta enzima dimerizeaza si prin diferite cai de semnalizare inhiba apoptoza,
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stimuland intr-un final proliferarea celulara. in 1987 Slamon a determinat ca amplificarea acestei
gene coreleaza cu diminuarea ratei de supravietuire [223].

Contemporan, subtipul HER2" (sinonim HER2 supraexpresat sau ErbB2) este determinat
in 10-15% cazuri. Este caracterizat prin expresia in abundenta a receptorului HER2, care in 80%
cazuri este asociata de amplificarea genei HER2 (HER2 amplicon pe cromozomul 17g12). Tipic
pentru acest subtip este si mutatia de gena Tp53. In restul cazurilor (20%), expresia pozitiva a
HER?2 este frecvent asociata cu receptorii ER si PR pozitivi, incluzand tumorile date in subtipul
Luminal B-HER2". Subtipul HER2" se caracterizeaza clinic ca unul agresiv, cu recurente
frecvente si pronostic nefavorabil. Determinarea celulelor tumorale HER2", contemporan este
privitd drept o indicatie pentru utilizarea herceptinei (sau trastuzumab), indiferent daca
carcinomul este ER* sau ER’, in combinatie cu citostatice [10, 97]. Rata de 5 ani supravietuire
este de 50% [73].

Subtipul Basal-like. Este unul din cele mai studiate subtipuri, fiind denumit ,,Basal-like”
datorita celulelor sale neoplazice care din abundenta expreseaza gene/receptori uzual determinate
in norma in celulele mamare bazale si mioepiteliale: citokeratinele cu greutate moleculara inalta
(CKS5, 14, 17), P-cadherina, caveolinele 1 si 2, nestina, receptorul EGFR (factorul epidermal de
crestere), CD44 [1, 101, 125, 167, 176, 195, 248]. Este important ca, in procesul de
tumorigeneza acest subtip poate achizifiona markeri atipici. Impropriu, dar rareori, acest subtip
exprima caracteristici epiteliului luminal, precum citokeratinele 8/18 si cKit-ul (CD117), ultimul
fiind frecvent intilnit si in subtipurile luminale ER negative. In 6-29% cazuri acest subtip este si
ER si PR pozitiv, iar in 9-13% poate fi si HER2" [167, 190, 227]. Aceste date, au servit drept
baza pentru a concluziona ca subtipul Basal-like isi are origine nu numai de la celula stem
bipotentd, dar si de la predecesorii luminali [15, 100, 259]. Asocierea markerilor luminali si
bazali este cauza aparitiei in literatura de specialitate a subtipului BasoLuminal [120].

Intru confirmarea diagnosticului este recomandat pe langa receptorii hormonali si HER2 de
utilizat CK5 si EGFR, care sunt caracteristic pozitivi pentru acest subtip [190]. Metoda data (five
marker method sau Core basal group) are o sensitivitate de 76% si 100% specificitate [167].
Insa, dupa Badve si coaut. (2011) in 18-40% cazuri carcinomul Basal-like definit dupa profilul
genetic nu are un fenotip histochimic caracteristic acestui tip si invers 8-29% din carcinoamele
Bazal-like, definite cu markeri pentru Triplu-negativ, nu coincid cu profilul genetic [15].

Definitia imunohistochimicd a acestui subtip a evaluat pe parcurs, precum:

1. absenta expresiei ER, PR si HER2 [180, 227];

2. expresia a uneia sau mai multe citokeratine bazale ( CK5/6, CK14, CK17) [167]. Pragul

de limita pentru a considera tumoarea CK5 pozitiva este >1% de celule pozitiv marcate. De

24



mentionat ca, markerul CK5 este mai sensibil in comparatic cu CK5/6 in determinarea
citokeratinelor bazale [24];

3. absenta expresiei ER si HER2 in concordanta cu expresia pozitiva a CK5/6 si/sau EGFR
[145, 167]. De mentionat, ca EGFR pozitiv s-a determinat in 54% cazuri in concordanta cu
CKS5/6 pozitiv si in 11% cazuri cu CK5/6 negativ. Prezenta acestui marker (EGFR) este asociata
unui pronostic nefavorabil, indiferent de statusul limfonodal;

4. absenta expresiei ER, PR si HER2 in concordantd cu expresia pozitiva CK5/6 si/sau
EGFR [42];

5. Definitia contemporana a subtipului Basal-like, recomandata pentru practica oncologica
este: ER si PR negativ, HER2 absent [97].

Carcinoamele Basal-like in marea majoritate histologic pot fi ductal invazive de tip NST,
medulare, metaplastice, secretorii, mioepiteliale sau carcinoame cistice adenoide. Relativ recent
s-a determinat ca rareori si celule tumorale in carcinomul lobular invaziv pot expresa citokeratina
CK5/6 [76]. Subtipul Basal-like deseori se caracterizeaza printr-un grad histologic G3 (in 91%
cazuri), un indice mitotic inalt, zone centrale de necroza, infiltrate limfocitare pronuntate, arii cu
metaplazie [87, 145, 191, 200, 247]. Dupa frecventa dezvoltarii acest subtip prevaleaza la
femeile tinere de origine africana si hispanica [38, 49, 197]. Particularitatile morfologice si
imunohistochimice a acestui subtip sunt foarte asemanatoare cu tumorile derivate din culturi
celulare cu mutatii BRCA1 si p53 [153]. Tratamentul este bazat pe chimioterapie. Subtipul
Basal-like este diagnosticat in 15-20% cazuri. Rata maxima a recurentelor se inregistreaza la 3
ani, rata de 5 ani supravietuire este de 68%, iar 65% din paciente nu dezvolta metastaze in

decursul acestor 5 ani.

Subtipuri moleculare in stadiu de cercetare

Subtipul Triplu negativ. Profilul imunohistochimic de la prima definire nu s-a schimbat,
fiind caracterizat drept ER’, PR™ si HER2 negativ [180, 227, 228]. Initial acest subtip a fost
considerat drept sinonim al Basal-like. Prin utilizarea markerilor aditionali, la moment acest
subtip este structurat din Basal-like, Cinci negativ (cu fenotip 5-NP) si Claudin-low. O serie de
subtipuri, derivate din Triplu-negativ sunt in stadiul de descifrare genetica, precum Basal-like 1,
Basal-like 2, Imunomodulator, Mezenchimal, Mezenchimal stem-like, Luminal-androgen
receptor [135]. Conform autorilor, fiecarui subtip 1i este caracteristic un anumit set de gene.
Astfel Basal-likel si 2, exprima genele frecvent implicate in ciclul celular si sinteza factorilor de
crestere. Subtipul Imunomodulator are la baza kitul genetic caracteristic celulelor imune, iar

Mezenchimal si Mezenchimal stem-like, genele responsabile de motilitatea si diferentierea
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celulara. Diferentierea ultimelor 2 subtipuri are la bazd expresia diminuatd a genelor de
proliferare in subtipul Mezenchimal stem-like.

Subtipul Luminal-androgen receptor este caracterizat de supraexpresia ER, PR de rand cu
receptorul pentru androgeni (AR). Unele clasificari/recomandari practice contemporane inca
utilizeaza termenul de Triplu-negativ drept sinonim al Basal-like [97]. Tipic triplu-negativ, cu
caracteristici histologice si genetice deosebite este considerat carcinomul cistic adenoid.

Subtipul Normal-like. Profilul molecular al acestui subtip include semnaturi genetice
proprii fibroadenomei si mostrelor de glandda mamara in norma, tesutului adipos si matricei
extracelulare, expresand in abundentd laminina si integrina alpha 7 [179]. Expresia histologica
frecventd este celularitatea diminuatd (<50%). Tumorile acestui subgrup nu sunt incd bine
definite, existand suspiciunea ca, sunt de fapt un artefact de colectare si contaminare masiva a
tumorii cu tesut normal [175]. Dupa unii cercetatori [111, 180, 227, 228] acesta se refera la
carcinoamele ER negative, existd nsa si rezultate contradictorii, evidentiind tumorile date in
grupul predominant ER-pozitiv [114, 144, 175]. Inregistrat in 10-15% cazuri, acest subtip
exprima CD36, alcool dehidrogenaza de tip 2, glicerol-3-fosfat dehidrogenaza, lipoprotein lipaza
A, vimentina, TWIST1 [227]. Ultimii 2 markeri, vimentina si TWIST1, precum si fenotipul
celulelor CD24/CD44" frecvent intlnit sugereazi sursa sa bazali-stem. In pofida sursei sale
nediferentiate, subtipul Normal-like de rand cu Luminal A este asociat cu un pronostic favorabil,
iar rata de 5 ani supravietuire atinge 94%. [144].

Subtipul Molecular apocrin. A fost denumit gratie expresiei apocrine a celulelor in
preparatele histologice: citoplasma eozinofila, cu granulatie find, nuclei si nucleoli relativ mari.
Aceste tumori frecvent au un caracter agresiv in evolutie, un grad histologic G3, prezinta invazie
limfovasculara si metastaze timpurii. Diagnosticul este afirmativ in cazul daca celulele apocrine
constituie cel putin 90% [72]. Rata acestor tumori constituie pana la 4%, iar riscul de
imbolnavire creste odata cu varsta. Prezenta fenotipului histologic specific Insa nu este asigurat
si de profilul imunohistochimic specific. Astfel in studiul efectuat de Lehmann-Che si coaut.
(2013) tabloul histologic specific a fost determinat in doar 7% cazuri diagnosticate molecular ca
molecular apocrine [136]. Acest subtip este aseminitor dupa profil cu HER2", insa specific i
este supraexpresia receptorului pentru androgeni (AR) [66, 79]. De mentionat ci, AR" este
determinat in circa 70% carcinoame mamare, deseori asociindu-Se cu receptorii ER si PR
pozitivi [253]. Insi dupa datele relatate de Celis si coaut. (2009) una din caracteristicile
moleculare a acestui subtip este receptorul estrogenic negativ [39]. In tumorile hormon-
independente acest receptor este determinat in circa 30%, crednd dificultati de diagnostic

diferential cu subtipurile Basal-like si HER2" [173]. Activarea genomului pe secventa AR este
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cauza rezistentei la hormonoterapie in cazurile ER”, iar supraexpresia adiacenti a HER2 in 50%
cazuri rational indica utilizarea in tratament a trastuzumabului [66, 79]. In comparatie cu subtipul
Molecular apocrin, Basal-like este exclus datorita absentei in 100% cazuri a expresiei AR, HER2
si GCDFP1. Dupa Niemeier si coaut. (2010), pentru a diagnostica acest subtip este suficientd una
din combinatiile de markeri: ER(-)/PR(-) /HER2(+)/AR(+) sau ER(-)/PR(-)/HER2(-)/AR(+)
[168]. Insi Lehmann-Che si coaut. (2013) considerad ci, afirmarea acestui subtip in baza
determindrii imunohistochimice a markerului AR nu este suficientd, din motivul expresiei
acestuia in doar 58% cazuri de subtip Molecular aprocrin, justificat prin teste genetice [136].
Aceste date coreleaza cu rezultatele anterioare prezentate de Doane si coaut. (2006) [66]. Collins
L.C. (2011) a determinat supraexpresia AR in 70% carcinoame mamare, iar Loibl S. (2011)
sustine ca majoritatea sunt tumori luminale cu grad histologic diminuat [52, 147].

Conform autorilor, profilul imunohistochimic a acestor tumori trebuie completat cu
markeri suplimentari si poate fi caracterizat drept ER” (in 93% cazuri), PR™ (97%), AR" (58%),
FOXAL" (90%) (Forkhead box protein Al), HER2" (67%), GCDFP1*(57%), EGFR(70%)
CK5/6™ (89%), CK17" (95%) [136]. Specificitatea markerului FOXA1 (factor ce faciliteaza
recrutarea ER si AR) este limitata din motivul expresiei pozitive a acestuia in 30% de carcinom
Basal-like. Nu este strict specific nici markerul GCDFP15 (produs ce rezulta in urma actiunii AR
asupra genei PIP- prolactin induced protein), determinat pozitiv in ambele grupe de carcinom,
hormon-dependent si independent. Recent Lehmann B.D. (2011) a descris un nou subtip
,Luminal androgen receptor pozitiv’ in componenta grupului Triplu-negativ [135].
Caracteristica imunofenotipica a acestuia insa este identica cu a subtipului Molecular apocrin.
Aceasta indica ca subtipul dat inca nu este clar definit ca entitate nozologica, iar aplicarea in
practica este prea timpurie.

Subtipul ,,Interferon-rich”. Acest subtip este derivat al grupului Triplu-negativ,
caracterizat Tn surplus §i prin supraexpresia genelor reglate de interferon, cum ar fi STATI1
[114]. Are un pronostic relativ mai bun in comparatie cu subtipurile Basal-like si HER2" [239].

Subtipul ,,Claudin-low”. Herschkowitz si coaut. (2007) au comparat profilul genetic al
carcinomului mamar uman cu tumorile derivate la soareci genetic modificati [111]. Astfel a fost
determinat un subtip intrinsec, potential nou, caracteristic caruia ii sunt expresia diminuatd a
Claudin-genelor, necesare in definirea jonctiunilor strinse si adeziunilor celulare. Nivelul
expresiei genelor raspunzatoare de proliferare este slab pronuntat, pozitionand acest subtip intre
Basal-like, HER2", Luminal B pe de o parte si Luminal A, Normal-like pe de alta. Aceasta a
sugerat clasificarea tumorii date in categoria de ,,slow cycling tumors” (tumori cu ciclu celular

incetinit) [189]. De mentionat cid majoritatea tumorilor corespondente la soareci erau cu

27



deficiente genetice BRCA1 si p53. De la descoperire, acestui subtip i s-au atribuit particularitati
transcriptomice caracteristice pentru un cancer derivat din celule stem [110, 111]. Actual,
profilul molecular este definit precum ER’, PR, HER2,, CDH1 ", CLDN '~ CKa8/18,
CKS5/6°, E-cadherin’, frecvent CD44". Important e faptul ca in 15-25% cazuri acest subtip este si
ER si PR pozitiv [190]. Componentul infiltrativ limfocitar bine dezvoltat este sustinut de
prezenta in abundenta a markerilor proprii B si T limfocitelor, precum CD4 si CD79a. De rand
cu Claudina, component necesar jonctiunilor intercelulare, acest subtip pierde si E-cadherina.
Aceste caracteristici genetice ar induce presupunerea ca subtipul Claudin-low histologic
corespunde carcinomului lobular invaziv. Morfologic insa paternul este mai frecvent ductal
invaziv, metaplastic si medular, insotit de infiltrate limfocitare abundente si grad histologic G3
[189].

Dupa Perou si coaut. (2011), subtipurile intrinseci reflecta celulele mamare oprite in
diferentierea sa epiteliald la un anumit stadiu [181]. Astfel, conform autorilor subtipul Claudin-
low este tumoarea, celulele careia manifestd cea mai mare similaritate cu celulele stem mamare.
In favoarea acestei presupuneri pledeaza faptul ci, subtipul Claudin-low de rand cu cel Normal-
like expreseaza in abundenta aldehid dehidrogenaza 1 (ALDH1), caracteristica celulelor stem
mamare normale si tumorale [93, 201]. Datele experimentale sustin ca, acest tip de carcinom
contine in abundenta si celule stem CD44"9/CD24"""", Analizand genomul acestor celule, s-a
determinat semnatura genetica responsabila de initierea cresterii tumorale, care prin surprindere
contine multiple gene proprii celulelor mezenchimale, precum ZEB2 si TWISTI1. Expresia
ultimei (TWIST1) in abundentd este considerata drept cauza represiei E-cadherinei [55, 181].
Sursa sa de origine precoce (celula stem) este un impediment in diagnosticul diferential a acestui
subtip cu tumorile stromale.

Frecventa acestui carcinom este de 12-14% [190]. Ignorarea acestuia in practica cotidiana
rezultd prin rata mai mare a subtipului Basal-like. Pronosticul pentru acest subtip este mai
nefavorabil in comparatie cu Luminal A sau are aceleasi valori ca si in cazul Luminal B, HER2
si Basal-like [190]. Tratamentul este limitat la chimioterapie. Datele preliminare privind
sensibilitatea la terapia adjuvanta plaseaza acest subtip intermediar, intre Basal-like si subtipurile
Luminale [189].

Subtipul cu fenotip 5-negativ (5-NP). Profilul molecular al acestui subtip include: ER, PR,
HER2, CK5/6 si EGFR negativi. Supravietuire de 5 ani ating 50% din paciente [73]. In pofida
faptului cd acest subtip a fost reprezentat in majoritate de tumori G2, autorul sustine ca,
pronosticul in cazul 5-negativ este mai rezervat decat in subtipul Basal-like. Aceasta insa este in

contradictie cu rezultatele publicate anterior [27, 42]. Cel mai probabil, in viitor la utilizarea
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markerilor aditionali acest subtip va fi clasificat in subtipuri aditionale din care cauza este
denumit aditional ,,neclasificat”, denumire initial atribuita si subtipului Normal-like.

Diferentierea carcinomului mamar in subtipurile moleculare Luminal A, Luminal
B/HER2", Luminal B/HER2  si Basal-like are si neajunsuri, care ii limiteaza utilizarea clinica:

- din toate subtipurile propuse, la moment doar diagnosticul de Basal-like (core basal) are
o valoare predictiva;

- metodele utilizate de diverse grupuri de cercetare in delimitarea subtipurilor nu sunt
ajustate, standardizate, prezentand divergente in modelarea cercetdrilor si taxonomie. Astfel 25%
din tumorile ER" in clinici sunt reevaluate si catalogate drept non-luminale in urma procedeelor
genetice [175].

- un sir de profiluri moleculare sunt inca in stadiul de cercetare, altele, precum Normal-
like pe cale de a fi excluse;

- dat fiind faptul ca, diferentierea carcinomului intruneste multiple stadii, clasificarea
carcinomului mamar dupd profilul hormonal este bi-modald (ER™) si nu reflectd toate
subtipurile posibile;

- pragul de definire a tumorii drept pozitiva/negativa in functie de numarul celulelor ER,
PR imunomarcate variaza in limite largi (1-20%). Aceasta permite comutarea subtipului din
grupul ER" in ER’, astfel schimband usor subtipul si esential pronosticul si tratamentul;

- subtipurile nu sunt stabile. Fiecare subtip este bine definit imunohistochimic, insd de
rand cu calitatile clasice sunt si exceptii, nu tocmai in favoarea dezvoltarii nozologice a
subtipurilor moleculare.

O alta clasificare a subtipurilor moleculare este prezentatd de Blows si coaut. (2010)
(Fig.1.1.). Astfel carcinomul mamar, similar viziunii clasice a lui Perou C.M. (2000) este divizat
in baza expresiei receptorilor ER si PR, in luminal (hormon-dependent, ER*, PR™) si non-luminal
(hormon-independent, ER", PR") [180]. La urmatoarea etapa ambele subgrupe sunt cercetate la
expresia receptorului HER2, evidentiind cazurile pozitive si negative. La etapa a 3 sunt evaluati
receptorii CK5/6 si EGFR, divizdnd cazurile in basal pozitive si negative. Conform acestei
viziuni se deosebesc 8 subtipuri de carcinom:

1. Luminal/HER2 /basal” — acesta corespunde subtipului Luminal A. In cercetarea dati
acest subtip a constituit 92% din totalitatea cazurilor subgrupului Luminal/HERZ2".

2. Luminal/HER?2 /basal” — in acest subtip se incadreaza tumorile care de rand cu hormon-
receptorii prezinta si unul din receptorii proprii celulelor bazale. Aici perfect se incadreaza cele
6-29% exceptii a subtipului Basal-like clasic prezentate mai sus [167, 190, 227]. In studiul dat,

frecventa acestui subgrup a constituit 8% [27].
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3. Luminal/HER2"/basal” — descrierea imunofenotipici corespunde subtipului Luminal
B/HER2" clasic.

4. Luminal/HER2 /basal® — acest subtip prezinti receptori din toatd linia de diferentiere
mamara.

5. Non-Luminal/HER2"/basal” — echivalent dupi descriere cu subtipul clasic HER2". Dupa
autor constituie 6% din cazuri.

6. Non-Luminal/HER2"/basal® — acest subtip este constituit din celule cu receptorii Core
basal si HER2 pozitivi. Aici se incadreaza cele 9-13% cazuri inexplicabile de Sorlie (2001)
pentru subtipul Basal-like [227].

7. Non-Luminal/HER2 /basal” — este echivalentul subtipului Basal-like, expresand doar
CK5/6 si EGFR. Din totalul (16%) cazurilor grupului Non-luminal-HER2™ (sinonim triplu
negativ in varianta clasica) acesta constituie 58%, iar din tot lotul de studiu —9%.

8. Non-Luminal/HER2 /basal” — corespunde subtipului 5-NP (toti cinci markeri sunt

negativi). in subgrupa Non-luminal-HER2 acesta constituie 42%, iar din cohorta totald —7%.

All tumours
ER+ or PR+ ER- and PR-
Luminal Non-luminal
HER2- HER2+ HER2+ HER2-
| Basal—l |Basa|+| | Basal-| |Ba5a|+| |Basa|-| |Basal+| | Basal-l |Basa|+|
[ | | ] J
Luminal 1 Luminal 2 Non-luminal HER2+ 5 negative Core basal

phenotype phenotype
I I
Triple negative phenotype

Fig.1.1. Clasificarea subtipurilor de carcinom mamar in dependenta de profilul
imunohistochimic (Blows, 2010) [27].

Acest concept de clasificare a subtipurilor moleculare priveste procesul de diferentiere a
epiteliului mamar ca unul dinamic, iar procesul de carcinogeneza poate surveni la oricare din ele.
Un neajuns al acestei clasificari este absenta estimarii ratei de proliferare a celulelor tumorale
apreciatd in grupul Luminal cu markerul Ki67.

Originea carcinomului mamar. Un sir de rezultate presupun, ca clasificarea histologica a

carcinomului reflecta in special diferentierea tumorala si nu histogeneza [100, 101, 159, 279].
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Adeptii divizarii moleculare a carcinomului mamar subliniaza implicarea histogeneticd a noii
clasificari. Sorlie si coaut. (2001) au sugerat ca, subtipurile Luminale si Bazale de carcinom
deriva corespunzitor din celulele mamare luminale si bazale [227]. Astfel s-a delimitat o noua
directie de studiu, axatd pe determinarea sursei de dezvoltare a carcinomului mamar [252]. Desi
ipoteza privind existenta celulelor stem canceroase mamare existd de mai multe vreme, izolarea
si caracterizarea acestora a fost posibila relativ recent [233]. Teoria data (cancer stem cell
theory) declara ca, in tumoare exista un grup mic de celule responsabile pentru initicrea si
proliferarea tumorii, in rest tot componentul celular al tumorii are un potential tumorigen
diminuat. Altfel spus, doar o mica populatie celulard din carcinomul mamar are capacitatea de a
se autoreinnoi §i reconstitui in totalitate tumoarea primara [202].

Originea celulard a celulelor canceroase mamare nu este incd bine determinatd, fiind
propuse 2 ipoteze. Prima sustine ca, eterogenitatea carcinomului mamar este rezultatul diferitor
tipuri de oncogene, activate in celula stem mamara. Astfel, activarea oncogenei X va rezulta cu
subtipul Bazal, a oncogenei Y — subtipul ErbB2, oncogenei Z — subtipul Claudin-low, tumor
supresor X — Luminal A, tumor suppresor Y — Luminal B.

A 2-a teorie presupune dezvoltarea celulelor tumorale din progenitorii celulari pe parcursul
diferentierii. Celula mamara stem este presupusa sursa pentru subtipul Bazal si Claudin-low,
celula progenitoare Luminal-comitatd poate dezvolta subtipurile Luminale si ErbB2. Celula
progenitoare mioepitelial-comitata ar putea sa dezvolte varianta Claudin-low.

Coreland rezultatele analizelor genetice, transcriptomice s-au determinat un sir de
particularitati comune pentru carcinoamele ductal invaziv tip NST de grad G1, lobular invaziv,
tubular, cribriform si tubulo-lobular, deoarece:

1. Au aceeasi prezentare clinicd, in pofida descrierii histologice diferite;

2. Au aceeasi grupa de leziuni preinvazive (precum hiperplaziile atipice, carcinoamele in
situ);

3. Au imunofenotip similar: obisnuit sunt ER si PR pozitive, nu expreaseaza HER2;

4. Au acelasi patern de aberatii genetice: deletii la 16q, cuplate cu surplusuri 1q si 16p,
gratie translocatiilor cromozomiale dezechilibrate;

Aceste date au servit drept baza de a sustine cd, formele histologice sus-numite au drept
origine acelasi grup de progenitori — low grade breast neoplasia family (familia neoplaziei
mamare de grad diminuat) [2, 3].

O altd ipoteza tine de transformarea maligna a celulei stem mamare normale (MaSC).
Existenta MaSC a fost presupusa si ulterior dovedita in multiple cercetari [127, 141, 218]. S-a

izolat o clasa de celule CD44"9"/CD24""", capabile de a genera tumori la implantarea a cel putin
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200 celule la soarece imun-compromis. Aceastd activitate tumorigend se pastra si dupd multiple
pasaje [6]. In contrast, celulele canceroase la care absenteazd semnitura CD44""/CD24"" ny
erau capabile de a genera tumori la orice populatie numerica. Balic si coaut. (2006) au
determinat celule cu astfel de fenotip in maduva osoasa a pacientelor cu cancer mamar, sugerand
cd, CD44"MCD24"""" este un marker al activititii metastatice sporite [16]. Numeric aceastd
populatie constituie 0,6-5% din totalul celulelor tumorale si este caracterizata prin ratd sporita de
proliferare si motilitate celulara inalta [6, 220].

Semnatura genica a celulelor cu astfel de fenotip a corelat surprinzator atat cu rata totala de
supravietuire, cat si cu perioada de absenta a recurentelor. Astfel s-a presupus cd, cuantificarea
celulelor stem mamare canceroase ar avea o valoare pronostica [143]. Izolarea cantitativa prin
citometrie de flux a celulelor stem mamare a fost posibila cu descoperirea enzimei intracelulare
aldehiddehidrogenaza 1 (ALDH1), drept marker specific celulelor stem. Ginestier si coaut.
(2007) sustin cd, celulele stem ALDH1" cu fenotip CD44"%"/CD24""" posedd un potential
tumorigen crescut [93]. Determinarea celulelor ALDH1" s-a dovedit a fi de importanti practica,
tumorile cu astfel de patern fiind asociate cu grad histologic 3 si pronostic nefavorabil. Mai mult,
subtipurile bazale, care sunt in special triplu-negative contin un numar net superior de celule
stem mamare canceroase fatd de alte subtipuri [174, 201]. Neumeister si coaut. (2010) au
determinat recent ca, coexpresia ALDH1, CD44 si citokeratinelor pledeaza pentru un pronostic
nefavorabil [165]. Tumorile ALDH1" sunt relativ rezistente la chimioterapia secventiald cu
paclitaxel si epirubicind, iar rata numerica a acestor celulelor chiar creste dupa terapia
neoadjuvanta [237].

Drept marker prospectiv al MaSC poate fi considerat si CD49f, nivelul sporit al caruia in
carcinomul mamar coreleaza cu rata de supravietuire redusd. Utilizand 2 markeri de suprafata
EpCAM si CD49f, Lim si coaut. (2009) au determinat 3 populatii celulare derivate MaSC 1in
glanda mamara normala [141]:

1. MaSC/celule bipotente, cu fenotip CD49f""/EpCAM ;

2. Celule progenitoare luminal-comitate, caracterizate dupi markeri ca CD49f" /EpCAM;

3. Celule mature ER*/luminale cu fenotip CD49f /EpCAM".

Autorii au demonstrat ca, celulele progenitoare luminal-comitate sunt foarte asemanatoare
dupa profilul genetic cu tumorile mamare Basal-like. Mai mult, aceasta subpopulatie a prezentat
0 expansiune aberantd a mutatiilor BRCAI1, prezenta carora denota un risc sporit (80%) de
dezvoltare a neoplasmului. Dupa Prat si coaut. (2010), comparand ierarhia de dezvoltare a
epiteliului glandular mamar cu subtipurile carcinomului, cel mai aproape de MaSC/bipotente

este subtipul Claudin-low [189]. Utilizand dubla imunofluorescentd cu pancitokeratind, drept
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marker epitelial si vimentina in calitate de marker mezenchimal, s-a determinat o colorare dubla
in 85% din subtipurile Claudin-low si Basal-like. Aceasta a permis autorilor sa sustina ca,
celulele tumorale din subtipurile mentionate sunt de natura epiteliald cu proprietati
mezenchimale reziduale.

Celula progenitoare luminal-comitata este presupusa sursa de dezvoltare pentru Basal-like
si HER2", subtipurile luminale avand drept sursi celulele mature ER*/luminale. Mai putin este
cunoscut, in aceastd ierarhie, despre celulele mioepiteliale. Visvader J.E. (2009) sustine ca
precursorul celulei mioepiteliale deriva din celula MaSC/bipotenta inainte ca aceasta sa devina
luminal comitata, fara a evidentia careva corelatii cu subtipul Claudin-low [252].

Dupa Creighton C.J. (2012) dezvoltarea diverselor subtipuri moleculare e posibila pe 2 cai
[56]:

A. Modelul ,evolutiei liniare” — mutatiile genetice secventiale pot conduce la
dediferentierea treptata a celulei luminale pana la subtipul Basal-like;

B. Modelul ,.cdilor distincte de progresie” — o celula luminald normala este convertita

intr-un subtip anumit datoritd unei mutatii specifice (Fig.1.2.).
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Fig.1.2. Originea subtipurilor moleculare de carcinom mamar,
dupa Creighton C.J. (2012) [56].

Aberatiile genetice si subtipurile moleculare. Tumorigeneza este un proces multistadial ce
include diferite alteratii genetice, calitative si cantitative, precum si alterari epigenetice, cum ar fi
metilarea ADN-ului si modificarea proteinelor histone. Studiile in domeniu caracterizeaza
carcinomul mamar drept foarte eterogen la nivel de genom, iar cercetarile bazate pe hibridizarea
genomului au demonstrat diferente genetice intre subtipurile moleculare. Depletia la

cromozomul 16q este consideratd drept eveniment precoce in gradul histologic G1. Astfel
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Roylance si coaut. (1999) au demonstrat absenta bratului lung al cromozomului 16 in 65%
carcinoame ductal invazive G1, ER" si in 16% G3, ER negative [209]. Acest patern al depletiei a
stat la baza concluziei precum ca, majoritatea tumorilor G1 nu progreseaza pe parcursul evolutiei
bolii in G3, fiindcd aceasta necesita restabilirea materialului genetic pierdut. Depletia data este
specifica in majoritate carcinomului lobular infiltrativ si ductal invaziv G1. Un surplus de
material genomic la nivelul cromozomului 6 (6p21-p25) a fost citat drept caracteristic tumorilor
ER™ si subtipului Basal-like [19]. Faptul ca, profilul genetic presupune si un anumit subtip
molecular este demonstrat de Sorlie T. (2003), puniand in evidentda mutatiile BRCA1 mai
frecvent in tipul Basal-like si BRCA2 in cele luminale [228]. Lim E. (2009) insa contesta,
sustinand cd mutatiile BRCA1 sunt mai curand specifice celulelor progenitoare comitate, decat
celulelor stem bazale [141]. Dupa Prat A. (2011) mutatiile BRCA1 sunt cel mai frecvent
inregistrate in subtipul Basal-like (67%), posibile in 22% de Claudin-low, 5,5% in HER2" si
5,5% in subtipul Normal-like [190].

Mutatiile TP53 sunt frecvent intalnite in grupul ER’, in special in 90% de Triplu-negativ si
50% din subtipurile Molecular apocrin [136].

1.3. Epidemiologia chimiorezistentei la terapie si perspectivele terapiei personalizate

Incidenta cancerului mamar in lume a Inregistrat in ultimii 4 ani o crestere de circa 20%,
iar mortalitatea de 14%. In 140 de tari ale lumii (din 184) aceastd tumoare reprezinti cel mai
frecvent tip de cancer diagnosticat la femei, care are si cea mai mare rata (16%) in structura
mortalitatii. Cancerul de san ocupd locul 2 in Republica Moldova, dupd cel colorectal,
inregistrand cote de circa 12% din totalul tumorilor maligne diagnosticate. Multipli factori de
risc au fost identificati, precum varsta, statusul socioeconomic, arealul geografic, stilul de viata,
anamneza eredocolaterald agravata, radiatia ionizantd, densitatea tesutului osos, nivelul sporit de
IGF-1 si prolactind, precum si utilizarea contraceptivelor [62, 67, 115]. In pofida multiplelor
realizari, terapia de succes ramane a fi o provocare pentru contemporaneitate.

Tratamentul cancerului de san include procedee chirurgicale, tratament sistemic si
radioterapie. Tratamentul sistemic contemporan include agenti citotoxici, hormonali i imuni,
indicati in componenta terapiei adjuvante si neoadjuvante.

Tratamentul adjuvant este recomandat pacientelor cu risc semnificativ de recurente dupa
rezectia chirurgicald primara a tumorii si nodurilor limfatici axilari, Tn scopul de a diminua
posibilitatea dezvoltarii micrometastazelor. Multiplele studii au demonstrat ca, acest tip de
terapie creste cu circa 11% rata supravietuirii de 10 ani la pacientele aflate in premenopauza si

3% la cele 1n postmenopauza. Antraciclinele sunt administrate cu predilectie, iar suplimentarea
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cu taxane creste rata supravietuirii in cazurile ,,lymph-node” pozitive [109]. Asocierea
hormonoterapiei aduce un beneficiu la circa 2/3 paciente cu tumori hormon-pozitive.
Tamoxifenul este drogul de electie administrat pacientelor in premenopauza, iar inhibitorul
aromatazei, anastrosolul s-a dovedit a fi mai efectiv in postmenopauza [33].

Terapia sistemica neoadjuvanta este considerata drept standard de tratament pentru cazurile
avansate, inclusiv pentru cele cu un component inflamator pronuntat. Raspunsul la terapia
neoadjuvantd, in tumoarea primara si in metastaze coreleaza cu rata de supravietuire [82]. Rata
raspunsului pozitiv (rata remisei patologice complete) la terapia neoadjuvanta variaza in limitele
6-15% la utilizarea antraciclinelor si circa 30% in cazul taxanilor [18, 33, 112]. Dupa Goldhirsch
si coaut. (2003) terapia neoadjuvantd nu are careva avantaje fata de cea adjuvanta, gratie absentei
datelor comparative privind rata de supravietuire [97].

Astfel utilizarea terapiei sistemice paliative in carcinomul mamar este una provocatoare.
Circa 5% din cazurile noi au metastaze dezvoltate, iar la 30% din cazurile tratate au fost
inregistrate recurente [116, 186]. Procesul metastatic odata dezvoltat, micsoreaza drastic rata de
vindecare. Astfel, supravietuirea de 5 ani s-a raportat la doar 20% paciente, iar media duratei de
supravietuire constituie 1-2 ani [37]. Chimioterapia este indicatd la circa 60% din paciente cu
cancer mamar incipient, reducand cu 1/3 riscul metastazelor la distanta [53].

Descoperirile recente in tehnologiile moleculare pot fi considerate drept bazd pentru
dezvoltarea a unei noi viziuni in managementul tumorilor, denumita medicind personalizata.
Aceasta descifreazd biologia tumorilor prin analiza structurii genomului in scopul descoperirii
grupelor de risc, precum si alegerea unui tratament efectiv, cu incidentd minima a reactiilor
adverse. Dezvoltarea acestei ramuri nu numai ca influenteaza direct cercetarea si practica clinica,
dar promoveazd integrarea cunostintelor teoretice si practice spre binele pacientului. Astfel,
medicina personalizatd are urmatoarele sarcini:

1. evaluarea sanselor pentru o persoand de a dezvolta cancer si selectarea strategiilor de
screening pentru diminuarea acestui risc;

2. alegerea unui tratament mai potrivit cu diminuarea riscului de dezvoltare a reactiilor
adverse;

3. de a prezice riscul recurentelor.

Réspunsul la un anumit medicament deseori este foarte diferit chiar si in grupe bine
ajustate, dupa criterii de varsta, statusul hormonal si profilul molecular. Divergentele au la baza
mecanisme farmacocinetice si farmacodinamice individuale fiecarui pacient. Farmacogenomica,
ramurda a medicinii personalizate, are ca scop determinarea acestor particularitati prin studiul

genomului, evidentiind posibilitatea aparitiei rezistentei la tratament si evitarea acesteia astfel
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maximalizand beneficiul terapeutic [236]. Cea mai frecventa variatie genomica determinata, este
polimorfismul uninucleotidic si intereseaza un singur nucleotid, A, T, C sau G, observata la doi
pacienti diferiti sau pe cei doi cromozomi omologi ai unui individ. Tehnologia moderna ,,DNA
microarrays” este capabila sd determine aceste variatii cu acuratete, catalogandu-le apoi in
calitate de markeri cu functie predictiva [219].

Medicina personalizata are ca scop nu numai selectia tratamentului adecvat, dar presupune
si o putere predictivd in aparitia rezistenfei la anumit tratament a unui pacient anumit. Sunt
propuse un sir de teste genetice, precum:

1. Mammostrat — un test multigenic, capabil de a prezice aparitia recurentelor precoce la
prescrierea tratamentului hormonal pacientelor in postmenopauza, tumori hormon-dependente,
fara metastaze.

2. MammaPrint — un test ce evalueaza expresia a 70 de gene, implicate in ciclul celular,
invazie, metastazare, angiogeneza. Acest test este destinat pacientelor tinere, delimitand 2 grupe:
cu risc minor $i risc major de dezvoltare a metastazelor la distanta.

3. OncotypeDX — un test de diagnostic bazat pe studiul a 21 gene, ce prevede calcularea
scorului de recurente RS (recurrence scor) ca un indicator cu valoare pronostica in tumori ER
pozitive, fara metastaze. Evidentierea pacientelor cu risc sporit presupune folosirea precoce a
chimioterapiei, pacientelor cu risc minor sugerand doar terapie hormonala.

4. CompanDX — este un test diagnostic capabil de a prezice posibilitatea si timpul de
metastazare dupa tratament chirurgical sau biopsie.

Astfel, definitia clasica ,,0 doza pentru toti, o doza la tot” decenii aplicata in farmacologie
si practica clinicd s-a dovedit a fi ineficace in carcinomul mamar [230]. In pofida realizarilor
tehnice rata medie a efectului pozitiv in cancer este evaluata la doar 25%. Aceasta sugereaza
concluzia ca 75% din pacienti pe langa problemele de sdnatate cauzate de boala vor avea de
suferit si din cauza efectelor adverse, deseori toxice, dezvoltate la dozele sporite ale
medicamentelor. In plus, si aspectul economic, in relatia cost-eficientd nu este tocmai in favoarea
tratamentului clasic.

Medicina personalizata isi propune de a structura subseturi eterogene de pacienti in baza
unui raspuns similar la tratamentul efectuat. Un postulat fundamental al medicinii personalizate
este ,tratament potrivit, la timp potrivit, persoanei potrivite”. Aceasta definitie poate fi aplicata
in lumina ultimelor realizari genetice, delimitand factori de valoare pronostica si predictiva.

Un factor pronostic este asociat cu o influenta semnificativa statistica asupra supravietuirii
generale, fie a supravietuirii pentru o anumita perioada a vietii pacientului fard semne clinice de

boald. Un exemplu clasic este numarul de noduri limfatici invadati, un numar mare fiind asociat
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cu o supravietuire redusi. Insi acest factor are un impact minim privind alegerea tacticii
terapeutice, incapabil totodata de a prezice si raspunsul la tratament. De-a lungul anilor decizia
de a efectua un tratament sistemic a avut la baza un sir de factori, precum dimensiunile tumorii,
gradul si tipul histologic, invazia limfovasculara, varsta, etnia, factori buni pentru perioada data,
ineficienti la etapa contemporana.

Un factor predictiv este definit ca orice variabild asociatd unui anumit raspuns, pozitiv sau
negativ, dupad o anumita terapie. Un exemplu de factor predictiv elocvent este prezenta la
suprafata celulelor tumorale a receptorilor hormonali, ER si PR, fapt ce permite indicarea
hormonoterapiei. Existd i factori a caror valoare are semnificatie atdt pronosticad, cat si
predictiva. Drept exemplu serveste statusul hormonal ER, PR si expresia receptorului HER2.
Demonstrat e faptul, ca pacientele cu tumori hormon-pozitive au o ratd de supravietuire mai
mare, decat cele cu ER™ si PR [98]. Pe de alta parte, cercetarile randomizate au demonstrat
eficienta tamoxifenului la prezenta receptorilor hormonali [69]. Asemanator este descris si
statusul tumorilor HER2 pozitive, avand pe de o parte semnificatie pronostica nefavorabila, care
totodata are si rol predictiv in raspuns la terapia tintitd cu blocanti ai factorului de crestere
epidermal.

Astfel realizarile contemporane sugereaza utilizarea n diagnostic si tratament a profilurilor
moleculare, genetice proprii fiecarui pacient, iar in cazul carcinomului mamar terapia
personalizata poate fi structurata in baza ultimelor realizari conform [45, 121]:

1. Prezenta mutatiilor BRCAL, BRCA2, CDH1, CHEK2, PTEN, p53, ATM. Depistarea
acestor aberatii genetice este asociatd cu un risc sporit de dezvoltare a carcinomului. Insa datele
contemporane nu presupun o terapie tintiti. in asemenea cazuri este indicat o supraveghere mai
riguroasa a potentialelor paciente in vederea depistarii tumorii la stadii precoce. Prezenta
mutatiilor BRCA1/2 este consideratd drept contraindicatie a procedurii chirurgicale ,,breast-
conserving therapy” [97].

2. Expresia pozitiva a receptorului hormonal ER. Terapia tintita include:

a. Modulatorii selectivi ai receptorului ER, care 1isi exercita functia prin blocarea
receptorului dat, ceea ce previne influenta stimulatorie, proliferativa a estrogenului asupra celulei
tumorale. Tamoxifenul este cel mai frecvent utilizat. Este un pro-medicament, metabolizat de
citocromul P450 in 2 metaboliti activi: 4-hydroxi tamoxifen (4OH-TAM) si 4-hidroxil-N-
desmetil-tamoxifen (sau endoxifen). Inactivarea acestor metaboliti are loc datorita citocromului
CYP2D6. Polimorfismul uninucleotidic determinat include variatii alelice ce determind nivel
diminuat de citocrom P450, si in consecintd nivel scazut de metabolifi activi, fie mutatii ce

sporesc activitatea CYP2D6, la fel micsorand efectul terapeutic. Intru evitarea unui tratament
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inutil cu modulatori ER, este propus testul AmpliChip CYP450, capabil sa determine circa 27
variante de gene CYP2D6 (codifica citocromul P450), implicate in dezvoltarea rezistentei la
tratament hormonal.

O alta cauza de rezistenta la tamoxifen este domeniul ESR1/ESR2 ce codifica tinta acestui
medicament, receptorul ER. Discutabil este rolul deletiei ER d5, determinatd atat in carcinom,
cat si in glanda mamara intacta. A fost determinat ca, recurentele timpurii, la 1 an de la inceputul
tratamentului sunt asociate cu expansiunea clonala a celulelor tumorale ce poseda deletii ER d5
[89]. Drept cauza a rezistentei la tamoxifen este si amplificarea genetica a Cyclin D1 si PAK1
(p2l-activated kinase 1) implicate in activarea expresiei receptorului ER, precum si
supraexpresia p53 [150]. Aceste amplificari coreleaza cu riscul crescut de recurente si
micsorarea ratei de supravietuire, in special la pacientele in premenopauza [118, 124].

b. Antagonisti ai receptorului ER. Fulvestrant (sau Faslodex) are drept indicatie
carcinomul mamar metastatic, la femeile in postmenopauza, la ineficienta terapiei
antiestrogenice cu alte preparate.

c. Inhibitori mTor. Everolimus (sau Afinitor), este indicat in carcinomul metastatic
avansat, HER2 negative, la femeile in postmenopauza, in combinatie cu Exemastan sau la
ineficienta Anastrozolului si Letrosolului.

Drept tintd a inhibitorilor de aromataza serveste enzima din familia citocromoxidazelor,
codificata de gena CYP19A1, denumita si gena-aromataza. Expresia acesteia variaza in limite
largi in functie de etnie. Activitatea sporitd a aromatazei necesitd cresterea dozei de inhibitori,
astfel sporind riscul aparitiei reactiilor adverse musculoscheletale [103]. Nu este incd complet
definitd tactica terapeutica a tumorilor hormon-pozitive in postmenopauza. Daca tratamentul a
fost inceput cu inhibitori de aromatazd, este recomandat ca dupa 2 ani sa fie schimbatd pe
tamoxifen si invers, inhibitorii sunt recomandati sd substituie tamoxifenul dupa 5 ani in cazurile
metastaz-pozitive.

3. Supraexpresia HER2/neu sau tumorile HER2 pozitive. HER2 face parte din familia
HER de tirozin-kinaze, clasificate in: HER1 (sau EGFR), HER2, HER3, HERA4. Blocarea lui
HER2 la nivel de gena si/sau receptor, blocheazi proliferarea si induce apoptoza. In tumori
HER2" sunt indicati:

a. Anticorpi monoclonali umanizati:

- Trastuzumab (Herceptin), are drept tinta domeniul extracelular HER2, astfel prevenind
activarea acestuia. Este indicat in combinatie cu citotoxicele in terapia adjuvantd si a
metastazelor. Din picate, nu toate cazurile HER2" rispund la tratament cu trastuzumab. Mai

mult, tumorile metastatice initial sensibile, deseori devin rezistente. Combinarea trastuzumabului
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si lapatinibului face posibil de a evita dezvoltarea rezistentei [26]. Amplificarea genei HER2 se
determind in 10% cazuri carcinom ER”, ce presupune utilizarea de rand cu tratamentul hormonal
si a Herceptinei. Insa, astfel de tumori (ER*-HER2") se caracterizeaza prin incidenta inalti a
recurentelor. Studiile HERA si PHARE nu au elucidat careva beneficii la schimbarea duratei de
tratament, astfel cura de 12 luni fiind de comun acceptata [97, 187].

- Trastuzumab-emtansin (T-DM1), este un anticorp conjugat cu Mertansin, un agent
inhibitor de sinteza de microtubuli. Este indicat in tratamentul carcinomului metastatic, anterior
tratat cu trastuzumab si/sau taxani.

- Pertuzumab (Perjeta), fixandu-se de domeniul extracelular HER2, previne dimerizarea
acestuia. Are drept indicatie carcinomul metastatic HER2", in combinatie cu Trastuzumab si
Docetaxel, cu conditia lipsei unui tratament anti-HER?2 sau citostatic antecedent.

b. Inhibitori de tirozin-kinaza. Lapatinib (sau Tykerb) este mai efectiv in combinatie cu
Capecitabin in carcinomul metastatic HER2", rezistent la antracicline, taxani si Trastuzumab.
Actioneaza asupra domeniului intracelular al receptorului HER2.

4. Carcinomul metastatic, avansat, cu inflamatie si subtipurile triplu negative au drept
indicatie chimioterapia. Agentii utilizati cu predilectie sunt taxanii §i antraciclinele, urmati de
alcaloizii de Vinca si derivatii de platina.

Tratamentul personalizat contemporan, in functie de subtipurile moleculare, acceptabil in
practica cotidiana poate fi divizat, precum [97]:

1. Luminal A: terapia endocrini este considerati de electie pentru acest subtip. Insa,
asocierea cel putin a unuia din urmatorii factori, precum varsta sub 35 ani, gradul histologic 3,
metastaze in 4 noduri si mai multi, recomanda combinarea citostaticelor. Dat fiind faptul ca,
aceste tumori sunt deseori refractare la chimioterapie, nu existd o opinie unanim acceptabila
privind agentul citotoxic de electie.

2. Luminal B. In cazurile HER2 — terapie hormonali in combinatie cu chimioterapia, in
HER2" — asocierea de citotoxice (in special antracicline, in cel putin 6 cicluri) + anti-HER2 +
tratament hormonal.

3. HER2". In pofida faptului ca acest subtip este bine definit molecular, tratamentul nu
este unificat. Astfel, dacad pentru unii prezentfa supraexpresiei sau amplificarii HER2 este
indicatie absolutd pentru terapie anti-HER2, existd opinii ce iau in consideratie si dimensiunea
tumorii mai mare de 5 mm in combinatie cu HER2'. Tactica terapeutici include anti-
HER2-+citotoxice+tratament hormonal. In chimioterapie sunt recomandate ca baza taxanii, apoi
antraciclinele.

4. Basal-like: tratament citotoxic, bazat pe antracicline si taxani.
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Din cele expuse rezulta cd, medicina personalizatd in carcinomul mamar poate fi
considerata la moment in faza sa incipienta de dezvoltare. Un sir de studii coreleaza fenotipurile
moleculare si beneficiile diverselor combinatii de agenti terapeutici, dar sunt inca in faza
evaluarilor clinice (MINDACT, TAILOR, RxPONDER). Dat fiind natura multifactoriala a
acestui carcinom, sunt propuse un sir de medicamente ,,fintite” asupra diverselor mecanisme
moleculare [133, 155, 210].

Gratie rolului important al angiogenezei in dezvoltarea, invazia si metastazarea tumorii
sunt propuse un sir de medicamente capabile de a bloca aceastd proprietate a neoplasmului.
Categoriile de droguri cu efect anti-angiogenic sunt:

1. inhibitori de metaloproteinaze matriceale: Marimastat, BAY 12-9566, CGS27023 A,

2. cu actiune asupra factorilor endoteliali: Bevacizumab, SU5416, Angiozyme, Suramin;

3. inhibitori ai proliferarii si migrarii celulelor endoteliale: Antiintegrin avb3 Mab, TNP-
470;

4. inhibitori tirozin-kinazici: SU011248 (Sunitinib Malate), PTK787/ZK (Vatalanib);

5. agenti cu diverse mecanisme de actiune: Endostatina, Talidomidul, Inhibitori COX-2
(Celecoxib), Antiestrogeni.

Unul din cei mai promitatori agenti contemporani este Bevacizumabul, un anticorp
monoclonal cu actiune asupra factorului de crestere a endoteliului vascular VEGF-A. Utilizarea
solo a acestuia in tratamentul carcinomului metastatic a fost raportata initial cu 9,3% raspuns
pozitiv, iar in combinare cu Vinorelbind in 31% a stopat progresia tumorii. Asocierea cu
Capecitabina 1n tumorile refractare la antracicline si taxani a determinat un raspuns pozitiv la
circa 19% pacienfi, Tnsa s-a asociat cu reactii adverse frecvente precum hipertensiunea,
proteinuria, trombembolii [210]. Aceleasi reactii au fost inregistrate si la combinare cu
Paclitaxel, unde la 28% paciente tumoarea a fost sensibila la tratament [155].

Studiile in vitro au raportat nivelul crescut de HIF-1a (hypoxia-inducible factorslo) si
VEGF in culturile celulare mamare HER2" [133]. Presupunerea ci, HER2 este implicat in
reglarca VEGF sugereaza combinarea Bevacizumabului si Trastuzumabului in tratamentului
subtipului HER2".

Colaborarea receptorilor VEGF-EGFR este consideratd una din cauzele rezistentei la
tratament anti-EGFR, iar combinarea acestuia cu Bevacizumab ar presupune evitarea dezvoltarii
tumorilor refractare la tratament [50]. Insa expresia VEGF nu este o indicatie obligatorie pentru
terapia anti-angiogenicd cu Bevacizumab. Demonstrat e faptul, ca actionand in calitate de
mitogen, VEGF este esential n fazele precoce ale carcinogenezei, fenotipul vascular al tumorii

in stadiile avansate fiind sustinut de FGFb, TGFb-1 (transforming growth factor beta-1), PLGF
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(placenta growth factor), PDEGF (platelet derived endothelial growth factor), tinte potentiale
noi in terapia carcinomului mamar [275].

O alta ,tintd” de viitor este tesutul adipos, considerat drept sursa de celule stem si sinteza
locala de estrogeni. Un sir de glitazone (Rosiglitazon, Pioglitazon) stimuleaza expresia
adiponectinei, cunoscuta drept adipokind cu efect antiproliferativ asupra celulelor tumorale
[274].

Desi EGFR (HERI) nu este un receptor specific celulelor bazale/stem, acest marker este
frecvent utilizat in delimitarea subtipului Basal-like de alte fenotipuri triplu-negative. Expresia
inalta a acestui receptor a incurajat utilizarea acestuia drept ,,tinta” a Cetuximabului, un anticorp
monoclonal umanizat, precum si a inhibitorilor de tirozin-kinaza, Gefitinib si Erlotinib [167]. In

subtipul Basal-like, asociat cu mutatii BRCA promitator suna rezultatele utilizarii combinate a

BSI-201 (PARP inhibitor) cu Gemcitabina/Carboplatina.

1.4. Studiul comparativ al tumorii primare si metastazelor limfonodale. Importanta
microambiantei.

Carcinomul mamar este o entitate nozologica, constituitd din subtipuri, care in pofida
sursei comune sunt histologic si molecular foarte variate. In intentia de a defini fiecare tumoare,
majoritatea studiilor sunt axate pe structurarea detaliatd a sursei, a tumorii primare. Dupd cum a
fost mentionat anterior, unul din indicii de importanta pronosticd, furnizat de diagnosticul
morfologic clasic ramane a fi statusul limfonodal, numarul de noduri afectati coreland cu
pronosticul nefavorabil. Recent, in urma triajelor clinice IBCSG 23-01 (International Breast
Cancer Study Group trial 23-01) si ACOSOG Z0011 (American College of Surgeons Oncology
Group Z0011) s-a concluzionat, ca prezenta micrometastazelor in noduri limfatici santineld nu
este o indicatie pentru interventie axilara, fiindca utilizarea chimioterapiei si/sau radioterapiei
postoperatoriu va distruge celulele tumorale restante [88, 94]. Aceasta concluzie are la baza
afirmatia lui Perou si coaut. (2000), potrivit careia ,,programul molecular” al tumorii primare se
mentine si la nivelul metastazelor [180]. Altfel spus, daca profilul molecular al tumorii primare
are o anumitd valoare predictiva, aceasta automat se va atribui i metastazei sale.

Pe de alta parte exista un sir de evidente care subliniaza, ca profilul molecular al celulei
metastatice nu este stabil n timp. Astfel Falck si coaut. (2013) considerd ca, fenotipul
carcinomului nu este stabil pe parcursul evolutiei, prezentand diferente de subtip Intre tumoarea
primara si metastaza limfonodala la 11% pacienti [77]. Insisi Prat si Perou (2011) au descris, ci
carcinomul mamar este celular neomogen, iar unele celule, in special cu fenotip-stem

(CD44%/CD24") sunt mai rezistente la terapie si mai activ metastatic [190].
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Un alt punct de vedere ce descrie instabilitatea moleculara a tumorii presupune ca, odata cu
blocarea receptorului ER, celula canceroasa drept raspuns de acomodare la tratament isi schimba
calea pentru supravietuire. Astfel au fost raportate un sir de cazuri de ,,shift” — transfer a tumorii
de la subtip ER" la HER2" si invers, drept raspuns la tratamentul efectuat [54, 268].

La pacientii carora s-a administrat tratament bazat pe inhibitori de aromataza recent s-au
descris mutatii la nivel de gena-ESR1, care codifica domeniul de fixare (ligand-binding domain)
a receptorului pentru estrogeni si dezvolta rezistenta la tratament hormonal [117, 140, 204, 244].
Important insa este faptul ca, aceste mutatii s-au determinat doar la nivelul metastazelor
limfonodale (la 6 din 11 pacienti), in tumoarea primara fiind absente.

In contextul eterogenititii carcinomului mamar studiile de profil sugereazi ca,
microambianta tumorald are un rol important in comportamentul neoplasmului. Celulele
tumorale si stromale interactioneaza reciproc in favoarea crearii unui mediu favorabil pentru
proliferare, angiogeneza, stimuleazd formarea de proteaze necesare in degradarea tesuturilor
adiacente. Acesti factori in totalitate sporesc invazia vascularda si au un impact direct asupra
pronosticului.

Stroma carcinomului mamar aparent pare a fi diferita de stroma glandei mamare in norma.
Clasic, leziunile stromale sunt descrise prin alterari a stromei laxe, bogate in acid hialuronic, si a
stromei intercelulare dense, abundenta in colagen si laminina. Studiile recente prezinta ca
structura matricei extracelulare variaza in dependenta de subtipul molecular si are o valoare
clinicd importanta. In baza a 26 gene stromale, Finak si coaut. (2008) au propus un factor
predictiv (stroma-derived prognostic predictor) capabil de a separa carcinoamele mamare in
grupuri dupa rata de supravietuire, independent de alti markeri cu valoare pronostica [81]. Pe de
alta parte, Farmer si coaut. (2009) au descris, ca expresia a 50 de gene stromale nu coreleaza cu
pronosticul, Insd supraexpresia genelor stromale are o valoare predictivdi in favoarea
chimiorezistentei la tratament neoadjuvant cu 5-fluorouracil, Epirubicina si Cyclophosphamid
[78].

Dupa Weber F. (2006), microambianta tumorald nu numai ca are semnificatie genetica
diferita in functie de fenotipul carcinomului, dar si promoveaza transformarile neoplazice [256].
Amin si coaut. (2006) considera ca rolul patofiziologic in tumorogeneza a ambiantei este evident
gratie numarului local major de adipocite si fibroblaste, considerate drept sursa locala de
estrogeni [8]. Aceasta concluzie este sustinuta si de datele epidemiologice, care prezinta
obezitatea drept unul din factorii de risc pentru dezvoltarea carcinomului mamar. Un sir de alti
factori solubili, generic denumiti adipokine (leptina, adiponectina, TNF-a, interleukina 6),

sintetizate de tesutul adipos sunt implicate endocrin, paracrin si autocrin in interactiunile tumoro-
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stromale, prin modularea proliferarii, apoptozei si angiogenezei [90, 249, 270]. Obezitatea
coreleazd si cu aparitia rezistentei la tratament cu tamoxifen la pacientele in postmenopauza
[269].

Un rol major in tumorogeneza il au si fibroblastele. Evaluand raspunsul transcriptional a
fibroblastelor normale si din leziune, Chang si coaut. (2005) au selectat un grup de gene denumit
,wound-response signature” [40]. Prezenta acestei semnaturi genetice in tumoare, coreleaza cu
metastaze frecvente si micsorarea ratei de supravietuire, indiferent de subtipul molecular.

Macrofagele, celule frecvent intdlnite in stroma mamara au un rol definit de multiple
cercetari in favoarea progresiei neoplasmului. Astfel, influxul de macrofage in tumoare este
asociat de O'Brien J. (2009) cu un pronostic nefavorabil [171]. Dupa Xuan si coaut. (2014)
numarul sporit de macrofage in stroma tumorald coreleazad pozitiv cu dimensiunea tumorii,
prezenta metastazei limfonodale, aparitia rezistentei la tratament si obezitatea [269].
Macrofagele intratumorale promoveaza procesul metastatic prin secretia factorilor proangiogeni
(precum VEGF) si supreseaza raspunsul imun mediat T-celular [170].

Un rol controversat a fost atribuit limfocitelor intratumorale. Studiile au demonstrat ca
avand functie de aparare, ele exercita 0 influenta contrar opusa, de stimulare a progresiei
tumorale [108]. Dupa Muenst si coaut. (2013), prezenta limfocitelor este asociatd cu un pronostic
nefavorabil [161]. Aceste rezultate coreleazd cu datele clasice, unde evolutia carcinomului
inflamator este caracterizata drept una agresiva. Comparand profilul numeric al subpopulatilor
limfocitare in tumoarea primara si noduri limfatici neafectati nu s-au determinat diferente
cantitative, la ambii poli prevalind numeric T helperii CD4". Contrar, la dezvoltarea
metastazelor in noduri limfatici domina T supresorii CD8". Conform datelor literaturii, numarul
crescut de T limfocite CD8" este asociat unui pronostic 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 de unii autori drept un factor predictiv pozitiv

pentru chimioterapie [226].

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Cancerul de sin este o problema de importanta majora in sanatatea publicd mondiala.
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.

2. Managementul pacientelor cu carcinom mamar este inca ghidat de particularitatile

clinicopatologice, de indici histopatologici, cu functie pronostica, precum dimensiunea
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tumorii, gradul histologic, prezenta metastazelor limfonodale si invazia limfo-
vasculara. In pofida multiplelor cercetiri in domeniul geneticii, doar 3 markeri (ER,
PR si HER2) au semnificatie predictiva si sunt de comun acord utilizati in definirea
tacticii terapeutice.

Receptorii pentru estrogeni, progesteron sunt indici predictivi in terapia endocrind, iar
markerul HER2 (receptor la factorul de crestere epidermal uman 2) drept tintd
moleculara anti-HER2. Acesti markeri sunt implementati in practica oncologica in
combinatie cu alti receptori in calitate de ghiduri (drept exemplu St Gallen, 2013), fie
sunt inclusi in algoritme multivariabile (precum Adjuvant!Online).

Carcinomul mamar este o entitate nozologicd eterogend, caracterizatd prin aberatii
genetice si mecanisme intra/extracelulare specifice, grupate in subtipuri moleculare
intrinseci, imunohistochimic identificabile. Tratamentul contemporan se axeaza pe
identificarea subtipurilor moleculare, iar delimitarea acestora este faza incipientd de
realizare a unui tratament personalizat in carcinomul mamar.

Multe date ale literaturii sunt contradictorii, datoritda 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, cét si rezultatelor chimioterapiei de durati, circa 30% din
pacienti diagnosticati cu forme precoce de carcinom mamar dezvolta recurente in
evolutia bolii, cota majora revenind cazurilor cu metastaze limfonodale dezvoltate.
Rezistenta la tratament este multifactoriala, deseori imprevizibild, cel mai probabil
datorat multiplelor subtipuri de carcinom mamar.

Rezultatele privind stabilitatea moleculara a tumorii in procesul de metastazare sunt
controversate. 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.

Microambianta are o influenta 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 $i practic absenteaza surse ce ar

evidentia rolul ambiantei limfonodale in evolutia metastazelor.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Generalititi referitor la obiectul de studiu

Implementarea programelor de screening si profilaxie, precum si a noilor scheme de
tratament a micsorat mortalitatea cauzatd de cancerul mamar. Insa rata inalti a incidentei si
mortalitdtii oricum plaseaza acest tip de cancer 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 celulara. 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 ipoteza 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 realizata 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 patologicad) si Raica Marius, dr., profesor universitar (UMF ,,Victor Babes”,

Timisoara, Romania).

2.2. Caracteristica materialului inclus in studiu

In calitate de obiect de studiu a servit materialul biologic (tumoarea primari si metastaza
limfonodala) prelevat postoperatoriu in incinta IMSP Institutul Oncologic din RM pe parcursul
anilor 2013-2014 de la 161 paciente cu varsta cuprinsa intre 33-86 ani. Au fost selectate cazurile
diagnosticate cu carcinom mamar invaziv de tip ductal NST sau lobular, fard chimio- sau
radioterapie premergdtoare. Cazurile control (n=18) au fost prelevate in incinta Centrului de
Medicind Legala din RM, de la femei aparent sanatoase, cu varsta 22-84 ani, decedate
accidental. Caracteristica detaliatd a materialului biologic prelevat, dupa tipul si gradul histologic

este redata in Tabelul 2.1.

2.3. Metode de cercetare

Procesarea primara a materialului biologic a fost identica la toate specimenele. Tesuturile
prelevate au fost fixate timp de 24-48 ore in formalina tamponata 10%, PH 7,2-7,4. Materialul a
fost inclus in Paraplast High Melt (Leica Biosystems). Intru evitarea divergentelor posibile
legate de procesarea materialului, tumoarea primard si metastaza limfonodala au fost
incluzionate in acelasi bloc (Fig.2.1). Sectiunile seriate (realizate cu microtomul Shandon,
HM355S Automatic Microtome, Thermo Scientific, USA) cu grosimea de 3-5 microni au fost
etalate pe lame silanate (S3003, Dako, Denmark).
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Tabelul 2.1. Caracteristica materialului biologic: numarul de cazuri examinate morfologic

si imunohistochimic.

Gl 6 6 6 0 6 6 6 2 5 5 6

Ductal invaziv| G2 | 90 | 90 | 90 | 8 | 69 90 86 37 50 52 87
G3 47 | 47 | 47 | 7 41 47 45 30 39 40 45

Gl 2 2 2 - 2 2 2 2 2 2 2

'I-r?\f’;z'la\; G2 | 6|6 | 6|1|6]| 6 | 6| 6| 6 |6/ 6
G3 |10 | 10 | 10 | - 10 10 10 10 10 10 10

Tumoarea

CAM* primari 22 | 22 | 22 | - 22 22 22 - - - -

Metastaza | 22 | 22 | 22 | - 22 22 22 - - - -

Norma 18 | 18 | 18 | 18 | 18 18 18 18 18 18 18
Total 22312231223 | 34 | 196 | 223 | 217 | 107 | 130 | 133 | 174

1881

*CAM - implant pe membrana corioalantoida, E-cadh — E-cadherin.

Fig.2.1. Amplasarea concomitentd pe lama a tumorii primare si metastazei sale

limfonodale, HE, x10.
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2.3.1. Metoda histologica. Toate sectiunile au fost colorate initial prin metoda clasica, cu
hematoxilina-eozina utilizand hematoxilina Harris (HHS32, SigmaAldrich) si eozina CS701
(Dako, Denmark). In lotul cu patologii mamare s-a determinat tipul si gradul histologic al
carcinomului, prezenta metastazelor in noduri limfatici axilari ipsilaterali. Gradarea
histopatologica am realizat-0 folosind sistemul Scarff-Bloom-Richardson, recomandat de OMS
(2003), care include [72]:

A. formarea structurilor tubulare (ca expresie a diferentierii glandulare):

1. in majoritatea tumorii (>75%)- 1 punct

in 10-75% suprafata — 2 puncte
mai putin de 10% sau absent — 3 puncte

. Pleomorfismul nuclear:
nuclei mici, cu variatii minime de forma si marime — 1 punct
nuclei cu variatie moderata de marime si forma — 2 puncte
nuclei cu variatie marcata de marime si forma — 3 puncte

. Figuri mitotice (la obiectiv Plan Fluor 40x/0,75 WD-0,44) - media calculata la 10

O @ NP oD wN

campuri):

1. panala 5 mitoze in campul de vedere — 1 punct

2. 6-10 mitoze — 2 puncte

3. mai mult de 11 mitoze — 3 puncte

Gradarea carcinomului (suma A+B+C):

G1 (tumoare inalt diferentiata) — 3-5

G2 (tumoare cu grad mediu de diferentiere) — 6-7

G3 (tumoare slab diferentiatd) — 8-9

2.3.2. Metoda imunohistochimica. Toate procedeele de deparafinare, demascare i
vizualizare s-au efectuat automat, utilizind Leica Bond-Max (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) autostainer: deparafinarea in 2 bai de Bond Dewax Solution (cod AR9222) a
5 minute fiecare, urmata de 3 bai in alcool de 100%, 90% si 70% de 2 minute fiecare, finisate cu
rehidratare de 5 minute in apa. Pentru blocarea activitatii peroxidazei endogene sectiunile au fost
tratate timp de 5 minute cu Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution (S2023, Dako).
Contracolorarea nucleilor s-a efectuat cu hematoxilina Mayer, modificata dupa Lille (HMMS500,
ScyTek Laboratories, Inc.). Ulterior piesele histologice au fost deshidratate manual in serii
crescute de alcool etilic (70-100%), clarificate cu xylen si montate. Pentru montarea pieselor am
folosit solutia Leica CV Mount (Leica Biosystems, cod 14046430011). Descrierea detaliata a
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anticorpilor utilizati, precum si a sistemelor de demascare si vizualizare este redata in Tabelul

2.2.
Tabelul 2.2. Caracteristica anticorpilor, sistemele de demascare si vizualizare utilizate in studiu
Structura Sursa/timp de Sistemul de Sistemul de
depistata /Clona incubare/dilutia demascare vizualizare/timp
anticorpilor antigenica/timp incubare
incubare

1. | Er/6F11 (cod Leica Biosystem | *Bond Epitope | *Bond  Polymer
PA0151) Newcastle Ltd, | Retrieval Solutionl, | Refine Detection

2. | Pr/16 (cod Newcastle Upon Tyne, | (Leica  Biosystems, | System (Leica
PA0312) UK/15 min/RTU Newcastle Upon | Biosystems,

3. | Multi- Tyne, UK)/20 | Newcastle Upon
cytokeratin/ min/RTU Tyne, UK), 15
(AE1/AE3) (cod min/RTU
PA0909)

4. | EGFR/ EGFR.25 | Novocastra, Newcastle
(cod EGFR-384- | Upon Tyne, UK/15
R-7-CE) min/RTU

5. | AR/AR441 Dako Glostrup | *Dako  EnVision™ | *Dako Real™

Denmark/30 min/1:75 | Flex Target Retrieval | EnVision™
Solution, High pH/20 | Detection Kit,/30
min/ diluat 1:50 pe | min
apa distilata

6. | HER2/ Dako Glostrup | *Dako  EnVision™
Polyclonal Denmark /30 | FLEX Target
rabbit min/1:800 Retrieval ~ Solution,
anti-human Low pH/20 min/97
c-erbb-2 °c
oncoprotein (cod
A0485)

7. | Ki67/K2 (cod Leica Biosystem | *Bond Epitope | *Bond  Polymer
PA0230) Newcastle Ltd, | Retrieval Solution2, | Refine Detection

Newcastle Upon Tyne, | (Leica  Biosystems, | System (Leica

UK/15 min/RTU Newcastle Upon | Biosystems,

8. | CK5/ XM26 (cod | Leica Biosystem | Tyne, UK)/20 | Newcastle Upon
PA0468) Newcastle Ltd, | min/RTU Tyne, UK), 15

Newcastle Upon Tyne, min/RTU

UK/15 min/RTU

9. | E-cadherin Novocastra, Newcastle
/36B5 (cod Upon Tyne, UK/15
PA0387) min/RTU

10/ p53/DO-7 (cod Leica Biosystem
PA0057) Newcastle Ltd,

Newcastle Upon Tyne,

UK/15 min/RTU
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Tabelul 2.2. Continuare.

Structura Sursa/timp de Sistemul de Sistemul de
depistata /Clona incubare/dilutia demascare vizualizare/timp

anticorpilor antigenica/timp incubare

incubare
11/ Bcl2 /(bcl- Leica Biosystem | *Bond Epitope | *Bond  Polymer
2/100/D5) (cod Newcastle Ltd, | Retrieval Solution2, | Refine Detection
PA0117) Newcastle Upon Tyne, | (Leica  Biosystems, | System (Leica
UK/15 min/RTU Newcastle Upon | Biosystems,
Tyne, UK)/20 min | Newcastle Upon
/RTU Tyne, UK), 15
min/RTU

*Bond Epitope Retrieval Solutionl (cod AR9961) — sistem de demascare prin incalzire,
avand la baza tampon citrat cu pH6.0; Bond Epitope Retrieval Solution2 (cod AR9640) — sistem
de demascare prin incalzire, bazat pe solutie de EDTA pH9.0; Bond Polymer Refine Detection
System (cod DS9800) — sistem polimeric complex de vizualizare, care include DAB (3,3 -
diaminobenzidina tetrahidroclorid hidrat) in calitate de cromogen; Dako EnVision™ Flex Target
Retrieval Solution, High pH (cod K8004) — sistem de demascare prin incalzire, avand la baza
solutie tampon Tris/EDTA pH9.0; Dako EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH
(cod KB8005) — sistem de demascare prin incélzire, cu bufer citrat pH6.1; Dako Real™
EnVision™ Detection Kit (cod K5007, modificatie K5007Env) — sistem polimeric complex
(dextran+peroxidaza) de vizualizare, include DAB (3,3 - diaminobenzidina tetrahidroclorid

hidrat) in calitate de cromogen.

2.3.3. Metode de cuantificare. Cuantificarea celulelor marcate cu ER, PR, AR si Ki67 a
fost efectuata in baza metodei semiautomate propuse de Suciu si coaut. (2014) [235]. Aceasta
metodd constd In cuantificarea a cel putin 10 cdmpuri la obiectiv x40 cu cel mai Tnalt numar de
celule tumorale marcate (sau cel putin 1000 celule tumorale total), finalizatd prin evaluarea
mediei in procente. Intru usurarea evaludrii numerice, campurile tumorale s-au fotografiat, iar
imaginile au fost inversate in programul NIS-elements D2.30 (Nikon Instruments Europe BV)
(Fig.2.2, 2.3).

Cuantificarea am efectuat-o la microscopul Nikon Eclipse 80i, cu camera video ajustata
Nikon DS-Fil (Nikon Instruments Europe BV). Imaginile de ansamblu au fost obtinute la
stereomicroscopul AxioZoom.V16, obiectiv PlanNeoFluar Z1x/0,25, cu camera video AxioCam

MRc (Carl Zeiss, Germany).
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Fig.2.2. Carcinom mamar invaziv ductal de tip NST. Celule tumorale marcate la receptorul
pentru progesteron, contracolorare cu hematoxilina Lille (A); aceleasi celule inversate in

programul NIS-elements D2.30 (B), x400

Fig.2.3. Carcinom invaziv ductal de tip NST, grad G3. Celulele marcate cu Ki67 constituie

61%. Contracolorare cu hematoxilina Lille si imagine inversata, x400.
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Scorificarea expresiei anticorpilor. Evaluarea numerica a markerilor hormonali pentru

ER, PR si AR s-a finalizat prin calcularea scorului Allred, care a inclus combinarea procentului
de celule imunomarcate cu intensitatea colorarii nucleare, dupa cum urmeaza [7]:

A. Proportia celulelor pozitive:

0 celule colorate — scor ,,0”

<1% celule ER" (sau PR*, AR") —scor ,,+1”

1-10% celule ER" (sau PR*, AR") — scor ,,+2”

11-33% celule ER" (sau PR*, AR") — scor ,,+3”

34-66% celule ER" (sau PR*, AR") — scor ,,+4”

66-100% celule ER" (sau PR*, AR") — scor ,,+5”

B. Intensitatea colorarii: 0 — absenta colorarii nucleare; 1 — patern nuclear slab

perceptibil; 2 — colorare moderata; 3 — colorare intensa.

A Proportion Score (PS)

0 151100 25110 3513 4-52[3 51

B Intensity Score (IS)

0 = negative 1 =weak 2 =intermed 3 = strong

Allred Score = PS + IS (range 0-8)
Fig.2.4. Tlustrarea grafica a metodei de calculare propusa de Allred si coaut. (1998) [7].
Scorul Allred (suma A+B) a fost apoi echivalat unui grad de la 0 la +3: 0 — absenta
colorarii (pentru scorul Allred 1, 2); +1 — la scorul Allred 3-4; +2 — la scorul Allred 5-6; +3 — la
scorul Allred 7-8 (Fig.2.4, 2.5) [7].

Markerul pentru AR (clona AR441) a pus in evidentd receptorul steroid nuclear NR3C4,
activat prin legarea a unuia dintre hormonii androgeni, testosteron sau S5a-dihidrotestosteron
(Fig.2.6). In baza recomandarilor AACR (American Association for Cancer Research) Annual
Meeting din 2013, AR este propus in calitate de al patrulea marker obligatoriu (aldturi de ER,

PR, HER2) in caracterizarea cancerului mamar [105].
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Fig.2.5. Carcinoame mamare invaziv ductale, tip NST. Scorificarea (0, +1, +2, +3)

celulelor tumorale marcate nuclear cu Anti-Pr/16 dupa Allred. Contracolorare cu hematoxilina

Fig.2.6. Metastaza limfonodala de carcinom ductal invaziv de tip NST, cu grad de
diferentiere G2, pusa in evidentd cu markerul AR441 pentru receptorul AR.

Contracolorare cu hematoxilina Lille, x400.
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Procedeele imune pentru HER2 au fost efectuate automat cu LeicaBond Oracle HER2
IHC System (LeicaBiosystem). Statusul HER2 a fost interpretat in baza recomandarilor
Societatii Americane a Oncologilor Clinicisti (ASCO), dupa cum urmeaza [266]:
0 — nu se determina colorare sau colorare membranara slab perceptibila, incontinuu pana
la 10% din celule;
+1 — colorare membranara delicata, incontinuu in >10% din celulele tumorale;
+2 — colorare membranara incompleta, intrerupta de intensitate medie in >10% din celule
sau patern circumferentiar intense in <10% din celule;
+3 — patern circumferentiar intens pozitiv in >10% din celulele tumorale.
Cazurile +2 si +3 au fost considerate HER2" (Fig.2.7). In calitate de control extern

pozitiv au servit liniile celulare de control (Leica Biosystems) cu scor HER2 pre-determinat.

markerului HER2; contracolorare hematoxilina Lille si imaginile lor inversate; x400;

Rezultatele reactiei la E-cadherina au fost evaluate in acord cu sistemul de scorificare
propus de Qureshi si coaut. (2006), care imbind procentul de celule tumorale marcate cu
intensitatea colorarii, precum [192]:

0 — lipsa colorarii sau patern membranar in <10% din celule;

1 — colorare slaba si incompleta (circular intrerupta) in >10% celule;
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2 — patern membranar, circular complet, de intensitate slaba sau moderata in >10% celule;
3 — patern membranar circular complet, intensitate marcata in >10% celule.
In baza acestui sistem de cuantificare cazurile evaluate cu 0 si 1 au fost considerate
negative, iar cu 2 si 3 — pozitive. Colorarea citoplasmatica a fost consideratd nespecifica si
exclusd din evaluare. Celulele epiteliale colorate din ducturile normale au servit in calitate de

control intern (Fig.2.8).

< b
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Fig.2.8. Carcinoame invazive ductale, tip NST cu grad divers de exprimare a markerului E-
cadherin (0, +1, +2, +3). Sectiuni contracolorate cu hematoxilina Lille, suplimentate cu imaginile

corespondente inversate, x400.

Evaluarea paternului BCL2 a fost efectuata in corespundere cu recomandarile lui Callagy
si coaut. (2006) [35]:

0 — absenta colorarii;

+ 1- <10% din celulele tumorale prezinta pattern citoplasmatic;

+ 2 — 10-50% celule colorate;

+ 3 >50% celule tumorale colorate;

Cazurile evaluate cu 0 si 1 au fost considerate negative (Fig.2.9).
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Fig.2.9. Carcinoame invazive ductale, tip NST colorate pentru receptorul BCL2 (+1, +2,
+3). Contracolorare cu hematoxilina Lille, x400.
he. G W
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Fig.2.10. Carcinom ductal invaziv de tip NST, apreciat cu gradul +3 pentru markerul p53.

Contracolorare hematoxilina Lille (A); imaginea omoloaga inversata (B), x400.
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Scorificarea markerului nuclear p53 a fost efectuatd in baza recomandarilor Yamashita si
coaut. (2004), precum: 0 — lipsa colorarii nucleare; 1 — <10% din celule pozitive; 2 — 10-30%
celule cu patern nuclear specific; 3 — >30% din celulele tumorale colorate specific [271].
Limfocitele colorate din stroma glandei mamare si cele nodale au servit in calitate de control
pozitiv (Fig.2.10).

Evaluarea cantitativd a markerului CK5 s-a efectuat in corespundere cu sistemul de
gradare propus de Azoulay si coaut. (2005), interpretat precum: O — absenta colorarii; +1 —
colorare de intensitate scazuta a <10% celule tumorale; +2 — determinarea paternului membranar
sau membranar si citoplasmatic la 10-50% celule; +3 — colorarea intensda a mau mult de 50%

celule tumorale [14] Tumorile cu scor +1 — +3 au fost considerate pozmve (Flg 2. 11)

‘w %
l»‘i. m‘:\B‘ ghé

Fig.2.11. Metastaza limfonodala de carcinom mamar invaziv ductal, tlp NST, scor +3

pentru citokeratina CK35, x200 (A), x400 (B). Contracolorare cu hematoxilina Lille.

Expresia receptorului EGFR a fost evaluatd in corespundere cu ghidul Dako, EGFR
PharmDX™ (Dako, Denmark). In baza acestor recomandiri sa acceptat orice cantitate numerica
de celule tumorale, colorate membranar sau membranar §i citoplasmatic, scorul fiind apreciat
dupa comparare cu liniile celulare de control cu scor EGFR pre-determinat. Astfel s-au
determinat cazuri cu intensitate joasa (+1), moderata (+2) si puternica (+3) de expresie a
receptorului EGFR sau absenta acestuia. Celulele epiteliale normale colorate au servit in calitate

de control pozitiv intern (Fig.2.12).
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Fig.2.12. Carcinom mamar invaziv ductal de tip NST, grad G3 de diferentiere, scor +3

pentru markerul EGFR, x400. Contracolorare cu hematoxilina Lille.

Fig.2.13. Carcinom mamar invaziv ductal de tip NST, cu grad de diferentiere G2. Pan-
citokeratina AE1/AE3 intens pozitiva in celulele tumorale, x400.
Contracolorare cu hematoxilind Lille.
Markerul AE1/AE3 interactioneaza cu proteinele filamentelor intermediare de tip 1, 5, 10
si 14, caracteristice unui spectru larg de celule epiteliale, inclusiv mamare. Acest marker a fost

aplicat la necesitate pentru confirmarea diagnosticului de carcinom mamar $i metastazei sale
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limfonodale in tumorile slab diferentiate. Paternul citoplasmatic sau combinat citoplasmatic si
membranar a confirmat natura epiteliald a tumorii (Fig.2.13).

Pentru studierea stabilitétii receptorilor celulari tumorali in functie de microambianta, s-a
efectuat implantarea separata a tumorilor primare si a metastazelor limfonodale pe membrana
corioalantoida a oului embrionat. S-au utilizat oua de gaini de rasa Adler silver, cu greutatea de
50-60g. Ouale cu varsta de 1-3 zile au fost selectate prin determinarea prezentei embrionului prin
metoda de transiluminare ,,in ovo”. Procesarea ulterioard a specimenelor s-a realizat in baza
recomandarilor Ribatti si coaut. (2006) [203]:

1. Specimenele selectate au fost dezinfectate prin stergere cu solutie de alcool etilic 70%
si introduse la incubator (Cleo-5, Romania) la temperatura de 38°C si 65% umiditate.

2. Dupa 72 de ore de incubatie, la ambii poli ai oului s-a realizat un orificiu punctiform.
Suplimentar, la polul ingust al oului s-au extras aproximativ doi-trei mililitri de albus, dupa care
orificiul a fost acoperit cu plasture transparent, hipoalergen (Sanplast, Medica, Bulgaria).
Aceastd procedura a permis crearea unui sac de aer artificial deasupra membranei corioalantoide
si desprinderea acesteia de coaja.

Pentru a pune in evidentd embrionul si reteaua vasculard din jurul acestuia, in ziua
urmitoare (a 4-a zi de incubare) s-a decupat o fereastra de cca 1cm? pe suprafata oului, acoperita

ulterior provizoriu cu plasture hipoalergen (Fig. 2.14, 2.15).

Fig.2.14. in ziua a 4-a de incubare s-a decupat o fereastra de cca 1cm? pe fata superioara a

oului, acoperita ulterior provizoriu cu plasture hipoalergen.
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Fig.2.15. A — embrion de géina in ziua a 4-a de incubare; B — embrion de géina in ziua a

10-a de incubare.

3. In zilele 7-12 de incubare s-a efectuat implantarea mostrelor de carcinom si
metastazelor corespondente. Materialul biologic postoperatoriu de 0,5-1cm? a parvenit de la
IMSP Institutul Oncologic din RM, transportat timp de 1 ora in solutie fiziologica sterild la
temperatura de 8-10°C. Materialul a fost sectionat si aplicat pe membrana corioalantoida,
scarificatd in prealabil cu acul. Viabilitatea embrionilor s-a monitorizat zilnic. Incepand cu ziua a
3-a dupa implantare clar se evidentiau vasele convergente din membrana in implant (Fig.2.16).

4. In studiu au fost incluse specimenele care au rezistat mai mult de 3 zile dupa
implantare. Experimentul se stopa prin fixarea ,,in ovo” cu formalina tamponata 10%, timp de 2-
3 ore, urmatd de rezectia membranei cu implant si fixare suplimentara ,,ex ovo” timp de 24-48
ore. Materialul a fost procesat similar procedurii descrise anterior. Sectiunile etalate pe lame
silanate au fost colorate cu hematoxilina-eozind, iar studiul imunohistochimic comparativ
(tumoarea primara <> metastaza limfonodala <> implant din tumoarea primara <> implant din

metastaza limfonodald) a avut la baza markerii pentru ER, PR, HER2, CKS5 si Ki67 (tab. 2.1).

2.4 Analiza statistica

Rezultatele studiului au fost stocate si grupate in baza de date MS Access 2007 (Microsoft
Office 2007). Analiza statistica s-a efectuat cu ajutorul soft-ului Winstat 2012.1 (R. Fitch
Software, Bad Krozingen, Germany). Diferenta dintre 2 grupuri de variabile cantitative s-a
efectuat prin testul t-Student. Pentru compararea a mai mult de 2 grupuri cantitative s-a efectuat
analiza dispersionala (ANOVA, metoda Fisher sau LSD — least significant difference). Pentru
evidentierea gradului de asociere dintre valorile markerilor utilizati in studiu am efectuat teste de

corelatie lineara (coeficientul Pearson (r)) sau corelatia rangurilor (coeficient Spearman (rs)).
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Gradul asocierii s-a analizat in corespundere cu recomandarile Iui Evans J.D. (1996): .00-.19
drept corelatie foarte slaba; .20-.39 —,,corelatie slaba”; .40-.59 — ,,corelatie rezonabila”; .60-.79 —
»corelatie inalta”; .80-1.0 drept ,,corelatie foarte inaltd” [75]. Interrelatiile dintre markerii la
nivel de tumoarea primara si metastaze limfonodale a fost comparata efectuand regresia lineara
(R?). Pentru Ki67 s-a determinat media aritmetica (M), eroarea standard (ES) si mediana (Md).
Pentru separarea cazurilor dupa activitatea proliferativa, marcatd (>14) sau redusd (<14) am
utilizat pragul de 14 celule tumorale Ki67 pozitive. Acest prag a fost propus de Goldhirsch si
coaut. (2013) si pe larg acceptat de practica oncologica [97].

Pentru toate procedeele statistice valoarea de prag pentru rezultatele semnificativ

statistice a fost stabilita la un p<0,05.

Fig.2.16. Implante de tumoare primara pe membrana corioalantoida (x4). Viabilitatea

implantelor este sustinutd prin fenomenul de neovascularizare.
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2.5 Concluzii la capitolul 2

1. Materialul biologic supus studiului a inclus tumoarea primarda si metastazele
limfonodale axilare de carcinom mamar invaziv ductal si lobular de la 161 paciente cu varsta
cuprinsa intre 33-86 ani, fard chimio- si/sau radioterapie premergitoare. In calitate de control a
servit materialul tisular (glanda mamara si noduri limfatici axilari) recoltat de la 18 femei
decedate accidental.

2. Studiul este unul morfologic, retrospectiv, descriptiv bazat pe 1 metoda histologica
(HE) si 11 metode imunohistochimice (markeri pentru ER, PR, AR, Ki67, HER2, EGFR, CKS5,
E-cadherina, p53, BCL2, AE1/AE3).

3. Rezultatele studiului descriptiv si ipoteza instabilitatii profilului molecular au fost
verificate prin implantare de tumori mamare pe membrana corioalantoidd a oului de gdina
embrionat, fortificate prin evaluari imunohistochimice a receptorilor pentru ER, PR, HER2, CK5
si Ki67.

4. Definirea morfologicd a tumorilor, evaluarea expresiei markerilor a fost efectuata in
baza recomandarilor OMS (2003), a Societatii Americane a Oncologilor Clinicisti (2013) si
Asociatieci 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 Dako pentru EGFR (http://www.dako.com/08052 egfr_pharmdx__interpretation
manual.pdf) [7, 14, 35, 72, 97, 192, 235, 271].

5. Materialul a fost sistematizat in baza de date MS Access 2007 si analizat statistic cu

WinStat 2012.1, ceea ce a permis formularea concluziilor si recomandarilor practice.
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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 iau fost prezentarile in grup si fasii.

Fig.3.1. Expresia receptorilor pentru ER, PR, AR in TDLU si ducturile interlobulare in
glanda mamara sanatoasa a femeii de 62 ani. Sectiune contracolorata cu hematoxilina Lille (A),

suplimentata cu imaginea corespondenta inversata (B), x40.
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Expresia a doi markeri, receptorul membranar HER2 si proteina nucleara p53 nu s-a
manifestat in toate cazurile studiate, indiferent de nivelul de diferentiere al epiteliului mamar.
Prezenta EGFR sau HERI a fost depistatd la diferite nivele de diferentiere al epiteliului

mamar, totusi cu predilectie si intensitate sporita atestata la nivel bazal (Fig.3.2).

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.
Citokeratina CK5 cu predilectie a fost expresatd de celulele bazale. Totusi prezenta

acesteia s-a determinat si in celulele luminale in toate cazurile examinate (Fig.3.3).

Fig.3.3. Expresia citokeratinei bazale CKS5 in ducturi si TDLU (marcat cu sageata).

Sectiune realizata pe glandd mamara sandtoasa la femeie de 62 ani, contracoloratd cu

hematoxilina Lille (A), suplimentata 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.
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Fig.3.4. Expresia BCL2 in portiunea terminald a glandei mamare la femeie de 60 ani.
Sectiune contracoloratd cu hematoxilina Lille (A), suplimentatd cu imaginea corespondenta

inversata (B), x40.

Fig.3.5. Expresia E-cadherinei la nivel de TDLU (A, C) si duct galactofor (B, D) in glanda
mamara neafectatd a femeii de 29 ani. Sectiuni contracolorate cu hematoxilina Lille (A, B),

suplimentate cu imaginile corespondente inversate (C, D), x40.
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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 determinata din abundenta in epiteliocitele luminale, desi pe alocuri sau
pus in evidenta si celule bazale/mioepiteliale solitare (Fig. 3.5).

In sumar:

1. Receptorii pentru estrogeni, progesteron, androgeni, BCL2 si E-cadherina sunt
expresati preponderent de celulele luminale, iar markerii pentru CKS5 si EGFR pun in
evidenta mai frecvent epiteliocitele bazale.

2. Epiteliul glandei mamare neafectate este unul slab proliferant, cu rare celule Ki67

pozitive si nu expreseaza markerii HER2 si p53.

3.2. Dinamica receptorilor pentru ER si PR

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. Expresia ER si PR in tumoarea primard. Din
numarul total de 161 cazuri supuse studiului, 143 (85,6%) au fost diagnosticate drept carcinom
ductal invaziv de tip NOS (not otherwise specified) sau NST (no special type) (neclasat). Varsta
pacientelor din grupul dat a variat intre 33-86 ani, iar pentru studiul ulterior aceasta a fost
divizata in 2 grupe: pana la 49 ani (inclusiv) — 41 cazuri/28,7% si dupa 49 — 102 cazuri/71,3%.
Aceasta divizare a avut la baza evidentele statistice si recomandarile US Preventive Services

Task Force (www.uspreventiveservicestaskforce.org), British Columbia screeining programme

(www.bccancer.bc.ca), care de asemenea certifica si dublarea incidentei cancerului mamar la

femei de dupa 49 ani.

Microscopic aceste tumori au fost caracterizate prin structuri cu caracteristici maligne, de
origine epiteliala, dispuse sub formd de cordoane, plaje sincitiale, fie prezentand un caracter
difuz infiltrativ (Fig.3.6). 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). 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 (tab. 3.1).

Gradul de diferentiere a fost repartizat dupad grupa de varsta precum urmeaza:

- Gl:panala 49 — 2 cazuri/1,4%, dupa 49 — 4 cazuri/2,8%);

- G2:panala49 - 31 cazuri/21,7%, dupa 49 — 59 cazuri/41,3%;

- G3:pana la 49 — 8 cazuri/5,6, dupa 49 — 39 cazuri/27,3%.
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Fig.3.6. Carcinom ductal invaziv de tip NST, G3 prelevat de la o pacientd de 66 ani: aspect
morfologic sub forma de cordoane si plaje sincitiale. HE, x200
: 13 ; ' 3 \:‘\‘;:wﬂ;'a‘, g i _; 2t %

Fig.3.7. Carcinom ductal invaziv de tip NST, G3 prelevat de la o pacienta 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

Stroma intratumorald atat dupd aspect, cat si compozitia celulard varia in limite largi: de la

dens conjunctiva, cu aspect hialin, cu cantitate variabild de colagen si matrice extracelulara pana
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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 1n evidenta focare de necrozd extinsa, cu formare de
pseudochisturi. O caracteristica histologica intra- si/sau peritumorala frecvent Intalnitd a fost
reactia limfoplasmocitara, care a variat in limite largi, de la minima la marcanta (Fig.3.8).

Tabelul.3.1. Repartizarea cazurilor dupa gradul de diferentiere si grupa de studiu.

Gradul de
Grupa de varsta n %
diferentiere
Gl dupa 49 4 2,8
4,2
Gl pana la 49 2 1,4
G2 dupa 49 59 | 413
62,9
G2 pana la 49 31 | 21,7
G3 dupa 49 39 | 27,3
32,9
G3 pana la 49 8 5,6
Total 143 100

Fig.3.8. Carcinom ductal invaziv, G3 de la o pacienta de 50 ani. De notat reactia

limfoplasmocitara exprimata. HE, x400.
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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%. Tumorile ER™ (25 cazuri) au
manifestat toate 3 grade de diferentiere, cu urmatoarea repartizare: G1 — 2 cazuri/1,4%, G2 — 13
cazuri/9,1% si G3 — 10 cazuri/7% (tab.3.2).

Tabelul.3.2. Repartizarea cazurilor dupa gradul de diferentiere si scorul Allred pentru

ERtm (in tumoarea primara).

ERtm

(scorul d(-Bfrad u:.de n %

AIIred) 1 eren,lere
0 Gl 2 1,4
0 G2 13 9,1
0 G3 10 7,0
1 G2 2 14
1 G3 4 2.8
2 G2 10 7,0
2 G3 5 3,5
3 G1 4 2,8
3 G2 65 455
3 G3 28 19,6

Total 143 100,0

De subliniat, ca pentru scorul +1 si +2, nu au fost determinate cazuri cu grad G1, iar
repartizarea in raport cu gradul de diferentiere a fost urmatoarea:

- Scor Allred +1: G2 — 2 cazuri/1,4% si G3 — 4 cazuri/2,8%;

- Scor Allred +2: G2 — 10 cazuri/7% si G3 — 5 cazuri/3,5%.

- Scor Allred +3: G1 — 4 cazuri/2,8%, G2 — 65 cazuri/45,5%, G3 — 28 cazuri/19,6%.

Analizand expresia receptorului ER in relatie cu grupele de varsta am determinat, ca pentru
fiecare scor Allred majoritatea au constituit-o cazurile ,,dupa 49, iar repartizarea detaliata a fost
precum (tab.3.3):

- Scor Allred 0: pana la 49 — 8 cazuri/5,6%, dupa 49 — 17 cazuri/11,9%;

- Scor Allerd +1: pana la 49 — 2 cazuri/1,4%, dupa 49 — 4 cazuri/2,8%;

- Scor Allred +2: pana la 49 — 4 cazuri/2,8%, dupa 49 — 11 cazuri/7,7%);

- Scor Allred +3: pana la 49 — 27 cazuri/18,9%, dupa 49 — 70 cazuri/49%.

68



Tabelul.3.3 Repartizarea cazurilor dupa grupa de varsta si scorul Allred pentru ER in

tumoarea primara.

(SCOI’EUIFLTI red) Grupa de varsta n %
0 dupa 49 17 | 119
0 pana la 49 8 5,6
1 dupa 49 4 2,8
1 pana la 49 2 1,4
2 dupa 49 11 | 7,7
2 pana la 49 4 2,8
3 dupa 49 70 | 49,0
3 pana la 49 27 | 18,9

Total 143 | 100,0

Tabelul.3.4. Repartizarea cazurilor dupa gradul de diferentiere si scorul Allred pentru PR

in tumoarea primara.

PRtm Gradul de n %
(scorul Allred) diferentiere

0 Gl 1 0,7
0 G2 18 12,6
0 G3 16 11,2
1 G2 9 6,3
1 G3 2 1,4
2 Gl 1 0,7
2 G2 12 8,4
2 G3 6 4,2
3 Gl 4 2,8
3 G2 51 35,7
3 G3 23 16,1

Total 143 100

in raport cu varsta, insa, valoarea expresiei ER nu a manifestat variatie statistic veridica
(rs=0,1, p<0,15).

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% (tab.3.4).
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Gradele de diferentiere G1-G3 au fost determinate atdt la tumori PR pozitive, cat si
negative, cu exceptia cazurilor G1, care au fost absente la tumori +1, iar repartizarea vs scorul
Allred a fost urmatoarea:

- Scor 0: G1 - 1 caz/0,7%, G2 — 18 cazuri/12,6% si G3 — 16 cazuri/11,2%;

- Scor +1: G2 — 9 cazuri/6,3% si G3 — 2 cazuri/1,4%;

- Scor +2: G1 —1 caz/0,7%, G2 — 12 cazuri/8,4% si G3 — 6 cazuri/4,2%;

- Scor +3: G1 — 4 cazuri/2,8%, G2 — 51 cazuri/35,7% si G3 — 23 cazuri/16,1%.

Tabelul.3.5. Repartizarea cazurilor dupa grupa de varsta si scorul Allred pentru PR in

tumoarea primara.
PRtm
(scorul Allred) Grupa de varsta | n %

i dupa 49 29 | 203
0 pana la 49 6 | 42
1 dupa 49 9 6.3
1 pana la 49 2 14
2 dupd 49 5 105
2 pana la 49 4 28
3 dupa 49 49 | 343
3 pand la 49 29 | 203

Total 143 100

In raport cu grupa de varstd, caracterul de expresie al receptorului PR a fost urmitorul
(tab.3.5):

- Scor 0: pana la 49 — 6 cazuri/4,2%, dupa 49 — 29 cazuri/20,3%;

- Scor +1: pana la 49 — 2 cazuri/1,4%, dupa 49 — 9 cazuri/6,3%;

- Scor +2: pana la 49 — 4 cazuri/2,8%, dupa 49 — 15 cazuri/10,5%;

- Scor +3: pana la 49 — 29 cazuri/20,3%, dupa 49 — 49 cazuri/34,3%.

in raport cu varsta de asemenea nu s-au determinat corelatii statistic veridice (rs= -0,09,
p<0,15).

Efectuand o analiza sumara a expresiei ER si PR am determinat, ca in 26 cazuri/18,2%

expresia acestor receptori este radical una diferita (tab.3.6).
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Tabelul.3.6. Studiul comparativ al expresiei receptorilor ER si PR in carcinomul mamar

ductal invaziv de tip NOS, la nivel de tumoarea primara.

Expresie Cazuri
(dupa ERtm) Scorul Allred
n %
ERtm PRtm
0 0 17 11,9
Negativa 0* L 3 2,1
0* 2 2 1,4 *8 (5,6%0)
0* 3 3 2,1
1* 0 3 2,1
1 1 1 0,7
1 3 2 1,4
2* 0 2 1,4
2 1 3 2,1
Pozitiva 2 2 3 2,1 *18 (12,6%)
2 3 7 4,9
3* 0 13 9,1
3 1 4 2,8
3 2 14 9,8
3 3 66 46,2
Total 143 100,0 | *26 (18,2%)

Nota: Prin * sunt selectate cazurile cu expresie diferita (opusa) a ER fatd de PR.

Tabelul.3.7. Corelatia dupa Spearman a gradului de expresie a receptorilor hormonali ER

si PR, si gradului de diferentiere al carcinoamelor mamare ductal invazive de tip NOS.

Grad de
ER PR diferentiere
n=143
ER
rs 0,48 -0,11
p 0,0001* 0,10
PR
rs 0,48 -0,12
p 0,0001* 0,08

Is—coeficientul de corelatie Spearman. *Valori statistic semnificative.
Astfel in 8 cazuri/5,6% de tumori ER negative, receptorul pentru PR a fost cuantificat drept
pozitiv si invers, n 18 cazuri/12,6% de carcinom ER pozitiv, celulele tumorale nu au prezentat

receptorul pentru PR.
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143 0,665423 0,574448 0,525034 0,275661

Fig.3.9. Testul de regresie liniara: relatie direct proportionala dintre valoarea ER si PR, rezultata

cu corelatie de talie rezonabila.

Prin compararea expresiei acestor markeri, am determinat valori statistic semnificative de
diferentd, testul t-Student rezultand cu t=3,1 la un p<0,002.

Dat fiind faptul, ca receptorii pentru estrogeni sunt utilizati de rand cu PR in definirea
grupului hormon-dependent de tumori, am corelat valorile Allred al acestora, si in plus am
verificat corelatia cu gradul de diferentiere (tab.3.7). Astfel am determinat, ca valoarea expresiei
PR 1in studiul nostru este in functie de expresia ER (si invers). Ambii markeri au demonstrat insa
valori de corelare sub nivelul de credibilitate statisticd in raport cu gradul de diferentiere al
tumorii.

Faptul ca valoarea PR este influentatd de ER a demonstrat-o si testul de regresie liniara
(Fig.3.9).

Expresia ER si PR in metastazele limfonodale. Tn acest studiu au fost cuantificate doar
cazurile 1n care metastaza limfonodala prezenta nu mai putin de 1000 celule tumorale, cu sediu
intranodal. Astfel, studiului comparativ — tumoarea primara vs metastaza limfonodala au fost

supuse 95 cazuri.
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Receptorul ER a fost considerat negativ in 24 cazuri/25,3%, iar in restul metastazelor a
prezentat scor Allred pozitiv precum: +1 — in 7 cazuri/7,4%, +2 — 14 cazuri/14,7%, +3 — 50
cazuri/52,6%. Comparand valorile Allred pentru ER din tumoarea primara vS metastaza am
determinat ca in 7 cazuri/7,4% expresia ER se schimba 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 varstd, 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, s-a determinat ca
expresia ER in metastaza este puternic influentatd de valoarea sa in tumoarea primara (test de
regresie liniard: R=0,85, R?=0,73).

Receptorul PR a fost evaluat cu scor ,,0” in 29 cazuri/30,5%, +1 — in 6 cazuri/6,3%, +2 —
13 cazuri/13,7% si +3 — 47 cazuri/49,5%. Similar receptorului ER, valoarea PR din metastaza
este influentatd de tumoarea primard (test de regresie: R=0,70, R?=0,49). Prin compararea
valorilor pentru PR de ambele localizdri, am determinat cd acesta s-a schimbat radical in 16
cazuri/16,8%, si anume 1n 6 cazuri/6,3% din negativ in pozitiv si in 10 cazuri/10,5% din pozitiv
in negativ.

Identic cu ER, transferurile de scor pentru PR au fost inregistrate doar la tumori cu grad G2
st G3 de diferentiere, fiind inregistrate n ambele grupe de varsta.

Eseul statistic de comparare a valorilor PR de ambele localizéri nu a determinat valori
semnificative, fiindca indicele t-Student a fost inregistrat la un t=1,28, cu p<0,207. Comparand
valorile receptorilor hormonali ER, PR de ambele localizdri am determinat ca din cele 7
cazuri/7,4% cu transfer de valoare pentru ER (Anexa 1) in 4 din ele PR a fost stabil, si invers,
instabil in 3 cazuri in urma metastazarii (Fig.3.10).

In urma analizei 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 (Anexa 1,

Fig.3.10).
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Fig.3.10. Carcinom ductal invaziv, G3, pacienta de 52 ani. Tumoarea primara (A) si

metastaza limfonodald (B) colorate simultan pe aceeasi lama pentru ER (I) si PR (II),
contracolorare hematoxilind 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. In studiul dat au
fost examinate 18 tumori de la paciente cu varsta cuprinsa intre 45-78 ani, la care histologic s-a
stabilit diagnosticul de carcinom mamar lobular invaziv. Aceste tumori in majoritatea cazurilor
au fost slab diferentiate, si repartizate dupa grad precum: G1 — 2 cazuri/11,1%, G2 — 6
cazuri/33,3%, G3 — 10 cazuri/55,6%. Din cele 18 tumori examinate, doar una sa referit la grupul
de varsta de pana la 49 ani, fiind evaluata cu gradul G2 de diferentiere.

Histologic aceste tumori au fost reprezentate de celule solitare dispersate sau aranjate intr-0
singura linie in stroma intens fibrozata (Fig.3.11). 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, pleomorfic si tubular.
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Fig.3.11. 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.

Receptorul pentru ER in tumoarea primara a avut o expresie negativa in 4 cazuri/22,2% si
pozitivd in 14 cazuri/77,8%, cu urmatoarea repartizare dupa scorul Allred: +2 — in 3
cazuri/16,7%, +3 — 11 cazuri/61,1% (tab.3.8).

Gradul de diferentiere a fost repartizat dupa scorul Allred pentru ER in felul urmator:

- Scor Allred 0: G2 — 2 cazuri/11,1%, G3 — 2 cazuri/11,1%;

- Scor Allred +2: 3 tumori, fiecare cu grad aparte de diferentiere, G1, G2, G3 (in final

5,6% fiecare);
- Scor Allred +3: G1 — 1 caz/5,6%, G2 — 13 cazuri/16,7%, G3 — 7 cazuri/38,9%.

De mentionat ca scorul +1 nu a fost atribuit nici unui caz. Unicul caz cu varsta cuprinsa de

pana la 49 ani, a fost evaluat cu scorul +2. Aproximativ aceiasi repartizare dupa scorul expresiei

a fost determinat si in cazul receptorului pentru progesteron (tab.3.9).
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Tabelul.3.8. Expresia ER vs gradul de diferentiere al tumorii.

ERtm Cazuri
Gradul de
(scorul
diferentiere n %
Allred)
0 G2 2 11,1
0 G3 2 11,1
2 Gl 1 5,6
2 G2 1 5,6
2 G3 1 5,6
3 Gl 1 5,6
3 G2 3 16,7
3 G3 7 38,9
Total 18 100

Tabelul.3.9. Expresia PR vs gradul de diferentiere al tumorii.

PRtm Cazuri
Gradul de
(scorul
diferentiere n %
Allred)
0 G2 2 11,1
0 G3 3 16,7
2 Gl 1 5,6
2 G2 2 11,1
2 G3 1 5,6
3 Gl 1 5,6
3 G2 2 11,1
3 G3 6 33,3
Total 18 100

Astfel cazurile au fost repartizate precum urmeaza: scor 0 — 5 cazuri/27,8%, scor +2 — 4
cazuri/22,2%, scor +3 — 9 cazuri/50%. Au fost inregistrate aproximativ aceleasi relatii dintre

gradul de diferentiere al tumorilor si scorul pentru PR, precum anterior cu ER (tab.3.9).
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Prin compararea valorilor expresiei markerilor ER si PR, am constatat un singur caz
(5,6%) de diferenta 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”. (tab.3.10). Totodata
testul de regresie a sustinut o asociere puternica, statistic semnificativa dintre valorile ER si PR
(R=0,87, R*=0,76), suplimentar sustinut prin testul t-Student (t=1,46, p<0,163). Testele statistice
nu au confirmat asocieri semnificative dintre expresia ER, PR cu varsta si gradul tumorii.
Singura corelatie semnificativa statistic s-a determinat la compararea gradului de diferentiere si
varstei pacientelor (rs=0,6, p<0,007).

Expresia receptorilor ER si PR dupa metastazare. Receptorul ER a fost determinat in 13
cazuri/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.

5

-
-—-"

ERmt

Pride

L J Data

—> Y =0,08805 +
-2 0,77987*X

------- 95% Confidence (Data)

95% Confidence (Line)

ERtm

n A B R R?
18  0,08805 0,779874 0,771035 0,594494

Fig.3.12. Testul de regresie liniara: relatie direct proportionala dintre valoarea ER de ambele

localizari, rezultatd cu corelatie de talie Tnalta.

Acest caz a fost raportat cu grad G1 de diferentiere si varsta ,,dupd 49”. Trebuie de
mentionat ca acest caz s-a asociat cu transfer identic al expresiei receptorului PR (tab.3.10).

Comparand valorile ER de ambele localizari nu am determinat deosebiri semnificativ statistice
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(t=1,94, p<0,068). Mai mult, valoarea receptorului pentru ER din metastaza a fost in functie de
valoarea sa 1n tumoarea primara (Fig.3.12).
Tabelul.3.10. Expresia receptorilor hormonali ER si PR in tumoarea primara si metastaza

limfonodala: studiu comparativ, raportat la grupa de varsta si gradul de diferentiere al tumorii.

Expresia Scorul Allred
Grupa de
(dupa Grad n %
ERtm | ERmt | PRtm | PRmt varsta
ERtm)
0 0 0 0 G2 dupa 49 2 11,1
negativa
0 0 0 0 G3 dupa 49 2 11,1
2 0 2 0 Gl dupa 49 1 5,6
2 3 0 0 G3 dupa 49 1 5,6
2 3 3 3 G2 | panala49 1 5,6
3 1 3 3 G3 dupa 49 1 5,6
3 2 2 2 G3 dupa 49 1 5,6
3 2 2 3 G2 dupa 49 1 5,6
pozitiva 3 2 3 1 G3 dupa 49 1 5,6
3 2 3 2 G1 dupa 49 1 5,6
3 2 3 3 G3 dupa 49 1 5,6
3 3 2 3 G2 dupa 49 1 5,6
3 3 3 0 G3 dupa 49 1 5,6
3 3 3 1 G2 dupa49 1 5,6
3 3 3 3 G3 dupa 49 2 11,1
Total 18 100

ERtm, PRtm — valoarea scorului Allred pentru ER si PR in tumoarea primara; ERmt, PRmt
— valoarea scorului Allred pentru ER si PR in metastaza, Grad — gradul de diferentiere al

tumorii.

Repartizarea cazurilor dupa expresia receptorului PR in metastaza a fost urmatoarea: 7
cazuri (38,9%) PR negativ si 11 cazuri (61,1%) PR pozitiv. La compararea expresiei PR de
localizare primara si metastatica am determinat 2 cazuri (11,1%) de transfer al expresiei din
pozitiv in negativ, insd similar receptorului ER nu s-au determinat diferente semnificativ

statistice la suprapunerea valorilor de expresie a PR de localizari diferite (t=1,72, p<0,103). Mai
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mult, valoarea expresiei PR 1n metastaza fiind in functie de valoarea PR din tumoarea primara
(testul de regresie liniard: R=0,67, R?=0,45).

Prin evaluarea comparativa a cazurilor de transfer ER si PR am determinat, cd 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 (tab.3.10,
Fig.3.13).

Fig.3.13. Tumori lobular invazive, marcate pentru ER (carcinom G1) si PR (carcinom G3),

contracolorare cu hematoxilina Lille, x7. De notat, ca in ambele cazuri tumorile primare sunt

intens hormon-pozitive, iar metastazele limfonodale hormon-negative.

Diferentele statistice dintre tipul ductal si lobular de carcinom mamar invaziv dupd ER,
PR. Desi aceste tipuri de carcinom au trasaturi histologice distincte, am considerat oportun de a
evidentia si diferentele de expresie a receptorilor hormonali pentru ER si PR. Desi valorile medii

de expresie al acestor receptori par a fi diferite pentru carcinomul ductal si lobular, prin
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efectuarea testului ANOVA nu am constatat diferente semnificativ statistice dintre valorile ER si

PR in functie de tipul histologic (tab. 3.11).

Tabelul 3.11. Analiza dispersionalda (ANOVA, metoda LSD) a valorilor expresiei ER si PR de

diversa localizare 1n functie de tipul histologic al carcinomului mamar.

PRmt | PRmt | ERmt | PRtm | ERmt | PRtm | ERtm | ERtm M=ES

lobul | ductal | lobul | lobul | ductal | ductal | lobul | ductal
:DOF;TIt 0,633 | 0,821 | 0,821 | 0,633 | 0,616 | 0,821 | 0,616 | 1,5+0,326
ZECT;I no 0,633 | 0,633 | 0,357 | 0,326 | 0,633 | 0,326 | 1,58+0,134
E)Ismt no no ---- 10,821 | 0,633 | 0,616 | 0,821 | 0,616 | 1,78+0,298
E)'ELT no | no | no | - | 0633|0616 | 0821 | 0,616 | 1,94:0308
Elirt“atl no | yes | no | no | -—— | 032 | 0633|0326 | 1,950,130
SEJ’QI no yes no no no 0,616 | 0,291 | 1,98+0,106
E)E:[Jrln no no no no no no 0,616 | 2,170,294
iig‘l yes yes no no yes yes no -—--- | 2,29+0,097

M=ES — media aritmeticat+eroarea standard; prin Bold — valoarea indicelui t; yes, no

prezenta sau absenta diferentelor semnificativ statistice la compararea mediilor, la un prag de

semnificatie p<0,05.

In sumar:

1. In studiu au fost incluse carcinoamele mamare invazive de tip ductal NOS si lobular.

Acestea in majoritatea cazurilor au avut un grad G2 si G3 de diferentiere. Odata cu

inaintarea in varsta scade gradul de diferentiere al tumorilor mamare invazive.

Carcinoamele incluse in studiu in majoritatea cazurilor au fost estrogen si progesteron

pozitive. Valoarea expresiei in metastaza limfonodald este influentatd de tumoarea

primara. Valoarea PR este in asociere cu gradul expresiei ER.

Receptorii hormonali pentru ER si PR nu sunt stabili pe parcursul metastazarii, iar

receptorul pentru PR demonstreaza o ratd net superioard a instabilitatii fatd de ER.

Transferurile de scor au loc doar la cazuri cu grad G2 si G3 de diferentiere.

Valoarea expresiei receptorilor ER si PR nu este in functie de tipul si gradul histologic

al tumorii si nu este influentatd de varsta pacientelor.
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3.3. Stabilitatea receptorului HER2 in procesul metastatic

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. Tumoarea primard. in acest studiu au fost incluse
143 de cazuri de carcinom tip NOS. In baza recomandairilor ASCO (2013) cazurile evaluate cu 0
si +1 au fost considerate negative, iar cele cu +2 si +3 — pozitive [97]. In urma analizelor
statistice efectuate am determinat, ca carcinomul ductal invaziv nu expreseaza 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% (tab.3.12).

Tabelul.3.12. Expresia HER2 in functie de gradul de diferentiere al tumorii si varsta

pacientelor.

HERE | gientoe | Vi | | %
0 Gl dupa 49 4 2.8
0 G1 panala49 | 1 07
0 G2 dupa 49 46 32.2
0 G2 panalado | 22 | 154
0 G3 dupado | 31 | 217
0 G3 | panala49 | 3 71
1 G2 dup 49 3 71
1 G2 panalad9 | 2 12
1 G3 dup 49 3 71
1 G3 panalad9 | 1 07
2 G2 dup 49 4 78
2 G2 panala49 | 3 71
2 G3 dupad9 | 1 07
2 G3 panalad9 | 3 21
3 G1 pana1a49 | 1 07
3 G2 dupa 49 6 47
3 G2 | panalad9 | 4 28
3 G3 dupado | 4 78
3 G3 pana1a49 | 1 07

Total 143 100
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In relatie cu grupul de vérsta am determinat ci in cazurile HER2 negative predomini
pacientele cu varsta ,,dupa 49” — 87 cazuri/60,8% fata de grupul ,,pana la 49” — 29 cazuri/20,3%.
In cazurile HER2 pozitive de asemenea au predominat pacientele din grupul ,,dupa 49” — 15
cazuri/10,5%, iar grupul de ,,pana la 49” a fost constituit din 12 cazuri/8,4%.

Pentru fiecare tip de scor HER2 s-au determinat toate 3 grade de diferentiere tumorala.
Este de mentionat ca gradul G1 in marea majoritate a sustinut scorul HER2 ,,0” — 5 cazuri/3,5%
si doar 1 caz/0,7% a coincis cu scorul HER2 ,,+3”.

In urma analizei de corelatie am determinat, ci odati cu inaintarea in varsta riscul de a face
tumoare HER2 pozitiva scade (rs= -0,2, p<0,009). O corelatie pozitiva, de talie slaba, dar statistic

semnificativa (r;=0,2, p<0,03) apare si la compararea varstei cu gradul de diferentiere (tab.3.13).

Tabelul.3.13. Corelatia dupa Spearman a valorilor expresiei HER2 in tumoarea primara si

metastaze, suplimentat in asociere cu varsta si gradul de diferentiere.

HER2tm | HER2mt | Varsta | Grad

HER2tm

rs 0,74 -0,2 0,01

p 0,0001 | 0,039 | 0,472
HER2mt

I's 0,74 -0,12 | 0,04

p 0,0001 0,125 | 0,358
Varsta

rs -0,18 -0,12 0,21

p 0,039 0,125 0,021

HER2tm, HER2mt — valoarea markerului HER2 in tumoarea primara si metastaza; Grad
— gradul de diferentiere al tumorii; rs — coeficientul de corelatie Spearman, p — pragul de

semnificatie statistica.

Metastaza limfonodala. 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 — 9 cazuri/9,4%. Similar sediului
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primar in ambele cazuri, pozitive si negative au predominat pacientele din grupa de varsta de

,.dupa 49”.
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Fig.3.14. Testul de regresie lineara: relatie direct proportionald dintre valoarea HER2tm din

tumoarea primard si HER2 din metastaza, corelatie foarte inalta.

Desi prin efectuarea testului t-Student am determinat, ca expresia HER2 din cele doua
localizari este diferitd statistic (t=2,12, p<0,036), dupa perfectarea testului Spearman am
concluzionat, cad valoarea HER2mt este influentatd puternic de nivelul markerului dat in
tumoarea primara (rs=0,74 la un p<0,0001), rezultat sustinut si prin testul de regresie (tab.3.13,
Fig.3.14).

Prin studierea comparativa a expresiei HER2 de ambele localizdri am determinat ca acest
receptor este instabil la metastazare, iar directia de transfer al expresiei este in 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 (tab.3.14, Fig.3.15).
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Tabelul.3.14. Studiul comparativ al expresiei HER2 in tumoarea primara vs metastaza

limfonodala
Expresie Scor n %
(dupa HER2tm) | HER2tm | HER2mt
0 0 67 69,8
0 1 3 3,1
negativa 0* 2 1 1,0
1 0 2 2,1
1 1 2 2,1
2* 0 6 6,3
2 2 1 1,0
pozitiva 2 3 1 1,0
3 2 5 5,2
3 3 8 8,3
Total 96 100

Nota: Prin * au fost selectate cazurile cu transfer de scor HER2 in urma metastazarii.
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Fig.3.15. Carcinoame ductal invazive: expresia comparativd a HER2 in tumoarea primara

VS metastaza limfonodala (contracolorare cu hematoxilina Lille, x40). De notat, ca directia de

transfer al expresiei a fost in majoritatea cazurilor de la pozitiv spre negativ (A), rareori invers

(B).
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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 ,,+2” — 3 cazuri/16,7%.

In relatie cu gradul histologic, am determinat ci gradul G1 (2 cazuri/11,1%) este intalnit
doar printre cazurile HER2 negative, iar in grupul HER2 pozitiv sunt doar tumori slab
diferentiate (G2 si G3) (tab.3.16).

Dupa repartizarea acestor cazuri la categorii de varsta am realizat ca majoritatea tumorilor,
atat HER2", cat si HER2" au fost prelevate de la paciente ,,dupi 49” ani. Un singur caz/5,6% de
,»pand la 49” ani, a fost cuantificat drept HER2 ,,0” si grad G2 de diferentiere.

Corelatii statistic semnificative dintre scorul HER2, varsta pacientelor si gradul histologic
nu au fost inregistrate (tab.3.16). Corelatie pozitiva de talie rezonabilad s-a determinat la asocierea

varstei pacientelor si gradul de diferentiere (1=0,57, p<0,007).

Tabelul 3.15. Forta de asociere a valorilor markerului HER2 de diversa localizare, varsta si

gradul de diferentiere al tumorii: corelatie dupd Spearman.

HER2tm | HER2mt Varsta Grad

HER2tm

rs 0,50 0,03 -0,03

p 0,017 0,453 0,460
HER2mt

rs 0,50 -0,13 0,06

p 0,017 0,303 0,404
Varsta

rs 0,03 -0,13 0,57

p 0,453 0,303 0,007
Grad

rs -0,03 0,06 0,57

p 0,460 0,404 0,007

Cu Bold sunt selectate cazurile statistic semnificative (p<0,05); rs— coeficientul de

corelatie Spearman; Grad — gradul de diferentiere al tumorii.
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Metastaza limfonodali. 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

HER?2 ,,+2”, care a corespuns gradului histologic G2 si varsta ,,dupa 49” (tab.3.16).

Tabelul.3.16. Expresia receptorului HER2 in tumoarea primara si metastaza limfonodala,

in functie de gradul histologic al tumorii si varsta pacientei.

Expresie Gradul expresiei Cazuri
Gradul de | Grupade
(dupa
HER2tm | HER2mt | diferentiere varsta n %
HER2tm)
0 0 Gl dupa 49 1 5,6
0 0 G2 dupa 49 3 16,7
0 0 G2 pana la 49 1 5,6
negativa 0 0 G3 dupa 49 6 33,3
0 1 Gl dupa 49 1 5,6
0 1 G3 dupa 49 2 11,1
1 1 G3 dupa 49 1 5,6
2% 0 G2 dupa 49 1 5,6
pozitiva 2* 1 G3 dupa 49 1 5,6
2 2 G2 dupa 49 1 5,6
Total 18 100,0

Cu * sunt selectate cazurile de transfer de scor HER2.

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). Mai mult, testul de regresie a
cuantificat o asociere pozitiva, direct proportionala intre valorile HER2 (Fig.3.16).

Prin compararea expresiei 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 (tab.3.16).
Cazurile HER2 negative din tumoarea primard nu au achizitionat expresie pozitiva in

microambianta limfonodala.
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Fig.3.16. Testul de regresie lineara dintre HER2 cu localizare primara si limfonodala:

relatie direct proportionald intre variabile.

Diferentele statistice intre tipul ductal si lobular de carcinom mamar invaziv dupa
HERZ2. Prin compararea valorilor HER2 de diversa localizare in functie de tipul histologic al
tumorii am stabilit cd expresia acestui receptor nu este in functie de morfologia carcinomului
mamar (tab.3.17).

Tabelul 3.17. Analiza dispersionala (metoda LSD) a expresiei receptorului HER2 in

functie de tipul histologic al carcinomului mamar.

HER2mt | HER2tm HER2mt HER2tm
M=ES
lobular lobular ductal ductal
HER2mt lobular | 0,39+0,14 0,66* 0,51* 0,51*
HER2tm lobular | 0,39+0,18 no 0,51* 0,51*
HER2mt ductal 0,48+0,10 no no 0,29*
HER2tm ductal 0,61+0,11 no no no

M=ES — media aritmeticiteroarea standard; prin * — valoarea indicelui t; yes, no —
prezenta sau absenta diferentelor semnificativ statistice la compararea mediilor, la un prag de

semnificatie p<0,05.
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In sumar:

1. Carcinoamele mamare ductal invaziv de tip NOS si lobular invaziv sunt preponderent
HER?2 negative atat la nivel de tumoare primara, cat si metastaza.

2. Cu inaintarea in varsta scade gradul de diferentiere al carcinoamelor invazive si riscul
de a genera tumori ductal invazive HER2 pozitive.

3. Expresia HER2 din tumoarea primara a carcinomului ductal invaziv tip NOS, difera de
cea din metastaza limfonodala. Testul de regresie liniard sustine insa, cd valoarea
HER2 din metastaza este dependenta de expresia HER2 in tumoarea primara.

4. Receptorul HER2 nu este stabil pe parcursul metastazarii in ambele tipuri de cancer
studiate, preponderent fiind inregistratd pierderea acestuia dupad metastazare in nodul
limfatic.

5. Valoarea expresiei HER2 nu este in functie de tipul histologic al carcinomului mamar.

3.4. Evolutia markerilor bazali CKS si EGFR

Evolutia citokeratinei bazale CK5. Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS.
Tumoarea primard. Expresia citokeratinei bazale CKS5 a fost studiatd pe un lot de 135 tumorsi.
Pacientele au fost repartizate dupa grupa de varstd precum urmeaza: ,,pana la 49” — 37
cazuri/27,4% si ,,dupa 49” — 98 cazuri/72,6%.

Carcinomul ductal invaziv in majoritatea cazurilor a fost evaluat drept CK5 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%. In relatie cu grupul de vérsta am determinat
cd in cazurile cu expresie negativa predomina tumorile din grupul ,,dupa 49” — 89 cazuri/65,9%,
urmat de 30 cazuri/22,2% din grupul ,,pana la 49”. O usoara prevalenta a cazurilor ’dupa 49”
fatd de ,,pana la 49 s-a evidentiat si in cazul tumorilor CK5 pozitive — 9 cazuri/6,7% fatd de 7
cazuri/5,2%.

Majoritatea tumorilor cercetate au fost echivalate gradului G2 si G3 de diferentiere
(tab.3.18). Gradul G1 a fost cuantificat in 5 tumori, dintre care 4 cazuri/3%, toate cu varsta de
»dupa 49” au corelat cu CKS5 negativ si un caz/0,7% de ,,pand la 49” a fost atribuit tumorii cu
scor CK5 +2.

La asocierea scorului CK5 cu variabilele de grad si varstd am determinat ca valoarea
expresiei citokeratinei bazale coreleaza direct cu gradul histologic (1s=0,03, p<0,37) si invers fata
de varsta pacientelor (rs= -0,12, p<0,08). Insa acesti indici de corelatie nu au avut o valoare

semnificativ statistica.
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Tabelul 3.18. Expresia ciokeratinei bazale CK5 din tumoarea primara (CK5tm), in functie

de gradul de diferentiere al carcinomului si varsta pacientelor.

Gradul de | Grupade Cazuri
CKStm diferentiere Vﬁfsté n %
0 Gl dupa 49 4 3,0
0 G2 dupa 49 53 39,3
0 G2 pana la 49 22 16,3
0 G3 dupa 49 32 23,7
0 G3 pana la 49 7 5,2
1 G2 dupa 49 3 2,2
1 G2 pana la 49 4 3,0
1 G3 dupa 49 2 1,5
2 Gl pana la 49 1 0,7
2 G2 pana la 49 2 15
2 G3 dupa 49 2 1,5
3 G2 pana la 49 1 0,7
3 G3 dupa 49 2 1,5
Total 135 100,0

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%.
In relatie cu grupa de varsti, metastaze CK5 negative mai frecvent au fost intalnite la femei de

,dupa 49” (61 cazuri/66,3%), decat la cele de ,,pani la 49” — 22cazuri/23,9%.

Tabelul 3.19. Calcularea indicilor de corelatie a expresiei CKS5 de diversa localizare cu

varsta si gradul de diferentiere al tumorii.

CK5tm CK5mt Varsta Grad

CK5tm

I 0,62 -0,10 0,05

p 0,0001 0,173 0,331
CK5mt

I 0,62 -0,03 0,01

p 0,0001 0,388 0,461
Varsta

Is -0,10 -0,03 0,22

p 0,173 0,388 0,016
Grad

I's 0,05 0,01 0,22

p 0,331 0,461 0,016

rs — coeficientul de corelatie Spearman; Grad — gradul de diferentiere al tumorii. Cu Bold

sunt selectate rezultatele semnificativ statistic (p<0,05).

89



Cazurile CK5 pozitive au fost repartizate aproximativ egal — 5 cazuri/5,4% dupa 49 si 4
cazuri/4,4% pana la 49 ani.
Eseul statistic a evidentiat ca expresia CKS5 in metastaza este in functie de valoarea CKS5 1n

tumoarea primard, indicele de corelatie indicand valori rezonabile, semnificativ statistice

(rs=0,62 la un p<0,0001) (tab.3.19).
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Fig.3.17. Testul de regresie liniara: relatie direct proportionala dintre valorile CK5 la nivel

de tumoare primara si metastaza limfonodala, rezultata cu corelatie de talie inalta.

Aceste rezultate sunt confirmate si prin testul de regresie, unde expresia CKS5 la nivel
metastatic a variat Tn concordantd cu valoarea CKS5 din tumoarea primara (Fig.3.17).

La compararea valorilor de expresie a CK5 de ambele localizdri nu am primit diferente
semnificativ statistice (t=1,30 la un p<0,20). O corelatie pozitiva, de valoare joasd, dar statistic
semnificativd s-a determinat la compararea varstei cu gradul de diferentiere al tumorii (rs=0,22,
la un p<0,016). La compararea expresiei CK5 de ambele localizari am determinat 8 cazuri/8,8%
de transfer de scor, majoritatea (6 cazuri/6,6%) evoluand cu pierderea expresieci CKS5 Ia
metastazare (tab.3.20, Fig.3.18). Din acestea, majoritatea (6 cazuri/6,6%) au prezentat pierderea

expresiei CKS5 dupa metastazare.
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Tabelul 3.20. Studiul comparativ al expresiec CK5 in tumoarea primara vs metastaza

limfonodala.
Expresia % de
(dupa | CK5tm | CK5mt n % transfer de

CKb5tm) scor

0 0 v 837 2 cazuri/
negativa 0 1 1 11 229

0 2 1 11

1 0 3 3,3

1 1 1 11

1 3 1 11
pozitiva 2 0 3 3,3 6 cazuri/

2 1 1 1,1 6,6%

2 2 1 11

3 1 1 11

3 3 2 2,2

Total 92 100,0

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor CK5 in urma metastazarii.

. 3
SRl

Fig.3.18. Carcinoame ductal invazive: expresia comparativa a citokeratinei bazale CK5 in
tumoarea primara vs metastaza limfonodald. De notat, ca directia de transfer al expresiei este in
majoritatea cazurilor de la pozitiv in negativ (B, imagine inversata NIS-elements), rareori invers

(A, contracolorare cu hematoxilina Lille, x40).
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Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primara. Acest tip de tumori a fost
caracterizat prin expresie majoritara negativa a citokeratinei bazale CKS5. Din 18 cazuri analizate,
16 cazuri/88,9% au fost evaluate cu scor ,,0” si doar 2 cazuri/11,1% cu scor +2.

In raport cu gradul histologic am determinat ca majoritatea tumorilor CK5 negative au un
grad scazut de diferentiere (G2 — 5 cazuri/27,8%, G3 — 9 cazuri/50%) si doar 2 cazuri/11,1% au
fost carcinoame diferentiate G1. Cele 2 cazuri CKS5 pozitive au fost evaluate cu G2 si G3.

Testul de corelatie nu a evidentiat careva asocieri statistic semnificative dintre CK5 cu
varsta si gradul de diferentiere. In schimb, ultimii 2 parametri au prezentat o corelatie de talie
rezonabila (r:=0,57, p<0,007) (tab.3.21).

Metastaza limfonodali. 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 CK5 de ambele localizari a fost evaluatd cu o corelatie de
talie Tnalta, statistic semnificativa (rs=0,65, la un p<0,002). Diferente statistice dintre expresia
CKS5 in tumoarea primara si metastaza nu s-au determinat (t= -0,81, p<0,43). Mai mult, testul de
regresie a sustinut o relatie ,,cauza-efect” inaltda compararea celor 2 valori de expresie CK5

(Fig.3.19).
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Fig.3.19. Corelatie inalta a valorilor CK5 din metastaza limfonodala cu expresia CKS5 in

tumoarea primara: test de regresie lineara.
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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
(tab.3.21). Aceste cazuri au fost raportate la tumori cu grad G2 si G3. Cazuri de pierdere a
expresiei CK5 la metastazare nu s-au semnalat.

Tabelul 3.21. Stabilitatea expresiei CK5 pe parcursul metastazarii.

. %
Expresie .
(dupd | CK5tm | CKsmt | Sradde | Grupade | op | Cazurilor
diferentiere varsta de
CK5tm) ’
transfer
0 0 G1 dupa 49 2 11,1
0 0 G2 dupa 49 5 278 |,
negativa 0 0 G3 dupaz 49 7 38,9 /11,1%
0 1 G3 dupa 49 1 5,6
0 2 G3 dupa 49 1 5,6
v 2 1 G2 dupa 49 1 5,6 ]
poztiiva 1775 2 G3 dupi 49 1 5,6
Total 18 100,0

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor.

Diferentele statistice dintre tipul ductal si lobular de carcinom mamar invaziv dupa
expresia CK5. In urma analizei de varianti a valorilor CK5 in functie de tipul histologic nu am
determinat diferente semnificativ statistice dintre expresia citokeratinei bazale in cazurile de

carcinom mamar ductal invaziv (tip NOS) si lobular infiltrativ (tab.3.22).

Tabelul 3.22. Compararea expresiei CK5 din tumoarea primara si metastaza limfonodala in

functie de tipul histologic al carcinomului mamar: testul ANOVA.

CK5mt CK5tm CK5tm CK5mt
M=ES ductal lobular ductal lobular
CK5mt ductal 0,18+0,07 0,34* 0,19* 0,34*
CK5tm lobular 0,22+0,15 no 0,34* 0,44*
CK5tm ductal 0,26+0,07 no no 0,34*
CK5mt lobular 0,33+0,16 no no no

M=ES — media aritmeticiteroarea standard; prin * — valoarea indicelui t; yes, no —
prezenta sau absenta diferentelor semnificativ statistice la compararea mediilor, la un prag de

semnificatie p<0,05.
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In sumar:

1. Carcinoamele invazive de tip ductal (NOS) si lobular In majoritatea cazurilor sunt CK5
negative.

2. Citokeratina bazala CKS5 este instabila pe parcursul metastazarii carcinomului ductal
invaziv tip NOS, aceasta manifestandu-se atat in directia achizitiondrii, cat si pierderii
expresiei, ultimul tip de transfer constituind majoritatea.

3. In cazul carcinomului lobular invaziv se determina doar achizitionarea de citre celulele
tumorale a CK5 dupa metastazare. Rezultatele necesitd o confirmare suplimentara din

partea altor cercetatori pe loturi de cazuri semnificativ mai mari.
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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 dupa scor precum urmeaza: scor +1 — 10 cazuri/15,4%, +2 —
15 cazuri/23,1% si +3 — 4 cazuri/6,2%. Cazurile selectate au fost gradate histologic si numeric au
constituit: G1 — 2 cazuri/3,08%, G2 — 35 cazuri/53,85% si G3 — 28 cazuri/43,07%. De remarcat,
ca ambele cazuri G1 au fost EGFR negative.

Grupul de varsta ,,dupd 49” a fost majoritar in ambele cohorte, EGFR pozitiva si negativa
(tab.3.23).

Tabelul 3.23. Repartizarea cazurilor dupa scorul EGFR, gradul histologic si grupa de varsta.

Expresie | EGFRtm C.;radul-de GrlAJpavde n %
diferentiere varsta
0 Gl dupa 49 1 1,5
0 Gl pana la 49 1 15
negativa 0 G2 dupa 49 13 20,0
0 G2 pana la 49 7 10,8
0 G3 dupa 49 12 18,5
0 G3 pana la 49 2 3,1
1 G2 dupd 49 5) 7,7
1 G2 pana la 49 1 15
1 G3 dupd 49 2 3,1
1 G3 pana la 49 2 3,1
pozitiv 2 G2 dupa 49 3 4,6
2 G2 pana la 49 4 6,2
2 G3 dupa 49 7 10,8
2 G3 pana la 49 1 1,5
3 G2 dupa 49 2 3,1
3 G3 dupa 49 2 3,1
Total 65 100,0

Studiul statistic a pus in evidenta o corelatie slaba, dar statistic semnificativa dintre gradul
histologic si varsta pacientelor incluse in studiu (rs=0,23, p<0,03). EGFR raportat la varsta (rs= -
0,04, p<0,36) si gradul histologic (r:=0,13, p<0,14) insa nu a determinat corelatii semnificativ
statistice.

Metastaza limfonodala. 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%. Tumorile au fost prelevate de la paciente din urmatoarele grupe de varsta:
pana la 49 — 10 cazuri/26,3% si dupa 49 — 28 cazuri/73,7%. Majoritatea tumorilor de grupa
,»pana la 49” — 8 cazuri/21,1%, au fost evaluate cu scor EGFR negativ (tab.3.24, 3.26).
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Testul t-Student nu a identificat diferente statistic veridice dintre valoarea EGFR din
tumoarea primara vS metastazd (t= -1,96, p<0,06). Mai mult, valoarea numericd a acestui

receptor in metastaza este influentata pozitiv de scorul EGFR din tumoarea primara (Fig.3.19).

¢ Data e\ = 0,43103 + 0,64559*X
---- 95% Confidence (Data) —— 95% Confidence (Line)
5
4

EGFRtm

EGFRmt

n A B R R?
38  0,431034 0,645594 0,585801 0,343163

Fig.3.19.Scorul EGFR din metastaza limfonodala vs valoarea EGFR din tumoarea primara:
testul de regresie lineara reflecta o corelatie pozitiva, de talie rezonabila.

Tabelul 3.25. Forta de asociere a scorului EGFR de diversa localizare, cu gradul de
diferentiere al tumorii si varsta pacientelor

EGFRmt EGFRtm Grad Virsta

EGFRmt

Is 0,63 -0,04 | 0,20

p 0,0001 | 0,398 | 0,113
EGFRtm

I 0,63 0,15 | -0,02

p 0,0001 0,184 | 0,442
Grad

Is -0,04 0,15 0,40

p 0,398 0,184 0,007
Varsta

Is 0,20 -0,02 0,40

p 0,113 0,442 0,007

Grad — gradul de diferentiere al tumorii. Rezultatele semnificativ statistic sunt selectate
prin Bold. rs—coeficientul de corelatiec Spearman si semnificatia statistica (p).

96



La compararea valorilor EGFR de ambele localizari am determinat 6 cazuri/15,8% cu
transfer de scor. De mentionat, ca toate aceste transferuri au tinut de pierderea paternului pozitiv
in microambianta limfonodala si au fost repartizate egal dupa categoriile de varsta (tab.3.25,

Fig.3.20).

Tabelul 3.25. Expresia EGFR in functie de localizare si varsta.

i %
Ezﬂe?a EGFRtm | EGFRmt | Sradde | Grupade 0 o, | cazurilor
EGFlgtm) diferentiere varsta de
transfer
0 0 Gl pana la 49 1 26
negativa 0 0 G2 dupa 49 6 15,8
= 0 0 G2 pand la 49 4 10,5
0 0 G3 dupa 49 11 28.9
L 0 G3 péni la 49 1 26
2 0 G2 pani la 49 1 2,6
2 0 G3 dupi 49 2 53
2 0 G3 péni la 49 1 2.6
3 0 G3 dupi 49 1 26
1 1 G2 dupa 49 1 2,6 ] y
itiva Ana cazuri
pozttiva 1 1 G2 pan la 49 1 26 | 1580
1 1 G3 dupi 49 1 2,6
1 2 G3 dupi 49 1 2,6
2 2 G2 dupa 49 1 26
2 2 G2 pana la 49 1 26
2 2 G3 dupa 49 3 7.9
2 3 G2 dupi 49 1 2,6
Total 38 100,0

Cu Bold sunt selectate cazurile inregistrate cu transfer de scor in urma metastazarii.

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%), iar
cazurile cu expresie pozitivd au fost grupate dupa scor precum: +1 — 1 caz/5,6%, +2 — 2
cazuri/11,1% si +3 — 2 cazuri/11,1%. Toate cazurile au fost incluse in categoria de varsta de
,»dupa 49” ani.

In relatie cu gradul de diferentiere am determinat ci majoritatea tumorilor (16
cazuri/88,9%) au grad G2 si G3, si doar 2 tumori/11,1%, EGFR negative au avut grad G1
(tab.3.26).
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EGFR, +3. EGFR, +0.

Fig.3.20. 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).

Tabelul 3.27. Scorul EGFR in dependenta de localizare, grupa de varsta si gradul
histologic al tumorii.

%
Expresia cazurilor
(dupi | EGFRtm | EGFRmt d?fggl‘l’t'igfe n % cu
EGFRtm) ’ transfer
de scor
0 0 Gl 2 11,1
negativa 0 0 G2 5 27,8 -
0 0 G3 6 33,3
1 1 G3 1 5,6
2 0 G2 1 5,6 .
pozitiva 2 0 G3 1 5,6 ffleﬂ/r;
3 1 G3 1 5,6 '
3 2 G3 1 5,6
Total 18 100,0

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor.
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Eseul statistic de corelatie a determinat o asociere pozitivd, de talie rezonabila a scorului
EGFR cu varsta pacientelor (rs=0,45, p<0,031) (tab.3.27). Inca o corelatie de aceeasi

semnificatie S-a determinat la asocierea varstei si gradului de diferentiere (rs=0,57, p<0,007).

Tabelul 3.27. Forta de asociere dintre EGFR de diversa localizare cu gradul histologic al

tumorii si varsta pacientelor: corelatie dupa Spearman.

EGFRtm | EGFRmt | Varsta | Cradul de
diferentiere
EGFRtm
s 0,75 0,45 0,33
p 0,0001 0,031 0,091
EGFRmt
s 0,75 0,14 0,39
p 0,0001 0,289 0,06
Varsta
Is 0,45 0,14 0,57
p 0,031 0,289 0,007
Gradul de
diferentiere
Is 0,33 0,39 0,57
p 0,091 0,057 0,007

rs — coeficientul de corelatie Spearman; p — semnificatia statisticd. Cu Bold sunt selectate

cazurile cu semnificatie statisticd veridica (p<0,05).

Metastaza limfonodald. Majoritatea tumorilor la nivel metastatic au fost evaluate cu scor

EGFR zero — 15 cazuri/83,3% (tab.3.26).
La compararea valorilor EGFR de ambele localizari am determinat ca scorurile EGFR sunt
statistic diferite (t=2,12, la un p<0,05). Insi testul de corelatie a evidentiat o asociere pozitiva,
puternica dintre valorile EGFR din tumoarea primara ti metastaza (tab.3.27). Mai mult, testul de
regresie a subliniat ca valoarea EGFR din metastaza este direct proportionald cu scorul EGFR
din tumoarea primara (Fig.3.21).

Diferentele statistice a expresiei receptorului EGFR in tipurile ductal si lobular de
carcinom mamar invaziv. Prin compararea valorilor de expresie a EGFR in cele 2 tipuri de
carcinom incluse in studiu nu am determinat diferente semnificativ statistice. Astfel testul t-
Student a finalizat cu valori t= -0,41 (p<0,66) la compararea expresiei in tumorile primare si t= -

1,31 la un p<0,26 prin suprapunerea rezultatelor din metastazele limfonodale.
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¢ Data e = -5 47945E-03 + 0,37260*X
— 95% Confidence (Data) - --- 95% Confidence (Line)

2,5

EGFRmt

EGFRtm

N A B R R?

18 -0,0055 0,372603 0,742162 0,550804

Fig.3.21. Testul de regresie liniara: relatie direct proportionala dintre valorile EGFR la

nivel de tumoare primara si metastaza limfonodala, rezultata cu corelatie de talie inalta.

In sumar:

1. Carcinomul ductal invaziv tip NOS poate fi in egalda masura EGFR pozitiv sau negativ.
Gradul histologic al acestor tumori coreleaza pozitiv cu varsta pacientelor.

2. 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.

3. In cazul carcinomului lobular invaziv majoritatea o constituie tumorile EGFR negative,
atat la nivel primar, cat si metastatic.

4. 1In carcinomul lobular valorile EGFR sunt dependente de localizare, insa scorul EGFR
din metastaza este direct proportional la valoarea acestuia in tumoarea primara.

5. Nu existd diferente semnificativ statistice dintre carcinoamele invazive de tip ductal si

lobular privind expresia EGFR.
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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, colectate postoperatoriu de la femei de
varsta 33-86 ani (tab.3.28). Conform grupei de varstid pacientele au fost repartizate precum:
,,pana la 49 ani” — 29 femei/26,4% si ,,dupd 49 ani” — 81 femei/73,6%. In studiu 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%). Gradul G2 a fost reflectat majoritar In grupa de varsta de ,,dupa 49” — 42
cazuri/38,2% si dublu mai mic a fost descris la femei de ,,pand la 49” ani — 22 cazuri/20%.
Incidenta tumorilor cu grad G3 de asemenea a fost mai mare la paciente de varsta inaintata (35
cazuri/31,8%) fata de cele de ,,pana la 49” ani. Similar au fost repartizate si tumorile cu grad
inalt de diferentiere, G1: mai frecvent au fost intalnite in grupul de ,,dupa 49” ani (4 cazuri/3,6%)

in comparatie cu cazurile de ,,pana la 49” ani — 2 cazuri/11,8%.

Tabelul 3.28. Incidenta cazurilor dupa proliferarea celulara (marcata si redusa).

) ) Gradul de | Grupade
Proliferare Ki67 n %
diferentiere | varsta
>14 Gl dupa 49 1 0,9
>14 Gl pana la 49 1 0,9
>14 G2 dupa 49 19 17,3
marcata 54,5
>14 G2 pana la 49 11 10,0
>14 G3 dupa 49 23 20,9
>14 G3 pana la 49 5 45
<14 Gl dupa 49 3 2,7
<14 Gl pana la 49 1 0,9
redusa <14 G2 dupa 49 23 20,9 45,5
<14 G2 pana la 49 11 10,0
<14 G3 dupa 49 12 10,9
Total 110 100

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 semnificativ cu gradul de

101



diferentiere (rs=0,27, p<0,002). Totodata gradul histologic a corelat pozitiv si cu varsta (1rs=0,22,
p<0,01).

In grupul de varsta de ”pana la 49” ani valoarea medie a Ki67 a fost evaluata la 22,5+3,5,
cu mediana de 19. Valoarea acestui marker Tnsa nu a corelat statistic semnificativ nici cu varsta
pacientelor, nici cu gradul histologic al tumorii (tab.3.29).

La pacientele de varstd de ,,dupd 49 ani valoarea medie a Ki67 a fost de 20,8+2,3 iar
mediana de 14. Valoarea indicelui de proliferare a corelat pozitiv, statistic semnificativ cu varsta
pacientelor (rs=0,18, p<0,05) si gradul de diferentiere (r;=0,31, p<0,003).

Desi valorile medii si medianele variaza in dependentd de categoria de varsta, testul t-

Student nu a evidentiat valori statistic semnificative privitor la expresia Ki67 (t=0,38, p<0,71).

Tabelul 3.29. Valoarea medie, eroarea standard (M£ES) si mediana (Md) pentru markerul
nuclear Ki67 in tumoarea primara per total (110 cazuri) si dupa grupa de varsta. Corelatia

valorilor Ki67 vs varsta pacientelor si gradul de diferentiere al tumorii.

Total Pana la 49 ani Dupa 49 ani
Ki67 | Varsta | Grad | Ki67 | Varsta | Grad | Ki67 | Varsta | Grad
Ki67
rs 0,04 0,27 -0,25 | 0,18 0,18 0,31
n 110 110 29 29 81 81
p 0,35 | 0,002* 0,10 | 0,17 0,05* | 0,007*
Varsta
rs 0,04 0,22 | -0,25 0,03 0,18 0,08
n 110 110 29 29 81 81
p 0,35 0,01* | 0,10 0,44 | 0,05* 0,24
Gradul
s 0,27 0,22 0,18 | 0,03 0,31 0,08
n 110 110 29 29 81 81
p 0,002* | 0,01* 0,17 | 0,44 0,003* | 0,24
Ki67
M=ES Md M=ES Md M=ES Md
21,3+1,9 14,7 22,5+3,5 19 20,8+2,3 14

Nota: Grad - gradul de diferentiere al tumorii; rs — coeficientul de corelatie Spearman,

p — semnificatia statisticd; n — numarul de cazuri.
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In studiul dat cazurile cu proliferare marcata au constituit 54,5% (60 cazuri), fata de cele
cu proliferare redusi cu 45,5% (50 cazuri). In corelatie cu grupa de varsta am determinat ca,
indiferent de valoarea indicelui de proliferare, marcat sau redus, majoritatea in fiecare subgrup
au constituit-o pacientele de ,,dupa 49” ani (tab.3.29). De asemenea si gradul de diferentiere nu a
manifestat o careva afinitate la separarea cazurilor dupa expresia Ki67, majoritatea in ambele
subgrupe constituind-o tumorile G2.

Dat fiind faptul, ca expresia Ki67 a corelat pozitiv si statistic semnificativ cu gradul de
diferentiere a permis sd concluzionez ca, odata cu cresterea activitatii proliferative a celulelor
tumorale scade si gradul histologic al tumorii (tab.3.29). Insi trebuie de mentionat, ci in
subgrupul cu proliferare marcata au fost inregistrate 2 cazuri/1,8% de tumori inalt diferentiate si
invers, In subgrupul cu intensitate proliferativd redusd majoritatea cazurilor au constituit-0
tumorile slab diferentiate (G2 si G3).

Metastaza limfonodala. Studiului comparativ au fost supuse 88 cazuri. Varsta pacientelor
a variat de la 33 la 86 ani. Cazurile de ,,dupa 49” ani au constituit majoritatea (64 cazuri/72,7%)

in comparatie cu cele de ,,pana la 49” ani (24 cazuri/27,3%) (tab.3.30).

Tabelul 3.30. Corelatia valorilor Ki67 din metastaza vs varsta pacientelor si gradul de
diferentiere al tumorii. Valoarea medie, eroarea standard (M*+ES) si mediana (Md) pentru

markerul nuclear Ki67 in metastaza limfonodala per total (88 cazuri) si dupa grupa de varsta.

Total Péana la 49 ani Dupai 49 ani
Ki67 | Varsta | Gradul | Ki67 | Varsta | Gradul | Ki67 | Varsta | Gradul
Ki67
rs 0,05 0,13 -0,14 0,04 0,01 0,13
88 88 24 24 64 64
0,313 | 0,117 0,257 | 0,421 0,484 | 0,152
Varsta
0,05 0,24 | -0,14 -0,08 | 0,01 -0,01
88 88 24 24 64 64
0,313 0,011 | 0,257 0,351 | 0,484 0,475
Gradul
0,13 | 0,24 0,04 | -0,08 0,13 | -0,01
88 88 24 24 64 64
0,117 | 0,011 0,421 | 0,351 0,152 | 0,475
Ki67
M+ES Md M=ES Md M+ES Md
19,6424 12,7 17,3+4 .4 8,7 20,442.9 14

Nota: Gradul - gradul de diferentiere al tumorii; rs — coeficientul de corelatie Spearman,

p — semnificatia statisticd; n — numarul de cazuri.
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Valoarea medie a markerului Ki67 per 88 cazuri a constituit 19,6+2,4, iar mediana 12,7. In
grupul de varsta de ,,pana la 49” ani media markerului de proliferare a constituit 17,3+4,4, iar
mediana 8,7. In grupul de ,,dupd 49” ani media expresiei Ki67 a inregistrat valori de 20,4+2,9, cu
o mediand de 14. La compararea valorilor Ki67 din metastaza in dependentd de grupa de varsta
nu am determinat diferente statistic veridice (t=0,57, p<0,57).

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 mi-a permis sa
concluzionez, ca acest marker nu este expresat la fel si la nivelul nodului limfatic. Astfel am

stabilit 20 cazuri/22,8% de transfer al valorii Ki67 peste pragul de 14% definitivat.
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Fig.3.22. Carcinoame ductal invazive de tip NOS: evolutia Ki67 in procesul de
metastazare. In majoritatea cazurilor cu transfer de scor al Ki67, metastazele limfonodale au
prezentat activitate proliferativd mai redusa comparativ cu tumoarea primara (A). Doar in 5

cazuri (din 20) metastazele au prezentat un scor Ki67 mai mare fata de focarul primar (B).
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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. De mentionat, ca ambele tipuri de transfer au avut loc doar
la tumori cu grad G2 si G3 de diferentiere (Fig.3.22). In raport cu grupa de varstd am determinat,
ca diminuarea activitatii proliferative are loc atat la paciente de ,,pana la 49”, cat si ,,dupa 49”
ani, insd la ultimele de 2 ori mai frecvent (10 cazuri/11,4% vs 5 cazuri/5,7%). Cresterea expresiei

Ki67 dupa metastazare insa a fost inregistrata doar la paciente de ,,dupa 49” ani (tab.3.31).

Tabelul 3.31. Indicele de proliferare Ki67 din tumoarea primara (Ki67tm) vs metastaza

limfonodala (Ki67mt).
) %
Proliferare )
_ ) Grupa de cazurilor
(dupa Ki67tm Ki67mt Grad n %
) varsta cu transfer
Ki67tm)
de scor
>14 >14 dupa 49 Gl 1 1,1
>14 >14 dupa 49 G2 11 12,5
>14 >14 dupa 49 G3 16 18,2
>14 >14 pana la 49 Gl 1 1,1
>14 >14 pana la 49 G2 7 8,0 15 cazuri /
marcata
>14 >14 pana la 49 G3 1 11 17%
>14 <14 dupi 49 G2 5 5,7
>14 <14 dupa 49 G3 5 57
>14 <14 pana la 49 G2 3 3,4
>14 <14 panala49 | G3 2 2,3
<14 >14 dupi 49 G2 2 2,3
<14 >14 dupa 49 G3 3 34
<14 <14 dupa 49 Gl 2 2,3
5 cazuri/
redusa <14 <14 dupa 49 G2 11 12,5
5,7%
<14 <14 dupa 49 G3 8 9,1
<14 <14 pana la 49 Gl 1 1,1
<14 <14 pana la 49 G2 9 10,2
Total 88 100

Nota: Cu Bold sunt selectate cazurile cu activitate proliferanta instabila dupa metastazare.
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Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primard. In acest studiu au fost incluse 18
paciente, cu varsta cuprinsa Intre 45-78 ani. Evaluarea morfologicd a evidentiat in majoritatea
cazurilor tumori slab diferentiate, G3 (10 cazuri/55,6%), urmate dupa incidenta de cele G2 (6
cazuri/33,3%) si G1 (2 cazuri/11,1%) (tab.3.32).

Expresia markerului nuclear Ki67 in 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 marcata si 9 cazuri/50% cu proliferare redusa.

In relatie cu gradul de diferentiere, tumorile intens proliferante au fost estimate exclusiv cu
G2 (1 caz/5,6%) si G3 (8 cazuri/44,4%). La cazurile cu proliferare redusa au fost atribuite
carcinoame de toate 3 grade histologice: G1 — 2 cazuri/11,1%, G2 — 5 cazuri/27,8% si G3 in 2
cazuri/11,1%. Analiza statistica de corelatic a determinat o forta de asociere pozitiva, de talie
rezonabila dintre expresia Ki67 si gradul de diferentiere (rs=0,57, p<0,007) (tab.3.32).

Tabelul 3.32. Gradul de asociere dintre expresia Ki67 de diversa localizare, varsta

pacientelor si gradul histologic al tumorilor.

Ki67tm | Ki67mt | Varsta | Orodulde
diferentiere

Ki67tm

I's 0,70 0,37 0,57

n 18 18 18

p 0,001* 0,064 0,007*
Ki67mt

Is 0,70 0,30 0,59

n 18 18 18

p 0,001* 0,113 0,005*
Virsta

Is 0,37 0,30 0,57

n 18 18 18

p 0,064 0,113 0,007*

Gradul de diferentiere

Is 0,57 0,59 0,57

n 18 18 18

p 0,007* 0,005* 0,007*

Nota: *Valorile semnificativ statistic (p<0,05), unde rs — coeficientul de corelatie
Spearman, n — numarul de cazuri.

Regresia lineara a sustinut in continuare relatia de tip cauza-efect dintre aceste 2 variabile
(Fig.3.23). Totodata trebuie de mentionat, ca gradul histologic a mai corelat pozitiv si statistic

semnificativ cu varsta pacientelor (rs=0,57, p<0,007).
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Fig.3.23. Testul de regresie liniara: relatie direct proportionald dintre expresia Ki67 si
gradul histologic la nivel de tumoare primara, rezultata cu corelatie de talie inalta.

Metastaza limfonodala. Studiului comparativ au fost supuse 18 cazuri de carcinom lobular
infiltrativ, cu metastaze axilare dezvoltate. Valoarea procentuald a acestui receptor a variat in
limite largi, de la absenta expresiei la 52% celule tumorale Ki67 pozitive. Valoarea medie a fost
mai micd decat In cazul tumorii primare si a constituit 16,94+3,6, si o mediana de 18. Aplicarea
pragului de 14% am delimitat 10 cazuri/55,6% cu expresie Ki67 inaltd s1 8 cazuri/44,4% cu
expresie redusa.

La evaluarea fortei de asociere dintre expresia Ki67 de ambele localizdri am stabilit, ca
valoarea acestui receptor in metastaza este dependentd de prezenta sa in tumoarea primara
(rs=0,70, p<0,001) (tab.3.33). Aceasta relatie direct proportionald a fost sustinuta in continuare
prin testul de regresie (Fig.3.24).

Faptul, ca valoarea Ki67 din metastaza depinde de expresia sa in tumoarea primard a fost
confirmat si prin testul t-Student (t=1,81, p<0,09).

Evolutia receptorului Ki67 dupd metastazare a fost examinata pe fiecare caz in parte
(tab.3.33). Astfel am stabilit, ca doar intr-un singur caz/5,6% valoarea markerului nuclear din

metastaza a fost diferitd de cea din tumoarea primara. Aceasta a fost o tumoare cu grad moderat
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de diferentiere. Transferul expresiei s-a manifestat prin intensificarea proliferarii tumorale in

sediul limfonodal (25%) comparativ cu tumoarea primara (3,7%).

& Data e Y = 5.7123 + 0.471269*X

95% Confidence (Data) - - = = 95% Confidence (Line)

80

Ki67mt
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n A B R R-Square
18 5,713 0,471 0,67 0,454

Fig.3.24. Testul de regresie lineara cuantifica o asociere pozitiva, statistic semnificativa

dintre expresia Ki67 din tumoarea primara (Ki67tm) si metastaza limfonodala (Ki67mt).

Tabelul 3.34. Studiul comparativ al expresiei Ki67 in dependenta de localizare.

Proliferare
_ ) Gradul de
(dupa Ki67tm Ki67mt n %
) diferentiere
Ki67tm)
>14 >14 G2 1 5,6
marcatd
>14 >14 G3 8 44,4
<14 >14 G2 1 5,6
<14 <14 Gl 2 11,1
redusa
<14 <14 G2 4 22,2
<14 <14 G3 2 11,1
Total 18 100

Nota: Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor Ki67 dupa metastazare.
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Expresia receptorului Ki67 in dependentd de tipul histologic, ductal sau lobular de

carcinom mamar invaziv. Testul t-Student pentru variabile independente a demonstrat, ca

expresia Ki67 nu este in functie de tipul histologic al carcinomului mamar. Astfel analiza

statistica a finalizat cu coeficientul t=0,50, p<0,62 la efectuarea t-testului sau f=1,20, p<0,56 la

executarea F-testului.

In sumar:

1. Carcinomul ductal invaziv de tip NOS prezintd in majoritatea cazurilor activitate
proliferativa marcata.

2. Tumorile cu orice grad histologic, G1, G2 sau G3 pot manifesta activitate proliferativa
atat marcata, cat si redusa.

3. Valoarea Ki67 nu este in functie de varsta pacientei.

4. Expresia Ki67 din metastaza nu depinde de activitatea proliferativd a carcinomului
ductal invaziv.

5. Ki67 nu este stabil in procesul de metastazare, majoritatea transferurilor tin de
diminuarea activitatii proliferative a celulelor metastatice in microambianta
limfonodald. Cazurile Ki67 instabile includ doar tumori cu grad G2 si G3 de
diferentiere.

6. Variatii In activitatea proliferativa a metastazelor vs tumoarea primara mai frecvent se
determina la paciente de ,,dupa 49 ani.

7. Expresia markerului nuclear Ki67 coreleaza pozitiv cu gradul de diferentiere, indiferent
de tipul histologic al tumorii.

8. In cazul carcinomului lobular invaziv se atestid transfer de scor doar in directia
intensificdrii proliferatiei tumorale in sediul metastatic. Aceste rezultate necesitd o
confirmare suplimentard din partea altor cercetatori pe un lot statistic semnificativ mai
mare.

9. Intensitatea expresiei receptorului nuclear Ki67 nu este in functie de tipul histologic al

carcinomului mamar.
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3.6. Dinamica markerilor apoptotici p53 si BCL2

Evolutia markerului pro-apoptotic p53. Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS.
Tumoarea primard. Expresia markerului pro-apoptotic p53 a fost studiata pe un lot de 97 tumori
mamare, colectate de la paciente de 33-86 ani. Conform grupei de varsta acestea au fost
repartizate in: pana la 49 — 27 cazuri/27,8% si dupa 49 — 70 cazuri/72,2% (tab.3.34).

Tabelul 3.34. Expresia receptorului p53 vs varsta pacientelor si gradul de diferentiere al

carcinoamelor mamare.

: Grupade | Gradul de
Expresie | p53tm n %
varsta diferentiere
0 dupa 49 Gl 3 3,1
0 dupa 49 G2 12 12,4
0 dupa 49 G3 15 15,5
negativa
0 pana la 49 Gl 1 1,0
0 pana la 49 G2 10 10,3
0 pana la 49 G3 2 2,1
1 dupa 49 G2 5 5,2
1 dupa 49 G3 5 5,2
1 pana la 49 G2 1 1,0
1 pana la 49 G3 2 2,1
2 dupa 49 G2 11 11,3
2 dupa 49 G3 7 7,2
pozitiva
2 pana la 49 G2 5 5,2
3 dupa 49 G2 4 41
3 dupa 49 G3 8 8,2
3 pana la 49 Gl 1 1,0
3 pana la 49 G2 4 41
3 pana la 49 G3 1 1,0
Total 97 100,0

In studiul dat au fost incluse carcinoame cu toate 3 grade de diferentiere, repartizate dupa

frecventa precum: G1 — 5 cazuri/5,2%, G2 — 52 cazuri/53,6% si G3 — 40 cazuri/41,2%.
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Gradul G1 de diferentiere a fost inregistrat atat in grupa de varsta ,,pana la 49” (2
cazuri/2,1%), cat si ,,dupa 49”, in 3 cazuri/3,1%. Tumorile cu gradul G2 au fost repartizate dupa
grupul varste 1n felul urmator: ,,pana la 49” in 20 cazuri/20,6% si ,,dupd 49” in 32 cazuri/33%.
Carcinoamele cu gradul G3 au prezentat afinitate fata de pacientele cu varsta de ,,dupa 49”, cu 35
cazuri/36,1%, in comparatie cu cazurile ,,pana la 49” in 5 cazuri/5,2%.

Receptorul p53 a fost evaluat cu scor negativ (zero) 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%.

Cazurile cu expresie p53 negativa s-au intalnit mai frecvent la paciente de varsta de ,,dupa
497, 30 cazuri/30,9%, fatd de cele de varstd ,,pand la 49” cu 13 cazuri/13,4%. Distributie
aproximativ similara s-a determinat si in cazurile p53 pozitive, iar cazurile au fost repartizate
dupa grupa de varsta in felul urmétor:

- +1:,,pana la 49” — 3 cazuri/3,1%, ,,dupa 49 in 10 cazuri/10,3%;

- +2:,,pana la 49” — 5 cazuri/5,2%, ,,dupa 49” in 18 cazuri/18,6%;

- +3:,panala49” — 6 cazuri/6,2%, ,,dupa 49 in 12 cazuri/12,4%.

Gradul de diferentiere nu a demonstrat o careva afinitate fatd de expresia p53. Astfel am
inregistrat tumori cu toate 3 grade de diferentiere atat in grupul cu expresie pS3 negativa, cat si

grupul p53 pozitiv (tab.3.34).

Eseul statistic de corelare Spearman nu a evidentiat asocieri statistic semnificative dintre
expresia p53 si gradul de diferentiere al tumorii sau vérsta pacientelor. In schimb, ultimii 2
parametri, varsta si gradul au demonstrat o corelatie de talie joasa (rs=0,25, p<0,011), dar statistic
semnificativa (tab.3.35).

Metastaza limfonodala. Studiului comparativ tumoare 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%. Cazurile pozitive au fost repartizate dupa
scorul de expresie al p53 precum: +1 — 15 cazuri/17,2%, +2 — 13 cazuri/14,9% si +3 in 18
cazuri/20,7%. Faptul ca valoarea expresiei p53 din metastaza difera de localizarea primara 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 in metastaza limfonodala este in functie de valoarea acestuia in tumoarea
primara, coeficientul de corelatie Spearman demonstrand o asociere de talie inalta, statistic
semnificativa (rs=0,76 la p<0,0001) (tab.3.35). Acest trend al dependentei expresiei p53 de

localizare a fost demonstrat si de testul regresiei lineare (Fig.3.25).
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Tabelul 3.35. Testul de corelare a rangurilor dintre p53 in dependenta de localizare

(primara sau metastaticd), gradul de diferentiere al carcinomului si varsta.

p53tm
Is
p
p53mt
Is
p

Gradul de diferentiere

Is

p
Varsta

fs

p

Gradul de
p53tm p53mt diferentiere Varsta
0,76 0,06 -0,06
0,0001 0,304 0,305
0,76 0,09 0,03
0,0001 0,205 0,376
0,06 0,09 0,25
0,304 0,205 0,011
-0,06 0,03 0,25
0,306 0,376 0,011

rs — coeficientul de corelare Spearman. Valorile semnificativ statistic (p<0,05) sunt

selectate cu Bold.
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Fig.3.25. Scorul p53 din metastaza limfonodala vs valoarea p53 din tumoarea primara:

testul de regresie lineara reflecta o corelatie pozitiva, de talie inalta.

112



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 (Anexa 2).

Astfel au fost stabilite 12 cazuri/13,79% in care expresia p53 limfonodala a fost una
diferitd de cea din tumoarea primarda. 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 al expresiei pozitive
(+1 — +3). De mentionat, ca instabilitatea receptorului p53 a fost inregistratd la paciente de
ambele categorii de varsta studiate, pana si dupa 49 ani, si au implicat doar tumori cu gradul G2
si G3 de diferentiere (Fig.3.26).
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Fig.3.26. 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 primard. In acest studiu au fost analizate
tumori, descifrate morfologic drept carcinoame mamare lobular invazive recoltate de la 18
paciente cu varste de 45-78 ani.

Majoritatea tumorilor investigate (16 cazuri/88,9%) au manifestat grad G2 si G3 de
diferentiere, si doar 2 tumori/11,1%, au avut grad G1 (tab.3.36, 3.37).
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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 1n 4 cazuri/22,2%.

In relatie cu gradul de diferentiere al tumorii am determinat, ca cazurile p53 negative au
prezentat exclusiv grad G3, iar cele 2 cazuri/11,1% G1 au fost cuantificate ambele cu scor p53
+2 (tab.3.37).

Eseul statistic de corelare nu a evidentiat asocieri statistic semnificative dintre valoarea
expresiel p53 cu gradul de diferentiere al tumorii si varsta pacientelor. Gradul histologic insd a

corelat pozitiv, la un nivel rezonabil (r;=0,57, p<0,007) cu varsta pacientelor (tab.3.36).

Tabelul 3.36. Expresia p53 de diversa localizare vs gradul de diferentiere al tumorii si varsta

pacientelor: testul de corelatie Spearman.

Gradul de
p53tm p53mt diferentiere ~ Vérsta

p53tm

r's 0,76 -0,09 0,00

P 0,0001 0,36 0,49
p53mt

r's 0,76 0,08 0,05

P 0,0001 0,37 0,42
Gradul de diferentiere

r's -0,09 0,08 0,57

p 0,36 0,37 0,007
Varsta

r's 0,00 0,05 0,57

p 0,49 0,42 0,007

Cu Bold sunt selectate cazurile statistic semnificative (p<0,05). rs— coeficientul de corelatie
Spearman.
Metastaza limfonodalid. La acest nivel am determinat o usoard crestere a numadrului de
cazuri p53 negative (7 cazuri/38,9%) comparativ cu tumoarea primara (tab.3.37). 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
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scorul p53 din tumoarea primara (rs=0,76, p<0,0001) (tab.3.37). Dependenta acestor 2 variabile a

fost demonstrata si prin testul de regresie liniara (Fig.3.27).
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Fig.3.27. Expresia p53 din metastaza limfonodala vs expresia p53 din tumoarea primara:

testul de regresie lineard indica o corelatie pozitiva, de talie inalta.

La compararea expresiei de ambele localizari pe fiecare caz in parte, am determinat ca
receptorul p53 nu este stabil pe parcursul metastazarii (tab.3.37).

Cazurile p53 instabile au implicat doar tumori cu grad scazut si moderat de diferentiere.
Evolutia acestui receptor In timpul metastazarii s-a manifestat atit 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%).

Diferentele statistice a expresiei receptorului p53 in tipurile ductal si lobular de
carcinom mamar invaziv. La compararea valorilor p53 din tumoarea primard 1in cazul
carcinomului ductal invaziv cu cel lobular infiltrativ am stabilit, ca expresia p53 nu este in
functie de tipul histologic al tumorii, testul t-Student (independent) prezentand valori mai mici

decat semnificatia statistica de p<0,05 (t=0,77, p<0,45).
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Tabelul 3.37. Incidenta cazurilor p53 pozitive si negative in dependenta de localizare,

gradul histologic si grupa de varsta.

%
Expresie cazurilor
Gradul de | Grupade
(dupa | p53tm | p53mt n % cu
diferentiere varsta
p53tm) transfer
de scor
. 0 0 G3 dupa 49 4 22,22 lcaz/
negativa
0 2 G3 dupa 49 1 5,56 5,56%
1 0 G2 dupi 49 2 11,11
1 1 G2 dupa 49 1 5,56
2 0 G2 dupa 49 1 5,56
2 1 G2 dupa 49 1 5,56
3 cazuri
pozitiva 2 2 Gl dupa 49 2 11,11
/ 16,68%
2 2 G3 dupa 49 1 5,56
2 3 G2 dupa 49 1 5,56
3 2 G3 dupa 49 1 5,56
3 3 G3 dupa 49 3 16,67
Total 18 100

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor in urma metastazarii.
in sumar:

1. in carcinoamele mamare ductal invaziv de tip NOS si lobular infiltrativ se atesti o
prevalenta a cazurilor p53 pozitive.

2. Expresia p53 nu este in functie de varsta pacientelor si gradul de diferentiere al tumorii.

3. Valoarea expresiei p53 din metastaza este in functie de scorul expresiei pS3 in tumoarea
primara.

4. Markerul pro-apoptotic p53 nu este stabil pe parcursul metastazarii, evoluand fie cu
pierdere sau achizitionare de fenotip p53. Transferurile de scor p53 mai frecvent
inregistrate tin de pierderea expresiei pS3 in ambianta limfonodald, indiferent de tipul
histologic al tumorii.

5. Expresia p53 nu este in functie de tipul histologic al carcinomului mamar invaziv, ductal

sau lobular.
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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” — 67
cazuri/72% si minoritar, ,,pana la 49” cu 26 cazuri/28%. Tumorile examinate au fost cuantificate
dupa gradul de diferentiere precum: cele mai multe cazuri (50 cazuri/53,8%) au avut scor G2,
urmate 1n descrestere de G3 (38 cazuri/40,9%) si G1 (5 cazuri/5,3%). Cazurile cu varsta de
»pana la 49” au fost gradate cel mai frecvent cu G2 (19 cazuri/20,4%), urmate de G3 (5
cazuri/5,1%) si G1 (2 cazuri/2,2%).

Tabelul 3.38. Expresia receptorului BCL2 din tumoarea primara (BCL2tm) in relatie cu

gradul de diferentiere al tumorii si varsta pacientelor.

: Gradul de | Grupade
Expresie | BCL2tm n %
diferentiere varsta
0 Gl dupa 49 1 1,1
0 G1 pana la 49 1 1,1
0 G2 dupa 49 5 54
0 G2 pana la 49 3 3,2
negativa
0 G3 dupa 49 7 7,5
1 G2 dupa 49 1 1,1
1 G3 dupa 49 3 3,2
1 G3 pana la 49 1 1,1
2 G2 dupa 49 1 1,1
2 G2 pana la 49 4 4,3
2 G3 dupa 49 7 7,5
2 G3 pana la 49 1 1,1
3 Gl dupa 49 2 2,2
pozitiva
3 Gl pana la 49 1 1,1
3 G2 dupa 49 24 25,8
3 G2 pana la 49 12 12,9
3 G3 dupa 49 16 17,2
3 G3 pana la 49 3 3,2
Total 93 100
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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%. La compararea expresiei markerului in cauza cu grupa de varstd am determinat ca
Mmajoritatea tumorilor de varsta ,,pana la 49” au expresiec +3 (16 cazuri/17,2%). Descrierea
detaliatd a cazurilor este expusa in Tabelul 3.38.

Eseul statistic nu a determinat insd valori semnificative de corelare dintre valoarea
expresieci BCL2 cu gradul de diferentiere al tumorii si varsta pacientelor (tab.3.39). Unica
corelatie pozitiva, de talie slaba, dar statistic semnificativa s-a semnalat la asocierea varstei si
gradului de diferentiere al tumorii (rs=0,22 la un p<0,016).

Tabelul 3.39. Corelatie dupa Spearman a expresiei BCL2 de diversa localizare vs gradul de

diferentiere al tumorii si varsta pacientelor.

BCL2tm | BCL2mt | Grad | Varsta

BCL2tm

rs 0,60 -0,15 | -0,04

n 87 93 93

p 0,0001 | 0,080 | 0,346
BCL2mt

I's 0,60 -0,17 | 0,07

n 87 87 87

p 0,0001 0,064 | 0,247
Grad

rs -0,15 -0,17 0,22

n 93 87 93

p 0,080 0,064 0,016
Varsta

rs -0,04 0,07 0,22

n 93 87 93

p 0,346 0,247 | 0,016

Grad — gradul de diferentiere al tumorii. BCL2tm, BCL2mt — localizarea receptorului
BCL2 in tumoarea primard si metastaza limfonodald. Rezultatele semnificativ statistic sunt

selectate prin Bold. rs—coeficientul de corelatic Spearman si semnificatia statistica (p).
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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.
Grupele de varsta au fost repartizate relativ similar, cu o usoarad prevalentd a ambelor categorii,
de pana la 49 si dupa 49 in cohorta cazurilor BCL2 pozitive (Anexa 3).

La compararea valorilor BCL2 din tumoarea primara si metastaza 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). Insd valoarea expresiei din metastaza limfonodala a fost in
functie de expresia BCL2 din tumoarea primard, coeficientul Spearman atingand cote rezonabile
de corelare (rs=0,6, p<0,0001) (tab.3.40), afirmatie sustinutd si de testul de regresie lineara
(Fig.3.28).
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Fig.3.28. Expresia BCL2 din metastaza limfonodala vs valoarea BCL2 din tumoarea primara:

testul de regresie lineara reflecta o corelatie pozitiva, de talie rezonabila.

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

119



limfonodala (Anexa 3, Fig.3.29). Cazurile de BCL2 achizitionare au implicat doar tumori de

grad G3 la paciente de ,,dupa 49 ani.
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Flg.3.29. Carcinom ductal invaziv, G2. Tumoarea primara si metastaza sa limfonodala
colorate pe aceeasi lama pentru receptorul anti-apoptotic BCL2. De notat, ca tumoarea primara

este intens pozitiva (+3), iar metastaza BCL2 negativa. Contracolorare hematoxilina Lille.

Cazurile cu pierderea expresiei BCL2 dupa 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 ani.

Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primarda. in studiul dat am determinat ca
in carcinomul lobular invaziv predomind cazurile cu expresie BCL2 pozitiva (11 cazuri/61,1%)
fata de cele BCL2 negative (7 cazuri/38,9%). In relatie cu gradul de diferentiere am constatat ci
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 (tab.3.43). Eseul statistic de corelare insa 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 r=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).
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Metastaza limfonodala. La nivelul metastazei limfonodale au predominat cazurile BCL2
negative — 11 cazuri/61,1%, repartizate dupa gradul de diferentiere al tumorii primare precum
urmeaza: G3 — 6 cazuri/33,3%, G2 — 3 cazuri/16,7% si G1 — 2 cazuri/11,1% (tab.3.40).

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). Mai mult, coeficientul
Spearman a atins cote rezonabile de corelatie la asocierea valorilor BCL2 de ambele localizari
(r=0,56, p<0,008).

Tabelul 3.40. Expresia BCL2 in functie de localizare, grupa de varsta si gradul de

diferentiere al tumorii de tip lobular invaziv.

%
Expresie cazurilor
Gradul de
(dupa | BCL2tm | BCL2mt n % cu
diferentiere
BCL2tm) transfer
de scor
0 0 Gl 2 11,1
0 0 G2 1 5,6
negativa 0 0 G3 2 111 -
0 1 G3 1 5,6
1 1 G3 1 5,6
2 3 G3 1 5,6
3 0 G2 2 11,1
3 0 G3 1 5,6
4 cazuri/
pozitiva 3 1 G3 1 5,6
22,3%
3 2 G3 2 11,1
3 3 G2 3 16,7
3 3 G3 1 5,6
Total 18 100

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor BCL2 dupa metastazare.

Trebuie de mentionat insd, cd la compararea valorilor BCL2 de ambele localizari am
determinat 4 cazuri/22,3% de transfer de scor dupd metastazare. Acestea exclusiv au tinut de
pierderea receptorului in micromediul limfonodal dupa metastazarea tumorilor cu grad G2 si G3

(tab.3.40),
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Expresia receptorului BCL2 in dependenta de tipul histologic al carcinomului mamar

invaziv. Desi carcinomul ductal invaziv de tip NOS are trasaturi histologice distincte, capabile de

al diferentia de cel lobular invaziv, testul t-Student nu a determinat diferente statistice a expresiel

BCL2 atat la nivelul tumorii primare (t= -1,12, p<0,264), cat si in sediul limfonodal (t=-0,99,

p<0,324) al tumorilor comparate.

In sumar:

1.

Tumorile primare examinate, de tip ductal invaziv si lobular infiltrativ sunt
preponderent BCL2 pozitive, au grad scazut de diferentiere si afecteazd mai frecvent
femei din categoria de varsta de ,,dupa 49”. Gradul de diferentiere al tumorilor
coreleaza pozitiv cu varsta pacientelor.

Expresia BCL2 este in functie de localizare, insd valoarea BCL2 din metastaza depinde
de expresia acestuia in tumoarea primara.

BCL2 nu este stabil pe parcursul metastazarii, predominand cazurile de pierdere a
acestuia in ambianta limfonodala. Cazurile de transfer implicad numai tumori cu grad
scazut si moderat de diferentiere, afectand in special femei de ,,dupa 49” ani.

In cazul carcinomului lobular invaziv s-au determinat exclusiv cazuri cu pierderea
expresiei BCL2 dupa metastazare.

Nu s-au determinat diferente semnificativ statistice dintre expresia BCL2 in functie de

tipul histologic, ductal sau lobular invaziv.
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3.7. Stabilitatea E-cadherinei in evolutia procesului metastatic
Carcinomul mamar ductal invaziv de tip NOS. Tumoarea primara. Markerul de adeziune
intercelulard E-cadherina a fost studiat pe un lot de 138 tumori, colectate de la paciente cu varsta
cuprinsd intre 33-86 ani. In functie de categoria de varsti am determinat, ci 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% (tab.3.41).
Tabelul 3.41. Expresia E-cadherinei din tumoarea primara, in functie de gradul de

diferentiere al tumorii si varsta pacientelor.

) E- Grupade | Gradul de
Expresie ] n %
cadherina |  vérsta diferentiere
0 dupa 49 G2 3 2,2
negativa 29
0 pana la 49 G3 1 0,7
2 dupa 49 G2 5 3,6
2 dupa 49 G3 6 4,3
2 pana la 49 G2 2 1,4
3 dupa 49 Gl 4 2,9
pozitiva 3 dupa 49 G2 50 36,2 97,1
3 dupa 49 G3 32 23,2
3 pana la 49 Gl 2 1,4
3 pana la 49 G2 27 19,6
3 pana la 49 G3 6 43
Total 138 100

In studiul dat au predominat tumori cu grad moderat (87 cazuri/63%) si scizut de
diferentiere (45 cazuri/32,6%) In comparatie cu carcinoamele bine diferentiate (6 cazuri/4,4%).
De mentionat ca, gradul G1 a fost determinat in ambele grupe de varsta, dar predominant la
paciente de ,,dupa 49” ani — 4 cazuri/2,9%.

Valoarea markerului E-cadherina a fost una majoritar pozitiva (134 cazuri/97,1%), iar
expresia acestuia a fost inregistratd la tumori de orice grad de diferentiere si paciente de ambele
categorii de varstd. De mentionat, ca in cohorta tumorilor E-cadherin pozitive au predominat
cazurile cu scor ,,+3” — 121 cazuri/87,7%, fata de cele ,,+2”” — 13 cazuri/9,4%.

Eseul de corelare nu a determinat asocieri semnificativ statistice dintre valoarea expresiei

E-cadherinei cu varsta pacientelor si gradul de diferentiere al tumorilor (tab.3.42). Unica
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corelatie pozitiva, de talie joasd, Insd semnificativ statistica s-a Inregistrat la compararea varstei
si gradului histologic al tumorii (rs=0,16, p<0,035).
Tabelul 3.42. Expresia E-cadherinei in functie de localizare, gradul de diferentiere al

tumorii si varsta pacientelor: testul de corelare Spearman.

Gradul de
Ecadtm Ecadmt Varsta | diferentiere

Ecadtm

I 0,12 0,06 -0,08

n 94 138 138

p 0,129 0,260 0,170
Ecadmt

Is 0,12 0,04 0,05

n 94 94 94

p 0,129 0,345 0,320
Virsta

Is 0,06 0,04 0,16

n 138 94 138

p 0,260 0,345 0,035*
Gradul de diferentiere

Is -0,08 0,05 0,16

n 138 94 138

p 0,170 0,320 0,035*

*Rezultate semnificativ statistic (p<0,05); n — numarul de cazuri investigate; rs —
coeficientul de corelatie Spearman si semnificatia statistica (p). Ecadtm — scorul expresiei E-

cadherinei in tumoarea primara; Ecadmt — valoarea E-cadherinei in metastaza limfonodala.

Metastaza limfonodala. 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 tumoare primara-metastaza a evidentiat o dubld 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.

Coreland valorile acestui marker in functie de localizare am determinat, cd valoarea E-
cadherinei din metastaza nu depinde de expresia initiala din tumoarea primard (rs=0,12,
p<0,129). Mai mult, studiul comparativ a confirmat, ca expresia E-cadherinei din metastaza
difera semnificativ statistic de valorile acesteia din tumoarea primara (t=2,46, p<0,02).

Analiza detaliatd a expresiei E-cadherinei pe fiecare caz in parte a pus in evidentd 9

cazuri/9,57% cu transfer de scor dupa metastazare (tab.3.43).
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Tabelul 3.43. Evolutia E-cadherinei in procesul metastatic: expresia E-cadherinei n

tumoarea primara (Ecadtm) vs valoarea acesteia in sediul metastatic (Ecadmt).

%
Expresie cazurilor
Gradul de Grupa de
dupa | Ecadtm | Ecadmt n % cu
diferentiere varsta
Ecadtm transfer
de scor
. 1caz/
negativa 0 3 G3 pana la 49 1 1,06
1,06%
2 0 G3 dupi 49 1 1,06
2 1 G2 dupi 49 1 1,06
2 2 G3 dupa 49 1 1,06
2 3 G2 pana la 49 1 1,06
2 3 G3 dupa 49 4 4,26
3 0 G3 dupa 49 1 1,06
3 0 G3 péna la 49 1 1,06
3 1 G2 dupi 49 2 2,13
3 1 G2 pana la 49 1 1,06
N 3 1 G3 dupa 49 1 1,06 | 8cazuri
pozitiva
3 2 Gl pana la 49 1 1,06 | /8,51%
3 2 G2 dupa 49 4 4,26
3 2 G2 pana la 49 4 4,26
3 2 G3 dupa 49 1 1,06
3 3 Gl dupa 49 3 3,19
3 3 Gl pana la 49 1 1,06
3 3 G2 dupa 49 24 25,53
3 3 G2 pana la 49 15 15,96
3 3 G3 dupa 49 23 24,47
3 3 G3 pana la 49 3 3,19
Total 94 100

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor la metastazare.
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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
(Fig.3.30).

Fig.3.30. Carcinoame ductal invazive de tip NOS: evolutia E-cadherinei in procesul

metastatic. Din 9 cazuri/9,57% inregistrate cu transfer de scor, 8 cazuri/8,51% au evoluat cu
pierderea expresiei E-cadherinei dupa metastazare (a-b; c-d), si o singura tumoare, G3 a
manifestat achizitionare de fenotip E-cadherin pozitiv in sediul limfonodal. In restul cazurilor

expresia E-cadherinei a fost stabild, preponderent pozitiva (e-f).
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Carcinomul mamar lobular invaziv. Tumoarea primard. In acest studiu au fost incluse 18
tumori, descifrate morfologic drept carcinoame lobular infiltrative, colectate postoperatoriu de la
paciente cu varsta cuprinsa intre 45-78 ani. Aceste tumori au manifestat preponderent grad de
diferentiere G2 (6 cazuri/33,3%) si G3 (10 cazuri/55,6%), mai rar G1(2 cazuri/11,1%).

Studiul imunohistochimic a evidentiat cd tumorile lobular invazive manifestd o usoara
prevalentd a cazurilor cu expresie negativd a E-cadherinei (10 cazuri/50,6%), fatd de cele
pozitive (8 cazuri/44,4%). De remarcat faptul, ca cazurile E-cadherin negative au fost exclusiv
tumori cu grad moderat si scazut de diferentiere, iar cele 2 cazuri/11,1% cu scor G1 au expresat
E-cadherina din abundenta (tab.3.44).

Tabelul 3.44. Expresia E-cadherinei in functie de localizare si gradul de diferentiere al

tumorii.
Expresie
Gradul de
(dupa | Ecadtm | Ecadmt n %
diferentiere
Ecadtm)
0 0 G2 1 5,6
0 0 G3 7 38,9
negativa
0 2 G2 1 5,6
1 1 G3 1 5,6
2 0 G2 1 5,6
3 2 Gl 2 11,1
pozitiva 3 2 G2 2 11,1
3 3 G2 1 5,6
3 3 G3 2 11,1
Total 18 100

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor al E-cadherinei dupa metastazare.
Ecadtm — scorul expresiei E-cadherinei in tumoarea primara; Ecadmt — valoarea E-cadherinei

1n metastaza limfonodala.

Eseul statistic de corelare a evidentiat o asociere de talie rezonabild, statistic
semnificativa, insd 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) (tab.3.45). Relatia dintre aceste variabile a fost confirmata

si prin testul de regresie lineara (Fig.3.31).
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Tabelul 3.45. Studiul de corelatie a valorilor E-cadherinei de diversa localizare, varsta si

Ecadtm

Ecadmt

Varsta

Gradul de diferentiere

I's

P

I's

P

I's

P

13
p

gradul de diferentiere.

Gradul de
Ecadtm Ecadmt Varsta  diferentiere
0,84 -0,44 -0,52
0,0001 0,033 0,013
0,84 -0,13 -0,39
0,0001 0,305 0,054
-0,44 -0,13 0,57
0,033 0,305 0,007
-0,52 -0,39 0,57
0,013 0,054 0,007

rs — coeficientul de corelatie Spearman si semnificatia statistica (p). Ecadtm — scorul

expresiei E-cadherinei in tumoarea primarda; Ecadmt — valoarea E-cadherinei in metastaza

limfonodala. Cazurile semnificativ statistice au fost evidentiate cu Bold.
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Fig.3.31. Testul de regresie liniara: corelatie invers proportionala, de talie rezonabila dintre

valorile E-cadherinei din tumoarea primara vs varsta pacientelor si gradul de diferentiere al

tumorilor.
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Metastaza limfonodaldi. 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). Mai mult, valoarea acestui
marker din metastaza este influentata direct de expresia sa in tumoarea primard. Astfel testul de
corelatie a prezentat valori inalte, statistic semnificative (tab.3.45). Relatia de cauza-efect dintre

valorile E-cadherinei a fost sustinuta si de testul regresiei lineare (Fig.3.32).

A
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95% Confidence (Data) - = - = 95% Confidence (Line)
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18 0,17 0,70 0,83 0,69

Fig.3.32. Expresia E-cadherinei in functie de localizare: testul de regresie lineara prezinta o

corelatie foarte Tnaltd dintre valorile acestui marker din tumoarea primara si metastaza

limfonodala.

La o analizd amanuntita a fiecarui caz in parte am determinat, ca E-cadherina nu este
stabila in procesul metastatic (tab.3.44). Astfel am evidentiat 2 cazuri/11,1% cu transfer de scor,
atat in directia achizitionarii E-cadherinei (1 caz/5,6%) dupa metastazare, cat si pierderii acestui
marker in sediul limfonodal (1 caz/5,6%).

Expresia E-cadherinei in functie de tipul histologic, ductal sau lobular invaziv. La

compararea expresiei E-cadherinei in carcinomul ductal invaziv cu cel lobular infiltrativ, am
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determinat cd valoarea acesteia variaza in functie de tipul histologic al tumorii. Astfel testul t-
Student (independent) a rezultat cu valori 1nalte, statistic semnificative (t=8,20, la un p<0,0001).

In sumar:

1. Expresia E-cadherinei este in functie de tipul histologic al tumorii, ductal sau lobular
invaziv.

2. Carcinomul ductal invaziv de tip NOS prezintd in majoritatea cazurilor markerul de
aderenta intercelulara E-cadherina.

3. Expresia E-cadherinei in tumoarea primara nu este in functie de gradul de diferentiere
al carcinomului si varsta pacientelor.

4. Expresia E-cadherinei din metastaza difera de valorile acesteia din tumoarea primara.

5. E-cadherina nu este stabila pe parcursul metastazarii, evoluand preponderent cu
pierderea acestui marker in sediul limfonodal.

6. In cazul carcinomului lobular invaziv se atesti o usoari prevalentd a cazurilor E-
cadherin negative. Expresia acesteia in tumoarea primara coreleaza invers cu varsta
pacientelor si gradul de diferentiere al tumorii: valorile negative a acestui marker mai
frecvent se determind la paciente de varstd Tnaintatd si tumori cu grad scdzut de
diferentiere.

7. E-cadherina nu este stabild pe parcursul metastazarii nici in carcinomul lobular
infiltrativ, prezentand in masurd egald transferuri de scor cu achizitie sau pierdere de

fenotip caracteristic acestui marker.
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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% ,,dupd 49” ani
(tab.3.46). Tumorile studiate au fost repartizate dupa gradul histologic precum: G2 — 8
cazuri/53,3% si G3 in 7 cazuri/46,7%.

In relatie cu gradul histologic toate cazurile de ,,pana la 49” ani au fost evaluate cu scor
moderat, G2 de diferentiere. In cazul grupei de ,,dupa 49” ani s-au determinat tumori cu grad
histologic G2 (4 cazuri/26,7%) si G3 (7 cazuri/46,7%).

Tabelul 3.46. Expresia receptorului pentru androgeni (AR), raportata la varsta pacientelor

si gradul histologic al tumorilor.

) Grupade | Gradul de
Expresie | AR n %
varstd | diferentiere
negativa 0 dupa 49 G3 1 6,7
1 pana la 49 G2 1 6,7
2 dupa 49 G2 1 6,7
2 dupa 49 G3 1 6,7
pozitiva
3 dupa 49 G2 3 20,0
3 dupa 49 G3 5 33,3
3 pana la 49 G2 3 20,0
Total 15 100

Receptorul pentru androgeni a fost evaluat cu scor pozitiv in 14 cazuri/93,3%. Aceste
cazuri au fost repartizate dupd scorul Allred in felul urmator: 1 caz/6,7% cu scor ,,+17, 2
cazuri/13,3% cu scor ,,+2” si 11 cazuri/73,3% cu scor Allred ,,+3”. Doar o singura tumoare
(6,7%), cu grad G3, dezvoltata la pacienta de ,,dupa 49 ani nu a prezentat receptorul pentru AR.

In cadrul studiului statistic scorul expresiei AR nu a corelat semnificativ credibil cu gradul
histologic al tumorii si varsta pacientelor (tab.3.47). De remarcat insa, ca ultimele 2 variabile au
prezentat o asociere statistic semnificativa, de talie rezonabila (rs=0,50, p<0,030).

Metastaza limfonodald. In studiul comparativ metastazi-tumoare primara au fost incluse
13 cazuri, dintre care 2 cazuri/15,4% au fost evaluate cu scor Allred ,,0”. Cazurile pozitive

(11/84,6%) au fost repartizate dupa scor precum: ,,+2” — 1 caz/7,7% si ,,+3” in 10 cazuri/76,9%.
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Tabelul 3.47. Expresia AR in functie de localizare, gradul histologic al tumorii si varsta

pacientelor: corelatia rangurilor dupd Spearman.

ARtm ARmMt Gradul de Varsta
diferentiere

ARtm

r's 0,49 -0,06 0,32

n 13 15 15

p 0,044* 0,416 0,122
ARmMt

rs 0,49 -0,11 0,06

n 13 13 13

p 0,044* 0,358 0,421

Gradul de diferentiere

rs -0,06 -0,11 0,50

n 15 13 15

p 0,416 0,358 0,030*
Virsta

rs 0,32 0,06 0,50

n 15 13 15

P 0,122 0,421 0,030*

Nota: rs—coeficientul de corelatie Spearman. *Valori statistic semnificative (p<0,05).

La compararea expresiei AR in dependentd 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 rezonabila a
expresiei AR din metastaza de valoarea AR din tumoarea primara (rs=0,49, p<0,044) (tab.3.47).
Legatura de tip cauza-efect dintre aceste 2 variabile a fost sustinuta si de testul de regresie
(Fig.3.33).

Evolutia receptorului pentru AR in procesul metastatic a fost evaluatd prin compararea
scorului Allred al tumorii de ambele localizari (tab.3.48). Astfel am determinat, ca 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%).
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Fig.3.33. Testul de regresie liniara: relatie direct proportionala dintre expresia AR

de localizare primara si metastatica, rezultata cu corelatie de talie rezonabila.

Tabelul 3.48. Stabilitatea receptorului pentru AR in procesul de metastazare.

%
Expresie cazurilor
((fupz'l ARtm | ARmt | Grupade | Gradulde | % cu
ARtM) varsta diferentiere transfer
de scor
negativa | 0 2 | dupid9 G3 O A A
1 0 pana la 49 G2 1 7,7
2 3 dupa 49 G2 1 7,7
2 3 dupd 49 G3 1 7,7 _
pozitivd | 3 0 dupi 49 G3 1 7,7 ffgi‘ﬂ,/ro'
3 3 dupid 49 G2 2 15,4 ’
3 3 dupa 49 G3 4 30,8
3 3 pana la 49 G2 2 15,4
Total 13 100,0

Nota: cazurile cu transfer de scor in urma metastazarii au fost selectate cu Bold.
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In sumar:

1.
2.

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS in majoritatea cazurilor este androgen pozitiv.
Expresia AR nu este influentata de gradul histologic al tumorii si varsta pacientelor.
Valoarea AR din metastaza este direct proportionala cu expresia AR in tumoarea
primara.

Receptorul pentru AR nu este stabil pe parcursul metastazarii. Transferul de scor poate
evolua atét cu achizitionare de fenotip AR pozitiv, cat si prin pierderea acestui receptor

de catre celula tumorald in ambianta limfonodala.
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3.9. Analiza comparativa a expresiei receptorilor inclusi in studiu: interrelatiile dintre
toti markerii utilizati in functie de tipul si gradul histologic al tumorii, viarsta pacientelor.

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. In acest studiu vor fi descrisi textual doar
rezultatele statistic semnificative. Toate rezultatele numerice sunt expuse detaliat in Anexa 6.

Receptorul pentru estrogeni in tumoarea primara (ERtm) a corelat pozitiv cu expresia
markerului pentru progesteron, androgeni si markerul anti-apoptotic BCL2. Totodata, cresterea
valorii ER a concordat cu diminuarea expresiei markerilor pentru CK5, EGFR si HER2. Aceleasi
relatii s-au pastrat si la asocierea valorii ERtm cu receptorii expusi anterior, dar in sediul
Mmetastatic. In plus, la acest nivel ERtm a corelat invers si cu markerul nuclear Ki67, si proteina
pro-apoptotica p53 (Fig.3.34).

Pornind de la ipoteza, cd expresia ER din metastazd (ERmt) ar trebui sa aiba aceleasi tipuri
de asocieri ca si ER (ERtm) din sediul primar am comparat valorile ERmt cu toti markerii inclusi
in studiu. Astfel am determinat ca directia de asociere dintre markeri este similara ca si in cazul
ERtm, cu cateva exceptii: ERmt nu a corelat statistic veridic cu EGFR de ambele localizari, iar

in cazul receptorului pentru AR a prezentat afinitate doar in sediul limfonodal.

B ERtm

L Ermt

Fig.3.34. Corelarea expresiei ER din tumoarea primara si metastaza limfonodala cu

valorile markerilor inclusi in studiu.
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Expresia receptorului pentru progesteron din tumoarea primara (PRtm) in general a
prezentat aceleasi corelatii ca si ERtm. Drept exceptie a servit asocierea inversa, semnificativa cu
EGFR de la nivel metastatic si absenta relatiilor statistice veridice cu citokeratina bazala CKS si
AR de nivel limfonodal.

Deosebirea relatiilor statistice a PR din metastaza (PRmt) si PRtm a constat in prezenta
legaturilor direct proportionale a PRmt cu E-cadherina si inversa cu p53 si EGFR din tumoarea
primara, iar la nivel metastatic in plus s-a asociat pozitiv cu ARmt, pierzand semnificatia
statistica cu EGFRmt si HER2mt.

Expresia HER2 din tumoarea primara a corelat pozitiv cu valorile CK5 si invers
proportional cu ER, PR, BCL2 de ambele localizari. Simetria a fost deranjata prin faptul, ca
HER2tm a prezentat valori pozitive, statistic semnificative la corelare cu markerul nuclear de
proliferare Ki67 doar la nivelul metastazei.

Relatiile statistice pentru HER2mt au fost asemanatoare cu rezultatele pentru HER2tm.
Deosebirea insa a constat, ca HER2mt a corelat pozitiv la nivel metastatic si cu E-cadherina, iar
forta de asociere cu PRmt a fost inregistratd sub limita veridicitatii statistice.

Citokeratina bazald CK5 din tumoarea primard a corelat pozitiv, la cote semnificative
statistic cu HER2 si Ki67 de ambele localizéri. Corelatii negative veridice au fost inregistrate in
raport cu ER, PR, BCL2 atat la nivel de tumoare primara, cat si metastazd. CK5tm a corelat
negativ semnificativ cu AR doar la nivel primar.

Citokeratina CKS5 din metastaza a fost diferitd de CKS5tm prin absenta relatiilor
semnificative statistic cu PR, BCL2 si AR de ambele localizari. In plus, la nivel metastatic s-a
inregistrat o corelatie semnificativa directa cu EGFRmt.

Markerul de proliferare Ki67 din tumoarea primara a corelat pozitiv cu citokeratina bazala
CKS si proteina pro-apoptoticd pS3 de ambele localizari. O corelatie de talie joasa, pozitiva dar
semnificativd statistic s-a determinat in relatie cu E-cadherina din metastazd. Corelatii
semnificative, cu valoare negativa s-au determinat la asocierea Ki67tm cu BCL2tm si ARmt.

Markerul de proliferare Ki67 din metastaza a prezentat insa o gama mult mai variatd de
corelatii semnificative statistic, in special cu receptorii din tumoarea primara. Desi indicele de
corelatie a atins cote joase, acestea S-au dovedit a fi statistic semnificative si negative ca valoare
la asocierea Ki67mt cu ERtm, PR si AR de ambele localizari. Valori pozitive s-au inregistrat la
corelarea Ki67mt cu HER2, CKS, p53 de ambele localizéri si E-cadherina Tn metastaza.

Receptorul anti-apoptotic BCL2tm s-a asociat pozitiv cu ER, PR de ambele localizari.
Valori negative indicele de corelare a prezentat la compararea BCL2tm cu Ki67tm, iar cu HER2,

CKS35 atat la nivel primar, cat si metastatic.
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Spre deosebire de BCL2 de localizare primara, BCL2mt nu a corelat semnificativ statistic
cu CKS5. In plus, la nivel metastatic aceasta a prezentat o corelatie inversa cu p53.

Proteina pro-apoptotica p53 din tumoarea primara a corelat pozitiv cu Ki67 de ambele
localizari si EGFR din metastazd. Valori negative indicele de corelatie a atins doar la asocierea
p53tm cu PRmt.

Valoarea p53 din metastazd a prezentat o afinitate mai mare la asociere cu expresia
markerilor studiati, comparativ cu p5S3tm. Astfel p53mt a prezentat asocieri inverse semnificative
cu ER, PR de ambele localizari st BCL2, AR din metastaza.

Expresia EGFRtm a corelat pozitiv doar cu valoarea EGFR din metastaza. in relatie cu
ERtm, PRmt si ARmt indicele de corelatie a prezentat valori negative.

Corelatiile prezentate de EGFRmt au fost diferite de cele prezentate in cazul EGFRtm, prin
aparitia asocierilor cu p53 de ambele localizdri, CK5mt si absenta corelatiei semnificativ statistic
cu ER.

Markerul de adeziune intercelulara E-cadherina din tumoarea primara a corelat puternic
pozitiv cu expresia receptorului pentru androgeni, de ambele localizari si PR de nivel metastatic.
E-cadherina de nivel metastatic Tnsa a prezentat corelatii de talie joasa, dar statistic semnificative
doar cu HER2mt si Ki67 de ambele localizari.

Nivelul expresiei receptorului pentru AR din tumoarea primard a prezentat corelatii
pozitive cu ERtm, PRtm, PRmt, Ecadtm, ARmt si legaturi inverse in relatie cu CK5tm si
Ki67mt. Expresia markerului AR de la nivel metastatic a manifestat asocieri mai numeroase
comparativ cu ARtm, reflectate prin legaturi direct proportionale cu ER de ambele localizari,

PRmt, Ecadtm, ARtm si asocieri de valori negative cu Ki67 la ambele nivele, pS3mt si EGFRtm.

In sumar:

1. Relatiile statistice dintre markerii celulari inclusi in studiu, de localizare primara 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 metastatica rapida a unei colonii de celule tumorale,
»invizibile” imunohistochimic in tumoarea primara.

2. Pentru receptorul ER de ambele localizari sunt comune relatiile statistice cu PR, HER2,
CKS5, BCL2 de ambele nivele, p5S3 si AR metastatice.

3. Corelatia expresiei progesteronului, PRtm si PRmt a coincis la asociere cu ER si BCL2

de ambele localizari, HER2tm, CK5tm, ARtm, Ki67mt si p5S3mt.
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4. Receptorul pentru factorul uman de crestere epidermald 2, de localizare primara si
metastatica au prezentat similaritate la corelare cu ER, CK5 si BCL2 de ambele nivele,
precum si cu PRtm, Ki67mt.

5. Asocierile statistice al citokeratinei bazale CKS5, de localizare primara si metastatica au
coincis in relatie cu BCL2tm, cu ER, HER?2 si Ki67 de ambele nivele.

6. Indicele de proliferare Ki67 de ambele localizari a prezentat relatii statistice similare cu
CKS5 si p53, atat de nivel primar cat si limfonodal, precum si cu E-cadherina, si
receptorul pentru androgeni de ordin metastatic.

7. Markerul anti-apoptotic BCL2 din tumoarea primara a prezentat similaritate statistica
cu omologul din metastaza la asociere cu ER, PR si HER2 de ambele localizari,
precum si cu CK5tm.

8. Interrelatiile statistice ale markerului pro-apoptotic p53 de ambele localizéri au coincis
la corelare cu Ki67 de ambele nivele, PR si EGFR de nivel limfonodal.

9. 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.

10. Corelatiile statistice ale AR din tumoarea primard 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. Receptorul pentru estrogeni ERtm a prezentat corelatii
pozitive semnificative cu markerul pentru progesteron PR si proteina nucleara Ki67 de ambele
localizari, iar cu BCL2, EGFR si p53 doar de localizare primara (Anexa B). In plus ERtm a
corelat invers proportional cu citokeratina bazald, atat din tumoarea primara, cat si metastaza.

Markerul pentru ER din metastaza insa a fost mai putin elocvent la asocieri statistic
semnificative, demonstrand relatii direct proportionale doar cu PR de ambele localizari, Ki67tm,
BCL2tm i EGFRtm.

Receptorul pentru progesteron PRtm a demonstrat asocieri pozitive de talie inaltd cu
expresia ER, Ki67, EGFR de ambele localizari si BCL2 din tumoarea primara. Expresia PR din
metastaza a corelat asemdnator cu PRtm, deosebindu-se prin absenta asocierilor veridice cu Ki67
si EGFR de orice localizare, suplimentatd prin aparitia legaturilor reciproce statistic

semnificative cu p53tm.
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Supraexpresia HER2 din tumoarea primara a coincis statistic veridic doar cu diminuarea
proteinei pro-apoptotice p53 si doar la nivelul metastatic. Opus, supraexpresia HER2 din
metastaza a prezentat o relatie invers proportionald doar cu BCL2 si doar la nivel primar.

Citokeratina bazala CK5tm a corelat doar cu ERtm, prezentand asocieri inverse de rang
satisfacator. Expresia CK5 din metastaza a prezentat un spectru mai larg de corelatii comparativ
cu CK5tm, insd toate asocierile au fost negative dupa directie si au inclus markeri doar din
tumoarea primara: ERtm, Ki67tm si p53tm.

Markerul de proliferare Ki67 a demonstrat corelatii semnificative pozitive cu receptorul
pentru estrogeni si EGFR de ambele localizéari, PRtm, BCL2tm si invers proportional cu CK5
metastatic. Valoarea markerului nuclear Ki67 din metastaza insa a corelat pozitiv doar cu ER si
PR de localizare primara, si EGFR de la ambii poli.

Expresia receptorului anti-apoptotic BCL2 din tumoarea primara a corelat pozitiv si
statistic semnificativ cu ER si PR de ambele localizari, precum si cu Ki67tm si EGFRtm. Unica
asociere de talie negativa a fost inregistratd doar in relatie cu HER2mt. Expresia receptorului
omonim de nivel metastatic BCL2mt a corelat pozitiv doar cu expresia BCL2 la nivel primar.

Markerul pro-apoptotic p53 a corelat statistic pozitiv cu ER localizare primara, cu PR,
EGFR si E-cadherina metastatice. Unica asociere inversda p5S3tm a manifestat-0 doar cu CK5 din
metastaza. Receptorul p53 din metastaza insd nu a demonstrat legédturi statistice veridice cu
receptorii hormonali, in schimb dezvoltand relatii direct proportionale cu E-cadherina de ambele
localizari si EGFR metastatic, precum si relatii de scor negativ cu HER2mt.

Markerul EGFRtm a prezentat asocieri pozitive de divers grad cu ER si Ki67 de ambele
localizari, suplinind relatiile statistice de nivel primar cu corelatii pozitive comparat cu PR si
BCL2. Expresia EGFR 1inregistrata la nivel de metastaza a corelat pozitiv cu Ki67 si pS3 de
ambele localizari, precum si cu receptorul pentru progesteron si BCL2 de nivel primar.

Markerul de adeziune intercelularda E-cadherina din tumoarea primara a corelat pozitiv

doar cu p53 metastatic. Markerul omonim Ecadmt a corelat cu p53 de ambele localizari.

In sumar:

1. Corelatiile expresiei ER de localizare primara si metastatica au coincis la asociere cu
PR de ambele localizari, Ki67, BCL2 si EGFR din tumoarea primara.

2. Valoarea expresiei PR de ambele localizari a prezentat corelatii asemanatoare in raport
cu ER de ambele nivele si BCL2 de localizare primara.

3. Asocierile statistice ale markerilor HER2, BCL2 si CK5 din tumoarea primara, nu

coincid cu interrelatiile statistice ale HER2, BCL2 si CK5 din metastaza.
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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 localizéri au coincis statistic la asociere cu Ki67 de ambele
nivele, precum si cu PR, BCL2 de localizare metastatica.

Unica coincidentd statistica a expresiei E-cadherinei de ambele localizari s-a

determinat la asociere cu valoarea p53 de ordin metastatic.
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3.10. Concluzii la capitolul 3
In glanda mamara neafectata receptorii ER, PR, AR, BCL2 si E-cadherina sunt expresati
preponderent de celulele luminale, iar markerii pentru CKS5 si EGFR pun 1n evidentd mai
frecvent epiteliocitele bazale. Epiteliul glandei mamare neafectate este unul slab
proliferant, cu rare celule Ki67 pozitive si nu expreseaza markerii HER2 si p53.
In studiu au fost incluse carcinoamele mamare invazive cel mai frecvent intélnite, de tip
ductal NOS si lobular. Acestea in majoritatea cazurilor au avut un grad G2 si G3 de
diferentiere. Odatd cu Tnaintarea in varstd scade gradul de diferentiere al carcinoamelor
mamare invazive.
Majoritatea tumorilor mamare sunt estrogen si progesteron pozitive. Valoarea PR
coreleaza cu gradul expresiei ER. Receptorii ER si PR nu sunt stabili pe parcursul
metastazarii. Transferurile de scor au loc doar la cazuri cu gradul G2 si G3 de
diferentiere.
Tipul histologic al carcinomului mamar nu defineste expresia HER2. Carcinoamele
mamare ductal invaziv de tip NOS si lobular invaziv sunt preponderent HER2 negative,
atat la nivel de tumoare primara, cat si metastaza. Odata cu inaintarea in varsta a
pacientelor scade gradul de diferentiere al carcinoamelor invazive si riscul de a genera
tumori ductal invazive HER2 pozitive.
Expresia HER2 din tumoarea primara a carcinomului ductal invaziv tip NOS, difera
semnificativ statistic de cea din metastaza limfonodala. In cazul carcinomului lobular
invaziv, expresia HER2 nu este in functie de localizare, primara sau metastatica.
Receptorul HER2 nu este stabil pe parcursul metastazarii in ambele tipuri de cancer
studiate, preponderent fiind Inregistrata pierderea acestuia dupa metastazare.
Carcinoamele invazive de tip ductal (NOS) si lobular in majoritatea cazurilor nu
expreseaza citokeratina bazala CKS. Acest marker este instabil pe parcursul metastazarii
carcinomului ductal invaziv tip NOS, evoluand atdt in directia achizitionarii, cat si
pierderii expresiei. In cazul carcinomului lobular invaziv se determini doar achizitionarea
de catre celulele tumorale a CK5 dupad metastazare.
Carcinomul ductal invaziv tip NOS poate fi in egald 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 implicd exclusiv pierderea acestui receptor in microambianta nodului
limfatic. Cazurile instabile au un grad histologic slab de diferentiere. Tumorile cu grad

inalt de diferentiere prezinta in exclusivitate patern EGFR negativ.
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9.

10.

11.

12.

13.

Tumorile cu orice grad histologic, G1, G2 sau G3 pot manifesta activitate Ki67 atat
marcatd, cat si redusa. Valoarea Ki67 nu este in functie de varsta pacientei. Acest marker
nu este stabil in procesul de metastazare carcinomului de tip NOS, majoritatea
transferurilor tin de diminuarea activitdtii proliferative a celulelor metastatice in
microambianta limfonodala. Cazurile Ki67 instabile includ doar tumori cu grad G2 si G3
de diferentiere. In cazul carcinomului lobular invaziv se atestd transfer de scor doar in
directia intensificarii proliferatiei tumorale in sediul metastatic.

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 varstd de ,,dupa 49”. BCL2 nu este stabil pe parcursul metastazarii
carcinomului de tip NOS, predominand cazurile de pierdere a acestuia in ambianta
limfonodald. Cazurile de transfer implicd numai tumori cu grad scazut si moderat de
diferentiere, afectdnd in special femei de ,,dupa 49” ani. In cazul carcinomului lobular
invaziv s-au determinat exclusiv cazuri cu pierderea expresiei BCL2 dupa metastazare.

In carcinoamele mamare ductal invaziv de tip NOS si lobular infiltrativ se atestd 0
prevalentd a cazurilor p53 pozitive. Expresia p53 nu este in functie de tipul histologic al
carcinomului mamar. Prezenta p53 nu este in functie de varsta pacientelor si gradul de
diferentiere al tumorii. Markerul pro-apoptotic nu este stabil pe parcursul metastazarii,
evoluand fie cu pierdere sau achizitionare de fenotip p53. Transferurile de scor p53 mai
frecvent inregistrate tin de pierderea expresiei p5S3 in ambianta limfonodala, indiferent de
tipul histologic al tumorii.

Expresia E-cadherinei este in functie de tipul histologic al tumorii, ductal sau lobular
invaziv. Carcinomul de tip NOS prezintd in majoritatea cazurilor markerul de aderenta
intercelulard, iar in cazul tumorilor lobulare se atesta o usoarad prevalentd a cazurilor E-
cadherin negative. E-cadherina nu este stabild pe parcursul metastazarii, evoluand in
cazul carcinomului de tip NOS preponderent cu pierderea acestui marker in sediul
limfonodal, iar in carcinomul lobular, prezentand in masura egalad transferuri de scor cu
achizitie sau pierdere.

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS in majoritatea cazurilor este androgen pozitiv.
Expresia AR nu este influentatd de gradul histologic al tumorii si varsta pacientelor.
Acest marker nu este stabil pe parcursul metastazarii. Transferul de scor poate evolua atat
cu achizitionare de fenotip AR pozitiv, cat si prin pierderea acestui receptor de catre

celula tumorald in ambianta limfonodala.

142



14. Relatiile statistice dintre markerii celulari inclusi in studiu, de localizare primarad si
metastaticd nu sunt identice. Aceasta indicd cd metastaza limfonodald are un fenotip

imunohistochimic particular.
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4. CARACTERISTICA SUBTIPURILOR MOLECULARE

4.1. Incidenta si dinamica subtipurilor prin prisma recomandairilor St Gallen, 2013

Carcinomul ductal invaziv de tip NOS. Subtipurile moleculare au fost studiate pe un lot de
116 tumori, evaluate morfologic drept carcinom ductal invaziv de tip NOS. La clasificarea
subtipurilor moleculare s-au luat in consideratie recomandarile Iui Goldhirsch si coaut. (2013),
delimitand urmatoarele entitati nozologice: Luminal A, Luminal B, HER2 pozitiv, Basal-like si
5NP (cu fenotip 5 negativ) [97].

Combinatiile definitorii pentru fiecare subtip, diversificate in acest studiu au fost:

1. Subtipul Luminal A, definit precum ER" si/sau PR*, HER2", CK5", Ki67<14%;

2. Luminal B a fost divizat in:

a. Luminal B/HER2 (ER" si/sau PR", HER2", CK5, Ki67<14%);

b. Luminal B/Ki67 (ER" si/sau PR*, HER2", CK5, Ki67>14%);

c. Luminal B/HER2/Ki67 (ER" and/or PR*, HER2", CK5 , Ki67>14%). Acest subtip
l-am definit in premierd cu scopul de a evidentia si studia cazurile Luminal
B/HER2 cu diversa activitate proliferativa;

3. HER2 pozitiv (sau cu supraexpresia de HER2) la combinatia ER", PR™, HER2", CK5 ;

4. Basal-like a fost definit precum ER ', PR, HER2  si CK5";

5. 5NP a fost selectat la asocierea ER ", PR, HER2 si CK5'.

Pentru a evidentia statistic transferurile posibile de subtip la compararea tumorii primare si
metastazei limfonodale, subtipul SNP a fost echivalat cu ,,1”, Basal-like cu ,,2”, HER2" ca ,,3”,
Luminal B/HER2-,,4”, Luminal B/HER2/Ki67 —,5”, Luminal B/Ki67 —,,6”, iar Luminal A cu
1.

In urma studiului efectuat am determinat, ca tumorile de tip NOS sunt preponderent de tip
Luminal (tab.4.1).

Cota majoritard printre subtipurile Luminale a constituit-0 Luminal B (59 cazuri/50,9%),
urmat de Luminal A cu o incidenta de 41 cazuri/35,3%. Grupul Luminal B a fost neomogen dupa
structura sa, majoritatea cazurilor fiind catalogate drept Luminal B/Ki67 (45 cazuri/38,8%),
succedate de Luminal B/HER2/Ki67 (10 cazuri/8,6%) si Luminal B/HER2 (4 cazuri/3,4%).

Ierarhia subtipurilor moleculare in tumoarea primara a fost urmata cu 10 cazuri/8,6%
HER?2 pozitive, 4 cazuri/3,4% cu subtip SNP si 2 cazuri/1,7% de Basal-like.

Majoritatea subtipurilor moleculare au manifestat afinitate pentru tumori cu gradul mediu
(G2) si scazut (G3) de diferentiere (Tabelul 4.1). Gradul inalt, G1 s-a determinat in 4
cazuri/3,4% cu subtip Luminal A, plus a cate un caz demonstrat in Luminal B/Ki67 si Luminal

B/HER2/Ki67.
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Tabelul 4.1. Incidenta subtipurilor moleculare in carcinomul mamar invaziv de tip NOS, la nivel

de tumoare primara si metastaze limfonodale.

Subtip Tm Grad n % Subtip Mt n %
5NP G2 3 2,2 5NP 3 3,2
5NP G3 1 0,9 5NP 3 3,2
Basal-like G3 2 1,7 Basal-like 2 2,2
HER?2 G2 4 3,4 Basal-like 1 1,1
HER2 G3 6 5,2 HER2 4 43
Luminal A G1 4 3,4 HER2 4 43
Luminal A G2 27 23,3 Luminal A 3 3,2
Luminal A G3 10 8,6 Luminal A 20 21,5
Luminal B/[HER2 G2 4 3,4 Luminal A 13 14,0
Luminal

Gl 1 0,9 Luminal B/[HER2 4 43
B/HER2/Ki67
Luminal
) G2 6 5,2 Luminal B/[HER2/Ki67 1 1,1
B/HER2/Ki67
Luminal
G3 3 2,6 Luminal B/[HER2/Ki67 1 11
B/HER2/Ki67
Luminal B/Ki67 G1 1 0,9 Luminal B/HER2/Ki67 2 2,2
Luminal B/Ki67 G2 25 21,6 Luminal B/Ki67 1 1,1
Luminal B/Ki67 G3 19 16,4 Luminal B/Ki67 18 19,4
Total 116 | 100,0 Luminal B/Ki67 13 14,0
Total 93 | 100,0

Nota: Subtip Tm — subtipul molecular la nivel de tumoare primara; Subtip Mt - subtipul

molecular la nivel de metastaza limfonodala; Grad — gradul de diferentiere al tumorii.

Corelarea valorii subtipului molecular cu markerii inclusi in studiu a pus in evidenta valori
pozitive, statistic semnificative in raport cu expresia ER, PR si BCL2 (tab.4.2). Legaturi inverse,
de asemeni statistic semnificative s-au determinat la asocierea subtipului molecular cu valoarea
expresiei HER2, Ki67, CKS, p53, EGFR si gradul de diferentiere al tumorii.
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Tabelul 4.2. Corelatie dupa Spearman a subtipurilor moleculare de localizare primara si metastatica cu markerii inclusi in studiu.

ER PR AR HER2 Ki67 CK5 BCL2 p53 EGFR | E-cadherin | Subtip
Varsta | Grad
tm tm tm tm tm tm tm tm tm tm tm
Subtip Tm
Is -0,04 -0,16 | 0,67 0,46 0,19 -0,56 -0,39 -0,26 0,43 -0,17 -0,29 -0,04
n 116 116 116 116 15 116 115 115 90 93 55 114
p 0,318 | 0,040 | 0,0001 | 0,0001 | 0,247 | 0,0001 | 0,0001 | 0,002 | 0,0001 | 0,047 | 0,017 0,346
Subtip Mt
Is 0,02 -0,08 | 0,68 0,47 0,37 -0,41 -0,29 -0,40 0,40 -0,14 -0,23 0,08 0,74
n 93 93 93 93 15 93 93 93 85 86 39 92 93
0,431 | 0,216 | 0,0001 | 0,0001 | 0,087 | 0,0001 | 0,002 | 0,0001 | 0,0001 | 0,100 | 0,076 0,230 0,0001
Tabelul 4.2. continuare
ER PR AR | HER2 | Ki67 | CK5 | BCL2 p53 | EGFR | E-cadherin | Subtip
mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt
Subtip Tm
s 0,56 0,44 | -0,07| -0,49 | -0,39 | -0,15 | 0,37 | -0,21 | -0,50 -0,08 0,74
n 94 95 15 95 94 93 87 87 38 93 93
p 0,0001 | 0,0001 | 0,396 | 0,0001 | 0,0001 | 0,078 | 0,0001 | 0,027 | 0,001 0,212 0,0001
Subtip Mt
Is 0,70 054 | 0,36 | -042 | -0,30 | -0,25 | 0,35 | -0,25 | -0,27 0,01
n 93 93 15 93 93 93 85 86 37 91
p 0,0001 | 0,0001 | 0,094 | 0,0001 | 0,002 | 0,008 | 0,001 | 0,011 | 0,051 0,464

Notd: tm — tumoare primara, Mt — metastaza limfonodala, Grad — gradul de diferentiere al tumorii; s — coeficientul de corelatie Spearman.

Valorile statistic semnificative (p<0,05) au fost selectate cu Bold.
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Compararea profilului molecular din tumoarea primard cu cel din metastazd a pus in
evidenta 24 cazuri/25,8% de tumori cu schimb de subtip la metastazare. Directia de transfer a
evaluat atat in directia Bazala (10 cazuri/10,7%), cat si cu achizitionarea de markeri Luminali
dupa metastazare (14 cazuri/15,1%). Instabilitatea profilului molecular va fi analizatd in cadrul

fiecarui subtip (Anexa 4).

Luminal A. Varsta medie a pacientelor din acest subgrup a constituit 57,3+1,6 ani, cu o
mediana de 58 (tab.4.3). Studiul dat a definitivat subtipul Luminal A, drept tumoare cu
predilectie G2 diferentiatd, hormon-dependentd (ER, PR), HER2, CKS5, p53, EGFR negativa, cu

expresie marcatda a BCL2 si E-cadherinei.

Tabelul 4.3. Caracteristica subtipului Luminal A in tumoarea primara: valorile medii

pentru varsta, gradul de diferentiere si markerii inclusi in studiu.

4]

s N o~ =
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M | 57322 |27 ]|21]002]|57 01|26 1|07/ 0,7 2,8
ES| 16 | 01|01 02 |002|07/|01)01] 02 0,2 0,1
Md | 58 2 3 2 0 51 0 3 0 0 3

Nota: M, ES — media aritmeticateroarea standard, Md — mediana, Grad — gradul de

diferentiere al tumorii.

Eseurile statistice au pus in evidentd corelatii pozitive, de talie semnificativa la asocierea
ER cu Ki67 (rs=0,26, p=0,048), p53 cu Ki67 (rs=0,33, p=0,035), precum si valori corelative
inverse la asocierea HER2 cu BCL2 (rs=-0,39, p=0,021), CK5 cu Ki67 (rs=-0,27, p=0,047),
BCL2 cu HER2 (r:=-0,39, p=0,021), EGFR cu E-cadherina (rs=-0,56, p=0,002).

Tumorile de acest subtip manifesta o activitate proliferativa redusa, indicele Ki67 fiind
evaluat cu 5,740,6 si 0o mediand de 5,1. Aceasta vine in contradictie cu datele morfologiei clasice
prin faptul, ca majoritatea tumorilor de tip Luminal A au manifestat majoritar grad histologic G2
(27 cazuri/65,9%) si G3 (10 cazuri/24,4%) de diferentiere. Tumorile bine diferentiate, G1 s-au
determinat in doar 4 cazuri/9,8%.

In urma descifririi expresiei markerilor am stabilit si unele abateri de la definitia clasici a

subtipului Luminal A:
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- 2 cazuri/4,9% apreciate ER negative, statusul de subtip hormon-dependent fiind
suplinit prin expresia marcatd a PR;

- In 8 cazuri/19,5% expresia negativd a PR a fost sustinutd cu un scor Allred pozitiv
pentru ER;

- Improprie acestui subtip, citokeratina bazala CKS5 a fost evaluata cu scor pozitiv in 2
cazuri/4,8%. Aceasta va servi drept punct de reper la dezbaterea existentei unui nou
subtip molecular, BasoLuminal in capitolul Sinteza rezultatelor.

In metastaza limfonodald de asemeni s-a determinat prevalenta celulelor pozitive pentru

ER, PR, BCL2 si E-cadherina (tab.4.4).

Tabelul 4.4. Caracteristica subtipului Luminal A in metastaza limfonodala: valorile medii a

markerilor inclusi in studiu.

ER | PR | HER2 | Ki67 | CK5 | BCL2 | p53 | EGFR | E-cadherina

M | 23 | 20 0,1 4,1 0,03 2,0 0,7 0,4 2,5
ES | 0,2 | 0,2 01 1,0 0,03 0,2 0,2 0,2 0,2
Md 3 3 0 1 0 3 0 0 3

Nota: M, ES - media aritmeticia+eroarea standard, Md — mediana.

Asocierile statistice la acest nivel au pus In evidentd legaturi pozitive, de talie
semnificativa dintre ER si PR (r:=0,42, p=0,01), ER si Ki67 (1r:=0,44, p=0,007). Corelatii inverse
s-au determinat la asocierea varstei pacientei cu expresia BCL2 (rs=-0,32, p=0,05) si CKS5 cu
EGFR (rs=-0,10, p=0,001).

La compararea expresiei markerilor de cele doud localizari, primar cu metastatic am
determinat diferente statistic veridice doar dintre valorile Ki67 (t=0,88, p<0,05), sustiniand astfel
ideea cad tumoarea primara este mai activ proliferantd decat metastaza. La analiza incrucisatad a
expresiei markerilor din tumoarea primara cu metastaza limfonodala am concluzionat ca asocieri
de talie statistic credibild s-au determinat pentru majoritatea receptorilor inclusi in studiu: ER
(rs=0,52, p=0,002), PR (rs=0,70, p=0,0001), Ki67 (rs=0,31, p=0,05), BCL2 (r;=0,50, p=0,004),
p53 (rs=0,87, p=0,0001), EGFR (rs=0,65, p=0,006), E-cadherina (rs=0,32, p=0,041). Cote sub
si CK5 (rs=-0,03, p=0,43).

La compararea subtipului molecular din tumoarea primara cu metastaza am determinat ca
subtipul Luminal A a fost instabil in 5 cazuri/12,2% (tab.4.5).

In particular, in 2 cazuri/4,8% subtipul Luminal A a fost inlocuit in metastazi cu 5 NP

datorita lipsei de expresie a ER, PR, HER2 si CKS5. In alte 2 cazuri/4,8% acest subtip a fost
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transferat la Luminal B/Ki67 gratie activitatii proliferative sporite a tumorii la nivel metastatic si
intr-un singur caz/2,4% s-a identificat drept Luminal B/HER2 datorita expresiei receptorului
epidermal de crestere HER2. Numarul cazurilor cu transfer de subtip ar putea fi considerat mai
mare dacd am lua in consideratie si expresia simultana a CKS cu ER, PR. La momentul de fata
acest subtip, BasoLuminal este in faza investigatiilor de laborator, iar in cadrul studiului dat va

servi drept una din sursele dezbaterilor la capitolul de sinteza a rezultatelor.

Tabelul 4.5. Stabilitatea subtipului Luminal A: analiza comparativa a tumorii primare cu

metastaza limfonodala.

Tumoarea primara Metastaza i %
Subtip Markerii Subtip Markerii
Luminal A | ER SNP = 1 2,4
Luminal A | ER Luminal A ER 4 9,8
Luminal A | ER Luminal A ER,PR 2 4,9
Luminal A | ER Luminal B/Ki67 ER,PR,Ki67 1 2,4
Luminal A | ER,PR Luminal A ER 2 4,9
Luminal A | ER,PR Luminal A ER,PR 23 56,1
Luminal A | ER,PR Luminal A ER,PR,CK5 1 2,4
Luminal A | ER,PR Luminal A PR 1 2,4
Luminal A | ER,PR Luminal B/[HER2 | ER,PR,HER2 1 2,4
Luminal A | ER,PR Luminal B/Ki67 ER,PR,Ki67 1 2,4
Luminal A | ER,PR,CK5 | 5NP = 1 2,4
Luminal A | ER,PR,CK5 | Luminal A ER,PR,CK5 1 2,4
Luminal A | PR Luminal A PR 2 4,9
Total 41 100,0

Nota: Subtip — subtipul molecular; Markerii — markerii in baza carora a fost definit

subtipul molecular. Cu Bold au fost selectate cazurile cu transfer de subtip la metastazare.

Luminal B. Acest subtip molecular a fost stabilit la examinarea tumorilor a 59 paciente cu
varsta 55,2+1,5 ani (tab.4.6). Tumorile Luminal B au fost caracterizate drept hormon-
dependente, gratie expresiilor marcate inregistrate pentru ER, PR si AR. In plus, acest tip de
carcinom tindea sa exprime in abundenta receptorii pentru BCL2, p53 si E-cadherina. Tumorile

Luminal B au fost certificate drept activ proliferante, comparativ cu cele Luminal A. Indicele de
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proliferare Ki67 a fost echivalat la o medie de 29,6+2,0. Majoritatea tumorilor au prezentat grad
histologic G2 de diferentiere (35 cazuri/59,3%), urmate in descrestere procentuald de cazuri
agresive G3 (22 cazuri/37,3%) si carcinoame diferentiate G1 (2 cazuri/3,4%).

In structura celor 59 paciente examinate cu subtip Luminal B, cota majoritard i-a fost
atribuitd tumorilor Luminal B/Ki67 (45 cazuri), urmate in descrestere de Luminal B/HER2/Ki67

(10 cazuri) si Luminal B/HER2 1n 4 cazuri.

Tabelul 4.6. Caracteristica subtipului Luminal B in tumoarea primara: valorile medii

pentru varsta, gradul de diferentiere si markerii inclusi in studiu.

©
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M 552 | 23|25 1122|2406 |26 0223|1507 2,8
ES 15 0101021 03]| 0,1 2,0 01]02 102102 0,1
Md 55 2 3 3 3 0 29 0 3 15 0 3

Nota: M, ES - media aritmeticateroarea standard, Md — mediana.

Eseul statistic de corelare a scos in evidentd asocieri pozitive dintre varsta pacientelor cu
expresia receptorului pentru ER (rs=0,30, p=0,01) si BCL2 (r:=0,31, p=0,02). Totodatd am
determinat cd odatd cu inaintarea in varstd se micsoreazad riscul de a face un cancer mamar
Luminal B/HER2 pozitiv (rs=-0,26, p=0,02), CK5 pozitiv (rs=-0,29, p=0,01) si EGFR pozitiv
(rs=-0,35, p=0,05). Gradul de diferentiere al tumorii a prezentat o singura corelatic de talie
credibila, in raport cu expresia HER2, pledand in favoarea afirmatiei ca odatd cu micsorarea
gradului de diferentiere al tumorii creste riscul de dezvoltare al subtipului Luminal B/HER2 (rs=-
0,22, p=0,04).

Corelarea valorilor ER cu expresia markerilor utilizati in studiu a pus in evidenta asocieri
pozitive cu PR (rs=0,25, p=0,03), AR (rs=0,55, p=0,05) si BCL2 (r:=0,34, p=0,01). Totodata
corelatii veridice a ER, inverse dupd sens au fost determinate in asociere cu Ki67 (rs=-0,31,
p=0,01), CK5 (rs=-0,33, p=0,01) si p53 (1s=-0,29, p=0,02).

Receptorul pentru PR a prezentat doua corelatii veridice din punct de vedere statistic. Una
pozitiva, cu ER, cea dea doua inversa in relatie cu expresia p53 (rs=-0,28, p=0,03).

Valoarea expresiei AR a inregistrat cote semnificative in relatie cu ER si E-cadherina
(rs=0,86, p=0,001).

150



Expresia receptorului epidermal HER2 a prezentat corelatii semnificative doar fata de
valoarea markerului din aceeasi familie, EGFR (rs=0,40, p=0,03).

Asocierile prezentate de markerul nuclear Ki67 au permis sa concluzionam ca tumorile ER
pozitive tind sa prolifereze mai lent (rs=-0,31, p=0,01) comparativ cu cele CK5 pozitive (rs=0,28,
p=0,01).

Corelatiile stabilite de factorii apoptotici au fost in functie de tipul markerului. Astfel
receptorul anti-apoptotic BCL2 a prezentat asocieri pozitive cu ER (r&=0,34, p=0,01) si negative
cu CK5 (rs=-0,36, p=0,01). Markerul pro-apoptotic p53 insa a manifestat legaturi inverse la
expresia ER (rs=-0,29, p=0,02) si PR (rs=-0,28, p=0,03). Fata de CKS5, receptorul p53 a prezentat

Receptorul de crestere EGFR a prezentat legaturi pozitive de asociere doar cu HER2, iar
markerul de adeziune E-cadherina doar cu valoarea AR (r;=0,86, p=0,001).

Metastazele limfonodale dezvoltate de tumorile Luminale B au prezentat aceleasi
caracteristici ca si tumoarea primara, adica ER, PR, AR, BCL2, p53 si E-cadherin pozitive
(tab.4.7). Diferente veridic statistice s-au determinat doar dintre valorile Ki67 (t=2,44, p<0,05).
Aceasta sugereazd ideea cd tumoarea primara este mai activ proliferantd. Totusi, valorile
Ki67>14 inregistrate Tn ambele arii de studiu indica pastrarea comportamentului agresiv al
subtipului Luminal B si dupa metastazare.

Tabelul 4.7. Valoarea medie a markerilor imunohistochimici inclusi in studiu in

metastazele nodale dezvoltate de carcinomul Luminal B.

ER | PR | AR | HER2 | Ki67 | CK5 | BCL2 | p53 | EGFR E'_
cadherina

M (221822 04 | 233 | 0,2 16 |12 0,3 2,8

SE [021]02|04]| 01 28 | 0,1 02 |02 0,2 0,1

Md | 3 2 3 0 19 0 2 1 0 3

Nota: M, ES - media aritmeticateroarea standard, Md — mediana.

Analiza incrucisata a expresiei markerilor omonimi de ambele localizari a pus in evidenta
corelatii pozitive, statistic veridice pentru majoritatea receptorilor studiati: ER (rs=0,83,
p=0,001), PR (r:=0,56, p=0,001), HER2 (rs=0,62, p=0,001), Ki67 (rs=0,40, p=0,001), CK5
(rs=0,66, p=0,001), BCL2 (rs=0,56, p=0,001), p53 (rs=0,61, p=0,001), EGFR (rs=0,58, p=0,01).
Imaginea 1n oglinda a tumorii in metastaza nu s-a confirmat in cazul AR (r:=0,51, p=0,08) si E-

cadherinei (rs=-0,12, p=0,21).
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La compararea subtipului molecular de ambele localizari am determinat ca tumorile
Luminal B au suferit un transfer la alt subtip in 16 cazuri/27,1%, incidenta majoritard (10
cazuri/16,9%) fiind inregistrata in cazul subtipului Luminal B/Ki67 (Anexa 5).

In 11 cazuri/18,6% metastazele au evoluat in tumori mai diferentiate, Luminal A gratie
diminuarii activitatii proliferative (Ki67 masurate), iar in 2 cazuri datoritd pierderii expresiei
HER2. Pierderea markerului HER2 a fost si drept unica cauzad de transfer a 2 tumori/3,4%
Luminal B/HER2/Ki67 in Luminal B/Ki67. Pierderea receptorilor pentru hormonii ER si PR a
servit drept cauza de dezvoltare a 2 metastaze/3,4% Basal-like si una/1,7% HER2 pozitiva.

Trebuie sd mentionez cd, divizarea subtipului Luminal B/HER2 dupa activitatea
proliferativd a pus in evidenta faptul cd transferurile de subtip sunt mai frecvente in cazul
tumorilor Luminal B/HER2/Ki67 (5 din 10) fatd de Luminal B/HER?2 lent proliferante (1 din 4).

Subtipul HER2. Subtipul molecular HER2 a fost stabilit in cazul a 10 tumori, colectate de
la femei cu varsta cuprinsa intre 56,54+3,8 (tab.4.8). Dupa gradul de diferentiere histologica
aceste tumori au fost caracterizate prioritar agresive (G3 — 6 cazuri/60%, G2 — 4 cazuri/40%). In
favoarea acestui argument pledeazd si valoarea medie 1naltd a Ki67 (28,4+9,8).
Imunohistochimic astfel de tumori au fost definitivate drept ER, PR negative, HER2 pozitive. in
baza rezultatelor obtinute acest profil a fost completat ca tumori preponderent BCL2, p53, E-
cadherin pozitive. Acest tip de carcinoame nu a prezentat afinitate pentru citokeratina bazala
CKS5 (70% CKS5 negative). Totusi, expresia simultana a HER2 si CKS5 a fost inregistrata in 30%
cazuri, care in exclusivitate au prezentat tumori cu un indice de proliferare Ki67 foarte inalt
(>50%), la paciente de varsta inaintata.

Tabelul 4.8. Caracteristica subtipului HER2 in tumoarea primara: valorile medii pentru

varstd, gradul de diferentiere si markerii inclusi in studiu.
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M | 565|26 | 00|00 (28284 |07 /|15 |12 |06 | 28
ES | 38 |02 | 00| 00|01 98 04|04 |04]| 03| 01
Md | 540 | 30|00 |00 ] 30| 251|00 /|20 20|00 ]| 30

Nota: M, ES - media aritmeticateroarea standard, Md — mediana.
Procedeul statistic de corelare a demonstrat, ca tumorile de acest subtip tind sa piarda

receptorul BCL2 odata cu inaintarea in varsta (r=-0,60; p=0,03). Totodatd, markerii ER, PR,
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EGFR, E-cadherina, precum si gradul histologic nu au atins cote semnificativ statistic de corelare
cu alti receptori inclusi in studiu la nivel de tumoare primara.

Anterior am mentionat, ca subtipul HER2 pare a fi specific tumorilor cu un grad agresiv de
diferentiere, proliferare. Procedeul de corelare insa a evidentiat corelatii inverse a markerului
HER2 cu receptorul nuclear Ki67 (r=-0,59; p=0,05). Legaturi de acelasi sens sau obtinut si la
asocierea HER2 cu CK5 (r=-0,78; p=0,01). Pe de alta parte, eseul statistic a demonstrat, ca
expresia HER2 sporeste si riscul de achizitionare a p53 de catre celulele tumorale (r=0,58;
p=0,05).

Conform datelor literaturii expresia pozitiva a citokeratinei bazale CKS5 este caracteristica
grupului bazal, triplu negativ de carcinoame mamare [97]. Determinarea acesteia in 30% de
tumori HER2 pozitive impune cerinta de a delibera la intrebarea, dacd aceste tumori HER2-CK5
pozitive sunt reprezentate de o singura clona celulara. Eseul de corelare nea permis sa constatdm
ca in cadrul subtipului HER2, expresia CKS5 coreleaza puternic pozitiv cu gradul de proliferare al
tumorii (r=0,90; p=0,001), adica invers relatiilor statistice dintre HER2-Ki67 descrise anterior.
Aceasta pledeaza in favoarea ipotezei cad carcinomul mamar este eterogen celular chiar in cadrul
aceluiasi subtip molecular.

in cazul tumorilor HER2 pozitive am determinat, ci expresia markerului anti-apoptotic
BCL2 coreleaza paradoxal pozitiv cu prezenta receptorului pro-apoptotic, p53 (rs=0,66; p=0,03).

Metastazele limfonodale de carcinom HER2 pozitiv in general au reflectat acelasi profil
molecular, ca si tumoarea primara (tab.4.9). Insi la compararea mediilor numerice am determinat
ca metastazele acestui tip de tumori sunt mai agresiv proliferante, date confirmate printr-un t-test

dependent (t=-2,39, p=0,05).

Tabelul 4.9. Valoarea medie a markerilor imunohistochimici inclusi in studiu in

metastazele nodale dezvoltate de carcinomul HER2 pozitiv.

ER | PR | HER2 | Ki67 | CK5 | BCL2 | p53 | EGFR =
cadherina

M 0100 28 430 1| 0,5 0,3 1,5 0,3 2,9

SE |01|00| 02 |105| 04 | 03 |04 03 0,1

Md | 0,000 30 370 | 0,0 00 |15 0,0 3,0

Nota: M, ES - media aritmeticateroarea standard, Md — mediana.
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Corelarea incrucisata a markerilor de localizare primara si metastatica a determinat asocieri
pozitive, statistic semnificative dintre valorile expresiei Ki67 (r=0,85; p=0,001), CK5 (r=0,80;
p=0,01), p53 (r=0,80; p=0,01), E-cadherina (r=0,65; p=0,04) (Anexa C).

Compararea profilului molecular din tumoarea primara vs metastaza a pus in evidentd un
singur caz (10%) de transfer, soldat cu achizitionarea celulelor metastazate a receptorului ER,
ceea ce nea permis sd diagnosticam la acest nivel subtipul Luminal B/HER2 (tab.4.10). Aceasta
tumoare, cu grad G3 a fost recoltatd de la o pacientd de 63 ani si a fost evaluatd ca cel mai activ
proliferant carcinom din lotul de studiu, panad (Ki67=75) si dupd metastazare (Ki67=96). Este
necesar de remarcat, cd acesta este unul din cele 3 cazuri de expresie simultand cu HER2 a

citokeratinei bazale CK5.

Tabelul 4.10. Stabilitatea subtipului molecular HER2 la metastazare.

Tumoarea primara Metastaza . ”
Subtip Markerii Subtip Markerii
HER2 HER2 HER2 HER2 2 20,0
HER2 HER?2 HER?2 HER2,Ki67 3 30,0
HER2 HER2,Ki67 HER?2 HER2,Ki67 2 20,0
HER2 HER2,Ki67,CK5 | HER2 HER2,Ki67 1 10,0
HER2 HER2,Ki67,CK5 | HER2 HER2,Ki67,CK5 1 10,0
HER2 HER2,Ki67,CK5 | Luminal B/HER2/Ki67 | ER,HER2,CK5Ki67 | 1 10,0
Total 10 | 100,0

Nota: Subtip — subtipul molecular; Markerii — markerii in baza carora a fost definit

subtipul molecular. Cu Bold au fost selectate cazurile cu transfer de subtip la metastazare.

Subtipurile Triplu negative (5 NP (cu fenotip 5 negativ) si Basal-like). Grupul de tumori
triplu negative a fost depistat la paciente cu varsta cuprinsa intre 50-76 ani si a inclus 4
cazuri/3,4% de tumori cu fenotip SNP si 2 paciente/1,7% de carcinoame Basal-like. Din motivul
numarului mic de cazuri nu am evaluat statistic aceste subtipuri. Simpla comparare a subtipurilor
de pana/dupa metastazare a pus in evidentd un singur caz de transfer de la Basal-like la S5NP,
diagnosticat n cazul unei paciente de 71 ani, cu un carcinom G3, agresiv proliferant (Ki67=61).
De mentionat, ca dupd metastazare indicele Ki67 a inregistrat cote caracteristice unei tumori slab

proliferante (Ki67=9).
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La o examinare complexa a subtipurilor moleculare vs markerii inclusi in studiu nu am

depistat o combinatie, legitate proprie unui subtip. Fiecare tumoare s-a prezentat
imunohistochimic ca un caz personalizat (Anexa D).

In sumar:

1. In structura moleculard a carcinomului mamar de tip NOS prevaleazid combinatiile

10.

11.

12.
13.

proprii grupului Luminal, hormon-dependent.

Odata cu cresterea gradului de diferentiere a subtipului molecular, tumorile pierd un sir
de markeri precum HERZ2, Ki67, CK5, p53, EGFR si tind sa expreseze ER, PR, BCL2.
Tumorile Luminal A sunt hormon-dependente (ER, PR), HER2, CK5, p53, EGFR
negative, cu o expresie marcatd a BCL2 si E-cadherinei. Desi in subtipul Luminal A se
atestd asocierea pozitivd, paradoxald 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.

Subtipul Luminal A este instabil pe parcursul metastazarii.

Tumorile Luminal B exprima ER, PR, AR, BCL2, p53 si E-cadherina si sunt activ
proliferante, comparativ cu cele Luminal A.

Luminal B spre deosebire de Luminal A exprima p53.

Tumorile Luminal B tind sa mentind dupa metastazare expresia ER, PR, HER2, Ki67,
CKS, BCL2, p53 si EGFR.

In structura tumorilor Luminal B predomini subtipul Luminal B/Ki67. Proliferarea
activd a tumorilor Luminal B sustine si prevalenta numericd a subtipului Luminal
B/HER2/Ki67 fatd de Luminal B/HER2.

Subtipul Luminal B este instabil la metastazare, in majoritatea cazurilor evoluand intr-
un subtip mai diferentiat, Luminal A. Tumorile activ proliferante sunt cele mai
instabile la metastazare.

diversificare a subtipurilor moleculare existente (dar trebuie imunohistochimie dubla —
nu stim dacd este aceiasi celuld sau diferite).

Tumorile HER2 pozitive tind sa piarda receptorul BCL2 odata cu inaintarea in varsta.
Expresia HER2 coreleaza cu diminuarea gradului de proliferare Ki67 si expresia CKS5,
totodatd sporind sansele de achizitie de citre celulele tumorale a markerului p53. Insa
corelarea pozitivda a CKS5 cu Ki67 In cadrul acestui subtip pledeaza pentru ipoteza

eterogenititii celulare in cadrul aceluiasi subtip de tumori. In cazul tumorilor HER2
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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.

14. Subtipul HER2 nu este stabil pe parcursul metastazarii, transferurile de subtip evaluand

doar cu achizitionarea de receptori luminali.

Carcinomul mamar de tip lobular invaziv. Subtipurile moleculare au fost studiate pe un
lot de 18 tumori, evaluate morfologic drept carcinom lobular invaziv. Ca si in cazul carcinomului
ductal la clasificarea subtipurilor moleculare s-au luat in consideratie recomandarile lui
Goldhirsch si coaut. (2013), delimitand urmatoarele entitati nozologice: Luminal A, Luminal B,
HER?2 pozitiv, Basal-like si SNP (cu fenotip 5 negativ).

Ca si in cazul tumorilor ductale, cel mai frecvent intalnite au fost carcinoamele Luminale,
14 cazuri/77,8% (tab.4.11).

Tabelul 4.11. Incidenta subtipurilor moleculare in carcinomul mamar invaziv lobular, la

nivel de tumoare primara si metastaze limfonodale.

Subtip Tm Grad | n % Subtip Mt n %
5NP G2 1 5,6 5NP 2 11,1
Basal-like G3 1 5,6 Basal-like 2 11,1
HER2 G2 1 5,6 HER?2 1 5,6
HER2 G3 1 5,6 Luminal A 3 16,7
Luminal A Gl 2 11,1 Luminal B/Ki67 10 55,6
Luminal A G2 3 16,7 Total 18 100
Luminal B/HER2/Ki67 | G2 1 5,6
Luminal B/Ki67 G3 8 44,4
Total 18 | 100,0

Stratificarea cazurilor Luminale a pus in evidenta ca carcinoamele lobulare cel mai
frecvent dezvoltd tumori Luminale de tip B (9 cazuri/50%), dintre care subtipul Luminal B/Ki67
a constituit marea majoritate (8 cazuri/44,4%). Subtipul Luminal A a fost determinat in 5
cazuri/27,8%. De mentionat, cd doud cazuri au reprezentat tumori cu un grad inalt, G1 de
diferentiere. Tumorile HER2, SNP si Basal-like au fost determinate in cazuri unitare.

Subtipurile moleculare de carcinom lobular au manifestat predominant grad scazut G3 (10
cazuri/55,6%) si moderat G2 de diferentiere histologica (6 cazuri/33,3%).

Eseul statistic a pus 1n evidentd corelatii pozitive, credibile dintre subtipul molecular al

tumorii si valorile expresiei ER (rs=0,51, p=0,015), PR (rs=0,43, p=0,037) (tab.4.12).
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Tabelul 4.12. Corelatie dupa Spearman a subtipurilor moleculare de localizare primara si metastatica cu markerii inclusi in studiu.

A ER PR HER?2 Ki67 CK5 BCL2 p53 EGFR | Ecaderina | Subtip
Varsta | Grad
tm tm tm tm tm tm tm tm tm tm
Subtip Tm
Is -0,38 -0,39 0,51 0,43 -0,47 -0,06 -0,04 0,16 0,19 -0,11 0,12
n 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
p 0,06 0,053 | 0,015 | 0,037 0,024 0,40 0,44 0,26 0,23 0,34 0,31
Subtip Mt
Is 0,01 -0,08 0,78 0,51 -0,26 0,14 -0,19 0,38 0,19 0,13 -0,15 0,66
n 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
0,48 0,38 |0,0001 | 0,015 0,15 0,29 0,23 0,06 0,23 0,30 0,28 0,002
Tabelul 4.12. continuare
ER PR HER2 | Ki67 | CK5 | BCL2 | p53 | EGFR | Ecaderina | Subtip
mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt
Subtip Tm
Is 0,41 0,55 -0,17 0,02 | -0,25 | 0,02 0,14 0,00 -0,14 0,66
n 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
p 0,044 0,009 | 0,25 0,47 0,16 | 0,46 0,29 0,5 0,29 0,002
Subtip Mt
s 0,65 0,69 -0,04 | 0,04 | -0,33 | 0,05 0,09 0,09 -0,15
n 18 18 18 18 18 18 18 18 18
p 0,002 0,001 | 0,44 0,44 | 0,09 | 0,41 0,36 0,35 0,28

Notd: tm — tumoare primara, Mt — metastaza limfonodala, Grad — gradul de diferentiere al tumorii; s — coeficientul de corelatie Spearman.

Valorile statistic semnificative (p<0,05) au fost selectate cu Bold.
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Altfel spus, odatd cu diferentierea Luminald a carcinomului, celulele tumorale preferd sa
expreseze ER si PR, totodatd tind sa piardd HER2 (rs=-0,47, p=0,024) si dezvolta un grad
histologic slab de diferentiere (rs=-0,39, p=0,053).

Compararea subtipului molecular din tumoarea primard VS metastazd a pus in evidentd 4
cazuri/22,2% de transfer, majoritatea (3 cazuri) evoluand in directic bazald (tab.4.13).
Instabilitatea profilului molecular va fi analizata in cadrul fiecarui subtip.

Luminal A. Varsta medic a pacientelor care au dezvoltat tumori Luminale A a constituit
55,843,2 ani (tab.4.14). Aceste tumori au evoluat in exclusivitate cu grad Gl si G2 de
diferentiere histologica. In cazul dat datele morfologice sunt complementate perfect de
rezultatele imunohistochimice, indicele de proliferare Ki67 inregistrat cu mult sub pragul

cadherin pozitive si HER2, CK5, EGFR negative.

Tabelul 4.13. Stabilitatea subtipurilor moleculare a carcinomului lobular invaziv pe

parcursul metastazarii.

Subtip Tm Subtip Mt n %
SNP SNP 1| 56
Basal-like Basal-like 1| 56
HER2 Basal-like 1| 56
HER?2 HER2 1| 56
Luminal A 5NP 1| 56
Luminal A Luminal A 3| 16,7
Luminal A Luminal B/Ki67 | 1| 5,6
Luminal B/HER2/Ki67 | Luminal B/Ki67 | 1| 5,6
Luminal B/Ki67 Luminal B/Ki67 | 8| 44,4
Total 18 | 100,0

Notd: cazurile cu transfer de scor in urma metastazarii au fost selectate cu BOLD.

Eseul statistic de corelare nu s-a efectuat datorita numarului redus de cazuri.
Improprie definitiei clasice tumoare Luminal A a fost depistat un singur caz de expresie
simultand de rand cu ER, PR si a citokeratinei bazale CK35, ceea ce impune diversificarea acestui

subtip la capitolul de sinteza.
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Metastazele limfonodale dezvoltate de carcinoamele Luminal A au prezentat acelasi profil

molecular ca tumoarea primara (tab.4.15).

Tabelul 4.14. Caracteristica subtipului Luminal A in tumoarea primara: valorile medii

pentru varsta, gradul de diferentiere si markerii inclusi in studiu.

©
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M | 558 |16 |26 | 24 0 56 /104 |18 |16 | 0 | 22
ES | 32 [ 02]02]02| 00 17 {04107 1020006

Md 57 2 3 2 0 365 | 0 3 2 0 3
Nota: M, ES — media aritmeticateroarea standard, Md — mediana, Grad — gradul de

diferentiere al tumorii.

Tabelul 4.15. Caracteristica subtipului Luminal A in metastaza limfonodala: valorile medii

a markerilor inclusi in studiu.

ER | PR | HER2 | Ki67 | CK5 | BCL2 | p53 | EGFR | E-cadherina
M 2 2,2 0,2 7,786 | 0,2 1,2 1,4 0 1,2
ES | 05 | 06 0,2 4,8 0,2 0,7 0,6 0 0,5
Md 2 3 0 2 0 0 2 0 2

Nota: M, ES - media aritmeticateroarea standard, Md — mediana.

Compararea subtipului molecular al tumorii de ambele localizari a pus In evidentd 2
cazuri/40% cu transfer de tip in urma metastazarii. Ambele cazuri au evoluat in directie bazala,

prezentand particularitati imunohistochimice proprii subtipului SNP si Luminal B/Ki67.

Tabelul 4.16. Stabilitatea subtipului Luminal A: analiza comparativa a tumorii primare cu

metastaza limfonodala.

Tumoarea primara Metastaza 0 %
Subtip Markerii Subtip Markerii
Luminal A | ER,PR SNP SNP 1] 20,0
Luminal A | ER,PR Luminal A ER,PR 3 | 60,0
Luminal A | ER,PR,CK5 | Luminal B/Ki67 | ER,PR,CK5Ki67 | 1 | 20,0
Total 5 | 100,0

Nota: Subtip — subtipul molecular; Markerii — markerii in baza carora a fost definit

subtipul molecular. Cu Bold au fost selectate cazurile cu transfer de subtip la metastazare.
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Luminal B. Acest subtip molecular a fost descifrat la 9 paciente cu carcinom mamar
lobular invaziv cu varsta cuprinsa in limitele 68,8+1,9 ani (tab.4.17). Imunohistochimic aceste
tumori au fost caracterizate hormon-dependente (ER, PR), BCL2, p53, EGFR pozitive, iar
expresia HER2, CK5 si E-cadherinei nu s-a depistat sau a fost una cazuisticd. Caracteristic
acestui subtip ia fost agresivitatea inalta: 8 din 9 cazuri au fost cuantificate cu grad histologic G3,
1 caz — G2. Aceste date au fost complementate imunohistochimic prin indicele de proliferare

Ki67 inalt, statistic Inregistrat la cote de 41,8+5,4 sau mediana 36.

Tabelul 4.17. Caracteristica subtipului Luminal B in tumoarea primara: valorile medii

pentru varsta, gradul de diferentiere si markerii inclusi in studiu.

©
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M 688 | 29 | 29 | 26 | 03 | 418 | 00 |23 |18 | 12 | 07
ES 19 /01,01 ,03}02]| 54 00|04 05|04| 04
Md 68 3 3 3 0 36 0 3 2 1 0

Nota: M, ES - media aritmeticia+eroarea standard, Md — mediana.

Din 9 cazuri examinate, majoritatea (8 cazuri) au fost diferentiate de subtipul Luminal A
gratie indicelui nuclear de proliferare inalt (mai mare de 14%), astfel definind subtipul Luminal
B/Ki67. Un singur caz agresiv, G3 si Ki67 inalt, de rdnd cu receptorii hormonali a prezentat si
markerul HER2, ceea ce ne-a permis definirea subtipului Luminal B/HER2/Ki67.

Eseul de corelare a pus in evidenta legatura inversa dintre gradul histologic de diferentiere
st expresia HER2 (1s=-0,75, p=0,01). Astfel, tumorile Luminale B, odata cu cresterea agresivitatii
tind sa piarda receptorul epidermal 2.

O alta corelatie statistica, dar pozitiva dupa sens s-a determinat dintre ER si PR (1=0,75,
p=0,01). Totodata expresia receptorului pentru progesteron a corelat semnificativ, pozitiv si cu
BCL2 (r&=0,71, p=0,02). Acesta din urma, a prezentat asocieri statistice pozitive in relatie cu
expresia EGFR (rs=0,70, p=0,02). Markerul adeziunii intercelulare, E-cadherina a inregistrat cote
statistic semnificative, de sens pozitiv doar cu EGFR (rs=0,76, p=0,01).

Metastazele limfonodale dezvoltate de carcinoamele Luminal B au pastrat aceleasi
caracteristici imunohistochimice ca si tumoarea primard. Unica diferentd, argumentata statistic s-

a inregistrat la compararea activitatii de proliferare Ki67 (t=2,02, p=0,053). Oricum expresia
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Ki67 la nivel metastatic de 28+4,1 sugereaza pastrarea caracterului agresiv al carcinomului
Luminal B si dupa metastazare.
Tabelul 4.18. Valoarea medie a markerilor imunohistochimici inclusi in studiu in

metastazele nodale dezvoltate de carcinomul Luminal B.

ER | PR | HER2 | Ki67 | CK5 | BCL2 | p53 | EGFR E'_
cadherina

M [24]18| 03 |[280 | 01 13 [ 14| 04 0,9

SE [02]04]| 0.2 41 | 01 04 | 05| 02 0,5

Md | 3 | 2 0 22 0 1 2 0 0

Nota: M, ES - media aritmeticateroarea standard, Md — mediana.

Corelarea expresiei markerilor omonimi de ambele localizdri a pus 1n evidentd asocieri
pozitive, statistic semnificative pentru p53 (r;=0,90, p=0,001), EGFR (rs~0,70, p=0,02) si E-
cadherina (rs=0,85, p=0,001).

La compararea subtipului tumorii de ambele localizdri am determinat un singur caz
(11,1%) de transfer, de la Luminal B/HER2/Ki67 la Luminal B/Ki67, gratie pierderii HER2 la
nivel metastatic (tab.4.19). De asemeni trebuie mentionat un caz Luminal B/Ki67 care la nivel
metastatic, de rand cu ER, PR, Ki67 a achizitionat si citokeratina bazala. Din motivul cd in
practica oncologica subtipul BasoLuminal nu este introdus oficial nu am evidentiat acest caz
drept tumoare cu transfer de subtip.

Tabelul 4.19. Stabilitatea subtipului Luminal B la metastazare.

Tumoarea primara Metastaza . %
Subtip Markerii Subtip Markerii

Luminal ER,PR,HER?2,

B/HER2/Ki67 Ki67 Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 1 11,1

Luminal B/Ki67 | ER,Ki67 Luminal B/Ki67 | ER,Ki67 1] 111

Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 Luminal B/Ki67 | ER,Ki67 1 11,1

Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 Luminal B/Ki67 | ER,PR,CK5Ki67 | 1 | 111

Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 5| 556
Total 9 | 100,0

Nota: Subtip — subtipul molecular; Markerii — markerii in baza carora a fost definit

subtipul molecular. Cu Bold au fost selectate cazurile cu transfer de subtip la metastazare.
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Subtipul HER?2 si Triplu negative. Aceste 2 subtipuri nu au fost descrise statistic din

motivul numarului mic de cazuri: unitar pentru SNP, Basal-like si 2 cazuri HER2. Din toate

cazurile mentionate, o tumoare HER2 pozitivd dupd metastazare a fost cuantificatd gratie

pierderii markerului epidermal 2 si achizitiondrii de CKS5 drept subtip Basal-like. Tumoarea data

a fost depistatd la o pacientd de 66 ani. In pofida gradului histologic slab de diferentiere G3,

indicele de proliferare Ki67 a fost cuantificat sub limitele pozitivitatii in ambele localizari.

Ca si in cazul subtipurilor moleculare dezvoltate de carcinoamele ductale, la 0 examinare

complexa a subtipurilor moleculare in cazul tumorilor lobulare vs markerii inclusi in studiu nu

am depistat o combinatie proprie unui subtip. Fiecare tumoare s-a prezentat imunohistochimic ca

un caz personalizat (Anexa E).

il’l sumar.

1. Subtipurile moleculare dezvoltate de carcinomul lobular sunt instabile pe parcursul
metastazarii, preponderent evoluand cu pierderea receptorilor luminali.

2. Tumorile Luminal A dezvoltate de carcinomul lobular spre deosebire de cel ductal sunt
p53 pozitive.

3. Carcinomul lobular tot dezvolta subtip BasoLuminal.

4. Subtipul HER2 nu este stabil. in cazul tumorilor lobulare degradeaza in Basal-like.

5. Subtipul Luminal B dezvoltat de carcinomul lobular invaziv spre deosebire de cel

ductal nu expreseaza E-cadherina.
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4.2. Stabilitatea profilului molecular al carcinomului mamar dupa implantare pe
membrana corioalantoida a oului embrionat

In prima zi dupi implantare fragmentele de tesut histopatologic aplicate pe membrana
corioalantoidd aveau un contur clar delimitat, culoare alb-gilbuie, cu suprafati neteda. In ziua 3-
4-a dupd implantare suprafata implantului devenea bombata, rugoasd, cu culoare neschimbata.

La acest termen de asemeni se determinau vase nou formate, convergente spre implant (Fig.4.1).

Fig.4.1. Implant de carcinom mamar pe membrane corioalantoida, ziua a 4-a (x2). Tesutul
aplicat de culoare galbena, bombat, cu multiple vase nou formate, convergente din membrana in
implant.

Provenienta acestor vase din membrana corioalantoidd a fost doveditd 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).
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Fig.4.2. Vase neoformate in implant de tumoare mamara pe membrane corioalantoida.

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 microscopica a specimenelor a permis sa concludem, céd celulele invadate
prezentau particularitati 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 confirmatd prin
colorare cu AE1/AE3. Imunohistochimic am determinat ca intensitatea exprimarii AEI/AE3 in
celulele invadate a variat de la slab in celulele solitare la pronuntat in celulele aranjate in grupuri

sau cordoane.

Fig.4.4. Carcinom mamar ductal invaziv, implant pe membrana corioalantoida, 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).
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
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corioalantoidd, urmate in 2 cazuri/9,1% cu ER stabil pozitiv si un caz cu ER stabil negativ

(tab.4.20).
Tabelul 4.20. Evolutia markerilor ER, PR, HER2, CK5 dupa implantare pe membrana
corioalantoida.
Subtip Implant
. n %
Tm Mt ER PR HER2 CK5 Subtip
HER? HER? Stabl_l Stabl_l I_-IERZ Stabl_l ENP 1 45
negativ. | negativ | pierdere | negativ
. . ER PR Stabil Stabil
HUIEY A HUIGEL pierdere | pierdere | negativ | negativ SN 1 =
Luminal A Luminal A Sta_b!l Sta_b!l Stabl_l Stabl_l Luminal 1 45
pozitiv pozitiv | negativ | negativ A
Luminal Luminal _ ER _ PR Sta_b!l Stabl_l HER? 1 45
B/HER2 B/HER2 pierdere | pierdere | pozitiv | negativ
Luminal Luminal Stabil Stabil Stabil Stabil | Luminal 1 45
B/HER2 B/HER2 pozitiv negativ | pozitiv | negativ | B/HER2 '
Luminal Luminal ER Stabil HER2 Stabil | Luminal 1 45
B/HER2 B/HER2/Ki67 | pierdere | pozitiv | pierdere | negativ A '
Luminal Luminal ER PR HER2 Stabil ENP 2 91
B/HER2/Ki67 B/HER2 pierdere | pierdere | pierdere | negativ ’
Luminal Luminal ER PR HER2 Stabil ENP 2 91
B/HER2/Ki67 | B/[HER2/Ki67 | pierdere | pierdere | pierdere | negativ ’
Luminal Luminal ER Stabil HER2 Stabil | Luminal 9 | 209
B/HER2/Ki67 | B/[HER2/Ki67 | pierdere | pozitiv | pierdere | negativ A '
Luminal Luminal ER Stabil Stabil Stabil | Luminal 2 9.1
B/Ki67 B/HER2/Ki67 | pierdere | pozitiv | negativ | negativ A ’
Luminal Luminal ER PR Stabil Stabil ENP 1 45
B/Ki67 B/Ki67 pierdere | pierdere | negativ | negativ '
Total 22 | 100,0

Nota: Cazurile cu transfer de subtip in metastaza limfonodala au fost selectate cu BOLD.

Cazurile cu transfer de subtip in implant au fost hasurate. In toate cazurile examinate celulele

tumorale diseminate in implant au prezentat activitate proliferativa (Ki67) scazuta (<14%).
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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.

In situatia markerului HER2, implantarea tumorii pe membrana corioalantoida a condus in
majoritatea cazurilor la pierderea acestui receptor in noua ambianta (15 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 negativa pana si dupa implantare in toate 22 cazuri.

In urma comparirii 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 (tab.4.20).

Fig.4.5. Implant de metastaza limfonodala a unui carcinom mamar ductal invaziv de tip
NOS, G3, HER2 pozitiv pe membrana corioalantoida, ziua a 3-a (x40). In imaginea A se
determind o masa de celule distruse, inconjurata de o bordura limfocitara 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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La compararea expresiei ER, PR, HER2 si CK5 din tumoarea primara cu celulele tumorale
diseminate in implant am determinat schimbarea subtipului in 90,9% (20 cazuri), si anume in 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 sd mentiondm, cd in studiu nu au fost cuantificate toate cazurile cu implant de
metastaza limfonodald. Aceasta 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 a3 zi);

2. Prezenta infiltratului limfocitar si/sau focarele de necroza masive au pus la Tndoiald

veridicitatea rezultatelor imunohistochimice stabilite (Fig.4.5).

In sumar:

1. La implantarea in membrana corioalantoida a carcinomului mamar se atesta transfer de
subtip molecular in majoritatea cazurilor.

2. Markerii analizati au o evolutie diferitd dupa implantare: ER si HER2 preponderent cu

pierdere, PR stabil pozitiv, CK5 stabil negativ.
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4.3. Concluzii la capitolul 4

1.

In structura moleculard a carcinomului mamar invaziv de tip NOS numeric
prevaleaza subtipurile Luminale. Odata cu diferentierea luminala, tumorile pierd un
sir de markeri precum HER2, Ki67, CK5, p53, EGFR si tind sa prezinte ER, PR,
BCL2.

Tumorile Luminal A sunt hormon-dependente (ER, PR), HER2, CK5, p53, EGFR
negative, cu o expresie marcatd a BCL2 si E-cadherinei. Pentru acest subtip se atesta
asocierea pozitiva, paradoxala a ER si p53 cu Ki67. Subtipul Luminal A este instabil
pe parcursul metastazarii.

Tumorile Luminal B exprimd ER, PR, AR, BCL2, p53 si E-cadherina si sunt activ
proliferante, comparativ cu cele Luminal A. Luminal B spre deosebire de Luminal A
exprima p53. 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, in majoritatea cazurilor evoluand intr-un subtip mai diferentiat, Luminal
A. Tumorile activ proliferante sunt cele mai instabile la metastazare.

Expresia CKS5 de rand cu ER, PR, HER2 serveste drept o dovada a posibilitatii de
diversificare a subtipurilor moleculare existente (dar trebuie imunohistochimie dubla
— nu stim este aceiasi celuld sau diferite).

Tumorile HER2 pozitive tind sd piarda receptorul BCL2 odatd cu inaintarea in
varstd. Expresia HER2 coreleazd cu diminuarea indicelui de proliferare Ki67 si
expresia CKS5, totodata sporind sansele de achizitie de catre celulele tumorale a
markerului p53. In cazul tumorilor HER2 pozitive expresia markerului anti-apoptotic
BCL2 coreleaza paradoxal pozitiv cu prezenta receptorului pro-apoptotic, p53.
Subtipul HER2" nu este stabil pe parcursul metastazirii, transferurile de subtip
evaluand doar cu achizitionarea de receptori luminali.

Subtipurile moleculare dezvoltate de carcinomul lobular sunt instabile pe parcursul
metastazarii, preponderent evoludnd cu pierderea receptorilor luminali. Tumorile
Luminal A dezvoltate de carcinomul lobular spre deosebire de cel ductal sunt p53
pozitive. Subtipul HER2 dezvoltat de tumorile lobulare nu este stabil, insd spre
deosebire de carcinomul ductal degradeaza in directia Basal-like. Subtipul Luminal B
dezvoltat de carcinomul lobular invaziv spre deosebire de cel ductal nu expreseaza

E-cadherina.
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Instabilitatea carcinomului mamar a fost doveditd in majoritatea cazurilor cu implant
de tumoare in membrana corioalantoida. Markerii analizati s-au dovedit a avea o
evolutie diferitd dupa implantare: ER si HER2 preponderent cu pierdere, PR stabil

pozitiv, iar CK5 stabil negativ.
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5. SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Metastazele reprezintd produsul a unui proces multistadial dezvoltat de tumoarea primara,
care implica diseminarea celulelor canceroase si adaptarea acestora la conditiile noului mediu
ambiant. Aceste procese sunt caracterizate prin achizitionarea sau pierderea expresiei de catre
neoplasm a unor markeri celulari, gratie alterarilor de nivel genetic si/sau epigenetic.

Eseurile chirurgicale deopotrivda cu noile chimiopreparate sunt eficiente in terapia
tumorilor primare, mai ales in stadiile incipiente. Aceste procedee insa sunt ineficiente in cazul
metastazelor datoritd raspandirii sistemice si chimiorezistentei dezvoltate de catre celulele
diseminate. Astfel metastazele devin cauza principala a deceselor, iar prevenirea metastazarii ar
deveni o cale efectiva de tratament.

Rezultatele prezentului studiu pledeaza in favoarea concluziei, ca profilul molecular al
metastazelor limfonodale dezvoltate de carcinomul mamar nu corespunde cu profilul tumorii
primare. De ce? Raspunsul la aceastd problema ar putea fi elucidat prin prisma mai multor
discutii.

Anatomia. Glanda mamara este un organ cu structurd lobulard. Conform conceptului
propus de Going and Mohun (2006) lobii prezinta unitati structurale, care poseda particularitati
anatomice, morfologice individuale [95]. Fiecare lob isi are inceputul cu multiple (sute-mii) de
TDLU (unitate terminald ductal-lobulard) care dreneazd in ducturi de ordin intra- si
extralobular. Toate aceste structuri sunt formate din epiteliocite si celule mioepiteliale acoperite
de o membrand bazald continua. Prezenta mai multor unitdti anatomice, fiecare cu o vasta
diversitate celulara, diferite dupa localizare, morfologie, functie genereaza intrebarea: E posibil
oare ca diverse celule, din diferite TDLU sd se malignizeze in acelasi moment? Teoretic, da.
Empiric, In favoarea acestei ipoteze pledeaza un sir de dovezi: dezvoltarea uni-momentand a
carcinomului invaziv si celui in Situ, dezvoltarea tumorilor in ambii sani sau in cadrul aceleasi
glande, dar segmente si lobi diferiti.

O alta intrebare, la acelasi capitol ar fi dacd existd posibilitatea malignizarii diferitor
celule in cadrul aceluiasi TDLU? Teoretic da, am putea sustine cd oricare ar fi cauza
malignizarii, exo- si/sau endogend exista posibilitatea actiunii lor orchestrate, tintite in cadrul
aceleasi unitati terminale. In favoarea acestei ipoteze este insasi clasificarea carcinoamelor, cu
evidentierea formelor mixte, ducto-lobulare. Mai mult, datele imunohistochimice relateaza
pozitivitatea procentuala, numerica sau gradatd a unui marker sustinand ipoteza data, precum ca
in cadrul aceleasi tumori, celulele tumorale nu sunt de acelasi tip. Drept exemplu, daca
cuantificam markerul ER cu 80%, indicam din start ca 20% din celulele tumorale, cel putin la

nivel de ER sunt diferite, desi canceroase!
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Complexitatea problemei mai este sporita prin faptul ca epiteliocitele mamare sunt
structuri dinamice, supuse diferentierii celulare, baso-luminale, stadializata morfologic si
imunohistochimic. Etapele de diferentiere descrise 1n literatura pot explica cauza generarii
multiplelor forme de carcinom mamar. Am indicat ,,multiple” conform datelor OMS, desi
ipotetic putem genera mult mai multe forme inmultind numarul de celule si etapele lor de
diferentiere la factorii mutageni, multiplicat, deci si incurcat cu stress-ul, alimentatia, stilul de
viata, numarul de copii nascuti si nu 1n ultimul rand cu ereditatea. De ce nu? Omul cand nu stie
cum sa explice un anumit fenomen din viata sa implica voia Domnului, iar cand vine vorba de
sdnatate implica ereditatea.

Ereditatea. Conform datelor lui Tot T. (2005, 2007, 2010) rezulta ca cancerul mamar este
o maladie lobara, iar structurile tumorale, in Situ sau cu pattern invaziv isi au originea intr-un
singur lob [241-243]. Aceste date au pus bazele teoriilor ,lobului afectat” si cronometrarii
biologice. Conform ipotezei lui Agelopulosz si coaut. (2008) lobul este afectat inca in perioada
embrionara iar la nastere deja contine celule stem si celule comitate, purtitoare de mutatii [5].
Aceste abnormalitati genetice fac mai sensibile celulele in cauza la actiunea factorilor mutageni
ulteriori, exo- sau endogeni. Astfel autorii sustin ca cancerul mamar este o boala innascuta,
unde fiecare pacient are o anumitd predispunere de a dezvolta un anumit tip de cancer, iar
ceasul biologic care va finaliza cu transformarea maligna deplind a celulelor este in functie de
tipul si intensitatea stimulilor mutagenici. In favoarea acestei ipoteze vorbesc si datele lui
Jobsen si coaut. (2003), referitor la dezvoltarea cancerului mamar concomitent in ambii sani
(1,5% cazuri), mai frecvent de tip histologic tubular si cu dispunere in cadranul medial [119].

Prezenta celulelor stem afectate, atdt in segmentul secretor, cat si in cel ductal sustine
posibilitatea dezvoltarii neoplasmului de orice nivel glandular. Tot T. (2010) 1nsa considera, ca
leziunile in situ, putin diferentiate tind preponderent sa se dezvolte in cadrul TDLU, iar
leziunile inalt diferentiate afecteaza mai frecvent ducturile ce dreneaza TDLU [242]. Aceasta
opinie insa vine 1n contradictie cu datele lui Wellings si coaut. (1973, 1975), care au sustinut
ideea ca vasta majoritate a cancerelor de san, invazive sau precursorii ,,in situ”, au origine in
TDLU, indiferent de tipul histologic [261, 262]. Opiniile discutate pana acum insa au si ceva
comun, toate au drept punct de origine al carcinomului mamar, arborele glandular, histologic
format din multiple TDLU si ducturi. Multiple, chiar si in cadrul aceluiasi lob si lobul. Astfel se
contureazd iardsi ipoteza expusd mai sus despre posibilitatea dezvoltarii concomitente a
procesului neoplazic In mai multe portiuni glandulare ale aceluiasi lob, iar celulele afectate si
gradul de malignizare pot fi diferite. Aceasta va finaliza prin dezvoltarea in cadrul aceluiasi lob

a formatiunilor benigne si maligne, cu diferit potential metastatic.
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Dupa Visvader J.E. (2009) multitudinea subtipurilor tumorale reflectd atat diverse profiluri
mutationale, cat si originea celulara diferita [252]. Studiul profilului genetic al diverselor tipuri
de carcinom mamar a scos In evidentd faptul, cad tumorile Basal-like corespund dupa
semnaturile genetice cu celulele progenitoare comitate luminal. Aceste date au pus la Indoiala
opinia despre sursa stem celulara, incipienta a carcinomului Basal-like. Mai mult, subtipurile
Claudin-low si Normal breast-like s-au dovedit a fi apropiate dupa profilul genetic cu celulele
stem mamare, diversificate in plus prin caracteristici genetice proprii stromei mamare, de
origine mezenchimala. Altfel spus, pentru astfel de tumori definitia de carcinom sau neoplazie
epiteliala, este insuficientd, deoarece caracteristicile mezenchimale pledeaza in favoarea unui
diagnostic de sarcom.

Montel si coaut. (2006) a demonstrat ca tumorile de acelasi tip, dar de localizare diferita
la acelasi pacient au semnaturi genetice distincte [160]. Mai mult Urquidi si coaut. (2002) a pus
in evidentd eterogenitatea tumorii prin masurarea activitatii metastatice: celulele canceroase
sunt diferite dupa capacitatile sale metastatice, exprimat de la activ la non-metastatice [251].
Mai mult, autorul a concluzionat ca odatd cu cresterea abilitdtilor metastatice se schimba
profilul markerilor expresati. Astfel putem presupune ca fenotipul tumorii nu este pre-
determinat si static, dar poate evolua pe parcursul dezvoltarii tumorii.

Conform datelor lui Roodi N. (1995) mutatiile genetice ER la 1% din pacienti explica
variabilitatea raspunsului la pacienti cu tumori ER pozitive [206]. Recent, s-au descris mutatii la
nivel de gena-ESR1, care codifica domeniul de fixare (ligand-binding domain) a receptorului ER
pentru estrogen [117, 140, 204, 244]. Astfel sau pus in evidenta 3 tipuri de mutatii la acest nivel:

1. Amplificarea genica, cu formarea de copii multiple a ESR1;

2. Translocatia, in care o partea din gena ce codifica receptorul ER este schimbata
aleatoriu, neobisnuit cu diverse parti din genom;

3. Mutatia punctiformd la domeniul activ al receptorului ER captator de estrogen. Mutatia
data blocheaza receptorul ER, mentinandu-1 intr-o forma stabil activa si stimuland Tn permanenta
celula tumorald, in pofida lipsei de estrogen. Aceasta este si cauza rezistentei la inhibitorii de
aromataza. Important e faptul ca, aceste mutatii S-au determinat doar in metastaze (la 6 din 11
pacienti tratati cu inhibitori de aromataza), fiind absente in tumorile primare.

Odata cu blocarea receptorului ER celula tumorala drept acomodare la tratament isi
schimba calea pentru supravietuire. Drept exemplu s-au raportat un sir de cazuri de ,,shift”,
adici transfer a tumorii de la ER" la HER2" si invers, drept rispuns la tratamentul efectuat [54,

268].
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Pe de alta parte, pierderea expresiei receptorului PR (progesteron) in decursul terapiei
endocrine este mult mai frecventa decat a ER [30]. In astfel de cazuri tumoarea devine mai
agresiva, iar pronosticul mult mai nefavorabil. O alta sursa de rezistentd raportata la inhibarea
ER este receptorul pentru androgeni (AR), prin care factorii de crestere pot stimula proliferarea
tumorii [61]. Dupa Gutierrez M.C. (2005) la circa 20% din paciente supuse terapiei endocrine
tumoarea devine rezistentd pe parcursul tratamentului [102].

In lumina celor expuse trezeste dispute si originea tumorilor mamare BRCA1 (breast
related cancer antigen 1) asociate, adica genetic predeterminate. Initial Foulkes si coaut. (2004)
a determinat, ci aceste tumori expreseazi markeri proprii subtipului Basal-like [85]. Insd Lim si
coaut. (2009) au evidentiat, ca aberatiile de BRCA1 nu numai cd nu sunt caracteristice pentru
celulele mamare stem cancerigene, ba mai mult tumorile cu deficiente BRCA1 contin foarte
putine celule stem [141]. Drept sursa posibild a acestor tumori autorii considerd celula
progenitoare deja comitatd luminal, ipoteza 1n sustinerea careia vorbeste si expresia markerilor
(EGFR, CKS5) caracteristici subtipului Basal-like. In sustinerea acestei ipoteze vin si datele
prezentate de Lakhani si coaut. (2005) care subliniaza ca cca 1/3 din progenitoarele luminale
prezinta receptorul ERa, ceea ce coincide cu cele cca 30% de tumori BRCAL, ER pozitive.
Aceste date par a fi suficiente pentru a explica eficienta in unele cazuri de tumori BRCA1 a
ovarectomiei profilactice sau a chimioprofilaxiei cu tamoxifen. Gena tumoral supresorie BRCAL
are o pozitie cruciala in reglarea diferentierii celulare si remanierea defectelor de ADN [281].
Celulele epiteliale, odata comitate luminal sunt supuse ,,atacului” proliferativ estrogen mediat,
din care motiv riscd cu mai mare probabilitate sd achizitioneze mutatii BRCA1. De ce? Fiindca
conform datelor lui Liu R. si coaut. (2007) anume la aceste celule s-a remarcat instabilitatea
marcanta a genomului [143]. In plus, autorii au depistat cd majoritatea tumorilor BRCA1
pozitive prezintd si mutatii de gend p53, ceea ce in consecintd se reflectd prin sporirea
potentialului proliferativ al carcinomului.

Astfel, predispunerea genetica de a face carcinom mamar este doveditda in cazul BRCAI,
este pusa sub discutie in cazul BRCAZ2 si va servi drept camp de studiu pentru multe generatii.
Totusi nu acest factor este determinant in instabilitatea tumorilor pe parcursul metastazarii.
Populatia labila si activa de celule glandulare, influentata de stroma, diversificatd prin stadii de
diferentiere implica dezvoltarea capitolului consacrat eterogenitdtii celulare.

Epiteliocitele mamare. Din vasta ierarhie de epiteliocite mamare, presupuse sau
determinate 1n laboratoarele stiintifice, practica morfologicd cotidiana pune in evidentd celulele

mioepiteliale, bazale si luminale [281].
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Evidentierea mioepiteliocitelor este de un real folos pentru a evidentia gradul de invazie al
tumorii, precum si pentru diferentierea leziunilor proliferative benigne de cele maligne. In cazul
carcinoamelor invazive se atesta lipsa mioepiteliocitelor, ceea ce a servit drept motiv de a nu
include aceste celule in studiul de fata.

Celulele bazale sunt identificate gratie continutului citoplasmatic specific de citokeratine
cu greutate moleculara inalta, precum CKS5/6, 14, 17 si prezentei receptorului pentru factorul de
crestere epidermala (EGFR). Usor, dacd la acestea nu ar fi asociate, cel putin dupa localizare
celulele stem. In plus, celula bazali este o celuld deja comitati, care este bazala doar dupa sediul
sdu, desi poate expresa un sir de receptori, care vor diversifica aceastd populatie celulara.
Trebuie de subliniat, ca setul bazal de celule constituie cca 5% din totalul epiteliocitelor si este
imunohistochimic eterogen, incluzand deopotriva cu CSM, celule comitate luminal sau
mioepitelial, si mioepiteliocite diferentiate.

Conform datelor lui Shackleton si coaut. (2006) celula stem este localizata adiacent
membranei bazale, iar imunohistochimic poate fi definiti CD49f", EpCAM’, CD24", CD133’,
HER2, ER, PR™ [218]. In baza datelor lui Petersen si coaut. (2010) adiacent caracteristicilor
imunohistochimice enumerate mai pot fi adidugate CD44" si PROC" [182]. La graviditate
aceasta celula isi demonstreaza caracterul sau pluripotent, generand ,,inmugurirea” segmentului
terminal al TDLU cu o serie intreagi de celule [281]. In opinia autorilor, aceastd celula este
capabild sd genereze intregul arbore epitelial mamar. Celulele stem incep diferentierea prin
generarea progenitoarelor bi- si unipotente. Celulele comitate, bipotente sunt caracterizate
imunohistochimic CD49f", Thy1®, CD10", EpCAM’, MUC1, CD24", CD133", HER2, ER’, PR".
Celula bipotentd se poate diferentia atat in epiteliul alveolar sau ductal, cat si in mioepiteliocite.
In opinia Iui Petersen si coaut. (2010) aceste celule sunt localizate bazal si expreseazi in
abundenta FGFR, IGFBP7 (insulin-like growth factor binding protein-7), Notch3 (neurogenic
locus notch homolog protein 3), decorina, Thyl (thymocyte antigen 1), GAS6 (growth arrest
specific factor 6) si tenascina C [182]. Desi sunt rar proliferante, aceste celule trebuie sa posede
totusi o bund capacitate de a-si mentine integru profilul sdu genetic, molecular in urma
posibilelor leziuni. Datele experimentale prezentate de Woodward si coaut. (2005) indica
rezistenta lor Tnalta la alterari de pH, temperatura si actiunea toxinelor, iar proliferarea mitotica
reprezintd in sine un mecanism intern de verificare, prin existenta momentelor de ,,check point”
[267].

Celula stem comitatd in directia luminald va fi definitd ca CD49f", EpCAM+, KITY,
ER'/ER". Gratie expresiei in abundenti a EpCAM-ului, aceste celule prolifereazi intens.

Conform datelor lui Lim si coaut. (2009), de rand cu celulele bipotente comitate luminal
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descrise anterior, sunt si celule ce expreseaza suplimentar markerul CK5/6 [141]. Aceasta
sugereazd ideea ca CK5/6 nu este un receptor specific doar celulelor bazale, dupd cum sa
vehiculat anterior. In sustinerea acestei idei sunt si rezultatele studiului nostru, care a pus in
evidenta 4,8% de tumori luminale, care paradoxal au exprimat si citokeratina bazala. Altfel spus,
malignizarea epiteliului mamar poate avea loc la orice etapa de diferentiere, sustinand
posibilitatea de includere in clasificarea moleculard a unui nou subtip, BasoLuminal. Totusi,
separarea acestui subtip propunem sa fie considerata drept dovada a eterogenitatii cancerului
mamar: evidentierea a cca 5% de tumori luminale CKS pozitive nu este suficient, trebuie sa fie
luat in calcul si numarul acestor celule, care a fost in prezentul studiu mai mic de 10%. Altfel
spus, cca 10% din celulele tumorale cu caracteristici luminale (cel putin ER/PR pozitive) au
prezentat si CK5. Complexitatea problemei insa este sustinuta si de catre criteriile de clasificare:
dupa ASCO (2013) tumoarea este ER pozitiva, deci luminald daca cel putin 10% din celule
expreseaza receptorul pentru estrogen [97]. Astfel, apriori tumoarea este considerata eterogena
dupi componenta celulard, cel putin formati din celule ER*-CK5', ER'-CK5, ER-CK5" si
ER’-CK5'. Trebuie de sa subliniat ca doar in 4,8% sau 2 cazuri, prin utilizarea a 2 markeri (ER si
CK5) am determinat existenta ipotetica a 4 tipuri de celule tumorale, fiecare cu proprietati
deosebite, cel putin imunohistochimice.

Initial s-a presupus ca celula progenitoare luminala poate servi drept sursa exclusiva pentru
epiteliul luminal si ductal. Visvader J.E. (2009) insa a contestat ideea, demonstrand ca epiteliul
luminal poseda plasticitate, cu posibilitatea de a se diferentia si in directia mioepiteliala [252].
Paradoxal, dar capacitatea progenitorului alveolar de a dezvolta si linia mioepiteliald indica la
faptul ca in glanda mamara, obisnuit are loc dediferentierea, atat ravnita de cercetdtori. Aceasta
opinie confirma experimentul lui Smith G.H. (1996), care la transplantarea celulelor cu fenotip
luminal a obtinut epiteliul mamar cu toata gama celulard [225]. Aceasta complica datele
problemei, indicand la posibilitatea tumorii de a dezvolta tulpini celulare atat cu ,.evolutie”
luminala, cat si ,,involutie” bazala.

Din cele expuse reiese, ca epiteliul mamar este extrem de eterogen chiar in conditii
normale. Ce ar fi daca am schimba microambianta, am implica stres-ul, celulele imune...?
Probabil vom obtine noi culturi celulare. Drept exemplu, Petersen si coaut. (2010) au confirmat
aceasta la cultivarea celulelor luminale in prezenta toxinei holerice si, surpriza, au obtinut focare
de celule basal-like [182]! iIn plus, la cultivarea celulelor luminale pe membrana bazali
reconstituitd sau obtinut minoritar structuri asemandtoare mugurilor terminali, iar majoritar
structuri acinare. Aceste date sustin pe de o parte ipoteza cad celulele stem sunt localizate si

printre celulele diferentiate, iar pe de altd parte implica posibilitatea dediferentierii epiteliului
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luminal. Totusi oricat de frumoasa nu ar fi morfologia glandei mamare, mai celebrd devine ea in
combinatie cu imunohistochimia.

Imunohistochimia. Exact, insa privita nu drept cauza al diversitatii epiteliului mamar, ci
drept rezultat al aspiratiilor oncologiei moderne de a dezvolta un tratament personalizat, cel
putin la nivel mamar. Drept rezultat am obtinut clone celulare cu diverse ,,semnaturi”
moleculare.

Celulele CK5 pozitive. Opiniile contemporane relateaza acest receptor drept o
caracteristicd indispensabild a celulelor bazale si mioepiteliale, mai bine spus a celulelor
progenitoare, capabile de a se diferentia atit luminal, cit si mioepitelial. In baza datelor
raportate de catre Otterbach si coaut. (2000), rezulta ca acest marker la nivel ductal este mai
pronuntat expresat de catre mioepiteliocite, iar la nivel de TDLU de cétre celulele luminale
[172]. Rezultate asemanatoare, care sustin expresia CK5 atat in compartimentul bazal, cat si cel
adluminal al glandei mamare neafectate au fost raportate antecedent in cadrul un studiu personal
[281].

Odatd cu diferentierea luminald, epiteliocitele pierd CK5/6 si expreseazad citokeratinele
CK8/18/19. In cazul diferentierii in directia mioepiteliald CK5/6 este substituit de p63 si actina
de muschi neted. Totusi procesul de pierdere/achizitie/schimb de citokeratine este unul dinamic.
Bocker si coaut. (2005) au demonstrat ca in acinul mamar lactogen, epiteliocitele sunt aranjate
in grupuri luminale sau secretorii CK8/18" si bazale sau proliferative, ultimele prezentind un
mix de celule CK8/18" si CK5/6" [28].

Date asemanatoare se depisteaza si in cazul tumorilor benigne, care incorporeaza un numar
impunitor si de celule CK5/6 pozitive. Insa in cazul tumorilor maligne, are importanti clona
celulard, bazald sau luminald. Prin sursa lor diferita, Heatley si coaut. (1995) explica absenta
celulelor CK5/6 pozitive in tumorile luminale, precum si in hiperplazia atipica sau carcinomul
ductal in situ [106]. In opinia lui Laakso si coaut. (2005) tumorile CK5/14 pozitive constituie
aproximativ 9% din totalul carcinoamelor mamare, iar majoritatea au un grad histologic G3
[131]. In cazul studiului dat, am evidentiat cd ambele tipuri de tumori, lobulare sau ductale in
majoritatea cazurilor (90%) sunt CK5 negative, cu caracteristici morfologice proprii
carcinoamelor G2 si G3. In plus, am confirmat, ca expresia CK5 din metastaza este in functie de
valoarea CK5 din tumoarea primara. Altfel spus, eseul statistic de corelare vorbeste elocvent in
favoarea expresiilor ,cererea dicteaza piata” iar ,tumoarea primard componenta metastazei”.
Pana la moment am considerat, diagnosticat si tratat in baza tabloului morfologic ,,pictat” de
tumoare in sediul primar. Urméand unul din citatele Mariei Montessori, precum ca

in natura, ceea Ce ne impresioneaza mai puternic, nu sunt legile sale, ci abaterile presupun ca nu
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tumoarea primara, ci metastaza sa va fascina cercetatorii si schimba destinul pacientilor. Astfel,
la compararea expresiei CK5 de ambele localizari am pus in evidentd 8 cazuri/8,8% de tumori
NST sau 2 cazuri/11,1% de carcinom lobular instabile la metastazare. Totusi originea tumorii si-
a lasat amprenta, prin faptul ca carcinomul NST a evoluat atat prin achizitie de CKS la nivel de
metastaza (2 cazuri/2.2%), cat si pierdere de citokeratind bazald (6 cazuri/6.6%). In cazul
carcinomului lobular ambele cazuri de transfer au evoluat doar prin achizitie de CKS.

Celulele EGFR pozitive. EGFR sau HER1 este o proteina specifica pentru celulele bazale.
Goldhirsch si coaut. (2013) au propus utilizarea EGFR de comun cu citokeratina bazala CK5 in
definirea subtipului molecular Basal-like [97]. EGFR este expresat pe suprafata celulelor
epiteliale Tn norma si in cele tumorale, avand drept scop reglarea activitatii proliferative si
diferentierii celulare. Activarea receptorului dat are loc prin asocierea unuia din liganzi, EGF
sau TGF-a, sursa carora sunt atat celulele normale, cat si cele tumorale. Totodatd, poate avea
loc si asocierea EGFR cu alti reprezentanti ai familiei erbB (erbB-2 si erbB-3), proces soldat cu
activarea proliferdrii celulare si invaziei tumorale, rareori includerea proceselor apoptotice.
Conform datelor prezentate de Walker si coaut. (1991), EGFR este prezent la toate nivelele de
diferentiere al epiteliului mamar, totusi mai exprimat in celulele bazale [254]. In opinia
autorilor epiteliocitele luminale EGFR negative sunt mai degraba o exceptie pe fondalul general
intens pozitiv. Rezultate similare am publicat si in cadrul un studiu propriu antecedent [281].

Cresterea activitatii proliferative sub influenta EGFR sau a liganzilor si a fost constatata
intr-un sir de tumori precum cancerul pulmonar, ovarian, intestinal, prostatic, pavimentos si
mamar. In ultima, supraexpresia EGFR a fost asociati cu absenta receptorilor pentru estrogeni si
raspuns slab la Tamoxifen. Cercetarile intreprinse de Sainsbury et al (1987) au stabilit ca
prezenta EGFR este direct proportionald cu dimensiunea tumorii si gradul histologic de
diferentiere, astfel sporind recurentele si micsorarea perioadei de supravietuire [212].

Faptul ca EGFR este inclus deopotriva cu CKS in definirea aceluiasi tip de tumori, bazale,
presupune existenta acelorasi particularititi de expresie si metastazare. Insi studiul dat contesta
aceasta presupunere printr-un sir de rezultate, si anume:

1. Carcinomul ductal invaziv tip NOS poate fi in egala masurd EGFR pozitiv sau negativ,

iar in cazul tipului lobular invaziv majoritatea o constituie tumorile EGFR negative.

2. EGFR, similar ca CK5 este instabil pe parcursul metastazarii, insa cazurile de transfer

implicd exclusiv pierderea EGFR in microambianta nodului limfatic in ambele tipuri de
tumori. In plus cazurile instabile au prezentat un grad histologic slab de diferentiere,

iar tumorile cu grad inalt au expresat in exclusivitate patern EGFR negativ.
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Mai mult, eseul statistic de corelare vorbeste despre independenta expresiei celor 2
receptori la nivel primar, iar surpriza cea mare vine in cadrul metastazei, unde s-a atestat o
corelatie pozitiva, statistic semnificativa dintre EGFR si CK5 (Anexa A). Altfel spus,
numeroasele celulele CK5 negative au tinut in umbra unicele celulele CK5 pozitive, dovedite a
fi si EGFR pozitive, care au manifestat un potential metastatic activ. Apeland la incidenta
expresiei celor 2 receptori putem spune ca in cazul carcinomului ductal invaziv expresia CK5
coincide cu EGFR in 59.4% cazuri, dintre care in 53.6% ambii markeri sunt negativi, iar in 5.8%
pozitivi. Asemanator am determinat si in cazul carcinomului lobular, in care s-a depistat doar
co-expresia CK5 negativ-EGFR negativ in 61.1%.

Din cele relatate putem presupune ca tipul histologic al tumorii isi are propria sa amprenta
imunohistochimica desi eseurile statistice nu au determinat diferente veridice la compararea
expresiei markerilor bazali.

Urmatorul marker, expresat in stadiul intermediar de diferentiere al epiteliului mamar este
,ruda” EGFR-ului, sau HER2.

Celulele HER2 pozitive. Celula progenitoare comitatd luminal prolifereaza si se
diferentiaza trecand printr-un stadiu tranzitoriu, HER2 pozitiv. Acest receptor membranar
(human epidermal growth factor receptor 2 sau receptor tyrosine-protein kinase erbB-2, sau
CD340) a fost detectat intr-o vasta gama de celule epiteliale, cu sediu la nivel gastro-intestinal,
respirator, ovarian, urinar, precum si in celulele progenitoare hematopoietice. Sumativ,
stimularea acestui receptor rezultd cu amplificarea potentialului proliferativ. Conform datelor lui
Visvader J. (2009) aceasta proteina are un rol decisiv in diferentierea progenitoarelor mamare
luminale [252]. In prezentul studiu, in toate cazurile studiate de glandid mamari neafectati nu
am determinat celule HER2 pozitive, rezultat similar raportat inca de Pavelic si coaut. Tn 1992
[177].

Dupa cum am mentionat stimularea lui HER2 rezulta ca si in cazul lui EGFR cu sporirea
activitatii proliferative. Totusi in cadrul acestui studiu am stabilit cd celulele tumorale HER2
pozitive au preponderent un indice Ki67 sub 14%, definindu-le astfel ca slab proliferante
(Anexa C). Dupa Visvader J. (2009) celula progenitoare HER2 pozitiva initial nu exprima
receptorii hormonali [252]. Adevarat si in cazul tumorilor. Prin compararea si corelarea
expresiel HER2 cu ceilalti markeri inclusi in studiu am determinat corelatia invers proportionala
cu CK5 st ER. Altfel spus, la acest stadiu celula nu mai este bazald, insd nu a acaparat
particularititi luminale. Astfel de tumori vor fi evaluate drept HER2 pozitive. Intrebarea
fireasca, care rezultd din scopul acestei lucrari este: tumorile HER2 pozitive sunt omogene?

Realmente nu. In 6 cazuri/22.2% am determinat prezenta simultania a CKS5. Fireste ar fi de
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presupus ca de rand cu subtipul BasoLuminal, mult ravnit de a fi definit nozologic, ar putea
exista si Baso(CKS5)HER2? Plus, o fi aceste celule progenitoare? Probabil da, fiindca 22.2% de
tumori HER2 pozitive au exprimat si EGFR. lar aceasta ar indica si existenta probabild a
tumorilor Baso(HER1)HER2. Totusi expresia markerilor bazali, HER1 si CK5 pare a nu fi
simultand. Din cele 22.2%, doar intr-un singur caz (3.7%) s-a determinat expresia pozitiva,
simultand a HER2, HER1 si CKS5.

Faptul cd tumorile HER2 nu sunt omogene ar prezice si activitate metastatica diferita.
Dupa cum am relatat anterior, aceste tumori sunt instabile la metastazare, evoluand exclusiv in 6
cazuri/6,3% in directia pierderii expresiei HER2. Aceste tumori in 5 cazuri au fost si CK5
negative, insd in 3 cazuri EGFR pozitive. Astfel putem presupune ca CKS5 este un marker mai
timpuriu si ,,mai bazal” decat EGFR. Relatia stransa, ,,de rudenie” cu HERI este sustinutad si
prin faptul ca din cele 6 cazuri evoluate cu pierdere de HER2, 2 cazuri au evoluat simultan si cu
pierdere a EGFR-ului. Discordante semnificative privind status-ul HER2 au fost raportate de
Santinelly si coaut. [214]. In particular, s-au demonstrat diferente dintre tumoarea primara si
LNM sincrone in 6.7%, tumoarea primara si recurentele locale in 13.3%, tumoarea primara si
metastazele metacrone indepartate in 28.6%. Rezultate similare a raportat Niikura si coaut.
(2012), unde din 40 cazuri HER2 pozitive, netratate, 4 metastaze au prezentat status HER2
negativ [169]. Instabilitatea acestui receptor a fost raportatd si de Adamczyk si coaut. (2012) in
4,5% cazuri, cu deosebirea ca pacientele au fost supuse anterior chimioterapiei [4].

Odata cu diferentierea sa, epiteliocitul mamar tinde sa piardd HER2, achizitionand ER, PR
ceea ce-1 atribuie particularitati luminale.

Celule hormon pozitive (ER, PR si AR). Estrogenii si progesteronul sunt considerati
mitogenii de baza ai epiteliului mamar. Actiunea acestora pare a fi realizatd la toate etapele de
diferentiere al epiteliului mamar, chiar si in pofida lipsei receptorilor omonimi la etapele
initiale. Mallepell si coaut. (2006) considera ca estrogenii actioneaza printr-un mecanism
mediat paracrin, iar Asselin-Labat si coaut. (2006) confirma existenta acestei cai gratie afectarii
potentialului mitotic al celulelor stem la soarecii ovarectomizati [13, 152] Mai mult, Ciarloni si
coaut. (2007) certifica faptul ca estrogenii influenteaza celulele bazale prin amphiregulind, care
potenteaza proliferarea epiteliului mamar [48].

Rolul estrogenilor in diferentierea mamara a fost elocvent elucidat prin extirparea ovarelor
la soarecii aflati in pre-pubertate sau la cei cu deficit indus genetic de ERa. In toate aceste cazuri
s-a semnalat doar formarea unui sistem ductal rudimentar. Totusi influenta estrogenilor, este In
strictd legatura cu microambianta celulara. Brisken si coaut. (2007) relateaza, ca simpla

transplantare a epiteliului ERa deficitar in stroma mamara a soarecilor wild type nu conduce la

180



diferentierea epiteliala ulterioara [31]. In cazul cand celulele ERo deficitare erau amestecate cu
epiteliocite normale ER pozitive, s-a semnalat o diferentiere intensa a sistemului ductal, in
special pe baza celulelor defecte genetic. Mai mult, acestea au fost determinate atat in stratul
bazal, cat si In compartimentul luminal. Astfel autorii au concluzionat ca tesutul ERa deficitar
contine celule stem, iar acestea din urma se pot diferentia doar in prezenta epiteliocitelor ER
pozitive. Ultimele au fost denumite de Brisken si coaut. (2007) drept ,,celule senzoriale” [31].
Ulterior aceste date au fost confirmate si de Sleeman si coaut. (2007), care au identificat in
compartimentul bazal celule CD24/CD133/ER pozitive [224]. Astfel ipoteza precum ca celulele
ER pozitive sunt luminale, deci diferentiate pare a fi zdruncinata.

Brisken si coaut. (2007) considera ca ,,celulele senzoriale”, ER pozitive detecteaza nivelul
sistemic de estrogeni ca apoi si regleze local diferentierea celulelor stem [31]. In plus,
introducerea 17-B- estradiolului soarecilor pubertari ovarectomizati rezultd cu restabilirea
potentialului de crestere ductald, mecanism realizat in opinia autorilor prin intermediul
receptorului EGFR. Ciarloni si coaut. (2007) considerd ca aceste celule, drept raspuns la
actiunea estrogenilor, elimina local amfiregulina, proces realizat prin intermediul unei
metalopeptidaze ADAM17 (ADAM metallopeptidase domain 17 sau TACE (tumor necrosis
factor-a-converting enzyme)) [48]. Autorii au mentionat faptul ca, epiteliul glandei mamare
lipsit prin eseuri genetice de amphiregulind nu formeaza muguri terminali, chiar in prezenta
estrogenilor. Efect asemandtor a fost realizat si la blocarea receptorului EGFR al celulelor
stromale din jurul mugurelui terminal, fapt ce sugereaza rolul important al acestora in
diferentierea epiteliului glandei mamare.

Brisken si coaut. (2007) au determinat cd, odatd cu instalarea pubertatii, influenta
mitogenici a 17-B-estradiolului descreste dramatic [31]. Incepand cu aceasta perioadd procesele
de proliferare si morfogeneza sunt dictate de nivelul seric al progesteronului, nivelul caruia
oscileaza in dependentd de fazele ciclului ovarian. Cantitatea si durata maxima se va atesta la
graviditate.

La fel ca si estrogenii, progesteronul poate stimula proliferarea epiteliocitelor luminale atat
hormon-pozitive, cat si hormon-negative. Aceasta actiune este realizata in opinia lui Brisken si
coaut. (2007) in aceeasi maniera, paracrina aidoma estrogenilor [31]. Totusi in realizarea acestei
actiuni sunt implicati alti factori, cum ar fi RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-
B ligand sau tumor necrosis factor ligand superfamily member 11 (TNFSF11)) si wnt-4
(wingless-type MMTYV integration site family, member 4 ). Factorul RANKL este o proteina din
familia TNF (tumour necrosis factor), cu implicatii multiple, cum ar fi apoptoza, imunitate,

regenerarea si remodelarea osoasd. Mulac-Jericevic si coaut. (2003) considera ca RANKL
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stimuleazd proliferarea epiteliului mamar prin inducerea de sintezd in celulele luminale a
ciclinei D1 [162].

Proteina wnt-4 este pe larg studiatd gratie implicarii sale regulatorii in embriogeneza, si
anume in comitarea dezvoltirii sexuale feminine a embrionului. in plus, gratie influentei sale
asupra celulelor stem aceastd proteind este frecvent studiatd in oncogeneza. La nivel mamar,
Brisken si coaut. (2007) considera ca progesteronul stimuleaza producerea de catre ,,celulele
senzoriale” elucidate mai sus, anume a wnt-4 [31]. Ulterior acest factor va stimula celulele stem,
actiune soldata cu diviziune celularad asimetrica, obtinerea unei noi celule stem si a celulei fiice
comitate. Toate aceste fenomene anticipeaza in norma posibila graviditate. Pike si coaut. (2000)
au stabilit ca utilizarea progesteronului in postmenopauza in calitate de tratament hormonal
substitutiv, creste riscul de dezvoltare a cancerului mamar [184]. In opinia lui Brisken si coaut.
(2007) aceasta se intampla gratie efectului proliferativ al progesteronului asupra celulelor stem
restante, care au acumulat de-a lungul vietii defecte genetice [31].

Din cele relatate anterior putem confirma prezenta epiteliocitelor ER, PR pozitive in toate
compartimentele glandulare. In una din publicatiile anterioare am evidentiat ci, in glanda
mamara neafectatd receptorii pentru estrogeni si progesteron sunt expresati doar de epiteliocite
luminale, iar aranjarea acestora poate varia de la solitar,la grupuri celulare hormon-pozitive de
pana la 10 celule sau sub forma de fasii continue cu populatii de peste 10 celule imunomarcate
[281]. Totusi paternul solitar este mai frecvent determinat in cazul celulelor PR pozitive, iar
pentru ER caracteristic 11 sunt prezentdrile in grup si fasii. Continutul numeric al celulelor
hormon-pozitive a variat in limitele a 4-20%. Conform datelor din literatura epiteliocitele
mamare mai frecvent expreseaza ER decat PR (99%/89%) [250]. Pe de alta parte, autorii au
subliniat ca PR este mai frecvent inregistrat pozitiv in premenopauza, pe cand expresia ER
creste odatd cu varsta, Inregistrand cel mai inalt nivel in postmenopauza. Oricum aceste date au
un rol orientativ, iar fiecare caz are particularitatile sale distinctive.

Conform datelor lui Engstreom M. (2013) cca 80% din toate cancerele mamare sunt
hormon-pozitive [73]. Aceste date sunt sustinute si prin prezentul studiu, atit prin frecventa
inaltd a expresiei ER (82,5%), cat si PR (75,5%) in carcinomul de tip NOS. Expresii
asemanatoare au fost depistate si in cazul tumorilor lobulare. Aceasta presupune ca neoplaziile
sunt mai frecvent dezvoltate de celule diferentiate, insd gradul de diferentiere al majoritatii
covarsitoare de tumori luminale a pledat in favoarea tumorilor agresive, G2 si G3. Totusi,
datele imunohistochimice curente sustin ca tumorile hormon-pozitive au o rata de proliferare
Ki67 scazuta, iar valoarea expresiei receptorilor ER si PR nu este in functie de tipul si gradul

histologic al tumorii, in plus nu este influentata de varsta pacientelor. Oricum, predominanta
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covarsitoare de tumori hormon-pozitive implicad presupunerea cd anume celulele ER, PR
pozitive sunt cel mai frecvent afectate si cel mai frecvent susceptibile de a dezvolta tumori.
Réamane de stabilit evolutia acestor celule pe parcursul metastazarii.

Estrogenii si progesteronul sunt secretati in dependenta de faza ciclului ovarian-uterin,
ceea ce presupune existenta variatiilor procentuale dintre numarul celulelor tintd. Totusi, in
studiul prezent expresia ER a corelat pozitiv cu prezenta PR si invers. Mai mult, majoritatea
asocierilor pozitive sau negative proprii ER, au fost similar descrise si pentru PR, astfel pledand
in favoarea rudeniei acestor 2 receptori, separandu-i net de markerii bazali, EGFR, CKS5 si
HER?2.

Dar, pentru fiecare regula este cel putin o exceptie, care la capitolul dat poate fi formulata
prin intrebarea: tumorile hormon-pozitive sunt oare omogene? Desigur nu, iar eterogenitatea
Acest prag variaza in limite largi, de la 1% la 30% [97, 193]. De altfel, daca ASCO (2013)
raporteaza tumoarea drept hormon-dependenta la existenta a unei singure celule ER pozitiva,
din start vom referi 99% celule la o alta etapa de diferentiere, insa nu hormon-pozitiva [97]. Din
aceste considerente am efectuat un studiu comparativ al expresiei ER si PR fatda de setul bazal
de markeri. Si nu numai, chiar si a ER cu PR, in pofida relatiilor de ,,rudenie”. Dupd cum am
evidentiat in capitolul 3, in 8 cazuri/5,6% tumoarea ER negativd a exprimat PR, si invers in 18
cazuri/12,6% tumorile ER pozitive au fost PR negative. Analiza incrucisatd a ER cu HER2 a
pus in evidenta 15 cazuri/10.5% de expresie simultana de catre tumoare a acestor 2 receptori,
ceea ce a ,retrogradat” stadiul de diferentiere al neoplasmului. Eterogenitatea tumorilor
luminale a fost sustinuta si in urmatoarele 10 cazuri/7% de co-expresie ER-CKS5, astfel pledand
repetat in favoarea izoldrii nozologice al subtipului BasoLuminal. Nu mai simplist a fost si in
cazul relatiillor ER-EGFR, unde 21 cazuri/30,4% au implicat de rand cu ER si markerul
caracteristic pentru subtipurile triplu negative. Si aceasta nu este finalul, fiindea 2 cazuri au
prezentat un coctail triplu pozitiv, ER-CK5-EGFR, dintre care unul a culminat fenomenul prin
expunerea unui pentamix CK5-EGFR-HER2-PR-ER pozitiv. O fi aceasta o singura clona de
celule tumorale sau un mixt de clone, este greu de afirmat, dar din pozitiile medicinii
contemporane si al tratamentului personalizat implicam de la bun inceput tactica tripla, a
remediilor anti-hormonale+anti-HER2+citostatice. Si, atent, doar din rezultatele descifrate la
nivel de tumoare primaral.

In ceea ce priveste cele 8 tumori ER negative, dar PR pozitive nu ar fi cazul de deliberat in
cadrul acestui studiu, fiindcad cauzele posibile ale acestui fenomen, cu sediu epigenetic,

citoplasmatic sau membranar au fost deja descrise si nu fac parte din obiectivele cercetarii in
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cauza. Scopul delimitarii acestor cazuri, a constat in evidentierea clonelor sau combinatiilor
celulare posibil de a fi dezvoltate de catre carcinomul mamar. Astfel toate aceste cazuri au avut
un fenotip imunohistochimic singular, exprimat dupi pozitivitate precum PR*, PR*-CK5", PR"-
EGFR', PR"™-CK5"- HER2", PR*-EGFR"- HER2" si 3 cazuri cu un fenotip curat PR". Dacd am
utiliza drept baza tratamentul propus de Goldhirsch A. (2013), atunci schemele utilizate ar
trebui de la bun inceput structurate ca Hormonal, Hormonal-Citostatice, Hormonal-Citostatice-
anti-HER2 [97]. In plus, stimate cititor, tinem sa subliniem ¢ nu am inclus si tratamentul in caz
de aparitie a rezistentei tumorii la unul din medicamentele specificate.

Cele indicate mai sus, pledeaza in favoarea definitiei ca fiecare tumoare, cel putin mamara
trebuie considerata specifica si fiecare va necesita un tratament personalizat. Si aceasta doar la
nivel primar, doar In tumorile NOS.

In capitolul consacrat stabilititii receptorilor hormonali am evidentiat 7 cazuri/7,4% in
care expresia ER s-a schimbat in urma metastazarii, si anume 1 caz/1,1% din negativ in pozitiv
si in 6 cazuri/6,3% din pozitiv in negativ. In cazul lui PR procentul transferurilor a fost unul
mai drastic, implicand 16 cazuri/16,8%, dintre care 6 cazuri/6,3% din negativ in pozitiv si in 10
cazuri/10,5% din pozitiv in negativ. Cazurile cu evolutie negativ-pozitiv pot fi lamurite prin
10%. Altfel spus, tumorile date avand unice celule ER, PR pozitive au fost clasificate drept
hormon-independente, desi aceste celule s-au dovedit a avea un potential metastatic mai mare,
decat in cazul tumorilor in care clonele ER, PR pozitive dominau numeric. Descifrarea
componentei celulare In cazul cu pierderea ER la metastazare, a pus in evidentd o tumoare
primard ER-CK5-HER?2 pozitiva, inducand presupunerea ca celulele canceroase singulare, ER
pozitive metastazeaza mai timpuriu decat cele cu fenotip bazal. Fenotipul tumorilor care au
evoluat cu pierderea ER in metastazi a avut caracteristici specifice fiecirui caz, precum PR,
PR*-HER2*, PR*-CK5"-HER2", PR*-CK5", PR*-CK5"-EGFR" si un caz PR-CK5-EGFR-
HER2 negativ.

De asemenea, fenotipuri imunohistochimice particulare le-au fost atribuite si cazurilor cu
achizitia PR in metastazd, combinatiile inregistrate initial in tumoarea primard ca ER" (3
cazuri), ER"-HER2"(2 cazuri), ER*-CK5". Totusi, prezenta in toate combinatiile a receptorului
pentru estrogen confirma ipoteza ca celulele ER au un potential metastatic mai mare, decat cele
cu markerii bazali si PR, in pofida diferentierii Luminale aparente. Aceastd ipotezd mai are
drept sprijin singurul caz de transfer Inregistrat in cazul carcinomului lobular invaziv, si anume

de la PR pozitiv la PR negativ, pastrand receptorul pentru estrogeni.
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In comparatie cu estrogenii si progesteronul, androgenii au un nivel seric relativ stabil pe
parcursul ciclului ovarian-uterin si menopauzei [281]. Androgenii isi exercitd functia prin
potentarea expresiei EGFR, iar expresia combinata a AR-EGFR predispune la un pronostic
nefavorabil. Dupa cum am constatat mai sus, epiteliocitele mamare sunt eterogene in ceea ce
priveste expresia ER si PR. Wang si coaut. (2014) au constatat ca aceste celule sunt diferite si
dupa expresia AR: majoritatea epiteliocitelor luminale ER pozitive prezintd si receptorul pentru
AR, 10% sunt doar AR pozitive si rare celule sunt ER pozitive-AR negative [255]. In baza
datelor publicate de Santagata si coaut. (2014), reiese ca celulele luminale hormon-pozitive
(ER/PR) nu sunt activ mitotic, postulat valabil si in cazul epiteliocitelor AR pozitive, care in
majoritate sunt Ki67 negative [213]. Wang si coaut. (2014) confirma cele relatate, prin studiul
concentratiei proteinelor intracelulare AR mediate, PSA (prostate specific antigen) si GCDFP-
15 (gross cystic disease fluid protein-15) [255]. Astfel se contureaza ideea ca celulele AR
pozitive nu sunt functional active.

Receptorul pentru AR™ este determinat in circa 70% carcinoame mamare, deseori
asociindu-se cu expresia markerilor ER si PR. Necesitatea determindrii expresiei acestui
receptor este cd activarea genomului pe secventa AR este cauza rezistentei la hormonoterapie in
cazurile ER". Pe de alti parte, pacientele care au dezvoltat tumori AR pozitive — ER negative au
raspuns mai bine la tratamentul hormonal, decat in cazul tumorilor AR negative. Ba mai mult,
lipsa sau mutatiile de gena pentru AR este una nefastd pentru pacient deoarece conduce la
aparitia chimiorezistentei, ca exemplu la medroxyprogesterone acetate, care utilizeaza AR drept
punct de actiune. In plus, dupa Moinfar si coaut. (2003) valoarea acestuia coreleazi cu ER, ba
mai mult chiar cu expresia PR [158]. insd dupa Park et. al. (2010) acest receptor mai este
determinat in tumorile hormon-independente in circa 30%, creand dificultdti de diagnostic
diferential cu subtipurile Basal-like si HER2" [173]. Dupa datele lui Chintamani si coaut.
(2010) AR pozitiv este intalnit in cca 50% din tumorile ER negative [44]. In cazul studiului de
fatd am determinat ca majoritatea cazurilor de tumori NOS studiate au prezentat markerul AR.
Totusi expresia AR nu a fost influentata de gradul histologic al tumorii si varsta pacientelor, iar
corelarea AR din metastaza cu expresia AR in tumoarea primara ar presupune Stabilitate pe
parcursul metastazarii. Fals, studiul de fatd a demonstrat cd AR nu este stabil, iar transferul de
scor poate evolua atat cu achizitionare de fenotip AR pozitiv, cat si prin pierderea acestui
receptor de cétre celula tumorala in ambianta limfonodala.

Eterogen a fost si carcinomul lobular. Deopotriva cu ER si PR sau determinat in sediul
primar urmatoarele clone celulare: ER'-PR", ER"-PR"-CK5", ER"-PR*-EGFR", ER'-PR"-

EGFR'-HER2". Totusi acest carcinom pare a fi mai stabil, cel putin din punctul de vedere a ER
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si PR: am determinat doar 2 cazuri de transfer, unul cu pierderea exclusiva a PR, initial fiind
ER-PR-EGFR pozitiv, iar al 2-lea cu pierderea simultana a ER-PR, astfel favorizand
dezvoltarea unei metastaze triplu negative (Anexa A).

Celule E-cadherin pozitive. Din cele relatate anterior, E-cadherina sau uvomorulina,
(CD324) este prezentata drept o proteind de adeziune celulara, calciu-dependenta indispensabila
celulelor epiteliale [281]. La nivelul glandei mamare expresia acestui marker este dependenta
de mai multi factori. Estrogenii sustin expresia E-cadherinei prin intermediul unui mecanism
lant MTA3 (metastasis associated 1 family, member 3) — Mi-2 (proteins mi-2)/NuRD
(nucleosome remodeling deacetylase) — Snail (zinc finger protein snail) — E-cadherin. Pe de
alta parte, HER2 si TGFp supreseazi expresia acestui receptor. In glanda mamara neafectati E-
cadherina am determinat-o din abundenta in epiteliocitele luminale, desi pe alocuri sau
evidentiat si celule bazale/mioepiteliale solitare. Acest marker a fost inclus in studiu gratie
multiplelor roluri, deseori controversate conform datelor din literatura. Aceasta proteind este
implicata in stratificarea si polarizarea epiteliocitelor mamare, totodatd fiind responsabilda de
supresiunea invaziei si capacitatii metastatice. Blocarea selectiva a acestei proteine s-a soldat
fie cu o morfogenezd anormald, fie cu dediferentiere epiteliald si dezvoltare de neoplasm.
Aceasta functie claseaza E-cadherina in randul factorilor supresori de tumori. Studiul acestei
proteine a devenit si mai incitant dupa descoperirea lui Berx si coaut. (2001) in carcinoamele
lobulare a mutatiilor 16q22.1 (gena responsabild de codificarea E-cadherinei) [23]. Astfel lipsa
E-cadherinei este considerata drept o caracteristica imunohistochimica a carcinomului lobular.
Insa de rand cu functia de tumor supresor, E-cadherinei iau fost atribuite functii alternative, care
i1 atestd implicarea in progresia tumorald. Ultima este discutatd pe larg in contextul tranzitiei
epitelio-mezenchimale. Acest proces de dediferentiere epiteliala a avut drept caracteristica
morfologicd schimbarea polaritatii celulare, achizitia de proprietdti mezenchimale, pierderea
adeziunilor celulare si sporirea migratiei. Din punctul acesta de vedere prezenta E-cadherinei
stabilizeaza celula, prevenind astfel invazia si metastazarea. in plus un sir de evidente reflecta
E-cadherina in calitate de factor ce blocheaza intravazarea tumorii, care de la sine este un pas
important in evolutia bolii. Kowalski si coaut. (2003) au determinat ca majoritatea
carcinoamelor ductale sunt E-cadherin pozitive, ceea ce explicd raritatea depistarii
microembolilor in aceste tumori, comparativ cu neoplasmele lobulare si inflamatorii [129].

Desi expresia acestui marker a fost pe larg mediatizata in functie de tipul histologic al
carcinomului, nu existd date elocvente referitor la eterogenitatea expresiei E-cadherinei si
relatiile statistice cu markerii epiteliali bazali, luminali, precum si stabilitatea ei pe parcursul

metastazarii.
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In cadrul acestui studiu am reconfirmat, ca expresia E-cadherinei este in functie de tipul
histologic al tumorii, tumorilor de tip NOS revenindu-le intdietatea in ceea ce priveste expresia
pozitivd. Totusi, expresia acestui marker nu a fost in functie de gradul de diferentiere al
carcinomului ductal si vérsta pacientelor. In 4 cazuri/2,9% de tumori NOS nu am determinat
prezenta E-cadherinei, dintre ele profilul imunolhistochimic a fost determinat in 2 cazuri ca
ER'-PR" si a cate un caz de ER"-PR*-HER2'-EGFR" si ER*-PR"-CK5". Tumorile E-cadherin
pozitive in majoritatea cazurilor au prezentat suplimentar fenotipul ER*-PR" (37 cazuri/26,8%),
in rest au fost determinate combinatii individuale (Anexa D). Doar 4 din ele, au fost E-cadherin
pozitive — hormon-negative, tumorile exprimand fenotip HER2", HER2"-EGFR", CK5" si 5-NP.

In cazul carcinomului lobular invaziv am determinat o usoard prevalenti a cazurilor E-
cadherin negative. Expresia pozitiva in tumoarea primara a corelat invers cu varsta pacientelor si
gradul de diferentiere al tumorii. Lipsa acestui marker mai frecvent s-a manifestat la paciente de
varstd inaintata si tumori cu grad scazut de diferentiere. Studiul profilului molecular al cazurilor
E-cadherin negative (10 cazuri din 18) a reconfirmat ipoteza lansatd mai sus, precum ca tumorile
hormon-pozitive sunt mai active metastatic. Clonele celulare depistate au fost catalogate precum
HER2", ER*, ER*-PR" (3 cazuri), ER"-PR"-EGFR" (2 cazuri), ER*-PR*-CK5" (2 cazuri), ER'-
PR*-HER2'si CK5". Neomogene au fost si tumorile lobulare E-cadherin pozitive (8 cazuri),
fiind depistate urmitoarele grupuri celulare: ER*-PR*™-EGFR" (2 cazuri), ER*-PR" (3 cazuri),
ER*-PR*-CK5", HER2 si un caz 5-negativ.

Din cele relatate reiese cd, tumorile mamare per total sunt E-cadherin pozitive, iar
prezenta acesteia nu impiedicd raspandirea metastazelor. Apare insad intrebarea: au metastazat
celulele E-cadherin pozitive, sau anumite clone negative ,mascate” de pozitivitatea
carcinomului? Ultima ipoteza este cel mai probabild, fiindca din cele 9 cazuri de tumori
NOS/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. Studiul profilului molecular a indicat fenotipuri
cazuistice, combinatiile fiind ER-PR-EGFR, PR-HER2-EGFR, ER, ER-PR, ER-EGFR, ER-PR-
CKS5, EGFR si PR pozitive in cazurile soldate cu pierderea E-cadherinei in nodul limfatic, si
ER-PR-HER2-EGFR pozitiv in cazul cu achizitie de catre metastaza a E-cadherinei. Trebuie de
mentionat cd, odata cu pierderea E-cadherinei in 2 cazuri metastaza a devenit si EGFR negativa,
iar in a cate 1 caz HER2 si ER negativa.

In cazul tumorilor lobulare au fost depistate doar 2 cazuri cu transfer de scor, unul cu

achizitionare si unul cu pierderea E-cadherinei in metastaza. Totusi de infirmat prin aceasta
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ipoteza lansatd mai sus, precum ca tumorile E-cadherin pozitive sunt mai activ metastatice, nu
pot datoritd numarului mic de cazuri relatate drept carcinom lobular.

Chekhun si coaut. [2013] au demonstrat ca, pronosticul bolii si dezvoltarea metastazelor
in cazul tumorilor bazale si luminale este in strictda dependenta de expresia E-cadherinei [43].
Anume, prezenta acestui marker de rand cu incidenta joasa sau lipsa expresiei CD44 si CD24
sustine formarea coloniilor locale in tumorile luminale pe de o parte. Pe de alta, lipsa E-
cadherinei in tumorile bazale se soldeaza cu absenta adezivitatii celulare si capacitati inalte de
metastazare. Mai mult, Tang si coaut. [2012] considera E-cadherina drept un marker
caracteristic al subtipului triplu negativ. Aceste date insd vin in contradictie cu rezultatele
prezentului studiu [238]. Din totalul de 134 tumori NOS, E-cadherin pozitive doar 24 au fost
ER negative, dintre care 7 au prezentat un profil molecular tipic pentru subtipul triplu negativ.
In cazul carcinomului lobular din 8 tumori E-cadherin pozitive 3 au avut si un fenotip ER
negativ, repartizate dupa profil ca HER2", CK5" si triplu negativ.

Recent sau expus si ipoteze ce infirma functia clasica a E-cadherinei, adica de a preveni
invazia si metastazarea. Chu si coaut. [2013] au determinat cd pacientii cu cancer de subtip
bazal, E-cadherin pozitiv au un pronostic nefavorabil [46]. Acesti autori presupun ca, E-
cadherina este necesara pentru expansiunea celulard a unei tulpini tumorale. Care? Prin
combinatia a doar 6 markeri (ER, PR, HER2, CK5, EGFR, E-cadherina) am determinat ca in
majoritatea cazurilor avem pacienti cu un fenotip molecular individual, instabil de fiecare data,
din pacate la metastazare.

Celule p53 pozitive. Corpul uman si-a dezvoltat propriile mecanisme de aparare impotriva
celulelor aberante, reflectate sistemic prin implicarea imunitatii si local prin includerea
apoptozei. Unul din markeri, cu functii multiple si un potential predictiv inalt este proteina
supresoare de tumori, p53. Aceasta, prin controlul direct al transcriptiei genetice este implicata
in procese ce tin de adeziunea celulara, motilitate si invazie. In conditii obisnuite, proteina p53
actioneaza in faza G1 a ciclului celular, prin activarea p21 si blocarea BCL2. Drept raspuns la
alterarea ADN-ului p53 declanseaza repararea sau apoptoza, din care cauza a fost denumit
,.gardian al genomului celular”. In norma aceasta proteina este expresati pentru citeva minute,
ca apoi sa fie distrusa de proteasome [273]. Studiul de fatd a confirmat absenta expresiei p53 la
toate nivelele de diferentiere a epiteliului mamar in glanda neafectata.

La moment, gena TP53 care codifica proteina p53 este consideratd a fi aberantd in mai
mult de 50% tumori umane. In carcinoamele mamare 1/3 cazuri au fost diagnosticate cu mutatii

de TP53, caracterizate prin parcurs agresiv al tumorii. Aceste mutatii conduc spre formarea unei
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proteine p53 stabile, nefunctionale si nedegradabile, iar efectul imunohistochimic cumulativ
este reflectat prin grade +1 - +3 de colorare nucleara specifica.

Literatura de specialitate mediatizeaza pe larg importanta determinarii expresiei p53 in
tumorile mamare. Yamashita si coaut. (2004) au demonstrat ca expresia pozitiva a p53 este
asociatd cu un pronostic nefavorabil [271]. Autorii au semnalat corelatii semnificative a p53 cu
HER2 si Ki67, corelatii statistice, considerate de colegi a fi in detrimentul timpului de
supravietuire. Studiul prezent a confirmat caracterul agresiv proliferativ al tumorilor p53
pozitive.

Silwal-Pandit si coaut. (2014) considera ca, relevanta clinica a mutatiilor de TP53 este in
functie de subtipul molecular al tumorii, sugerand astfel roluri diferite ale TP53 in dezvoltarea
carcinomului mamar [222]. Autorii au semnalat ca, mutatiile de TP53 sunt asociate cu o
incidentd crescutd a mortalititii la pacientii cu tumori Luminal B, HER2" si Normal-like, spre
deosebire de cazurile Luminal A si Basal-like. Totusi expresia pozitiva a pS3 s-a dovedit a fi un
marker pronostic independent si nefavorabil in cazurile estrogen-pozitive. In studiul de fata,
spre fericirea pacientilor a dominat corelatia inversa dintre expresia p53 si prezenta ER sau PR.

Dar realitatea pare a fi tristd si pentru acest marker: in cazul celor 43 de tumori
NOS/44,3% depistate drept pS3 negative putem afirma ca, tumoarea s-a dezvoltat din cauza
inactivitatii p53, iar scorificarea cazurilor pozitive precum +1 (13 cazuri/13,4%), +2 (23
cazuri/23,7%) si +3 (18 cazuri/18,6%) vorbeste despre ineficienta proteinei p53, probabil
aberante. Ba mai mult, in contextul obiectivelor prezentei lucrdri aceste date sustin existenta
clonelor cu activitate p53 diferita.

Din cele 43 cazuri/44,3% considerate pS3 negative, 6 cazuri/6,2% au fost concomitent si
hormon-negative, clonele celulare prezentdind combinatii precum 5-NP, CK5', HER2" (2
cazuri), HER2"-CK5" (2 cazuri). In ceea ce priveste cazurile p53 negative dar hormon-pozitive,
in majoritate am determinat combinatii celulare unice (Anexa D). La compararea expresiei
pozitive a p53 cu markerii inclusi in studiu am constatat ca toate combinatiile sunt aleatorii.

In cazul carcinomului lobular, majoritatea (13 tumori/72,2%) cazurilor au demonstrat
ineficienta apoptozei, expresand proteina p53. Toate combinatiile dintre markerii utilizati in
studiu au fost de ordin singular (Anexa D).

Eterogenitatea populatiei p5S3 s-a mentinut si pe parcursul metastazdrii: tumorile de tip
NOS, atat p53 negative cat si pS3 pozitive isi pastreazd in majoritate fenotipul sau, cu mici
exceptii: In 3 cazuri/3,4% metastaza a devenit p53 pozitiva, iar In 9 cazuri/10,3% p53 negativa.
De asemenea, ca si in cazul markerilor precedenti, pierderea sau achizitia de p53 poate fi privita

fie prin prisma eterogenitdtii tumorii primare, fie includerea proceselor de
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diferentiere/dediferentiere. La evaluarea imunohistochimicd a tumorii am determinat ca
majoritatea cazurilor au fost hormon-pozitive. Totusi detalierea cazurilor a scos la lumina
combinatiile: ER*, ER*-PR*, HER2" a celor 3 tumori evoluate cu achizitionare de p53, si ER"-
HER2", ER*™-PR" (6 cazuri), ER™-CK5’, ER'-PR*-HER2" in cazul pierderii de p53 la
metastazare. Cele relatate subliniazd iarasi instabilitatea covarsitoare a tumorilor hormon-
pozitive, inclusiv la capitolul ce tine de apoptoza.

In cazul carcinoamelor lobulare 2 tumori/5,6% (CK5") au evoluat cu achizitia de p53 la
nivel de metastaza, iar 3 tumori/16,7% si-au pierdut proteina p53. Ultimele cazuri au prezentat
mixuri celulare precum ER*-PR", ER*-PR*-CK5" si ER*-PR"-HER2".

Din cele relatate pot concluziona ca, in structura carcinoamelor mamare ductal invaziv de
tip NOS si lobular infiltrativ se atestd prevalenta cazurilor p53 pozitive. In plus, expresia
pozitivad a p53 nu este in functie de varsta pacientelor, gradul de diferentiere si tipul histologic al
tumorii, marcand astfel caracterul aleatoriu al acestui gen de mutatii. Totusi, acest receptor nu
este stabil pe parcursul metastazarii, evoluand fie cu pierdere, fie cu achizitionare de p53, insa
transferurile de scor mai frecvent inregistrate tin de pierderea expresiei p53 in ambianta
limfonodala.

Carcinomul mamar tine intaietatea in ceea ce priveste mortalitatea si morbiditatea printre
femei. In incercarea de lamuri cauza incapacititii organismului de a stopa tumoarea am
evidentiat mai sus ineficienta mecanismelor pro-apoptotice, p53 mediate. Totusi, multe exemple
din viata, de mediu, precum si din filosofia chinezd indica la existenta unui echilibru dintre
lucruri sau fenomene, diametral opuse dupa proprietati. Altfel spus, dacd mecanismele pro-
apoptotice nu functioneaza potrivit de bine, care este situatia cu factorii anti-apoptotici, cum ar
fi receptorul BCL2.

Celule BCL2 pozitive. Markerul BCL2 este pe larg studiat datoritda functiilor sale
controversate, pro- si anti-apoptotice [245. Initial a fost determinat rolul anti-apoptotic.
Implicarea BCL2 in oncogeneza este realizatd gratie capacititii sale de a transforma si
imortaliza celulele de comun acord cu genele c-myc, ras sau gene virale. Totusi, acest marker
mai are proprietatea de a bloca celulele, fie in faza Gg sau in punctul de restrictie a G1, inainte
de faza sinteticd. Aceste functii diametral opuse clasifica BCL2 atat in randul markerilor anti-
proliferativi, cat si pro-apoptotici.

Ferrieres si coaut. (1997) au determinat ca, expresia acestui marker este in functie de faza
ciclului ovarian-uterin, evidentiind cote maxime ale pozitivitatii in faza foliculara, cu diminuare
drastica in faza glandulara [80]. Aceste rezultate au fost sustinute si in lucrarea lui Navarrete si

coaut. (2005), care sustin sporirea proliferdrii celulare si diminuare a expresiei BCL2 in faza
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luteala [164]. Influenta hormonald asupra expresiei BCL2, a fost confirmatd si in studiul lui
Sabourin si coaut. (1994), care in plus au evidentiat expresia preferentiala a BCL2 in
epiteliocitele lobulare, comparativ cu cele ductale [211]. Insa, conform datelor lui Nathan si
coaut. (1994) acest receptor este expresat doar de celulele luminale, mioepiteliocitele fiind o
exceptie [163]. Rezultate asemandtoare au prezentat Luna-More si coaut. (2004), care au
specificat ca, celulele BCL2 pozitive sunt doar in compartimentul luminal, formand grupuri
BCL2" inconjurate de celule luminale BCL2 negative [149]. Autorii au lansat ipoteza precum ci
aceste celule BCL2 pozitive sunt progenitoarele comitate luminal. In studiul de fatdi am
determinat ca, expresia BCL2 in glanda mamara neafectata se realizeaza sub forma de grupuri
sporadice sau fasii continui, cu sediu predilect luminal. Celulele mioepiteliale nu au prezentat
acest marker. Unicele celule BCL2 pozitive determinate in stroma lobulara au fost apreciate
morfologic drept limfocite.

Conform datelor lui Hamilton A. (2000), expresia BCL2 deopotriva cu prezenta HER2 si
p53 are ca punct de aplicare individualizarea managementului clinic pentru fiecare pacient in
parte, prin prezicerea raspunsului adecvat la chimioterapie, tratamentul hormonal sau
radioterapie [104]. Gratie functiei sale anti-apoptotice BCL2 este considerat un factor important
in modularea tratamentului hormonal, unde pacientii cu scor inalt al expresiei acestui marker
beneficiaza mai mult in cadrul terapiei endocrine [91]. Paradoxal, insa supra-expresia BCL2,
comparativ cu p53, este asociatd cu un diagnostic mai favorabil, mai ales in cazul tumorilor ER
pozitive. Pe de alta parte datele lui Yang D. (2013) pledeaza pentru cuantificarea acestui marker,
considerand-ul drept factor predictiv, in special la selectarea chimioterapiei bazate pe
antracicline [272].

Totodatd au fost prezentate si date controversate despre BCL2. Kavgaci H. (2010)
considera detectarea BCL2 drept nejustificatd, explicand prin absenta datelor statistice veridice
cu impact asupra pronosticului [122]. Mai mult, au fost raportate opinii diametral opuse rolului
favorabil al BCL2, in care se sustine ca prezenta acestei proteine pledeaza in favoarea unui
cancer agresiv, pro-metastatic. Date asemanatoare au fost propuse de Del Bufalo si coaut.
(1997) care considera, ca supraexpresia BCL2 vorbeste despre potentialul metastatic crescut al
tumorii, ceea ce pledeaza iarasi in favoarea ipotezei precum, ca scorul BCL2 ar caracteriza
agresivitatea tumorii [63]. Totusi, datele prezentate de Rochaix si coaut. (1999), precum ca
tumorile cu gradul de diferentiere G1 prezintda BCL2 in 100%, iar cele G2, 81% sau G3 in 60%
vorbesc elocvent in sustinerea rolului benefic al BCL2 [205]. Acest date sunt sustinute si de
rezultatele prezentului studiu. In contradictie, Binder si coaut. (1995) au prezentat o corelatie

semnificativa, inversa dintre gradul histologic si expresia BCL2, confirmatd mai tarziu si de
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Ermiah E. (2013) [25, 74]. Trebuie sa mentionam ca, in cadrul prezentului studiu corelatia
inversa nu a atins praguri statistic veridice. Totusi, Callagy si coaut. (2006) considera ca gradul
histologic este mai relevant in asociere cu stadiul de implicare a nodurilor limfatici si
dimensiunea tumorii, combinatii cunoscute de morfologi drept Indice de Pronostic Nottingham
[35]. Autorii considera ca, acest indice este cel mai elocvent factor de predictie, capabil de a
atribui si un scor pronostic individual fiecarui pacient in parte, iar BCL2 are un rol pronostic
adjuvant, valabil in special pentru primii 5 ani de la stabilirea diagnozei.

Desi majoritatea cercetatorilor sustin drept baza rolul anti-apoptotic al BCL2, functie ce ar
trebui teoretic sd stimuleze proliferarea celulard si respectiv potentialul metastatic, expresia
pozitiva a acestui marker este paradoxal evoluatd drept un pronostic favorabil pentru pacient
[35]. Relativ recent, Ermiah si coaut. (2013) au determinat ca tumorile BCL2 pozitive au o
incidenta net inferioara a recurentelor comparativ cu carcinoamele BCL2 negative, exprimat si
prin supravietuire mai buna in decursul a 4 ani [74]. Rezultate contradictorii au fost postate de
Yang D. si coaut. (2013), care au relatat corelatii statistice semnificative dintre absenta expresiei
BCL2 si pronosticul favorabil [272].

Prezenta datelor contradictorii despre rolul BCL2 in tumorile mamare poate fi explicat din
mai multe puncte de vedere, precum functie aditionald, necunoscutd a BCL2, eterogenitatea
grupurilor de studii, diferentele dintre metodele imunohistochimice utilizate la depistarea BCL2
[278]. Neomogenitatea datelor de asemeni este sustinutd si de pragul pozitivitatii BCL2, diferit
de la un caz la altul. Drept exemplu, Lee si coaut. (2007) au considerat tumoarea BCL2 pozitiva
la un prag ,,>0%", iar Dumontet si coaut. (2010) au atribuit carcinomul in grupul BCL2" la un
prag de ,,>70%” celule pozitive [68, 134].

BCL2 are un rol important in modularea tratamentului hormonal. Binder si coaut. (1995)
au presupus ca pierderea expresiei BCL2 trebuie consideratd drept efect succesiv al pierderii ER
si PR, a posibilii dediferentieri sau proliferarii abnormale [25]. Gee si coaut. (1994) au
determinat ca expresia receptorilor hormonali este strict asociatd de prezenta BCL2, rezultate
confirmate mai tarziu si de alti cercetatori [91, 142]. Cercetatorii au presupus ca, activitatea
acestei proteine, ca si PR poate fi reglata de catre estrogeni, efect mediat prin receptorul ER.
Aceastd idee este sustinuta si prin efectul benefic al tratamentului anti-hormonal inregistrat in
tumorile BCL2 pozitive, comparativ cu cele BCL2 negative. Mai mult, expresia BCL2 a prezis
cu mai multa acuratete efectul terapiei endocrine decat statusul receptorilor pentru estrogeni, iar
pacientii cu tumori BCL2'-ER" au rispuns cel mai bine la terapia endocrini. Rezultatele
prezentului studiu confirma datele publicate de Gee si coaut. (1995): in 63 cazuri/67.7% de
tumori NOS a fost atestat fenotipul BCL2*-ER", iar in 53 cazuri/57% fenotipul BCL2"-PR". In
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carcinomul lobular expresia BCL2"-ER" s-a determinat in 10 cazuri/55.6%, iar fenotipul
BCL2"-PR" in 9 cazuri/50% [91].

In literatura de specialitate expresia BCL2 este consideratd nespecificd pentru tumorile
HER2" si EGFR" (25, 91]. Petry si coaut. (2010) considera ci, ERBB2 poate bloca apoptoza,
efect realizat prin alterarea expresiei BCL2 [183]. Autorii considera ca actiunea in cauza are un
pronostic nefast. Combinatia BCL2"-HER2" am determinat-0 in 12 cazuri/12.9% de tumori
NOS, iar fenotipul nefast BCL2 -HER2" descris de autori, in 8 cazuri/8.6%. In cazul
carcinomului lobular 2 cazuri/11.1% au prezentat supresia BCL2 de citre HER2. In ceea ce
priveste implicarea EGFR, am determinat combinatia BCL2-EGFR" in 3 cazuri/7.5% de
carcinom NOS, fenotip neintalnit in tumorile lobulare. Trebuie s mentiondm ca, cazurile
manifestate prin supresia BCL2 de catre HER2 au evoluat fara implicarea EGFR, si vice versa.

Dawson si coaut. (2010) au stabilit ca BCL2 are o valoare pronostica in functie de subtipul
molecular, iar expresia acestuia este independenta de stadiul bolii, gradul de diferentiere si
dimensiunea tumorii [60]. Cazurile cu patern ER*/BCL2" au fost considerate mai agresive decat
cele semnate ER "/ BCL2". in studiul de fatd au predominat tumorile luminale, astfel majoritatea
cazurilor BCL2 pozitive a revenit carcinoamelor Luminal B si Luminal A.

Functia anti-apoptotici a BCL2 ar pleda in sustinerea activitatii proliferative inalte a
tumorii. Insa Gee si coaut. (1994) nu au determinat asocieri statistice cu markerul proliferativ
Ki67 [91]. Mai mult, Binder si coaut. (1995) si Zaha si coaut. (2012) au semnalat corelatii
inverse dintre expresia BCL2 si Ki67 [25, 276]. In cadrul prezentului studiu cazurile BCL2
pozitive evaluate cu un indice proliferativ inalt, precum si combinatia BCL2*-Ki67"°" au
prezentat incidente egale, constituind 36 cazuri/38.3%. Insa trebuie si mentionim ci, tumorile
BCL2 negative au manifestat preponderent calitdti proliferative agresive (18 cazuri/19.1%).
Spre deosebire de tumorile NOS, toate cazurile de carcinom lobular au fost considerate slab
proliferante, indiferent de expresia BCL2.

In opinia lui Korsching E. (2002) tumorile mamare CK5 pozitive pot fi caracterizate
imunohistochimic ca estrogen si progesteron negative, inalt proliferative si BCL2 negative
[128]. in studiul de fatd majoritatea tumorilor NOS, BCL2 pozitive au fost CK5 negative (64
cazuri/71.1%), iar fenotipul CK5'-BCL2" s-a manifestat in 7 cazuri/7.8%. Aceleasi tendinte au
fost semnalate si in cazul carcinomului lobular, unde doar 1 caz/5.6% a fost caracterizat ca
CK5"™-BCL2".

Intr-o poveste finalul de obicei este unul fericit, binele afirmandu-si suprematia asupra
raului. In cazul carcinomului mamar, binomul pro/anti-apoptotic sugereaza insuficienta ambelor

mecanisme. In 14 cazuri/15.1% tumorile ductale au fost BCL2 negative, expresand totodata din

193



abundentd p53. Varianta opusi, adici BCL2"-p53" s-a determinat mai frecvent, in 31
cazuri/33.3%. Totusi apogeul (40 cazuri/43%) l-au atins tumorile cu dublid expresie, BCL2"-
p53°, in care mecanismele anti-apoptotice, BCL2 intermediate ,,sustin” cresterea tumorii, in
pofida prezentei p53. De ce? Cel mai probabil, dupd cum am expus mai sus proteina p53 in
aceste cazuri este una aberantd, non-functionald, obtinutd In urma mutatiei de gena p53.
Aceleasi interrelatii procentuale BCL2-p53 s-au determinat si Tn cazul carcinomului lobular.

Scopul lucrarii date a fost de a elucida daca metastaza limfonodala este identica cu
tumoarea primard, implicit si pentru markerii apoptotici. Cele 3 fenotipuri inregistrate la
compararea BCL2/p53, precum si gradarea expresiei acestor proteine sustine eterogenitatea
celulelor din tumoarea primara, care posibil se va reflecta prin activitati metastatice diferite. Zis
si facut: BCL2 este instabil pe parcursul metastazarii, situatie inregistratd in 23 cazuri/26.4%,
dintre care pierderea acestui receptor in sediul limfonodal s-a determinat in 21 cazuri. In cazul
tumorilor lobulare s-a determinat doar pierderea BCL2 in procesul de metastazare (4
cazuri/22.2%). Rezultatele prezentului studiu vin in contradictie cu datele raportate anterior de
catre alti cercetatori, care sustin preponderent, fie achizitia de BCL2 de catre metastaza [130,
156, 234] fie afirma stabilitatea acestui marker [11]. Drept explicatie a acestor divergente poate
neoadjuvant precum in lucrdrile precedente. De asemenea, drept cauza plauzibila ar fi si
numarul diferit de cazuri analizate, precum Mimori si coaut. (2005) au analizat 6 cazuri [156],
iar Arun si coaut.(2003) [11] si Kristek si coaut. (2007) cate 60 cazuri [130]. Importanta e si
metoda utilizata pentru evidentierea BCL2: Mimori si coaut.(2005), spre deosebire de celelalte
lucrari au folosit tehnici microarray de evidentiere a markerilor [156].

Arun si coaut. (2003) au determinat ca expresia p53 coreleaza invers fata de prezenta
BCL2 [11]. In studiul de fatd aceastd corelatie nu a atins praguri statistic veridice (Anexa A).
Totusi, dacd am compara numarul de cazuri instabile, BCL2 este lider al instabilitatii,
comparativ cu p53. Ultimul insa 1si lasa amprenta asupra comportamentului BCL2: din cele 21
cazuri evoluate cu pierderea BCL2 in metastaza, in 11 cazuri p53 s-a mentinut stabil pozitiv, in
2 cazuri a disparut, in 2 cazuri s-a manifestat si in 6 cazuri a fost stabil negativ.

Una din proprietdtile nefaste ale tumorilor maligne este caracterul proliferativ intens al
celulelor tumorale, iar masurarea acesteia pand si dupd metastazare am considerat-o ca
necesitate vadita a lucrarii date.

Celulele Ki67 pozitive. Gradarea histologica reprezinta o evaluare a nivelului de
diferentiere avand la baza capacitatea tumorii de a forma structuri tubulare, pleomorfismul

nuclear si activitatea proliferativa sau indicele mitotic al tumorii, considerat de mul{i oncologi
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drept indice al agresivitatii. Gradarea histologica are o valoare pronostica, pacientii cu gradul G1
avand rata de supravietuire mult mai mare comparativ cu G2 si G3. Totusi, determinarea
gradului histologic are la baza si o anumita marja de subiectivitate, depinzand vadit de gradul de
calificare al morfologului. In plus, gradarea histologici poate fi aplicati doar la caracterizarea
tumorii primare. Astfel a aparut necesitatea dezvoltarii a unui marker evaluat cantitativ, capabil
de a marca limita dintre tumori cu grad de proliferare diferit, cu aplicare si in sediul metastatic.
Rolul i-a revenit markerului nuclear Ki67, ulterior acceptat pe larg in practica oncologica.

Ki67 este o proteind nucleard non-histona, consideratd drept marker al proliferarii. In
interfazd aceasta este dispersata in tot nucleul, iar in mitoza se determina de-a lungul
cromozomilor. Imunohistochimic acest marker se determina in toate fazele ciclului celular, cu
exceptia GO. Conform datelor raportate de Pavelic si coaut. (1992) procentul celulelor mamare
activ proliferante este de cca 0,91+0,31% [177]. In cadrul acestui studiu am confirmat prezenta
unicelor epiteliocite Ki67 pozitive in glanda mamara neafectatd, indiferent de faza ciclului
ovarian-uterin [279].

Numeroase studii de profil au pus in evidentd valoarea pronosticd a acestui marker in
diverse tumori. In cazul carcinomului mamar, Ki67 a demonstrat o corelatie inalti cu gradul de
diferentiere si varsta pacientelor. Mai mult, in cazul prezentului studiu am determinat ca
intensitatea expresiei Ki67 nu este in functie de tipul histologic al carcinomului mamar si varsta
pacientelor. Raportat la gradul de diferentiere al tumorii am stabilit cd modelul clasic nu
intocmai reflectd agresivitatea tumorii. Astfel orice grad de diferentiere G1, G2 sau G3 poate
manifesta activitate proliferativd Ki67 masurata, atdt marcantd cat si redusa. Totusi, eseul
statistic de corelare a pus in evidentd legdturi veridice, pozitive dintre Ki67 si gradul de
diferentiere histologica, astfel oferindu-i ultimului capacitatea de a mai fi inca utilizat, cel putin
in calitate de screening test.

Majoritatea cazurilor examinate in studiul dat au prezentat tumori cu activitate
proliferativa inaltd. In opinia lui Keam si coaut. (2011) indicele Ki67 inalt vorbeste in favoarea
obtinerii unui raspuns adecvat la chimioterapie comparativ cu tumorile slab proliferante, desi
pronosticul ramane a fi unul rezervat [123]. Conform datelor lui Joensuu si coaut. (2013)
indicele Ki67 defineste 2 tipuri de tumori: expresia sporitd este caracteristica pentru tumori
rapid-recurente, iar un Ki67 redus caracterizeaza un carcinom tardiv-recurent [120]. Rao si
coaut. (2013) au evidentiat ca carcinoamele mamare tind sa prolifereze activ, iar aceastd tendinta
este mai exprimata in cazul tumorilor CK5 negative [198].

Ki67 s-a dovedit a fi si un marker predictiv, in special pentru utilizarea chimioterapiei in

dependentd de faza ciclului celular, cum ar fi in cazul 5-fluoruracilului, antraciclinelor. Koda si
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coaut.(2004) au raportat activitatea acestui marker drept direct proportionala de gradul de
diferentiere al tumorii si statusul limfonodal [126]. Compararea tumorii primare cu metastaza
limfonodala i-a permis lui Buxant si coaut.(2002) sa sustind ca celulele metastatice sunt mai
activ proliferante, comparativ cu cele care formeaza masa principala a tumorii primare [32].
Autorii au lansat doua ipoteze privind sursa celulelor metastatice: una presupune ca aceste celule
sunt din start agresive, din care motiv si metastazeaza, alta pledeaza pentru absenta 1n sediul
metastatic a unor factori de supresiune tumorala. Aceste date au fost sustinute si de rezultatele
lui Cabibi si coaut. (2006), pledand pentru agresivitatea mai mare a metastazelor [34]. Conform
studiului de fatd, sustinem statistic cd Ki67 coreleaza pozitiv cu acelasi marker nuclear din
sediul metastatic, sugerand fie stabilitatea acestui marker sau omogenitatea celulelor tumorale in
ceea ce priveste expresia Ki67.

Cabibi si coaut. (2006) au evidentiat 16% de cazuri in care metastazele s-au dovedit a fi
mai slab proliferante comparativ cu tumoarea primara [34]. Punctul slab al acelui studiu ar putea
fi considerat grupul neomogen de tumori utilizat in studiu (tip NOS, apocrin, mucinos, lobular,
tubulo-lobular). In cazul studiului de fatd au fost selectate doar cazuri de carcinom NOS si
lobular invaziv, ceea ce confera credibilitate celor 20 cazuri/22.8% de transfer al valorii Ki67 in
LNM peste pragul de 14% definitivat. Rezultatele obtinute, insd, sustin datele lui Cabibi si
coaut. (2006), prezentand 17%/15 cazuri de diminuare a activitatii proliferative a celulelor
metastatice derivate din tumoare NOS [34]. Restul, 5 cazuri/5.7% s-au manifestat prin
de agravare a indicelui de proliferare propus de Bruxant si coaut. (2002) [32]. Trebuie de
subliniat, ca cazurile Ki67 instabile au inclus doar tumori cu grad G2 si G3 de diferentiere, iar
divergente dintre activitatea proliferativa a metastazelor si tumoarea primard mai frecvent se
atesta la paciente de ,,dupd 49” ani.

Tipul histologic al tumorii totusi, apare important in cazul carcinomului NOS evidentiind
instabilitatea Ki67 atat in directia pierderii, cat si achizitie, pe cand in cazul tumorilor lobulare
singurul caz diferit a evoluat doar in directia intensificarii proliferatiei tumorale in sediul
metastatic. Consideram ca aceste divergente necesita o confirmare suplimentara din partea altor
cercetatori pe un lot de cazuri mai mare. Cele raportate ne permit sa sustinem ca Ki67 este
instabil pe parcursul metastazarii, iar determinarea lui la nivelul LNM ar putea avea un rol
pronostic si predictiv.

Pana la acest moment am discutat expresia markerilor utilizati in studiu la nivel de tumoare
primara si LNM, iar compararea rezultatelor vorbeste elocvent cd receptorii celulelor canceroase

nu sunt stabil expresati, ori ca tumoarea primard este formatd din clone celulare cu diferit
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potential metastatic. In favoarea acestor ipoteze vorbesc si datele prezentate de Heitz si coaut.
(2013) [107]. Autorii au stabilit ca tumorile primare care initial au fost ER sau PR sau HER2
pozitive, dezvoltand recurente au devenit negative pentru ER in 22.8%, PR in 41.4% si HER2
40.8%! Da, nesadbuite sunt cdile Domnului si profilul molecular al carcinomului mamar.

Daca markerii nu sunt stabili, oare ce-o fi cu subtipurile moleculare ce au la baza acesti
markeri?

Subtipurile moleculare. Opiniile referitor la stabilitatea profilului molecular al
carcinomului de san sunt impartite. Perou si coaut. (2000) au determinat cad ,,programul
molecular” al tumorii primare se mentine si la nivelul metastazelor [180]. Altfel spus, daca
profilul molecular al tumorii primare are o anumita valoare predictiva, aceasta automat se va
atribui §i metastazei sale. Pe de altd parte exista un sir de evidente, inclusiv studiul de fatd care
subliniaza,cd profilul molecular al celulei metastatice nu este stabil in evolutie. Weigelt si coaut.
(2010) considera ca multiplele expresii morfologice ale carcinomului mamar, diversificate dupa
gradul de diferentiere, expresia receptorilor presupune etiologia lor diferita [257, 258]. Falck si
coaut. (2013) au determinat ca, fenotipul carcinomului nu este stabil pe parcursul evolutiei,
prezentand diferente de subtip intre tumoarea primara si metastaza limfonodala la 11% pacienti,
desi in cadrul prezentului studiu aceste diferente sau atestat la %4 din cazuri [77]. Prat si coaut.
(2010) au subliniat ca, carcinomul mamar este celular neomogen, iar unele celule, in special cu
fenotip-stem (CD44"/CD24") sunt mai rezistente la terapie si mai activ metastatic [189]. in plus,
dupa Weber si coaut. (2006), microambianta tumorald nu numai ca are semnaturd genetica
diferita in functie de fenotipul carcinomului, dar si promoveaza transformarile neoplazice [256].
Korsching si coaut. (2002) considera ca in glanda mamara exista diverse celule diversificate in
subtipuri celulare capabile de a dezvolta tumori diferite dupa aspect, semndtura genetica si
evolutie clinica [128]. Studiul profilului genetic i-a permis lui Perou si coaut. (2000) sa
defineasca molecular carcinomul mamar drept o patologie eterogena, evidentiind cateva
subtipuri moleculare, suplinite, modificate si diversificate cu fiece an [180]. Majoritatea (80%)
tumorilor mamare au fost considerate hormon-pozitive, evidentiind subtipurile Luminal A si
Luminal B [190]. La fel si in cazul acestui studiu in structura moleculara a carcinomului mamar
de tip NOS au prevalat combinatiile de markeri proprii grupului Luminal. De asemenea am
stabilit cd odatd cu cresterea gradului de diferentiere a subtipului molecular, de la bazal spre
luminal, tumorile pierd un sir de markeri precum HER?2, Ki67, CKS5, p53, EGFR si tind sa
expreseze ER, PR, BCL2, ceea ce corespunde cu conceptul de diferentiere a epiteliului mamar
neafectat, propus de Visvader J. (2009) [252]. Trebuie de mentionat ca tumorile Luminal A de

rand cu caracteristicile sale de baza, precum ca sunt hormon-dependente (ER, PR), HER2, CKS5,
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p53, EGFR negative, au afinitatea de a expresa din abundenta BCL2 si E-cadherina. Astfel se
contureaza ipoteza ca aceste tumori ar metastaza mai rar gratie prezentei jonctiunilor aderente, si
ar fi mai putin agresive in cazul absentei p53 aberant si activitdtii Tnalte a BCL2. Drept un
paradox statistic am putea numi asocierea pozitiva, a expresiilor ER si p53 cu Ki67 in subtipul
Luminal A: desi sunt caracterizate drept tumori cu predilectie slab proliferative, cazurile unde
celulele tumorale prezinta din abundentd receptorii pentru estrogeni si/sau p53 tind sa fie mai
agresive (dupa valoarea Ki67), presupunand ,,surprize” nefaste. Astfel subtipul Luminal A poate
fi subdivizat, cel putin in 2 subgrupuri, p53 pozitive si p53 negative. Desi una din caracteristici
ale Luminal A a fost expresia din abundentd a E-cadherinei, astfel de tumori oricum
metastazeaza si in noul mediu tind sa mentind expresia ER, PR, Ki67, BCL2, p53, EGFR si E-
cadherina la nivel acelasi nivel ca si in tumoarea primara. Mai mult, dupa cum am indicat unele
tumori Luminal A au fost instabile pe parcursul metastazarii, iar directia transferurilor indica o
posibila dediferentiere. Sau poate nu, poate tumoarea primara a fost apriori neomogena?

Tumorile Luminal B exprimd ER, PR, AR, BCL2, E-cadherina si sunt activ proliferante.
Comparativ cu Luminal A, acest subtip inregistreaza cote infricosdtoare la capitolul prezenta
proteinei p53 aberante. In structura tumorilor Luminal B am determinat predominarea subtipului
Luminal B/Ki67. Altfel spus, celulele generatoare de tumori Luminal B sunt agresiv
proliferante, comparativ cu Luminal A. Totusi si acest subtip este neomogen. Dupa Perou si
coaut. (2000) acest subtip a fost subdivizat in Luminal B/Ki67 si Luminal B/HER2, care reflecta
anumite stadii din diferentierea normala a epiteliului normal [180]. Neomogenitatea acestui
subtip a fost punctatd pentru prima datd in cadrul studiului de fata, subdivizand cazurile cu
expresie aditionald a HER2 in Luminal B/HER2 (cu proliferare redusa) si Luminal
B/HER2/Ki67 (cu proliferare marcatd). Ultimul subtip a prezentat chiar o incidentd net
superioara fata de cazurile cu indice Ki67 redus. Proliferarea activa a tumorilor Luminal B este
sustinutd si de prevalenta numericd a subtipului Luminal B/HER2/Ki67 fatd de Luminal
B/HER2. Similar cazurilor Luminal A, tumorile Luminal B in pofida expresiei E-cadherinei
metastazeaza, iar tumorile nou formate exprima similaritate cu sediul primar, cel putin statistic.
Oricum subtipul Luminal B de asemeni este instabil la metastazare, care in majoritatea cazurilor
a ,evoluat” intr-un subtip mai diferentiat, Luminal A. Importanta proliferdrii active in
comportamentul tumorii s-a evidentiat incad odatd, cazurile activ proliferante fiind cele mai
instabile la metastazare.

Ambele subtipuri Luminale discutate pana acum, pot fi diversificate si mai mult dacd am
analiza pozitivitatea CK5 comparativ cu expresia ER, PR, HER2. Astfel se contureaza dupa cum

am descris mai sus subtipurile BasoLuminal si BasoLuminalHER2, primul pe larg mediatizat de
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cercetatori, altul presupus acum. Radmane neclar daca acelasi tip de celule prezinta simultan CK5
cu alti receptori, sau sunt clone diferite. O posibila solutie ar fi dubla, tripla imunocolorare.

Tumorile HER2 pozitive s-ar presupune a fi omogene si de ce nu? Un singur marker i
defineste numele si tratamentul, HER2. In lucrarea dati am stabilit ci acest subtip tinde si
piardd expresia BCL2 odata cu Tnaintarea In varstd a pacientelor, astfel diversificand pronosticul
si subtipul in HER2-BCL2" si HER2-BCL2".

Prezenta HER2 a corelat statistic cu diminuarea gradului de proliferare Ki67 si expresia
CKS5, totodata sporind sansele de achizitie de catre celulele tumorale a markerului p53. Totusi
expresia concomitentd a CKS5 in unele cazuri, presupune delimitarea unui nou subtip,
BasoHER2. Putin? Atunci HER2 mai poate fi activ si slab proliferant. In plus, un paradox
statistic, poate fi spus chiar caracteristic lui HER2, ar putea fi considerata corelatia pozitiva a
BCL2 si p53 in cadrul acestui subtip. Metastazele dezvoltate de tumorile HER2 am demonstrat
ca 1si pastreaza acelasi profil molecular, cu exceptia cd devin mai agresiv proliferante. Acest
fapt pledeaza inca odatd in  favoarea divizarii HER2 dupd valoarea indicelui Ki67.
Neomogenitatea subtipului HER2 presupune si comportament diferit la metastazare: acest subtip
nu este stabil pe parcursul metastazarii, transferurile evaludnd doar cu achizitionarea de
receptori hormonali.

Tumorile Triplu negative in opinia lui Prat si coaut. (2011) sunt confirmate prin absenta
expresiei receptorilor hormonali si HER2, subtipul Basal-like fiind separat de SNP odata cu
prezentarea a CK5/6 si/sau EGFR [190]. Am evidentiat grupul de cuvinte si/sau fiindca prin
asta apriori subliniem eterogenitatea acestui subtip, indicand cel putin 3 fenotipuri de tumori

Basal-like: CK5/6", EGFR", CK5/6/EGFR". In plus, Badve si coaut. (2011) in 18-40% cazuri
de carcinom Basal-like definit dupa profilul genetic au definit imunohistochimic un alt fenotip,
si invers in 8-29% din carcinoamele Basal-like, definite cu markeri surogati, nu au coincis dupa
profilul genetic [15]. Eterogenitatea acestui tip poate fi descoperita si prin prisma evolutiei
definitiei sale imunohistochimice, precum: absenta expresiei ER, PR si HER2, expresia a uneia
sau mai multe citokeratine bazale (CK 5/6, CK14, CK17), absenta expresiei ER si HER2 in
concordanta cu expresia pozitiva a CK5/6 si/sau EGFR [97].

De mentionat, ca EGFR pozitiv a fost determinat in 54% cazuri concomitent cu CK5/6
pozitiv si in 11% cazuri cu CK5/6 negativ. Prezenta acestui marker (EGFR) a fost asociata unui
pronostic nefavorabil, indiferent de statusul limfonodal.

In plus, insdsi Prat and Perou (2011) au certificat eterogenitatea subtipului Basal-like,
punand in discutie cauza prezentei in 10% cazuri si a receptorilor hormonali, adicd Luminali

[190]! In ceea ce priveste stabilitatea acestor subtipuri am determinat un singur caz de transfer
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de la Basal-like la SNP in urma metastazarii. O cauza posibild ar fi numarul mic de tumori ce
dezvolta subtipuri Triplu negative.

Cele relatate pand acum au tinut de subtipurile moleculare dezvoltate de carcinomul de tip
NOS. Care ar fi specificul celui de-al doilea dupa incidenta carcinom mamar, lobular? Cel putin
morfologic 1l deosebim. Drept caracteristica imunohistochimica clasica acestui subtip poate fi
consideratd absenta expresiei E-cadherinei, ceea ce ar predispune acest tip de tumori sa
metastazeze mai usor si precoce. Desi absenta acestui marker e tipicd, totusi diagnosticarea
tumorilor lobulare care sunt E-cadherin pozitive presupune existenta subtipurilor intrinseci in
cadrul acestui tip de cancer. In plus am putea delibera doar intreband: sunt aceste tumori E-
cadherin pozitive lobulare, precum si cazurile de tumori NOS E-cadherin negative? In urma
compardrii rezultatelor imunohistochimice ale acestor 2 tipuri de carcinom, NOS si lobular am
delimitat o serie de rezultate ce le fac diferite imunohistochimic:

1. Tumorile Luminal A dezvoltate de carcinomul lobular spre deosebire de cel ductal sunt
p53 pozitive;

2. Metastazele cu transfer de scor a subtipului HER2 dezvoltat de tumorile lobulare
evolueaza nu in directie luminald, ci bazala;

3. Subtipul Luminal B dezvoltat de carcinomul lobular invaziv spre deosebire de cel ductal
nu expreseaza E-cadherina.

In baza celor expuse putem concluziona ci carcinomul mamar are o multime de expresii
morfologice, numarul carora poate fi usor depasit prin expresiile imunohistochimice variate.
Drept dovada elocventa serveste incercarea autorului de a grupa subtipurile moleculare in
dependenta de expresia markerilor inclusi in studiu (Anexa D). Astfel nu am depistat o
combinatie sau legitate proprie unui subtip. Fiecare tumoare s-a prezentat imunohistochimic ca
un caz individual, ceea ce indicad necesitatea stringentd de dezvoltare a tratamentului
personalizat.

Studiul de fatd are si cateva restrictii. Tumorile au fost clasificate in conformitate cu
statusul imunohistochimic a markerilor surogati pentru receptorii ER, PR, Ki67, CK5 si HER2,
ceea ce reprezintd doar o aproximatie a studiilor genetice de determinare a fenotipului de
carcinom mamar. Insa, testele IHC sunt mai atractive in aspect financiar si utilizarea lor in
clinica a fost certificatd de majoritatea specialistilor in domeniu. Un alt aspect este ca, subtipul
Basal-like dupa Carey si coaut.(2006), este definit ca ,,ER negativ, PR negativ, Her-2 negativ,
citokeratina 5/6 pozitiva si/sau HER-1 pozitiv” [38]. Datorita faptului ca in studiul de fata,
markerul EGFR nu a fost utilizat in toate cazurile, este posibil ca unele cazuri 5-NP de facto sa

apartin subtipului molecular Basal-like. In literaturd subtipul molecular 5-NP a fost descris
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drept mai putin agresiv decat Basal-like, dar mult mai periculos dupa evolutia bolii decat
tumorile cu subtip Luminal A. Dat fiind faptul ca scopul acestei lucrari nu a constat in stabilirea
unor indici pronostici sau predictivi, nu ne permite sa continuam aceasta idee. Mai mult ca atat,
e posibil ca alte subtipuri moleculare din grupurile non-luminale sa fi fost cuantificate ca tumori
Basal-like. Acestea sunt subtipurile Claudin-low (ce se refera histologic la cancerul mamar
metaplastic, cu particularitati genetice similare celui cu celule stem-linkat si prin tranzitie
epitelio-mezenchimald), precum si subtipul molecular Apocrin, caracterizat prin reactie pozitiva
la receptorii de androgeni. Oricum, la moment, nu este trasatd o abordare diferitd a conduitei
terapeutice pentru subtipurile din grupul triplu negativ, aceasta reprezentand un domeniu de
cercetare ce ramane a fi explorat pe viitor.

Astfel, toate datele din literatura, suplimentate cu rezultatele prezentului studiu vorbesc
elocvent ca metastaza carcinomului mamar este diferita de tumoarea primara, cel putin dupa un
criteriu, morfologic sau imunohistochimic. In favoarea celor expuse vorbesc elocvent si
rezultatele cultivarii tumorii pe membrana corioalantoida unde la compararea expresiei ER, PR,
HER?2 si CK5 din tumoarea primara cu celulele tumorale diseminate in implant am evidentiat
schimbarea subtipului in 90,9% (20 cazuri), dintre care in 12 cazuri (54,4%) celulele invadate au
dezvoltat un fenotip mai diferentiat, caracteristic subtipului Luminal A, iar in 7 cazuri (31,8%)
au prezentat caracteristici proprii subtipului SNP si intr-un caz (5,4%) au prezentat fenotipul
HER?2, desi tumoarea primara, cat si metastaza au fost identificate drept Luminal B/HER2. Doar
2 cazuri, Luminal A si Luminal B/HER2 nu au suferit un transfer de subtip.

Pana la acest moment am pus accent pe eterogenitatea celulara a tumorii primare, dar cred
ca o cota parte de vinovatie in problema stabilitdtii carcinomului mamar la metastazare, revine si
mediului microambiant, in care se pomeneste celula canceroasa.

Mediul microambiant diferit. In opinia lui Schedin P. (2006) microambianta are un rol
crucial in tumorogeneza [216]. Celulele stem mamare (CSM) sunt in permanenta influentate de
celule adiacente. Conform lui Spradling si coaut. (2001) in jurul acestor celule persista o
microambianta specializatd, denumita nisa celulei stem, care pe de o parte sustine profilul stem
al acestor celule, pe de alta controleaza diferentierea lor [231]. In plus Brisken et all. (2007)
considera ci nisa este implicatd si in promovarea invaziei metastatice a tumorilor bazale [31]. In
opinia lui Visvader J. (2009) celulele stem din mugurii terminali al TDLU sunt in permanent
contact cu stroma, datorita faptului cd membrana bazald in acest segment este intrerupta [252].
De rand cu fibroblastele in vecinatatea nisei se regasesc adipocite, celule endoteliale, limfocite,
macrofage ceea ce face studierea nisei mult mai intriganta. Dat fiind faptul cad tesutul adipos

contine celule stem pluripotente, cu efect stimulator asupra angiogenezei tumorale, este pe larg
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mediatizat rolul tesutului adipos drept cauza posibila a recurentelor [(21, 22]. Prezenta
limfocitelor asociate-tumorii este un indice predictiv independent in favoarea antraciclinelor si
taxanilor in tratamentul neoadjuvant [64]. In cazurile ER si HER2 negative asociate cu
metastaze, asocierea infiltratiei limfocitare in decursul tratamentului este considerat de Loi S.
(2013) drept indice excelent de pronostic [146].

Importanta nisei CSM a fost demonstratd cu lux de amanunte de Boulanger si coaut.
(2007) la infiltrarea in tesutul adipos al glandei mamare a celulelor cu potential spermatogen
[29]. Aceste celule testiculare, reprogramate au fost capabile sa reconstituie intregul arbore
mamar, chiar si dupa cateva transplantari succesive. O fi oare posibil ca in mediul LNM din
aceste celule sa obtinem un nou fenotip tumoral? Posibil, dar trebuie de luat in calcul si gazdele
metastazei — limfocitele. A dezvolta teoretic o posibila influenta a limfocitelor ar fi plauzibila
daca a-si fi dispus, cel putin de rezultate cantitative, comparative a continutului lor din stroma
mamara si LNM. Pe de alta parte dezvoltarea tumorii deja indicd ca imunitatea este compromisa,

iar cautarea celui vinovat la acest capitol ar fi de domeniul a unei noi cercetari.
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CONCLUZII GENERALE
Microambianta are 0 influentd substantiald, imprevizibild, stimulatorie sau inhibitorie
in dezvoltarea tumorii. Schimbul profilului molecular la metastazare are valoare
pronostica si predictiva — toate acestea argumenteaza necesitatea studiilor Tn domeniu
(capitolul 1).
In glanda mamara neafectata celulele epiteliului glandular prezinti o anumita garnitura
de receptori in dependentd de stadiul de diferentiere. Expresia receptorilor indica
nivelul de origine a tumorii (capitolul 3.1).
Majoritatea tumorilor mamare deriva din celulele grupului Luminal de diferentiere.
Toti markerii studiati (ER, PR, AR, HER2, CKS5, EGFR, BCL2, p53, Ki67, E-
cadherina) nu sunt stabili pe parcursul metastazarii, ceea ce necesitd revizuirea
principiilor tratamentului personalizat (capitolele 3.2 — 3.9).
Transferurile de scor la metastazare a CKS5, 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).
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).
Relatiile statistice intre markerii studiati a celulelor cu localizare primara si
metastaticd nu sunt identice. Aceasta indica ca metastaza limfonodald are un fenotip
imunohistochimic particular, ceea ce pledeaza pentru examinarea imunohistochimica
concomitenta, obligatorie si a metastazei (capitolul 3.9).
In structura moleculara a carcinomului mamar invaziv numeric prevaleazi subtipurile
Luminale. Toate subtipurile examinate sunt instabile la metastazare, iar intaietatea
transferurilor o au tumorile activ proliferante (capitolul 4.1).
Instabilitatea fenotipului celular al carcinomului mamar a fost dovedita in majoritatea
cazurilor de implant a celulelor tumorale in membrana corioalantoida. Markerii
analizati au evolutie diferitd dupd implantare: ER s1i HER2 preponderent cu pierdere,
PR stabil pozitiv, iar CK5 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).
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RECOMANDARI
Propunem determinarea profilului molecular al metastazei limfonodale prin metode
imunohistochimice, concomitent cu evaluarea tumorii primare. Intru evitarea unor erori
tehnice recomandam procesarea tumorii si metastazei intr-un singur bloc, intr-o singura
sectiune.
De utilizat preferential Ki67 in locul gradului de diferentiere drept marker al agresivitatii
tumorale.
Determinarea E-cadherinei in calitate de marker specific al tumorilor lobulare nu are
valoare diagnostica, gratie existentei fenotipurilor E-cadherin pozitive si E-cadherin
negative in ambele tipuri de tumori studiate, ductal si lobular invazive.
De rand cu subtipul molecular al tumorii trebuie de indicat si markerii in baza carora
acesta a fost definit. Astfel expresia CKS5 de rand cu HER?2 si/sau receptorii hormonali ar
evidentia necesitatea suplinirii schemelor terapeutice in conformitate cu recomandarile
existente pentru tumorile Triplu negative.
CK5 mai bine (80%) defineste tumorile Triplu negative in comparatie cu EGFR, a carui

incidenta este de 50%.
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ANEXE
Anexa 1. Valoarea expresiei receptorilor hormonali ER si PR in functie de localizare si

gradul de diferentiere.

Ezﬂ;zle Scorul Allred C_sradul'de Cazuri
ERtm) ERtm | ERmt | PRtm | PRmt | diferentiere n %
0 0 0 0 G2 6 6,3
0 0 0 0 G3 7 7.4
0 0 1 0 G2 1 1,1
negativa 0 0 1 1 G2 1 1,1
0 0 2 2 Gl 1 1,1
0 0 3 2 G3 1 1,1
0 0 3 3 G2 1 1,1
0 1 0 0 G3 1 1,1
1 0 0 0 G3 1 1,1
1 0 3 0 G2 2 2,1
1 2 0 0 G3 1 1,1
1 2 0 2 G3 1 1,1
2 0 2 1 G2 1 1,1
2 0 3 3 G2 1 1,1
2 1 0 0 G3 1 1,1
2 1 1 2 G2 1 11
2 2 0 1 G2 1 1,1
2 2 1 1 G2 1 11
2 2 2 3 G3 1 1,1
2 2 3 3 G2 1 1,1
2 2 3 3 G3 1 1,1
pozitiva 2 3 1 0 G3 1 1,1
3 0 2 0 G2 1 1,1
3 1 0 0 G2 1 1,1
3 1 0 2 G2 1 1,1
3 1 2 2 G3 1 1,1
3 1 3 3 Gl 1 1,1
3 2 0 0 Gl 1 1,1
3 2 2 0 G2 1 1,1
3 2 3 0 G3 1 1,1
3 2 3 2 G2 1 1,1
3 2 3 2 G3 1 1,1
3 2 3 3 G2 2 2,1
3 3 0 0 G2 2 2,1
3 3 0 0 G3 2 2,1
3 3 0 1 G3 1 1,1
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Anexa 1. Continuare.

Ezﬂ;zle Scorul Allred (.Bradul.de Cazuri
ERtm) ERtm | ERmt | PRtm | PRmt | diferentiere n %
3 3 0 2 G2 1 1,1
3 3 0 3 G2 1 1,1
3 3 1 1 G2 1 1,1
3 3 2 0 G3 1 1,1
3 3 2 1 G3 1 1,1
3 3 2 2 G2 4 4,2
3 3 2 2 G3 1 1,1
3 3 3 0 G2 2 2,1
3 3 3 1 G2 2 2,1
3 3 3 1 G3 1 1,1
3 3 3 2 Gl 1 1,1
3 3 3 2 G2 1 1,1
3 3 3 3 Gl 1 1,1
3 3 3 3 G2 15 15,8
3 3 3 3 G3 11 11,6
Total 95 100,0

ERtm, PRtm — valoarea scorului Allred pentru ER si PR in tumoarea primara; ERmt, PRmt

— valoarea scorului Allred pentru ER si PR 1n metastaza.
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Anexa 2. Descrierea amanuntita a expresiei receptorului p53 in dependenta de localizare,

gradul de diferentiere al tumorii si varsta pacientelor.

%
Expresie cazurilor
(dupa | p53tm | p53mt Gradul de Grupa de n % cu
053tm) diferentiere varsta T
de scor
0 0 Gl dupa 49 3 3,45
0 0 Gl pana la 49 1 1,15
0 0 G2 dupa 49 9 10,34
o 0 0 G2 pana la 49 7 8,05 | 3cazuri
negativa 0 0 G3 dupa 49 11 12,64 | /3,45%
0 0 G3 pana la 49 1 1,15
0 1 G2 pana la 49 1 1,15
0 1 G3 dupa 49 2 2,30
1 0 G2 pana la 49 1 1,15
1 0 G3 dupa 49 1 1,15
1 0 G3 pana la 49 1 1,15
1 1 G2 dupa 49 4 4,60
1 1 G3 dupa 49 2 2,30
1 2 G2 dupa 49 1 1,15
1 2 G3 dupa 49 1 1,15
L 1 3 G3 dupd 49 1 1,15 | 9cazuri
pozifive 2 0 G2 dupa 49 2 2,30 |/10,34%
2 0 G2 pana la 49 1 1,15
2 1 G2 dupa 49 3 3,45
2 1 G2 pana la 49 2 2,30
2 1 G3 dupa 49 1 1,15
2 2 G2 dupa 49 5 5,75
2 2 G2 pana la 49 2 2,30
2 2 G3 dupa 49 3 3,45

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor al expresiei p53 dupa metastazare.
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Anexa 2.Continuare

2 3 G2 dupa 49 1 1,15

2 3 G3 dupa 49 2 2,30

3 0 G2 pana la 49 1 1,15

3 0 G3 dupia 49 1 1,15

. 3 0 G3 péna la 49 1 1,15
posiiva 3 2 G3 dupa 49 1 1,15
3 3 Gl pana la 49 1 1,15

3 3 G2 dupa 49 4 4,60

3 3 G2 pana la 49 3 3,45

3 3 G3 dupa 49 6 6,90

Total 87 100,0

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor al expresiei p53 dupa metastazare.
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Anexa 3. Studiul comparativ al expresiei BCL2 in functie de localizare, primara (tm) sau

metastatica (mt).

%
Expresia cazurilor
Grupade | Gradul de
(dupa | BCL2tm | BCL2mt n % cu
varsta diferentiere
BCL2tm) transfer
de scor

0 0 dupa 49 Gl 1 1,1
0 0 dupa 49 G2 4 4,6
0 0 dupa 49 G3 6 6,9
0 0 pana la 49 Gl 1 1,1
0 0 pana la 49 G2 2 2,3
0 1 dupa 49 G2 1 1,1

' 2 cazuri/
negativa 0 1 dupa 49 G3 1 1,1

2,2%

0 1 pana la 49 G2 1 1,1
1 0 dupa 49 G2 1 1,1
1 0 dupa 49 G3 1 1,1
1 0 pana la 49 G3 1 1,1
1 2 dupi 49 G3 1 1,1
1 3 dupi 49 G3 1 1,1
2 0 dupa 49 G2 1 1,1
2 0 dupi 49 G3 3 3,4
2 0 pana la 49 G2 2 2,3
2 2 dupa 49 G3 1 1,1
2 2 pana la 49 G2 1 1,1

. 21 cazuri
pozitiva 2 3 dupa 49 G3 1 11

/24,1%
3 0 dupa 49 G2 3 3,4
3 0 dupi 49 G3 5 57
3 0 pana la 49 G2 3 3,4
3 1 dupi 49 G2 1 1,1
3 1 dupi 49 G3 2 2,3

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor in urma metastazarii.
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Anexa 3.Continuare.

%

Expresia )
Grupade | Gradul de cazurilor
(dupa BCL2tm | BCL2mt n %
varsta diferentiere cu transfer
BCL2tm)
de scor
3 1 pana la 49 G2 1 1,1
3 2 dupa 49 G2 1 1,1
3 2 dupa 49 G3 1 1,1
3 2 pana la 49 Gl 1 1,1
N 3 2 pana la 49 G3 2 2,3
pozitiva
3 3 dupa 49 Gl 2 2,3
3 3 dupa 49 G2 17 19,5
3 3 dupa 49 G3 8 9,2
3 3 pana la 49 G2 8 9,2
3 3 pana la 49 G3 1 1,1
Total 87 100

Cu Bold sunt selectate cazurile cu transfer de scor in urma metastazarii.
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Anexa 4. Subtipul molecular al carcinomului mamar de tip NOS in tumoarea primara vs

metastaza limfonodala.

Subtip Tm Subtip Mt Grad n %
5NP 5NP G2 2 2,2
5NP 5NP G3 1 1,1
Basal-like 5NP G3 1 1,1
Basal-like Basal-like G3 1 1,1
HER2 HER2 G2 3 3,2
HER2 HER2 G3 4 4,3
HER2 Luminal B/HER2/Ki67 G3 1 1,1
Luminal A 5NP G2 1 1,1
Luminal A 5NP G3 1 1,1
Luminal A Luminal A Gl 3 3,2
Luminal A Luminal A G2 15 16,1
Luminal A Luminal A G3 7 7,5
Luminal A Luminal B/[HER?2 G2 1 11
Luminal A Luminal B/Ki67 G2 1 1,1
Luminal A Luminal B/Ki67 G3 1 1,1
Luminal B/[HER2 Luminal A G2 1 11
Luminal B/HER2 Luminal B/HER2 G2 2 2,2
Luminal B/[HER2/Ki67 | Basal-like G2 1 1,1
Luminal B/[HER2/Ki67 | HER2 G2 1 1,1
Luminal B/HER2/Ki67 | Luminal A G2 1 1,1
Luminal B/HER2/Ki67 | Luminal B/[HER2 G2 1 1,1
Luminal B/HER2/Ki67 Luminal B/HER2/Ki67 Gl 1 1,1
Luminal B/[HER2/Ki67 Luminal B/HER2/Ki67 G2 1 1,1
Luminal B/HER2/Ki67 Luminal B/HER2/Ki67 G3 1 1,1
Luminal B/[HER2/Ki67 | Luminal B/Ki67 G2 1 11
Luminal B/[HER2/Ki67 | Luminal B/Ki67 G3 1 11
Luminal B/Ki67 Basal-like G2 1 11
Luminal B/Ki67 Luminal A G2 3 3,2
Luminal B/Ki67 Luminal A G3 6 6,5
Luminal B/Ki67 Luminal B/Ki67 Gl 1 1,1
Luminal B/Ki67 Luminal B/Ki67 G2 16 17,2
Luminal B/Ki67 Luminal B/Ki67 G3 11 11,8
Total 93 100,0

Notd: cazurile cu transfer de scor in urma metastazarii au fost selectate cu BOLD.
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Anexa 5.. Stabilitatea subtipului Luminal B la metastazare.

Tumoarea primara Metastaza N o
Subtip Markerii Subtip Markerii °
Luminal .
B/HER? ER,PR,HER2 Luminal A ER,PR 1 1,7
Luminal .
B/HER? ER,PR,HER2 Luminal B/[HER2 | ER,PR,HER2 3 51
Luminal . Luminal ER,PR,HER?2,
B/HER2/Ki67 | EVHER2KIOT | 5y irpokier | Ki67 2| 34
Luminal ER,PR,HER2, .
B/HER2/Ki67 | CK5,Ki67 Bl o 1) 17
Luminal ER,PR,HER2, .
B/HER2/Ki67 CKG5,Ki67 Luminal B/[HER2 | ER,PR,HER2 1 1,7
Luminal ER,PR,HER?2, Luminal ER,PR,HER?2, 1 17
B/HER2/Ki67 Ki67 B/HER2/Ki67 Ki67 '
Luminal ER,PR,HER?2, )
B/HER2/Ki67 | Ki67 A2 AR A8 1 17
Luminal ER,PR,HER?2, .
B/HER2/Ki67 | Ki67 Luminal A SRR 1 17
Luminal ER,PR,HER?2, . . )
B/HER2/Ki67 Ki67 Luminal B/Ki67 ER,PR,Ki67 1 1,7
Luminal PR,HER2,CK5, | Luminal PR,HER2,CKS5, 1 17
B/HER2/Ki67 Ki67 B/HER2/Ki67 Ki67 '
Luminal . . . .
B/HER2/Ki67 PR,HER2,Ki67 | Luminal B/Ki67 PR,Ki67 1 1,7
Luminal B/Ki67 | ER,CK5,Ki67 Luminal A ER,PR 1 1,7
Luminal B/Ki67 | ER,CK5,Ki67 Luminal B/Ki67 ER,Ki67 1 1,7
Luminal B/Ki67 | ER,Ki67 Luminal B/Ki67 ER,Ki67 5 8,5
. . ER,PR,CKS5, . . ER,PR,CKS5,
Luminal B/Ki67 Ki67 Luminal B/Ki67 Ki67 1 1,7
Luminal B/Ki67 E%ER’CKS’ Luminal B/Ki67 PR,CK5,Ki67 1 1,7
Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 Luminal A ER 2 3,4
Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 Luminal A ER,PR 6 10,2
Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 Luminal B/Ki67 ER,Ki67 2 3,4
Luminal B/Ki67 | ER PR Ki67 Luminal B/Ki67 i?ésR’CKF” 1| 17
Luminal B/Ki67 | ER,PR,Ki67 Luminal B/Ki67 ER,PR,Ki67 22 37,3
Luminal B/Ki67 | PR,CK5,Ki67 Basal-like CK5,Ki67 1 1,7
Luminal B/Ki67 | PR,Ki67 Luminal B/Ki67 PR,Ki67 2 3,4
Total 59 | 100,0

Nota: Subtip — subtipul molecular; Markerii — markerii in baza carora a fost definit

subtipul molecular. Cu Bold au fost selectate cazurile cu transfer de subtip la metastazare.
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Anexa 6. Carcinom invaziv ductal de tip NOS:

primara si metastatica.

corelatie dupd Spearman a valorilor expresiei markerilor implicati in studiu, de localizare

. - | E|E| | g | E| e | E|E| |2 | E|E| E|E -
T T o o ¥ ¥ Qa ) o o Il T, w L
ERtm
ls 084 | 048 | 0,47 | -0,26 | -0,28 | -0,25 | -0,37 | -0,13 | -0,22 | 0,43 | 0,40 | -0,16 | -0,25 | -0,24 | -0,22 | 0,03 | 0,03 | 0,60 | 0,55
p 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,085 | 0,018 | 0,001 | 0,001 | 0,062 | 0,011 | 0,024 | 0,095 | 0,374 | 0,378 | 0,009 | 0,018
ERmt
I 0,84 046 | 0,51 | -0,30 | -0,24 | -0,38 | -0,32 | -0,09 | -0,20 | 0,38 | 0,34 | -0,23 | -0,19 | -0,25 | -0,10 | 0,06 | 0,00 | 0,34 | 0,45
p 0,001 0,001 | 0,001 | 0,002 | 0,009 | 0,001 | 0,001 | 0,207 | 0,181 | 0,001 | 0,001 | 0,116 | 0,038 | 0,057 | 0,269 | 0,286 | 0,498 | 0,106 | 0,047
PRtm
Is 0,48 | 0,46 0,70 | -0,16 | -0,24 | -0,16 | -0,07 | -0,02 | -0,24 | 0,28 | 0,20 | -0,14 | -0,18 | -0,17 | -0,29 | 0,04 | -0,05 | 0,54 | 0,39
p 0,001 | 0,001 0,001 | 0,026 | 0,010 | 0,034 | 0,247 | 0,408 | 0,012 | 0,003 | 0,031 | 0,083 | 0,049 | 0,083 | 0,041 | 0,301 | 0,311 | 0,018 | 0,073
PRmt
Is 0,47 | 0,51 | 0,70 -0,21 | -0,16 | -0,28 | -0,09 | -0,16 | -0,19 | 0,23 | 0,29 | -0,19 | -0,24 | -0,30 | -0,18 | 0,24 | -0,08 | 0,52 | 0,50
p 0,001 | 0,001 | 0,001 0,021 | 0,058 | 0,003 | 0,186 | 0,064 | 0,040 | 0,017 | 0,003 | 0,041 | 0,012 | 0,029 | 0,143 | 0,009 | 0,231 | 0,023 | 0,030
HER2tm
I -0,26 | -0,30 | -0,16 | -0,21 0,74 | 0,16 | 0,20 | 0,07 | 0,27 | -0,23 | -0,30 | 0,02 | 0,09 | 0,08 | 0,00 | 0,00 | 0,23 | -0,02 | 0,25
p 0,001 | 0,002 | 0,026 | 0,021 0,001 | 0,030 | 0,026 | 0,243 | 0,006 | 0,012 | 0,002 | 0,419 | 0,195 | 0,263 | 0,497 | 0,483 | 0,114 | 0,465 | 0,186

Nota: Abrevierea tm

reflectd valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie
Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 6. Continuare.

. - | E|E| | g | | e | E|E| || E|E| E|E -
T T O O X % R 7 o o Q Qo i, 8

HER2mt

r's -0,28 | -0,24 | -0,24 | -0,16 | 0,74 0,18 017 | 0,10 | 0,32 | -0,29 | -0,38 | 0,43 | 0,47 | -0,08 | -0,13 | 0,01 | 0,21 | -0,07 | 0,25
p 0,003 | 0,009 | 0,010 | 0,058 | 0,001 0,046 | 0,054 | 0,167 | 0,001 | 0,004 | 0,001 | 0,109 | 0,061 | 0,311 | 0,218 | 0,454 | 0,021 | 0,406 | 0,187
CK5tm

I -0,25 | -0,38 | -0,16 | -0,28 | 0,16 | 0,18 062 | 033|021 | -033-0,20| 0,08 | 0,00 | 0,18 | 0,07 | -0,05 | 0,12 | -0,44 | -0,16
p 0,001 | 0,001 | 0,034 | 0,003 | 0,030 | 0,046 0,001 | 0,001 | 0,023 | 0,001 | 0,035 | 0,237 | 0,460 | 0,067 | 0,339 | 0,290 | 0,127 | 0,052 | 0,281
CK5mt

Is -0,37 | -0,32 | -0,07 | -0,09 | 0,20 | 0,17 | 0,62 032 | 025 |-03|-0,16 | 0,04 | 0,09 | 0,06 | 0,29 | -0,02 | -0,01 | -0,26 | -0,36
p 0,001 | 0,001 | 0,247 | 0,186 | 0,026 | 0,054 | 0,001 0,002 | 0,011 | 0,001 | 0,076 | 0,354 | 0,194 | 0,348 | 0,041 | 0,419 | 0,479 | 0,171 | 0,095
Ki67tm

s -0,43 | -0,09 | -0,02 | -0,16 | 0,07 | 0,10 | 0,33 | 0,32 061 | -019|-016 | 036 | 0,19 | 0,13 | 0,24 | 0,05 | 0,19 | -0,35 | -0,52
p 0,085 | 0,207 | 0,408 | 0,064 | 0,243 | 0,167 | 0,001 | 0,002 0,001 | 0,035 | 0,067 | 0,001 | 0,037 | 0,168 | 0,084 | 0,319 | 0,040 | 0,101 | 0,024
Ki67mt

r's -0,22 | -0,10 | -0,24 | -0,19 | 0,27 | 0,32 | 0,21 | 0,25 | 0,61 -0,13 | -0,13 | 0,27 | 0,38 | 0,27 | 0,16 | -0,15 | 0,28 | -0,62 | -0,63
p 0,018 | 0,181 | 0,012 | 0,040 | 0,006 | 0,001 | 0,023 | 0,011 | 0,001 0,112 | 0,110 | 0,006 | 0,001 | 0,055 | 0,176 | 0,085 | 0,004 | 0,007 | 0,006

Nota: Abrevierea tm reflecta valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie
Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 6. Continuare.

. - | E|E| | &g | | e | E|E|e|=| E|E| E]|E -
T T @) O X ¥ = R a o QO QO i, i,

BCL2tm

r, | 043|038 | 028 | 023 |-0,23|-0,29 | -0,33 | -0,35 | -0,19 | -0,13 0,60 | -0,07 | -0,06 | -0,05 | -0,19 | 0,01 | -0,05 | 0,02 | 0,00
p |0,001 | 0,001 0,003 |0,017 | 0,012 | 0,004 | 0,001 | 0,001 | 0,035 | 0,112 0,001 | 0,253 | 0,292 | 0,387 | 0,135 | 0,447 | 0,337 | 0,467 | 0,496
BCL2mt

I's 0,40 | 0,34 | 0,20 | 0,29 | -0,30 | -0,38 | -0,20 | -0,16 | -0,16 | -0,13 | 0,60 -0,16 | -0,23 | -0,12 | -0,07 | -0,06 | -0,07 | 0,04 | 0,14
p |0,001 | 0,001 0,031 |0,003 | 0,002 | 0,001 |0,035| 0,076 | 0,067 | 0,110 | 0,001 0,069 | 0,017 | 0,230 | 0,339 | 0,288 | 0,257 | 0,441 | 0,314
p53tm

I's -0,16 | -0,13 | -0,14 | -0,19 | 0,02 | 0,23 | 0,08 | 0,04 | 0,36 | 0,27 | -0,07 | -0,16 0,76 | 0,26 | 0,30 | -0,02 | -0,04 | -0,19 | -0,40
p 0,062 | 0,116 | 0,083 | 0,041 | 0,419 | 0,109 | 0,237 | 0,354 | 0,001 | 0,006 | 0,253 | 0,069 0,001 | 0,147 | 0,039 | 0,429 | 0,367 | 0,246 | 0,068
p53mt

I's -025-019 | -018 | -0,24 | 009 | 0,27 | 001 | 0,09 | 0,29 | 0,38 | -0,06 | -0,23 | 0,76 0,16 | 0,30 | -0,17 | 0,22 | -0,34 | -0,55
p 0,011 | 0,038 | 0,049 | 0,012 | 0,195 | 0,061 | 0,460 | 0,194 | 0,037 | 0,001 | 0,292 | 0,017 | 0,001 0,168 | 0,040 | 0,063 | 0,141 | 0,108 | 0,016
EGFRtm

s -0,24 | -025 | -0,17 | -0,30 | 0,08 | -0,08 | 0,18 | 0,06 | 0,13 | 0,27 | -0,05 | -0,12 | 0,16 | 0,16 0,63 | -0,10 | -0,09 | -0,51 | -0,76
p 0,024 | 0,057 | 0,083 | 0,029 | 0,263 | 0,311 | 0,067 | 0,348 | 0,168 | 0,055 | 0,387 | 0,230 | 0,147 | 0,168 0,001 | 0,205 | 0,295 | 0,122 | 0,023

Nota: Abrevierea tm reflecta valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie
Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 6. Continuare.

- - | E| E| | 2| | g8 E | E - | E| E| g | ¢ -
S|E| E|E |8 (8|8 |5 |5 /8|38 |8/ ¢€/8|%5|8/|FE
I T O O = T o R O~ e S - - T A A B G B
EGFRmt
I's -0,22 | -0,10 | -0,29 | -0,48 | 0,00 | -0,13 | 0,07 | 0,29 | 0,24 | 0,16 | -0,19 | -0,07 | 0,30 | 0,30 | 0,63 -0,10 | -0,13
p |0,095|0,269 | 0,041 | 0,143 | 0,497 | 0,218 | 0,339 | 0,041 | 0,084 | 0,176 | 0,135 | 0,339 | 0,039 | 0,040 | 0,001 0,282 | 0,227
Ecadtm
Is 0,03 | 0,06 | 0,04 | 0,24 | 0,00 | 0,01 | -0,05 | -0,02 | 0,05 | -0,45 | 0,01 | -0,06 | -0,02 | -0,17 | -0,10 | -0,10 0,12 | 0,76 | 0,75
p 0,374 | 0,286 | 0,301 | 0,009 | 0,483 | 0,454 | 0,290 | 0,419 | 0,319 | 0,085 | 0,447 | 0,288 | 0,429 | 0,063 | 0,205 | 0,282 0,129 | 0,001 | 0,001
Ecadmt
s 0,03 | 0,00 | -0,05 | -0,08 | 0,13 | 0,21 | 0,22 | -0,01 | 0,19 | 0,28 | -0,05 | -0,07 | -0,04 | 0,22 | -0,09 | -0,13 | 0,12 -0,30 | -0,25
p 0,378 | 0,498 | 0,311 | 0,231 | 0,114 | 0,021 | 0,127 | 0,479 | 0,040 | 0,004 | 0,337 | 0,257 | 0,367 | 0,141 | 0,295 | 0,227 | 0,129 0,141 | 0,186
ARtm
Is 060 | 0,34 | 054 | 052 | -0,02 | -0,07 | -0,44 | -0,26 | -0,35 | -0,62 | 0,02 | 0,04 | -0,19 | -0,34 | -0,51 0,76 | -0,30 0,49
p 0,009 | 0,106 | 0,018 | 0,023 | 0,465 | 0,406 | 0,052 | 0,171 | 0,101 | 0,007 | 0,467 | 0,441 | 0,246 | 0,108 | 0,122 0,001 | 0,141 0,044
ARmMt
r's 055 | 045 | 0,39 | 050 | 0,25 | 0,25 | -0,16 | -0,36 | -0,52 | -0,63 | 0,00 | 0,14 | -0,40 | -0,55 | -0,76 0,75 | -0,25 | 0,49
p 0,018 | 0,047 | 0,073 | 0,030 | 0,186 | 0,187 | 0,281 | 0,095 | 0,024 | 0,006 | 0,496 | 0,314 | 0,068 | 0,016 | 0,023 0,001 | 0,186 | 0,044

Nota: Abrevierea tm reflecta valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie
Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 7. Carcinom lobular invaziv:

corelatie dupd Spearman a valorilor expresiei markerilor implicati in studiu, de localizare primara si

metastatica.
e e|5 2| § E|E|E|E|E|E|5 5 g |g £¢
e o e e o 5 ¥4 v © © 5 S 3 B L o 5 5
w ) w)a ) a ) | | 0|0 | ¥ |¥|a|a|a|a|Q|Q |4 d
ERtm
rs 0,60 | 0,78 | 068 | -0,24 | -0,06 | -041 | -046 | 054 | 041 | 0,46 | 0,06 | 0,47 | 0,28 | 0,47 | 0,35 | -0,24 | -0,09
P 0,004 | 0,001 | 0,001 | 0,169 | 0,406 | 0,045 | 0,028 | 0,010 | 0,046 | 0,029 | 0,404 | 0,025 | 0,132 | 0,024 | 0,080 | 0,170 | 0,361
ERmMt
rs 0,60 056 | 0,48 | -0,22 | -0,39 | 0,04 | -0,27 | 044 | 0,38 | 0,64 | 0,34 | 0,08 | -020 | 057 | 0,33 | -0,23 | -0,11
P 0,004 0,007 | 0,021 | 0,185 | 0,057 | 0,444 | 0,140 | 0,034 | 0,062 | 0,002 | 0,087 | 0,374 | 0,215 | 0,007 | 0,093 | 0,182 | 0,333
PRtm
rs 0,78 | 0,56 062 | -0,15 | -0,09 | -0,07 | -0,18 | 051 | 0,65 | 0,50 | 0,04 | 0,38 | 0,47 | 058 | 0,42 | -0,10 | -0,04
P ]0,001 | 0,007 0,003 | 0,282 | 0,365 | 0,385 | 0,238 | 0,015 | 0,002 | 0,018 | 0,438 | 0,058 | 0,247 | 0,006 | 0,041 | 0,346 | 0,445
PRmt
rs 0,68 | 0,48 | 0,62 -0,22 | -0,15 | 0,00 | 0,22 | 0,25 | 0,26 | 048 | 0,16 | 046 | 0,34 | 0,15 | 0,32 | 0,04 | -0,01
p 10,001 0,021 | 0,003 0,190 | 0,282 | 0,500 | 0,186 | 0,157 | 0,146 | 0,022 | 0,262 | 0,027 | 0,087 | 0,278 | 0,101 | 0,441 | 0,479

Nota: Abrevierea tm reflecta valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie

Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 7. Continuare.

= e | E|E|E| & | s |E|&s|&e|e|&e|E|E|E|E
ElE|E E S |S 8|8 15|85 |58 &|€8|¢|% 3
w ) wl)aja) g | |0 |0|X¥|¥|a|a|a|a Q| Q@ |d|d
HER2tm
I's -0,24 | 0,22 | -0,15 | -0,22 050 | -0,19 | 0,09 | -0,20 | -0,20 | -0,15 | 0,36 | 0,34 | -0,46 | -0,03 | -0,24 | -0,21 | 0,09
p 0,169 | 0,185 | 0,282 | 0,190 0,017 | 0,228 | 0,361 | 0,343 | 0,344 | 0,280 | 0,070 | 0,084 | 0,027 | 0,448 | 0,172 | 0,201 | 0,367
CK5tm
Is -0,41 | -0,04 | -0,07 | 0,00 | -0,19 | -0,25 0,66 | -0,37 | 0,07 | -008 | 0,25 | -0,32 | -0,11 | -0,22 | -0,16 | 0,08 | -0,15
p 0,045 | 0,444 | 0,385 | 0,500 | 0,228 | 0,161 0,002 | 0,063 | 0,394 | 0,381 | 0,155 | 0,099 | 0,336 | 0,195 | 0,266 | 0,383 | 0,279
CK5mt
fs -0,46 | -0,27 | -0,18 | -0,22 | 0,09 0,15 | 0,66 -0,40 | 0,03 | 0,28 | 0,09 | -0,39 | -0,16 | -0,12 | 0,06 | -0,20 | -0,34
P 0,028 | 0,140 | 0,238 | 0,186 | 0,361 | 0,270 | 0,002 0,049 | 0,455 | 0,239 | 0,356 | 0,050 | 0,262 | 0,314 | 0,405 | 0,212 | 0,081
Ki67tm
I's 054 | 044 | 051 | 0,25 | -0,10 | -0,08 | -0,37 | -0,40 0,70 | 0,53 | 0,30 | 0,49 | 0,03 | 05 | 0,44 | -0,35 | -0,17
P 0,010 | 0,034 | 0,015 | 0,157 | 0,343 | 0,373 | 0,063 | 0,049 0,001 | 0,012 | 0,214 | 0,226 | 0,449 | 0,009 | 0,035 | 0,076 | 0,254
Ki67mt
I's 041|038 | 065 | 0,26 | -0,10 | -0,23 | 0,07 | 0,03 | 0,70 030 | 0,22 | 0,19 | 0,21 | 0,52 | 0,40 | -0,37 | -0,28
p 0,046 | 0,062 | 0,002 | 0,146 | 0,344 | 0,300 | 0,394 | 0,455 | 0,001 0,116 | 0,204 | 0,222 | 0,328 | 0,013 | 0,051 | 0,067 | 0,135

Nota: Abrevierea tm reflecta valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie

Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 7. Continuare.

el e|le| E|E|E || E|E|E|E| || E|E|E|E
w ) w ) aja | £ |0 |0 |¥|¥|a&a|a|a|a| Q| 3|3
BCL2tm
I 046 | 0,64 | 050 | 0,48 | -0,15 | -0,43 | -0,08 | -0,18 | 0,53 | 0,30 051 | 0,08 | -0,12 | 0,53 | 0,39 | -0,07 | -0,02
p 0,029 | 0,002 | 0,018 | 0,022 | 0,280 | 0,037 | 0,381 | 0,239 | 0,012 | 0,116 0,016 | 0,369 | 0,315 | 0,012 | 0,057 | 0,396 | 0,476
BCL2mt
Iy -0,06 | 0,34 | 0,04 | 0,16 | -0,36 | -0,35 | 0,25 | 0,09 | 0,30 | 021 | 0,51 -0,22 | -0,28 | 0,00 | 0,16 | -0,19 | -0,35
p 0,404 | 0,087 | 0,438 | 0,262 | 0,070 | 0,074 | 0,155 | 0,356 | 0,114 | 0,204 | 0,016 0,188 | 0,129 | 0,493 | 0,260 | 0,225 | 0,077
p53tm
Iy 0,47 | 0,08 | 0,38 | 046 | 0,34 | -0,12 | -0,32 | 0,39 | 0,29 | 0,19 | 0,08 | -0,22 076 | 0,33 | 048 | 035 | 0,43
p 0,025 | 0,374 | 0,058 | 0,027 | 0,084 | 0,320 | 0,099 | 0,050 | 0,226 | 0,222 | 0,369 | 0,188 0,001 | 0,088 | 0,021 | 0,078 | 0,037
p53mt
Iy 028 | 020 | 0,17 | 0,34 | -0,46 | -0,11 | -0,11 | -0,16 | 0,03 | 0,11 | -0,12 | -0,28 | 0,76 0,19 | 0,50 | 0,52 | 0,50
p 0,132 | 0,215 | 0,247 | 0,087 | 0,027 | 0,335 | 0,336 | 0,262 | 0,449 | 0,328 | 0,315 | 0,129 | 0,001 0,219 | 0,017 | 0,013 | 0,018
EGFRtm
I 047 | 0,57 | 0,58 | 0,15 | -0,03 | -0,24 | -0,22 | -0,12 | 0,55 | 0,52 | 0,53 | 0,00 | 0,33 | 0,19 0,75 | 0,02 | 0,33
p 0,024 | 0,007 | 0,006 | 0,278 | 0,448 | 0,170 | 0,195 | 0,314 | 0,009 | 0,013 | 0,012 | 0,493 | 0,088 | 0,219 0,001 | 0,466 | 0,088

Nota: Abrevierea tm reflecta valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie
Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 7. Continuare.

g = E|lElsle|e|e|le|le|e|e|E|E|E|&E
E e E|E|S|S|g g5 /5|8 s 5/ 5|E| €|+
w | wjaja) | | 0|0 |X¥|¥|a|a|a|la| Q| Q| 4a]|d
EGFRmt
Is 03 | 033 | 042 | 0,32 | -0,24 | -0,03 | -0,16 | 0,06 | 0,44 | 0,40 | 0,39 | 0,16 | 0,48 | 0,50 | 0,75 0,22 | 0,35
P 0,080 | 0,093 | 0,041 | 0,201 | 0,272 | 0,447 | 0,266 | 0,405 | 0,035 | 0,051 | 0,049 | 0,260 | 0,021 | 0,017 | 0,001 0,187 | 0,080
Ecadtm
s -0,24 | -0,23 | -0,20 | 0,04 | -0,21 | -0,22 | 0,08 | -0,20 | -0,35 | -0,37 | -0,07 | -0,19 | 0,35 | 0,52 | 0,02 | 0,22 0,84
p 0,170 | 0,182 | 0,346 | 0,441 | 0,201 | 0,320 | 0,383 | 0,212 | 0,076 | 0,067 | 0,396 | 0,225 | 0,078 | 0,013 | 0,466 | 0,187 0,001
Ecadmt
Is -0,09 | -0,11 | -0,04 | -0,00 | 0,09 | -0,20 | -0,45 | -0,34 | -0,47 | -0,28 | -0,02 | -0,35 | 0,43 | 0,50 | 0,33 | 0,35 | 0,84
p 0,361 | 0,333 | 0,445 | 0,479 | 0,367 | 0,346 | 0,279 | 0,081 | 0,254 | 0,135 | 0,476 | 0,077 | 0,037 | 0,018 | 0,088 | 0,080 | 0,001

Nota: Abrevierea tm reflecta valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). rs — coeficientul de corelatie
Spearman. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05), la numarul de cazuri (n) examinate.
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Anexa 8. Carcinom invaziv ductal de tip NOS, subtipul HER2 pozitiv: corelatie dupa Pearson a valorilor expresiei markerilor implicati Tn
studiu, de localizare primara si metastatica.

Tumoarea primara Metastaza limfonodala
s E| | | & E|l | g | 2| E|E|E|E| 2| E|E
T N4 O @ o T w I X @) D o h |
Varsta
r -0,11 | 0,00 | 0,00 | 0,11 0,33 0,26 | -060 | -043 | 042 | -0,08 | 0,13 | 0,00 | -0,68 | 0,15 043 | 0,31 | -0,63 | 0,44 | 0,00
p 0,38 | 0,50 | 0,50 | 0,38 0,19 0,25 0,03 0,13 0,12 0,42 0,38 | 0,50 | 0,03 0,36 0,15 0,21 0,05 0,28 | 0,50
Grad
r | 0,11 0,00 | 0,00 | 0,10 0,29 0,22 | 0,16 | -0,02 | -0,15 | -0,38 | 0,29 | 0,00 | 0,15 0,54 0,13 0,25 | -0,12 | 0,33 | -0,29
p 0,38 0,50 | 0,50 | 0,39 0,23 0,28 0,33 0,48 0,34 0,16 0,24 | 0,50 | 0,36 0,08 0,38 0,26 0,39 0,33 | 0,24
ERtm
r 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00
p 0,50 0,50 0,50 | 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 | 0,50 | 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 | 0,50
PRtm
r 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00
p 0,50 0,50 | 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 | 0,50 | 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 | 0,50
HER2tm
r 0,11 0,10 | 0,00 | 0,00 -0,59 | -0,78 | 0,19 0,58 0,38 | -0,19 | -1,00 | 0,00 | -0,22 | -0,72 | -0,94 | 0,13 0,51 0,00 | -0,14
P | 0,38 0,39 | 0,50 | 0,50 0,05 0,01 0,30 0,05 0,14 0,31 0,00 | 0,50 | 0,30 0,02 0,00 0,37 0,10 0,50 | 0,37
Ki67tm
r 0,33 0,29 | 0,00 | 0,00 | -0,59 0,9 | -0,23 | -0,41 | 0,35 0,47 0,59 | 0,00 | -0,01 | 0,85 0,68 | -0,04 | -0,66 | -0,22 | 0,27
P | 0,19 0,23 | 0,50 | 0,50 | 0,05 0,00 0,27 0,16 0,17 0,10 0,06 | 0,50 | 0,49 0,00 0,03 0,46 0,04 0,39 | 0,26
CK5tm
r 0,26 0,22 | 0,00 | 0,00 | -0,78 | 0,90 -0,21 | -0,44 | 0,26 0,34 0,78 | 0,00 | 0,13 0,86 0,80 | -0,22 | -0,72 | -0,33 | 0,26
p 0,25 0,28 | 0,50 | 0,50 | 0,01 0,00 0,29 0,14 0,25 0,19 0,01 | 0,50 | 0,38 0,00 0,01 0,28 0,02 0,33 | 0,27
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Anexa 8. Continuare.

Tumoarea primara Metastaza limfonodala
: 5 | E £ El el x| | Ele|E|lze|e|E|c&
T X @ e 0 i T X 3] @ & |.u W
BCL2tm
r | -0,60 | -0,16 | 0,00 | 0,00 | 0,19 | -0,23 | -0,21 0,66 0,10 0,18 | -0,36 | 0,00 | 0,11 | -0,28 | -0,48 | 0,41 0,43 0,00 | -0,22
p | 0,03 0,33 | 0,50 | 0,50 | 0,30 0,27 0,29 0,03 0,39 0,32 0,19 | 0,50 | 0,40 0,25 0,11 0,14 0,14 0,50 | 0,30
p53tm
r | -043 | -002 | 0,00 | 0,00 | 058 | -0,41 | -0,44 | 0,66 0,08 0,19 | -0,47 | 0,00 | 0,19 | -0,37 | -0,62 | 0,00 0,86 0,13 | -0,21
P | 0,13 0,48 | 0,50 | 0,50 | 0,05 0,16 0,14 0,03 0,42 0,32 0,12 | 0,50 | 0,32 0,18 0,05 0,50 0,00 043 | 0,31
EGFRtm
r 0,42 | -0,15 | 0,00 | 0,00 | 0,38 0,35 0,26 0,10 0,08 0,11 | -0,34 | 0,00 | -0,52 | -0,22 | -0,15 | -0,29 | -0,40 | 0,17 | -0,11
p | 012 0,34 | 0,50 | 0,50 | 0,14 0,17 0,25 0,39 0,42 0,39 0,20 | 0,50 | 0,09 0,39 0,36 0,23 0,16 0,41 | 0,39
Ecadtm
r | -008 | -0,38 | 0,00 | 0,00 | -0,19 | 0,47 0,34 0,18 0,19 0,11 0,22 | 0,00 | 0,33 0,31 0,29 0,19 0,00 | -0,58 | 0,65
p | 042 0,16 | 0,50 | 0,50 | 0,31 0,10 0,19 0,32 0,32 0,39 0,30 | 0,50 | 0,21 0,23 0,24 | 0,31 0,50 0,21 | 0,04
ERmt
r 0,13 0,29 | 0,00 | 0,00 | -1,00 | 0,59 0,78 | 0,36 | -0,47 | -0,34 | 0,22 0,00 | 0,22 0,72 094 | 000 | -051 | 0,00 | 0,14
P | 0,38 0,24 | 0,50 | 0,50 | 0,00 0,06 0,01 0,19 0,12 0,20 0,30 0,50 | 0,30 0,02 0,00 0,50 0,10 0,50 | 0,37
PRmt
r 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00
p | 0,50 0,50 | 0,50 | 0,50 | 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 | 0,50
HER2mt
r | -068 | 05 | 0,00 | 0,00 | -0,22 | -0,01 | 0,13 0,11 0,19 | -0,52 | 0,33 0,22 | 0,00 0,29 0,00 0,00 0,26 | -1,00 | 0,65
p | 0,03 0,36 | 0,50 | 0,50 | 0,30 0,49 0,38 0,40 0,32 0,09 0,21 0,30 | 0,50 0,24 0,50 0,50 0,27 0,00 | 0,04
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Anexa 8. Continuare.

Tumoarea primara Metastaza limfonodala
= £ £ £ £ = o - E 2 £ = = £ =
T X @ = L u T ¥ 3] @ & m i
Ki67mt
r 0,15 | 054 | 0,00 | 000 | -0,72 | 085 | 0,86 | -0,28 | -0,37 | -0,12 | 0,31 | 0,72 | 0,00 | 0,29 0,69 | 000 | -0,48 | -0,62 | 0,31
p 0,36 | 0,08 | 050 | 0,50 | 0,02 | 0,00 | O00 | 0,25 | 0,18 | 0,39 | 0,23 | 0,02 | 0,50 | 0,24 0,03 | 050 | 0,12 | 0,19 | 0,22
CK5mt
r 043 | 0,13 | 0,00 | 0,00 | -0,94 | 0,68 | 0,80 | -0,48 | -0,62 | -0,15 | 0,29 | 0,94 | 0,00 | 0,00 | 0,69 0,00 | -0,67 | 0,00 | 0,19
p 0,15 | 0,38 | 0,50 | 0,50 | 0,00 | 003 | 0,00 | O,12 | 0,05 | 0,36 | 0,24 | 0,00 | 050 | 0,50 | 0,03 0,50 | 0,03 | 0,50 | 0,33
BCL2mt
r -0,31 | 0,25 | 0,00 | O,00 | 0,13 | -0,04 | -0,22 | 0,41 | 0,00 | -0,29 | 0,19 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00
p 0,21 | 0,26 | 050 | 050 | 0,37 | 0,46 | 0,28 | 0,24 | 0550 | 0,23 | 0,31 | 050 | 050 | 0,50 | 0,50 | 0,50 0,50 | 0,50 | 0,50
p53mt
r -0,63 | -0,22 | 0,00 | 0,00 | 051 | -0,66 | -0,72 | 043 | 0,86 | -0,40 | 0,00 | -0,51 | 0,00 | 0,26 | -0,48 | -0,67 | 0,00 0,17 | -0,17
P 0,05 | 039 | 050 | 050 | 0,10 | 0,04 | 0,02 | 0,24 | 0,00 | 026 | 050 | 0,20 | 050 | 0,27 | 0,22 | 0,03 | 0,50 041 | 0,34
EGFRmt
r 044 | 033 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | -0,22 | -0,33 | 0,00 | 0,23 | 0,17 | -0,58 | 0,00 | 0,00 | -1,00 | -0,62 | 0,00 | 0,00 | 0,17 -1,00
p 0,28 | 0,33 | 050 | 050 | 050 | 0,39 | 0,33 | 050 | 0,43 | 041 | 0,22 | 050 | 050 | 0,00 | 0,19 | 0,50 | 0,50 | 0,41 0,00
Ecadmt
r 0,00 | -0,29 | 0,00 | 0,00 | -0,24 | 0,27 | 0,26 | -0,22 | -0,21 | -0,21 | 0,65 | 0,24 | 0,00 | 0,65 | 0,31 | 0,19 | 0,00 | -0,27 | -1,00
p 0,50 | 0,24 | 050 | 050 | 0,37 | 0,26 | 0,27 | 0,30 | 0,31 | 0,39 | 0,04 | 0,37 | 0550 | 0,04 | 0,22 | 0,33 | 0,50 | 0,34 | 0,00

Nota: Abrevierea tm reflectd valoarea markerului dat in tumoarea primara vs in metastaza limfonodala (mt). r — coeficientul de corelatie
Pearson. Cu Bold sunt selectate valorile statistic semnificative (p<0,05).
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Anexa 9. Dinamica markerilor inclusi in studiu in functie de subtipul molecular al tumorii ductal invazive si stabilitatea acestuia la metastazare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt E. %
ER PR AR HER2 . BCL2 p53 CK5 EGFR
cadherina
5NP 5NP Stabil - | Stabil - - Stabil - Ecad Stabil - Stabil + Stabil - Stabil + 1,1
pierdere
5NP 5NP Stabil - Stabil - - Stabil - Stabil + Stabil - Stabil + Stabil - Stabil + 11
5NP 5NP Stabil - Stabil - - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - - 1,1
. . . . . . . CK5
Basal-like 5NP Stabil - Stabil - - Stabil - Stabil + Stabil - Stabil - . - 11
pierdere
Basal-like Basal-like Stabil - Stabil - - Stabil - Stabil + Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + 1,1
. . . . BCL2 . .
HER2 HER2 Stabil - Stabil - - Stabil + Stabil + - Stabil + Stabil - - 11
pierdere
. . . . BCL2 . . .
HER2 HER2 Stabil - Stabil - - Stabil + Stabil + - Stabil + Stabil - Stabil - 11
pierdere
. . . . BCL2 . . .
HER2 HER2 Stabil - Stabil - - Stabil + Stabil + - Stabil + Stabil - Stabil + 1,1
pierdere
HER?2 HER?2 Stabil - Stabil - - Stabil + Stabil + Stabil - p53 . Stabil - Stabil - 1,1
achizitie
HER?2 HER?2 Stabil - Stabil - - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - Stabil + - 1,1
HER?2 HER?2 Stabil - Stabil - - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + Stabil - - 1,1
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Anexa 9. Continuare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt = %
ER PR AR HER2 . BCL2 p53 CK5 EGFR
cadherina
HER2 HER2 Stabil - | Stabil- | Stabil+ | Stabil+ | Stabil + BCL2 Stabil + CK5 EGFR 11
pierdere pierdere pierdere
Luminal ER
HER2 B/HER2/ R | Stabil - ; Stabil + | Stabil+ | Stabil- | Stabil - Stabil + ] 11
. achizitie
Ki67 ’
Luminal A |  5NP _ER PR ] Stabil- | Stabil+ | Stabil+ | Stabil - CK5 EGFR 11
pierdere | pierdere pierdere pierdere
Luminal A |  5NP ER Stabil - ; Stabil - Ecad ; Stabil - Stabil - Stabil - 11
pierdere pierdere
Luminal A | Luminal A | . ER Stabil + ; Stahil - | Stabil+ | Stabil+ | Stabil - Stabil - ; 11
pierdere
Luminal A | Luminal A | Stabil + PR i Stabil - | Stabil + BCL2 Stabil - Stabil - ] 11
achizitie pierdere
Luminal A | Luminal A | Stabil + PR i Stabil - | Stabil+ | Stabil+ | Stabil + Stabil - ] 11
achizitie
Luminal A | Luminal A | Stabil + .PR - Stabil - Stabil + .BCL2 p53pierder Stabil - - 11
pierdere pierdere e
Luminal A | Luminal A | Stabil+ | 'R i Stabil- | Stabil+ | Stabil+ | Stabil + Stabil - ; 11
pierdere
Luminal A | Luminal A | Stabil + | Stabil - ; Stabil - pi'ifggre Stabil + | Stabil - Stabil - Stabil + 11
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil - - Stabil - Stabil + Stabil - Stabil - Stabil - - 1,1
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Anexa 9. Continuare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt = %
ER PR AR HER2 . BCL2 p53 CK5 EGFR
cadherina
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil - - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + 11
. . . . . Ecad BCL2 . . )
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - pierdere pierdere Stabil + Stabil - Stabil - 11
. . . . . . BCL2 . . .
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + L Stabil - Stabil - Stabil - 11
achizitie
. . . . . . BCL2 . . .
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + pierdere Stabil - Stabil - Stabil - 2,2
. . . . . . BCL2 . . .
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + pierdere Stabil - Stabil - Stabil + 11
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + - - Stabil - - 2,2
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - - 43
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - Stabil - 1,1
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - - 2,2
Luminal A | Luminal A | Stabil+ | Stabil+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ | BCL2 ps3 Stabil - Stabil - 11
pierdere achizitie
Luminal A | Luminal A | Stabil+ | Stabil+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ | Stabil+ | Stabil - CKS ; 11
achizitie
Luminal A | Luminal A | Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - Stabil - 1,1
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Anexa 9. Continuare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt = %
ER PR AR HER2 . BCL2 p53 CK5 EGFR
cadherina
. Luminal . . HER2 . . . . .
Luminal A B/HER? Stabil + Stabil + - achizitie Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - 11
. Luminal . PR . . . . .
Luminal A B/Ki67 Stabil + achizitie - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - - 11
. Luminal . . . Ecad . . . EGFR
Luminal A B/Ki67 Stabil + Stabil + - Stabil - pierdere Stabil + Stabil - Stabil - pierdere 11
Luminal |\ inal A | Stabil + | Stabil + i HER2 | qiobil+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil- | Stabil + 11
B/HER2 pierdere
Luminal Luminal . . . . BCL2 . .
B/HER? B/HER? Stabil + Stabil + - Stabil + Stabil + pierdere Stabil - Stabil - - 1,1
Luminal Luminal . . . . . . .
B/HER? B/HER? Stabil + Stabil + - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + Stabil - - 11
Luminal
B/HER2/ | Basal-like | . ER PR i HER2 | oopil + i ] Stabil + ] 11
Ki67 pierdere | pierdere pierdere
Luminal ER PR BCL2
B/HER2/ HER2 . . - Stabil + Stabil + B Stabil + Stabil - - 11
Ki67 pierdere | pierdere pierdere
Luminal
B/HER2/ | Luminal A | Stabil + | Stabil + i HERZ2 | oipil+ | stabil+ | P23 Stabil - ; 11
Ki67 pierdere pierdere
Luminal .
B/HER2/ | Luminal | couii+ | Stabil+ | Stabil+ | Stabil+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil + CKS ; 11
Ki67 B/HER2 pierdere
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Anexa 9. Continuare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt = %
ER PR AR HER?2 . BCL2 p53 CK5 EGFR
cadherina
Luminal Luminal
B/HER?2/ B/HER?2/ Stabil - Stabil + - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + Stabil + - 1,1
Ki67 Ki67
Luminal Luminal PR
B/HER2/ | B/HER2/ | Stabil + L - Stabil + | Stabil+ | Stabil- | Stabil + Stabil - - 1,1
. . achizitie
Ki67 Ki67 ’
Luminal Luminal PR 53
B/HER2/ B/HER2/ Stabil + hiziti - Stabil + Stabil + Stabil + igrdere Stabil - - 1,1
Ki67 Ki67 achizihie P
Luminal .
B/HERz | Luminal | qonii. | stabil + i HER?2 Ecad i ; Stabil - EGFR 11
Ki67 B/Ki67 pierdere pierdere pierdere
Luminal .
B/HER2/ | “UMinal | geohit+ | Stabil + : HER2 1 Stapil+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil - : 11
. B/Ki67 pierdere
Ki67
Luminal | pasal-like | Stabil- | PR AR | Stabil- | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ | Stabil + : 11
B/Ki67 pierdere | pierdere
Luminal . . PR . . . p53 CK5
B/Ki67 Luminal A | Stabil + achizitie - Stabil - Stabil + Stabil + pierdere pierdere - 1,1
Luminal ) inal A | stabit+ | OR i Stabil - | Stabil+ | Stabil- | Stabil + Stabil - i 11
B/Ki67 pierdere
Luminal ) inal A | stabit+ | R i Stabil - | Stabil+ | Stabil- | Stabil + Stabil - Stabil - 11
B/Ki67 pierdere
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Anexa 9. Continuare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt = %
ER PR AR HER2 . BCL2 p53 CK5 EGFR
cadherina

Luminal 1) ol A | Stabil + | Stabil + i Stabil - | Stabil+ | Stabil- | Stabil - Stabil - EGFR 11
B/Ki67 pierdere
Luminal . . . . . . . . .
B/Ki67 Luminal A Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil - Stabil - Stabil - Stabil - 11
Luminal ) gl A | Stabil+ | Stabil + i Stabil - | Stabil+ | Stabil + p53 Stabil - i 2.2
B/Ki67 pierdere ’
Luminal ) inal A | Stabil+ | Stabil+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ | Stabil - po3 Stabil - i 11
B/Ki67 pierdere
Luminal . . . . . . . . . .
B/Ki67 Luminal A Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - 11
Luminal Luminal ER . . Ecad .
B/Ki67 B/Ki67 pierdere Stabil + i Stabil - pierdere i ) Stabil + i 1.1
Luminal Luminal . . . Ecad . .
B/Ki67 B/Ki67 Stabil - Stabil + - Stabil - pierdere - - Stabil - Stabil - 1,1
Luminal Luminal . . . . . . . .
B/Ki67 B/Ki67 Stabil - Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + 1,1
Luminal Luminal . PR . . . .
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + pierdere - Stabil - - Stabil + Stabil + Stabil - - 1,1
Luminal Luminal . PR . . BCL2 . .
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + pierdere - Stabil - Stabil + pierdere Stabil - Stabil - - 1,1
Luminal Luminal . . AR . . BCL2 p53 .
B/Ki67 BiKis7 | SR+ | Stabil- o e | SR S@bIE G dere | achiziie | SR ] L1
Luminal Luminal . . AR . . BCL2pier . . EGFR
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + Stabil - pierdere Stabil - Stabil + dere Stabil + Stabil - pierdere 1,1
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Anexa 9. Continuare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt = %
ER PR AR HErz | = | BCL2 p53 CK5 EGFR
cumnal | oAl stabit + | stabil - i Stabil - | Stabil + p?ef 2 | stabil + pi%g’re i 11
cumnal | LomRal | stabit + | Stabil - i Stabil - | Stabil+ | Stabil+ | Stabil+ | Stabil - i 11
Luminal | Luminal | iy | Sabil- | Stabil+ | Stabil- | Swbil+ | Stbil+ | Swbil+ | Stabil- i 11
curnal | Lominel | stabit + | stabil + i Stabil - i Stabil + | Stabil- |  Stabil - i 11
curnal | Lominel | stabit + | stabil + i Stabil - | Stabil + aCBhCi;fie Stabil + | Stabil- | Stabil - 11
curnal | Lominel | stabit + | stabil + i Stabil - | Stabil + p?ef 12 | sabil+ | stabil - i 11
cuminal | Lol stabil + | stabil + i Stabil - |  Stabil + p?ef 12 | sthil+ | Stbil- | Stabil - 11
LBU/E:?SI LB“/E:gi' Stabil + | Stabil + : Stabil - | Stabil + p'iBe(r: 2 | stbil+ | stabil- | Stabil + 11
LBU/E:?SI LB“/E:gi' Stabil + | Stabil + : Stabil - | Stabil + i i Stabil - i 11
L;,E:g?' LB‘J/T(‘:gi' Stabil + | Stabil + : Stabil - | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ | Stabil - Stabil - 11
L;/T(‘:g?' LB“/E:gi' Stabil + | Stabil + : Stabil - | Stabil + | Stabil + pié’r%:’;re Stabil - i 11
'-B“/’Q:g' '-B“/E:gi' Stabil + | Stabil + i Stabil - | Stabil+ | Stabil+ | Stabil - Stabil - i 2.2
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Anexa 9. Continuare.

Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt E- n %
ER PR AR HER2 . BCL2 p53 CK5 EGFR
cadherina
Luminal Luminal . . . . . . CK5
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + achizitic - 1 11
Luminal Luminal . . . . . . ]
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - - 3 3,2
Luminal Luminal . . . . . . . )
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + Stabil + - Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - 2 2,2
Luminal Luminal . . . . . . . . )
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + Stabil + Stabil - Stabil - Stabil - 1 11
Luminal Luminal . . . . . . . .
B/Ki67 B/Ki67 Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - Stabil + Stabil + Stabil + Stabil - - 1 1,1
Total 93 100%

Nota: Subtipurile moleculare instabile dupa metastazare au fost selectate cu BOLD. Stabil + - stabil pozitiv; Stabil - - stabil negativ (absent).
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Anexa 10. Dinamica markerilor inclusi in studiu in functie de subtipul molecular al tumorii lobular invazive si stabilitatea acestuia la

metastazare.
Dinamica receptorilor

Subtip TM | Subtip Mt E- %

ER PR HER2 cadherina BCL2 p53 CK5 EGFR
5NP 5NP Stabil- Stabil- Stabil- Stabil+ Stabil+ Stabil+ Stabil- Stabil- 5,6
Basal-like Basal-like Stabil- Stabil- Stabil- Stabil- Stabil- p53 ) Stabil+ Stabil- 5,6

achizitie
HER2 | Basal-like | Stabil- | Stabil- | HER2 | spapil- | stabil- | Stabil- | SK° | Stabil- 5,6
pierdere achizitie
HER2 HER2 Stabil- Stabil- Stabil+ Stabil+ Stabil- Stabil+ Stabil- Stabil- 5,6
. ER PR . . . . . .
Luminal A 5NP . . Stabil- Stabil+ Stabil- Stabil+ | Stabil- Stabil- 5,6
pierdere | pierdere
Luminal A | Luminal A | Stabil+ Stabil+ Stabil- Stabil- Stabil+ pigr%?ére Stabil- Stabil- 5,6
. . . . . . BCL2 . . )
Luminal A | Luminal A | Stabil+ Stabil+ Stabil- Stabil+ pierdere Stabil+ Stabil- Stabil- 5,6
Luminal A | Luminal A | Stabil+ Stabil+ Stabil- Stabil+ Stabil- Stabil+ Stabil- Stabil- 5,6
Luminal A | BUmMinal - oopite | Stabil+ | stabil- | 9 | stapile | P23 | stabil+ |  Stabil- 5,6
B/Ki67 pierdere pierdere
Luminal .
B/HERY | Luminal | qiopiie | stapile | HER2 Ecad BCL2 | P53 | gy | EGFR 5,6
Ki67 B/Ki67 pierdere achizitie pierdere | pierdere pierdere

Luminal Luminal . PR . . BCL2 . . EGFR

B/Ki67 B/Ki67 Stabil+ pierdere Stabil- Stabil- pierdere Stabil- | Stabil- pierdere 56
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Anexa 10. Continuare.

Subtip T™M Sul\%ip ER PR | HER2 Eigda:;iﬁiar ecepégli_lgr p53 cks JEGrR | " | 7
il el | stabit+ | stabil- | Stabil- | Stabil- | Stabil+ | Stabil- | Stabil- | Stabil- | 1 | 56
ol | el | stabit+ | stabil+ | Stabil- | Stabil- Stabil- | Stabil+ | Stabil- | Stabil- | 2 | 11,1
el | LU stabit+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil- | Stabil+ | Stabil- | Stabil- | Stbil- | 1 | 56
el | LU stabit+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil- | Stabil+ | Stabil+ acii*;iie Stabil+ | 1 | 56
Luminal | Lumial | Stabit+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ endore | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ | 1 | 56
'73“/12:2*7" '73“/?:2";' Stabil+ | Stabil+ | Stabil- |  Stabil+ Stabil+ | Stabil+ | Stabil- | Stabil+ | 1 | 56

Total 18 | 100,0

Nota: Subtipurile moleculare instabile dupa metastazare au fost selectate cu BOLD. Stabil + - stabil pozitiv; Stabil - - stabil negativ (absent).
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Anexa 11. Certificate de inovator

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii
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Pentru inovatia cu titlul
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teza de doctor habilitat, sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca,

in caz contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.
Fulga Veaceslav

Semnatura

Data
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Informatii personale:

CURRICULUM VITAE

¢
&

Nume / Prenume

Fulga Veaceslav

Adresi(e) Bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165,MD-2004, Chisinau, Republica
Moldova

Telefon +373 22 205229 /+373 79538794

E-mail veaceslav.fulga@usmf.md

Cetatenia Republica Moldova

Data nasterii

26.01.1974

Experienta profesionala:

&

2007-2008;
2012-prezent

Conferentiar universitar, Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie
,Nicolae Testemitanu”, bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165, MD-2004,
Chisinau, Republica Moldova

2002-2007 Lector superior, catedra Histologie, Citologie si Embriologie, USMF
,Nicolae Testemitanu”
1999-2002 Asistent universitar, catedra Histologie, Citologie si Embriologie, USMF
,.Nicolae Testemitanu”
1999-2002 Metodist, sectia studenti de peste hotare, USMF , Nicolae Testemitanu”
Educatie si formare:
Perioada Institutia, specialitatea Calificarea
2005 Rezidentiat in Morfopatologie, USMF , Nicolae | Morfopatolog
Testemitanu”
1999-2002 | Doctorand, USMF |, Nicolae Testemitanu™”, catedra | Doctor in medicina
Histologie, Citologie si Embriologie
1997-1999 | Masterat la catedra Histologie, Citologie si | Master in Histologie si
Embriologie Hematologie
1991-1997 | Facultatea Medicind Generala, USMF ,,Nicolae Medic generalist
Testemitanu”
Stagii:
lunie 2005 — Stagiu practic in patologie, New World Laboratories Inc (381 Plantation
Noiembrie 2005 str., Five Biotech, Worcester, MA 01605, USA; http//:-www.nwl.net);
Mai 2005 Cursuri de perfectionare la Histologie, UMF ,,Gr. Popa”, lasi, Roménia;
Septembrie 2013 — Cursuri de perfectionare la Specialitatea Utilizarea mijloacelor
Februarie 2014 informationale de comunicare in invatamant, Universitatea Tehnicd a
Moldovei;
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Septembrie 2013 — Stagiu de perfectionare in patologia glandei mamare si imunohistochimie,

noiembrie 2013; Departamentul de Morfologie Microscopicd/Histologie, Centrul de
lunie 2014 Cercetari in Angiogeneza, UMF ,,VV. Babes”, Timisoara, Romania;
Februarie 2014 Practical training ,,Writing and management of innovation and technology

transfer projects”, Academia de Stiinte a Moldovei;

Februarie 2017 Mobilitate academica, Erasmus+ International Credit Programme,

University of Chester, UK;

Septembrie 2017 Cursul ,,Moderne ausbildung und verbesserung der lehre an der

staaatlichen universitat fur medizin und pharmazie ,Nicolae
Testemitanu”, Moldova Institut Leipzig;

Octombrie 2017 Cursul ,,Invitarea bazati pe probleme”, Moldova Institut Leipzig;
Domeniile de interes stiintific: Morfopatologie, imunohistochimie.

Proiecte stiintifice 1. Proiect bilateral de cercetare, RM-Romania, ,Implementarea si
nationale si rafinarea diagnosticului molecular al cancerului mamar in practica
internationale oncologicd” 2013-2014;

2. Proiect institutional al ASM ,,Evaluarea imunofenotipica a subtipului
molecular in tumoarea primard si metastazele limfonodale in
carcinomul invaziv de glanda mamara”, 2015-2018.

Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):

v

v

v

AN AN N NN

AN

v

Conferintele stiintifice anuale ale colaboratorilor [P USMF | Nicolae Testemitanu”, Chisinau,
2002-2017;

Al XXXIll-lea Simpozion National de Morfologie Normala si Patologica; II-lea Simpozion
Stiintific de Morfologie Microscopica Normala si Patologica. Craiova, 2002;

Simpozionul ,,Tehnologii biologice avansate si impactul lor in economia Moldovei”, Chisinau,
2002;

Al XXXV-lea Simpozion National de Morfologie Normala si Patologica; Al IV-lea Simpozion
de Morfologie Microscopicd. Craiova, 2004;

MexnyrapoaHas koH(pepeHus ,, IHHOBallMOHHBIE 00yJaromue TexHoioruu”, Mocksa, 2012;

al Xl-lea Simpozion National cu Participare Internationald de Morfologie Microscopica.
Romania, Craiova, 2013;

The ninth international conference of anticancer research. Anticancer Res., Sithonia, 2014;
Conferinta stiintifico-practici a medicilor anatomo-patologi ,,Probleme actuale in patologie”,
Chisindu, 2014,

Al Xilll-lea Simpozion National de Morfologie Microscopica cu participare international,
Craiova, 2015;

Il Scientific Conference ,,Fundamental and clinical medicine”, Kyiv, 2015;

Euroregional Conference for PhD Students and Young Researchers in Biomedicine, Timisoara,
2015;

International Scientific Conference ,,Actual issues of morphology”, Chisinau, 2015;

Al XV-lea simpozion National de Morfologie Microscopica cu Participare internationala,
Oradea-Baile Felix, 2017;

On-Line conference ,,Biological markers in fundamental and applied biology. From theory to
practice” Biological Markers in Fundamental and Clinical Medicine, Brno, 2017.

Lucrari stiintifice | 75 publicatii stiintifice si metodico-didactice, inclusiv 51 la tema tezei

Apartenenta la societati/asociatii stiintifice nationale, internationale

1996 — prezent Membru al Asociatiei Stiintifice de Morfologie din RM;
2006 — prezent Membru al Societétii Romane de Morfologie.
Competente lingvistice ‘ Engleza (B2)
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