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INTRODUCERE

Aceasta teza de doctorat este o parte din interesul in cercetarea cancerului
mamar al unui grup de cercetatori din cadrul Disciplinei de Histologie din Timisoara si
continua ideile care s-au nascut de a lungul timpului in acest grup. De asemenea cu
rezultatele obtinute, speram ca aceasta munca ofera perspective noi pentru viitorii
doctoranzi.

Motivatia alegerii acestei teme. Cancerul mamar este in prezent cea mai
frecventa neoplazie a sexului feminin, asociata cu morbiditate si mortalitate crescuta in
toate tarile care raporteaza aceasta afectiune in baza unui registru national de cancer.
Numarul mare de cazuri a condus la initierea numeroase studii clinice, imagistice,
patologice si moleculare prin care s-a incercat cunoasterea aprofundatd a evolutiei
naturale a acestei afectiuni. In ultimele decade s-au facut progrese remarcabile in
domeniul diagnosticului precoce prin actiuni de screening clinic si imagistic, au fost
introduse metode terapeutice noi. In ciuda acestor eforturi nu s-a constatat o reducere
proportionala a morbiditatii si a mortalitatii, cu cea mai mare probabilitate generata de
heterogenitatea cancerului mamar.

Clasificarea conventionala patologica sau moleculara ofera informatii legate de
prognosticul asupra posibilei dezvoltari a recidivelor locale si asupra predictiei
metastazelor ganglionare. Acest lucru se datoreaza cel mai probabil testarii moleculare
numai a tumorii primare in majoritatea cazurilor. Ipoteza de lucru de la care plecam in
cercetarea de fatd se refera tocmai la acest aspect si anume: profilul molecular al
tumorii primare nu este neaparat identic cu cel al metastazelor corespunzatoare
ganglionilor si al metastazelor la distanta. Acest aspect ar putea avea implicatii majore
asupra strategiei terapeutice adjuvante, atat conventionale, céat si/si bazate pe agenti
biologici, precum anticorpii monoclonali.

Importanta actuald a cercetéarii. Evolutia naturala a cancerului mamar este
complexd si s-a demonstrat ca aproape fiecare tip molecular metastazeaza
preferential. De maxima importantd sunt metastazele limfonodale a caror prezenta si
profil molecular sunt decisive pentru strategia terapeutica. Desi toate publicatiile
referitoare la acest subiect semnaleaza importanta metastazarii pe cale limfatica, pana
in prezent nu este cunoscuta modalitatea prin care primele celule tumorale patrund in
vasele limfatice. Asa cum se constata din datele de mai sus, exista inca numeroase
discutii, controverse si incertitudini referitoare la profilul molecular si rolul sau definit in
tratamentul pacientelor. n plus, desi exista sisteme de gradare, de analiza genica si de
profiil molecular, incd nu dispunem de elemente predictive pentru existenta
metastazelor prin examinarea tumorii primare. Avand in vedre consensul asupra
clasificarii moleculare de la Saint Gallen 2016, si importanta subiectului, in lucrarea de
fatd ne-am propus sa investigdm un panel extensiv de markeri moleculari pentru a
aprecia daca au sau nu impact prognostic asupra metastazarii.

In lucrarea de fatd, am aplicat metode morfologice, histochimice si
imunohistochimice la toate cazurile incluse in studiu. Consideram reprezentativ
numarul de cazuri incluse in studiul de fata, asigurand reproductibilitatea rezultatelor.
Au fost selectate metodele recomandate de diagnostic molecular recomandate de
OMS, dar si cativa markeri care in prezent sunt de valoare incerta. Toate procedurile
au fost efectuate ntr-un sistem automat care a asigurat consistenta in ceea ce priveste
incubarea cu anticorpii primari si a avut acelasi timp de incubare pentru agentul de
vizualizare. Aceste aspecte au fost importate in special pentru notarea rezultatelor, cu
implicatii directe in interpretarea si analiza punctajului. Pentru procesele de scoring au
fost alese metodele verificate de colectivele internationale de experti, precum
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interpretarile pentru receptorii hormonali si HER2. Aceste metode au fost aplicate
retrospectiv la seriile de cazuri incluse in aceasta teza, dar pot fi aplicate ih uz curent
pentru diagnosticele patologice si moleculare curente, la cazurile selectate in mod
prospectiv. Marca originalitatii la capitolul materiale si metode iese in evidenta la
capitolul micromediul tumoral, unde datele din literatura de specialitate sunt slabe sau
lipsesc astfel incat consideram ca unele metode de evaluat din acest capitol au o nota
de originalitate.

Noi perspective si directii dezvoltate prin acest studiu. Rezultatele obtinute
in prezenta cercetare releva o serie de perspective asupra aplicarii metodelor
morfologice, histochimice si imunohistochimice in perfectionarea diagnosticului
histopatologic, evaluarea prognosticului si eficacitatea terapiei. Prin rezultatele obtinute
in special in aplicarea clasificarii moleculare si compararea cu profilul imunohistochimic
al metastazelor ganglionare se poate spera la rafinarea si specializarea strategiei
terapeutice. Prin rezultatele obtinute in ceea ce priveste exprimarea hormonilor
androgeni si a mamglobinei A, credem ca s-au deschis noi posibilitati terapeutice
pentru cazurile hormonorezistente la terapia conventionala. O mentiune suplimentara
pentru elementele stromei tumorale, cunoscute sub denumirea de micromediu tumoral,
care pe de o parte introduce noi elemente de prognostic si, pe de alta parte, identifica o
serie de noi tinte terapeutice, cum ar fi mastocitele.

Poate ca realizarea acestui studiu nu ar fi fost posibila fara ajutorul colegilor din
spitalele din Timisoara, Arad si Cluj, care au participat cu numeroase cazuri. Multumim
conducerii Universitatii de Medicina si Farmacie Victor Babes din Timisoara pentru
cadrul creat pentru realizarea acestei lucrari si, in special, disciplinei de Histologie,
unde s-au realizat preparatele imunohistochimice. Multumiri colegilor de la Spitalul
Teodor Andrei din Lugoj, care si-au pus indirect amprenta asupra acestei cercetari.
Speram ca prin rezultatele noastre sa aducem date suplimentare la caracterizarea
cancerului de san, propunand cateva elemente cu rol predictiv pentru propagarea si
dezvoltarea metastazelor ganglionare.

I PARTEA GENERALA

1.1. SCURTA EPIDEMIOLOGIE

Incidenta si mortalitatea prin cancer creste rapid in intreaga lume. Principalele
motive reflectd in special doua aspecte: cresterea semnificativa a populatiei globului si
cresterea duratei medii de viata, la care se adauga modificari calitativ-cantitative ale
factorilor de risc consecutivi dezvoltarii socio-economice [1]. Date clare privind
incidenta si mortalitatea cancerului de sén au fost publicate pentru multe regiuni ale
globului, dar aceste aspecte sunt neclare sau chiar confuze pentru tarile care nu au nici
macar un registru national al cancerului. Cancerul de sén este neoplazia cel mai
frecvent diagnosticata si prima cauza de deces la femei din intreaga lume.

.2. ROLUL DIAGNOSTIC $I PROGNOSTIC AL CLASIFICARII HISTO-
PATOLOGICE CONVENTIONALE

Carcinomul mamar este cea mai frecventa tumora maligna a sexului feminin gi
principala cauza de deces prin cancer, anual inregistrandu-se in lume peste 1.000.000
de cazuri noi. Numai in SUA se inregistreaza anual peste 100.000 de cazuri noi si
peste 30.000 de decese specifice. Incidenta carcinomului mamar este de 91.4%o000 in
America de Nord si Europa, intermediara in sudul Europei si America de Sud si redusa
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in majoritatea tarilor africane si asiatice. Diagnosticarea unui mare numar de cazuri
aflate Tn stadii timpurii de evolutie se datoreaza introducerii pe scara larga a
mamografiei. Intrucatva surprinzator, detectia precoce nu a modificat semnificativ rata
mortalitatii, care nu s-a modificat semnificativ intre 1970 si 1990.

Diagnosticul histopatologic al specimenelor de tumori mamare prelevate prin
excizie sectoriald, radicald, asociatd sau nu cu limfodisectie, precum si prin punctie
biopsie la unele cazuri, este capital pentru stabilirea diagnosticului de malignitate. Nu
se aplica niciun tratament oncologic in absenta confirmarii histopatologice a
malignitatii. Din acest punct de vedere, histopatologia conventionalda ramane o
investigatie obligatorie la pacientele cu cancer mamar, in ciuda faptului ca au aparut
numeroase date de biologie moleculara, la care ne vom referi in capitolele care
urmeaza. Diagnosticul histopatologic al tumorii primare si identificarea metastazelor
mai ales limfonodale a dominat strategia terapeuticad chirurgicald, radioterapia si
chimioterapia, deja standardizate pentru aceasta afectiune neoplazica.

1.3. EVOLUTIA NATURALA A CANCERULUI MAMAR

Progresia carcinoamelor mamare se realizeaza prin invazie directa, pe cale
limfaticd si sanguind. In unele cazuri, metastazele sunt deja prezente in momentul
diagnosticului, iar altele devin manifeste clinic dupa luni, ani sau chiar decade de la
terapia initiala.

Invazia locala poate fi observata in parenchimul mamar, mamelonar, piele,
fascia pectorala sau alte structuri ale peretelui toracic. Invazia stromei mamare se
poate produce prin extensie directa, prin vasele limfatice intra-mamare, si posibil, prin
spatiile tisulare cunoscute sub numele de hiperplazie stromala pseudoangiomatoasa.
Gradul invaziei locale este in general mai mare in carcinomul lobular invaziv si
variantele sale, probabil datorita absentei cadherinei E din celulele tumorale. Frecventa
invaziei microscopice in afara glan-dei mamare a fost studiata pe specimene de excizie
locala, cu margini de sigurantd de 2 cm. Dintre carcinoamele cu diametru sub 1 cm,
11% au prezentat carcinom invaziv rezidual si 22% au prezentat carcinom in situ
rezidual. Importanta evaluarii microscopice a invaziei locale este in prezent mai mare,
deoarece a crescut semnificativ diversitatea procedurilor chirurgicale conservatorii [12,
13].

l.4. CLASIFICAREA MOLECULARA: CARACTERIZARE Sl IMPACT
ASUPRA TERAPIEI

In ciuda progreselor remarcabile in domeniul oncologiei, atat in diagnostic, cat
si in terapie, cancerul de sén continua sa reprezinte cea mai frecventd neoplazie la
femeie, impovarata cu o rata ridicata a mortalitati. Numai in 2006, peste 200.000 de
cazuri noi si peste 40.000 de decese specifice au fost raportate in Statele Unite. [18].

O imbunatatire semnificativa s-a obtinut in ultimele trei decade prin evaluarea
unor markeri utili n farmacodiagnostic (receptorii hormonali, markerul de proliferare
Ki67 si factorul de crestere epidermal, HER2). S-a observat ca pacientele cu cancer
mamar pot fi stratificate pe baza expresiei acestor markeri, asa cum s-a demonstrat
prin analiza genica sau/si imunohistochimie/ s-au acumulat suficient de multe dovezi
care demonstreaza im-pactul direct al receptorilor hormonali si a HER2 asupra terapiei,
fara corelatie statistic semnificativad cu tipurile conventionale de carcinom mamar.
Aceste diferente sunt generate cu cea mai mare probabilitate de faptul ca leziuni
proliferative distincte molecular au fost grupate in tipuri clinice pe baza unor criterii
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morfologice comune. Intr-o incercare de a re-zolva aceasta problemé, tumorile maligne
mamare au fost clasificate pe baza expresiei pro-filului genic si ulterior, a expresiei
imunohistochimice a citokeratinei 5 si 8/18, receptorilor hormonali, HER2 si EGFR.
Aceasta clasificare, care recunoaste tipurile luminale, bazal-like, HER-2 si
neclasificabile, a avut impact imediat asupra strategiei terapeutice, observandu-se ca
tipurile moleculare ca-racterizate raspund diferit la chimioterapia preoperatorie si la
terapia adjuvanta postoperatorie.

.5, ELEMENTE CU ROL PREDICTIV PENTRU METASTAZELE
LIMFONODALE

Progresia carcinoamelor mamare se realizeaza prin invazie directa, pe cale
limfaticd si sanguind. In unele cazuri, metastazele sunt deja prezente in momentul
diagnosticului, iar altele devin manifeste clinic dupa luni, ani sau chiar decade de la
terapia initiala.

Invazia locala poate fi observata in parenchimul mamar, mamelonar, piele,
fascia pectorala sau alte structuri ale peretelui toracic. Invazia stromei mamare se
poate produce prin extensie directa, prin vasele limfatice intramamare, si posibil, prin
spatiile tisulare cu-noscute sub numele de hiperplazie stromala pseudoangiomatoasa.
Gradul invaziei locale este in general mai mare in carcinomul lobular invaziv si
variantele sale, probabil datoritd absentei cadherinei E din celulele tumorale. Frecventa
invaziei microscopice in afara glan-dei mamare a fost studiata pe specimene de excizie
locala, cu margini de siguranta de 2 cm. Dintre carcinoamele cu diametru sub 1 cm,
11% au prezentat carcinom invaziv rezidual si 22% au prezentat carcinom in situ
rezidual. Importanta evaluarii microscopice a invaziei locale este in prezent mai mare,
deoarece a crescut semnificativ diversitatea procedurilor chirurgicale conservatorii [50].

Recurentele locale dupa mastectomie apar ca noduli superficiali in sau in
vecinata-tea cicatricei sau ca noduli subcutanati parasternali. Natura lor maligna
trebuie documentata intotdeauna prin biopsie, deoarece astfel de noduli pot fi rezultatul
unui granulom de corp strain sau a altui proces infectios. Desi pacientele cu recurenta
locala au risc mai mare pen-tru metastaze la distan{a, acest eveniment este partial
independent care apare in diferite momente ale evolutiei bolii. Recurentele locale dupa
mastectomie se dezvolta adesea in aceeasi arie mamara, ceea ce i-a determinat pe
unii autori sa recomande excizia in bloc a masei tumorale impreuna cu sistemul ductal
asociat [52].

PARTEA ORIGINALA

II.1. MOTIVATIE $I OBIECTIVE

Obiectivele stiintifice care se propun a fi rezolvate in cadrul cercetarii. in
cercetarea de fatd ne-am propus sa rezolvam mai multe obiective, pe care le
consideram a fi de importanta diagnostica si prognostica pentru deznodamantul
histopatologic al cancerului de san. Aceste obiective sunt urmatoarele:

e Evaluarea morfologica si aprecierea gradului de diferentiere in toate cazurile
incluse in studiul de fatad. Pentru studiu au fost selectate cazuri cu forme
histopatologice frecvent observate si care reprezinta majoritatea absoluta in toate
laboratoarele de histopatologie. Pentru acuratetea raportarii, au fost excluse
cazurile cu forme particulare, leziuni incerte sau cu un profil particular atipic.
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e Investigarea profilului imunohistochimic al cazurilor, conform recomandarilor
Conferintelor din St Gallen, care include, pe langa markerii conventionali (ER,
PR, HERZ2, Ki67) si markeri suplimentari (EGFR, p53, Bcl-2, citokeratina). 5),
care permit rafinarea clasificarii in cinci tipuri moleculare majore de carcinom. Tn
mod similar, a fost testata utilitatea markerilor inca incerti pentru clasificare,
cum ar fi E-cadherina.
e Compararea profilului molecular al tumorii primare cu profilul metastazelor
ganglionare corespunzatoare. Consideram ca din punct de vedere practic,
aceasta parte a tezei are cea mai mare valoare prin impactul asupra strategiei
terapeutice.
e In cele mai multe cazuri, evaluarea imunohistochimicd ia in considerare
receptorii pentru hormonii estrogen si progesteron. Doar rar este investigata
expresia receptorilor pentru hormonii androgeni, cel mai probabil pentru ca nu
au efect imediat asupra terapiei hormonale. Pe de alta parte, receptorii de
androgeni pot reprezenta o tinta terapeutica atractiva in cazurile rezistente la
terapia cu receptorii anti-estrogeni. Din acest motiv, unul dintre scopurile
studiului a fost evaluarea imunohistochimica a receptorilor hormonilor
androgeni si relatia acestora cu forma si prognosticul histopatologic.
e In acelasi context, ne-am propus sa evaluam expresia Mamaglobinei A, care s-
a dovedit a avea o mare specificitate pentru tesutul mamar normal si patologic.
Desi cunoscuta de cateva decenii, mamaglobina A a fost investigata doar din
punct de vedere diagnostic si nu mult din perspectiva caracterului ei predictiv in
evolutia neoplaziei. Din acest motiv, unul dintre obiectivele lucrarii a fost analiza
imunohistochimica detaliata a expresiei acestui marker in cazurile incluse n
studiu.
e Pe perioade lungi de timp, celulele tumorale au reprezentat principala si chiar
singura tinta a cercetarii si strategiei terapeutice in oncologie mamara. Practic,
si astazi, intreaga strategie terapeutica este indreptata catre celulele tumorale
(ca exceptie recentd amintim terapia antiangiogenica). Din aceste motive, in
ultima parte a cercetarii de fata ne-am concentrat observatiile asupra stromei
tumorale, si in special asupra unor componente care par sa joace un rol
important in progresia neoplaziei si chiar in procesul de metastazare. Din
aceste puncte de vedere, observatiile noastre s-au concentrat in special asupra
fibroblastelor CD34-pozitive, macrofagelor, mastocitelor si fibrelor elastice.
II.2. PACIENTI, MATERIAL S1 METODE

II.2. SELECTIA CAZURILOR

In studiul de fata au fost incluse 156 de paciente la care cancerul mamar a fost
di-agnostica histopatologic. Criterille de includere in studiu au fost urmatoarele:
cunoasterea detaliata a stadierii, cunoasterea clasificarii tumorii dupa sistemul TNM si
existenta speci-menelor de tumora primara si a limfonodulilor axilari corespondenti.
Cele 156 de blocuri la parafind au fost selectionate retrospectiv de la Spitalul Judetean
Timisoara (32 de cazuri), Spitalul Judetean Arad (50 de cazuri), Institutul Oncologic
Chisinau, Republica Moldova (46 de cazuri) si Institutul Oncologic Cluj Napoca (28 de
cazuri). Toate specimenele au fost re-incluzionate in sistem automat standardizat, atat
pentru tumora primara, cat si pentru limfonodulii axilari cu sau fara metastaze.
Pacientele au avut varsta cuprinsa intre 34 si 82 de ani. Au fost se-lectate cazurile
diagnosticate cu carcinom mamar invaziv de tip ductal NST sau lobular, forme
particulare (mucinos, medular, papilar) cu sau fara recurenta locala, cu si fard metas-
taze limfonodale axilare.
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I.3. PROCESAREA PRIMARA A SPECIMENELOR S| COLORATIILE
UZUALE

Procesarea primara a materialului biologic a fost identica la toate
specimenele. Te-suturile 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 diver-gentelor posibile legate de procesarea
materialului, tumora primara si metastaza limfonoda-la au fost incluzionate in
acelasi bloc. Sectiunile seriate (realizate cu microtomul Shandon, HM355S
Automatic Microtome, Thermo Scientific, USA) cu grosimea de 3-5 micrometri au
fost etalate pe lame silanate (S3003, Dako, Denmark). Toate sectiunile au fost
colorate initial prin metoda clasica, cu hematoxilina-eozina utilizadnd hematoxilina
Harris (HHS32, SigmaAldrich) si eozina CS701 (Dako, Denmark). In lotul cu
patologii mamare s-a deter-minat tipul si gradul histologic al carcinomului, prezenta
metastazelor Tn noduri limfatici axilari ipsilaterali.

4. EVALUAREA GRADULUI DE DIFERENTIERE, G $I SCORUL
PROGNOSTIC NOTTINGHAM

Gradarea histopatologica am realizat-o folosind sistemul Scarff-Bloom-
Richardson, recomandat de OMS (2003), care include (Ellis et al, 2003): A. Formarea
structurilor tubulare (ca expresie a diferentierii glandulare): 1. In majoritatea tumorii
(>75%)- 1 punct; 2. in 10-75% suprafata — 2 puncte; 3. mai putin de 10% sau absent —
3 puncte. B. Pleomorfismul nuclear: 1. nuclei mici, cu variatii minime de forma si
marime — 1 punct; 2. nuclei cu variatie moderata de marime si forma — 2 puncte; 3.
nuclei cu variatie marcata de marime si forma — 3 puncte. C. Figuri mitotice (la obiectiv
Plan Fluor 40x/0,75 WD-0,44) - media calculata la 10 campuri): 1. pana la 5 mitoze pe
camp — 1 punct; 2. 6-10 mitoze — 2 puncte; 3. mai mult de 11 mitoze — 3 puncte.

Gradarea carcinomului (suma A+B+C): G1 (tumora inalt diferentiata) — 3-5; G2
(tumora cu grad mediu de diferentiere) — 6-7; G3 (tumora slab diferentiata) — 8-9.

I.5. METODE IMUNOHISTOCHIMICE

Toate procedeele de deparafinare, demascare si vizualizare s-au efectuat
automat, utilizand aparatul Leica Bond-Max (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Germany),autmat de colo-rare: deparafinarea in 2 bai de Bond Dewax Solution (cod
AR9222) a 5 minute fiecare, ur-mata de 3 bai in alcool de 100%, 90% si 70% de 2
minute fiecare, rehidratare timp de 5 mi-nute in apa distilata. Pentru blocarea activitatii
peroxidazei endogene sectiunile au fost tra-tate timp de 5 minute cu Dako REAL™
Peroxidase-Blocking Solution (52023, Dako). Con-tracolorarea nucleilor s-a efectuat cu
hematoxilina Mayer, modificata dupa Lille (HMM500, ScyTek Laboratories, Inc.).
Ulterior piesele histologice au fost deshidratate manual in solu-tii crescatoare de alcool
etilic (70-100%), clarificate cu xylen si montate. Pentru montarea pieselor am folosit
solutia Leica CV Mount (Leica Biosystems, cod 14046430011).

I1.6. METODE DE INTERPRETARE $SI CUANTIFICARE

Cuantificarea celulelor marcate cu ER, PR, AR si Ki67 s-a efectuat in baza
metodei semiautomate propuse de Suciu et al (2014) [66]. Aceasta metoda consta in
cuantificarea a cel putin 10 campuri la obiectiv x40 cu cel mai inalt numar de celule
tumorale marcate (sau cel putin 1000 celule tumorale total), finalizata prin evaluarea
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mediei in procente. Pentru a fa-cilita evaluarea numerica, campurile tumorale alese au
fost capturate JPEG, si inversate cu programul NIS-elements D2.30 (Nikon
Instruments Europe BV). Cuantificarea s-a efectuat la microscopul Nikon Eclipse 80i,
cu camera video ajustata Nikon DS-Fil (Nikon Instru-ments Europe BV). Imaginile de
ansamblu au fost obtinute la stereomicroscopul AxioZo-om.V16, obiectiv PlanNeoFluor
Z1x/0,25, cu camera video AxioCam MRc (Carl Zeiss, Germany).

Scorificarea expresiei anticorpilor. Evaluarea numerica a markerilor hormonali
pen-tru ER, PR si AR s-a finalizat prin calcularea scorului Allred (Allred et al, 1998),
care a in-clus combinarea procentului de celule imunomarcate cu intensitatea colorarii
nucleare. Sco-rul Allred este o metoda semicantitativa de evaluare a expresiei
receptorilor hormonali si s-a demonstrate a fi corelabila cu prognosticul si raspunsul la
terapia hormonala [68, 69].

I.7. ACHIZITIA SI ANALIZA IMAGINII MICROSCOPICE

Examinarea s-a efectuat cu ajutorul microscopului optic Nikon Eclipse600,
imagini-le fiind preluate cu ajutorul camerei digitale Coolpix950. Analiza imaginii
microscopice s-a efectuat cu programul LuciaNet (Nikon), pe imagini achizitionate
JPEG, la calibrare x400. 5
1.8. ANALIZA STATISTICA

Testele statistice au fost realizate in programul SPSS 22.0 software pentru
Windows 8 (SPSS Inc, Chicago, IL). O valoare p<0.05 a fost considerata semnificativa.
Raportarea finala s-a efectuat in termeni descriptivi pentru toate cazurile si statistici
pentru subloturile definite mai sus. Variabilele continui au fost prezentate ca medie, iar
variabilele categorice au fost prezentate numeric si procentual.

lll. REZULTATE

lll.1. RAPORTAREA REZULTATELOR HISTOPATOLOGICE SI A GRADULUI
DE DIFERENTIERE

Pentru diagnosticul histopatologic si stabilirea gradului de diferentiere am
examinat sectiunile colorate cu metoda de rutind hematoxilind-eozina, efectuata
conform protocolului precizat mai sus. Asa cum reiese din tabelul nr 1, majoritatea
cazurilor din acest studiu au fost de tip carcinom ductal invaziv, caracterizat prin
modificari arhitecturale si celulare ma-jore. Nu au mai fost identificate lobulatia si
unitatile terminal lobulare ale tesutului mamar normal, fiind inlocuite de o proliferare
neregulata, care la unele cazuri schiteaza inca for-marea de glande, dar in majoritatea
celulele prolifereaza sub forma de cordoane, trabeculi sau insule de diferite dimensiuni
(fig.1a). in majoritatea cazurilor nu au mai fost identifica-te diferente structurale intre
celulele luminale si bazale, cu exceptia leziunilor de carcinom ductal in situ. Celulele
tumorale au prezentat aspecte foarte variate, cu modificari nucleare uneori severe,
care sunt reflectate in aprecierea gradului de diferentiere (fig.1b). stroma tu-morala a
fost variabila cantitativ, unele cazuri prezentand cantitati reduse celular-fibrilare,
dispuse printre insulele de celule tumorale (fig,1c), iar altele au prezentat cantitati
impor-tante de stroma constituitd in special din elemente fibrilare (fig.1d). Desi
observatiile noas-tre se bazeaza pe criterile generale de diagnostic histopatologic din
cancerul mamar, ne-a atras atentia heterogenitatea atat morfologica, céat si
arhitecturala, nu numai a dispozitiei celulelor tumorale, ci si a micromediului tumoral.
Forma histopatologica de carcinom nu s-a corelat statistic semnificativ cu niciunul
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dintre factorii clinico-patologici de prognostic, inclusiv predictia metastazelor
limfonodale (p=0.24).

Cu toate acestea, am identificat limfocite dispuse difuz in carcinoamele
medulare. Acestea au fost caracterizate prin celule tumorale mari cu nuclei voluminosi
si nucleoli proeminenti, cu o modificare majora a raportului nucleocitoplasmatic si
stromé tumorala redusé cantitativ. in 9 cazuri, diagnosticul a fost carcinom metaplazic
(fig. 1e), unde principala caracteristica observata a fost tendinta celulelor tumorale de a
sa de stroma in zona tumorii.
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Fig.1. Arhi celule tumorale dispuse in trabeculi ramificate si anasto-mozate. Carcinom
ductal invaziv (a, x200). Carcinom metaplazic (b, x200). Carcinom ductal invaziv solid, cu celule dispuse in
grupuri mici compacte si stroma relativ bine reprezentatd (c, x200). Carcinom ductal invaziv cu stroma
tumorala bogata (d, x100). Carcinom metapla-zic (e, x200). Coloratie hematoxilind-eozina

l.2. CARACTERIZAREA MOLECULARA A TUMORILOR PRIMARE
Analiza genica este metoda prin care au fost initial caracterizate tipurile
moleculare de carcinom mamar. Metoda este Tnsa sofisticata din punct de vedere
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tehnic, scumpa, si nu poate fi inca aplicatd pe scara larga. Imunohistochimia s-a
demonstrat a fi un bun surogat pentru analiza genica si numeroase studii pe serii mari
de bolnave au demonstrat concor-danta remarcabila a rezultatelor celor doud metode.
Avantajele imunohistochimiei sunt in special legata de potentiala aplicare la toate
bolnavele si de costul semnificativ mai mic al investigatiei. De aceea in prima etapa am
realizat validarea calitativda a metodelor imuno-histochimice selectionate pentru
clasificare moleculara, si verificarea acuratetei prin studiul sectiunilor control intern si
extern. Pentru realizarea acestui obiectiv, am testat toate cazuri-le incluse in studiul de
fata pentru expresia ER, PR. HER2, Ki67, EGFR, citokeratina 5, p53, Bcl2. Pe langa
markerii deveniti clasici in definirea tipurilor moleculare de cancer mamar, am adaugat
si E-cadherina, controversata ca valoare din acest punct de vedere.

Am studiat n particular E-cadherina, care se exprima cu atat mai intens cu cat
tumo-ra este mai bine diferentiatd. Produsul final de reactie este intens colorat, cu
intensificare semnificativa membranara (fig.8), cu variate modele de distributie a
produsului final de reactie. Controlul pozitiv a fost reprezentat de catre epiderm, cu
reactie membranara tipica, mai intensa la celulele din straturile profunde (fig.8a).
Intensitatea reactiei a fost variabila in celulele tumorale de la slaba si heterogena
(fig.8b), pana la intensa si omogena (fig.8c). Nu am observat diferente semnificative de
expresie intre tumorile primare si expresia E-cadherinei in metastazele limfnodale
axilare corespondente (fig.8d).

o
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Fig. 8. Expresia E-Cadherinei in carcinomul mamar, modele de distributie. Controlul pozitiv ex-tern, epiderm
(a). Reactie pozitivda cu intensitate slaba si distributie heterogena a produsu-lui final de reactie (b).
Imunoreactie intens pozitiva cu distributie omogena (c). Metastaza limfonodald cu toate celulele intens
pozitive, la fel ca si in tumora primaré din imagine pre-cedenta. Marire originala x400.

ll.3. COMPARATIA DINTRE PROFILUL MOLECULAR AL TUMORII
PRIMARE $1 A METASTAZELOR LIMFONODALE
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Dintre cele 156 de cazuri incluse in studiul prezent, 80 au prezentat metastaze
lim-fonodale (51.28%). Metastazele au fost prezent in majoritatea cazurilor in spatiul
subcapsu-lar si mai rar au ocupat cea mai mare parte a parenchimului limfonodal. Am
remarcat faptul ca metastazele sunt prezent independent de statusul limfonodal din
punct de vedere al orga-nizarii tesutului limfoid (fig.9), asa incat am remarcat depozite
de celule maligne chiar in limfonodulii atrofici. in multe dintre cazuri coloratia
hematoxilind-eozinad este suficientd pentru detectia metastazelor, desi un procentaj
semnificativ de specimene poate prezenta micrometastaze, care pot fi confirmate prin
coloratiile imunohistochimice cu citokerating sau/si mammaglobina A.

HER?2 a fost pozitiv la 31 dintre cazuri. A fost forma cea mai stabila pe materialul
nostru, doar patru cazuri fiind discordante. Unul dintre ele a fost negativ in tumora
primara si pozi-tiv cu +3 in metastaza limfonodala (fig.12).
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Fig. 12. Expresia HER2 negativa in tumora primara (a) si pozitiva in limfonodul (b).

Rezultatele noastre semnaleaza discrepante majore de profil molecular intre
tumora primara si metastaza ganglionilor corespunzatoare. In seria noastré de cazuri,
nu au existat modificari semnificative in cazurile diagnosticate initial ca HER2 si
neclasificabile. Dupa examinarea expresiei imunohistochimice a markerilor mentionati,
numarul carcinoamelor luminale A a scazut cu 3%, iar al celor bazale cu 2%, in
detrimentul cresterii cazurilor de tip Luminal B.

lI.4. EXPRESIA IMUNOHISTOCHIMICA A RECEPTORILOR PENTRU
HORMONII ANDROGENI iN TIPURILE MOLECULARE DE CARCINOM
MAMAR

In carcinomul ductal in situ cu profil luminal (ER/PR pozitive) am gasit reactie
inten-sa in toate celulele tumorale si intensitatea reactiei a fost mai apropiata de tesutul
normal decat de aspectele observate in carcinomul invaziv. In carcinomul invaziv
intensitatea imu-noreactiei a fost de obicei mai slaba decét in tesutul mamar normal si
distributia produsului final de reactie a avut grad crescut de heterogenitate. n
carcinomul ductal invaziv cazurile pozitive prezinta relativ constant peste 50% dintre
celulele tumorale colorate la nivel nu-clear cu intensitate moderata si puternica
(fig.19a) si in majoritatea cazurilor notate cu +2 si +3 conform sistemului de scorificare
Allred. Carcinomul lobular invaziv a fost semnificativ mai heterogen, unele cazuri fiind
notate cu +1 (fig.19b) si in majoritatea cazurilor cu +2 (fig.19c).
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Fi;]. 19. Expresie intensa pentru AR in carcinomul ductal invaziv de grad inalt (a). Carcinom lobu-lar invaziv
cu reactie slaba (b) si moderata (c). Marire a-c, x400.

Global, am identificat expresie imunohistochimica pentru AR la 92 (74.19%)
dintre cele 124 de cazuri de cancer mamar incluse in aceasta parte a studiului. Am
gasit diferente semnificative din punct de vedere al reactiei pozitive intre tipurile
patologice de carcinom mamar cu valorile cele mai mari pentru carcinomul ductal
invaziv si cel medular, asa cum se observa din Tabelul 28. Incidenta reactiei pozitive
scade odata cu cresterea gradului de diferentiere. Am gasit tumori AR-pozitive la 21
(91.30%) dintre cele 23 de cazuri cu G1, la 65 (80.24%) dintre cele 81 specimene cu
G2, si la 6 (30%) dintre cele 20 de cazuri cu G3. Notam scaderea marcata a expresiei
AR la carcinoamele nediferentiate.

ll.5. EXPRESIA DIFERENTIALI\ A MAMAGLOBINEI A iN TUMORA
PRIMARA S| METASTAZELE LIMFONICE

Raportare histopatologici. In 41 de cazuri am diagnosticat carcinom ductal
invaziv, carcinom lobular in 3 cazuri, carcinom papilar in 2 cazuri si carcinom mucinos
intr-un caz. Patru cazuri au fost bine diferentiate, G1, 27 moderat diferentiate (G2) si
16 au fost slab diferentiate (G3). Carcinomul ductal in situ a fost identificat in asociere
cu carcinomul ductal invaziv in 25 de cazuri, hiperplazia ductala atipica in 4 cazuri si
metaplazia apocrina in doua cazuri. Tesutul mamar normal adiacent tumorii maligne a
fost prezent in 34 dintre specimenele noastre.

Expresia mamaglobinei. Produsul final de reactie pentru mamaglobina A a fost
colorat intens, cu un model de distributie granulara citoplasmatica si limitat la celulele
epiteliale. Tesutul mamar normal adiacent tumorii a fost pozitiv pentru mamaglobina in
toate cele 34 de cazuri. Dar, in medie, mai putin de 50% din celulele epiteliale au fost
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colorate (fig. 21a). Ocazional, unele unitati ductal-lobulare terminale au prezentat o
reactie omogena pozitiva. Cu exceptia tesutului mamar, doar glandele sudoripare ale
pielii au prezentat o reactie pozitiva. In ambele cazuri, metaplazia apocrina a prezentat
toate celulele intens colorate (fig. 21b). Trei dintre cele patru leziuni atipice de
hiperplazie ductala au fost, de asemenea, pozitive.

Fig. 21. Tesut mamar normal Unitate terminala ducto lobulard cu reactie pozitivd eterogena (a, x100).
MetapIaZ|e apocrina cu celule epiteliale colorate uniform (b, x400). Imunoreacgla pentru mamaglobina A.

Carcinomul ductal in situ (DCIS) a fost identificat in asociere cu carcinomul
ductal invaziv in 25 de cazuri si a exprimat mamaglobina in 22 de cazuri (88%). De
obicei, numarul de celule pozitive in DCIS a fost mai mare decét in carcinomul invaziv
adiacent. Am identificat doud modele de distributie a produsului final de reactie: difuz,
cu toate celulele tumorale pozitive (fig. 22a) si eterogene cu zone pozitive si negative
in acsaeasi glanda (fig. 22b).
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Flg 22, DCIS, model de distributie difuz (a) si eterogen (b) Antl mamagloblna x400.

1ll.6. PARTICULARITA‘[ILE MICROMEDIULUI iIN TUMORILE MAMARE
PRIMARE

Fibrele elastice au fost identificate in tesutul mamar normal din vecinatatea
tumorii la toate cazurile. Au fost dispuse izolat sau in grupe mici, fara a forma fascicule
groase. In cazul tumorilor maligne reactiile pentru fibrele elasticd au semnalat o mare
hete-rogenitate de distributie (fig.27a). Astfel, la unele cazuri de carcinom i situ, fibrele
elastice au format un strat fin continuu in jurul leziunii maligne (fig.27b). La multe cazuri
am iden-tificat fibre elastice in vecinatatea frontului de proliferare si invazie (fig.27c). In
functie de dispozitia si densitatea fibrelor elastice am scorificat elastoza asociata
tesutului mama ma-ligne de la 0 la +3, conform definitiilor de mai sus (fig.27 d, e, f).
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Fig. 27. Retea fina de fibre elastice in dermul papilar limitrof tumorii mamare (a, x200). Carcinom ductal in
situ, prezentand fibre elastice fine pe contur (b, x200). Elastoza notata cu +1 (c, x200). Elastoza notata cu +2
(d si e, x200). Elastoza notata cu +3 (f, x200). Coloratie cu orceind, varianta Unna-Taenzer.

Un aspect particular, pe langa dispozitia fibrelor elastice, a fost prezenta unui
mate-rial amorf, localizat numai in imediata vecinatate a celulelor maligne si pe care nu
l-am ob-servat in tesutul mamar normal limitrof (fig.28a). acest material se afla in
directa continui-tate cu fibrele elastice dispuse sub forma de fascicule groase (fig.28b).
Acest aspect nu |-am observat la cazurile notate cu +2 (fig.28c), dar este relativ
frecvent observat in jurul ducte-lor si glandelor maligne (fig. 28 d, e, f). Nu am gasit
semnalata in literaturd prezenta acestui material identificat la ambele coloratii pentru
fibrele elastice si nici nu cunoastem semnifi-catia sa. Putem doar presupune ca este
vorba despre precursori fibrilari secretati posibil de catre celulele tumorale, dar care nu
agrega sub forma de fibre, posibil printr-un defect de sinteza al elastinei.
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fibre elastice (b), Elastoza notata cu +2 (c) Material amorf in jurul unui duct (d). Detaliu cu material amorf in
jurul unei glande maligne (e). Elastoza grad +3 (f). Coloratie Weigert elastica. X200.

Conform scorului definit mai sus, dintre cele 156 de cazuri incluse in studiu, au
pre-zentat elastoza 39 (25%). Dintre acestea, 11 cazuri au fost notate cu +1, 14 cazuri
cu +2 si 14 cazuri cu +3. Datele referitoare la elastoza nu s-au corelat nici cu varsta
bolnavelor si nici cu statusul menopauzal. Nu am observat corelatie statistic
semnificativa cu forma his-topatologica, dar elastoza se coreleaza cu grad de
diferentiere redus (p<0.0024). Desi un numar semnificativ de cazuri cu elastoza nu au
fost asociate cu metastaze limfonodale, nu am obtinut corelatie semnificativa, si
aparent, elastoza nu este un predictor util pentru me-tastazele limfonodale.
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CONCLUZII FINALE $1 CONTRIBUTII ORIGINALE

Cancerul mamar este cea mai frecventa neoplazie a sexului feminin, asa cum
am aratat in partea generala. Trecerea rapida la stadiul molecular al diagnosticului de
neoplazie a avut un impact major nu numai asupra prognosticului, ci si asupra
strategiei terapeutice. Neoplazia mamara se bucura de un mare interes din acest punct
de vedere si este prima tumora umana clasificatd pe baza moleculara, cu aplicabilitate
practica.

in lucrarea de fatd am investigat 156 de cazuri selectionate conform criteriilor
de la material si metode. Desi specimenele au provenit din mai multe centre diferite,
morfologic si molecular nu am constatat diferente intre cele patru serii, asa Tncat am
considerat lotul ca fiind omogen. Majoritatea cazurilor de carcinom mamar au fost de
tip ductal invaziv, fara alte specificatii. Din datele noastre, forma histopatologica nu
este un predictor util pentru metastazele limfonodale. Majoritatea cazurilor au fost
moderat diferentiate, G2. Am obtinut corelatie pozitiva statistic semnificativd doar
pentru G3, care se pare ca este un factor predictiv util pentru metastazele limfonodale.

Metastazele ganglionare au fost identificate Tn 80 din cele 156 de cazuri
(51,27%), fiind caracterizate prin celule tumorale prezente in sinusul subcapsular sau
inlocuind partial sau complet tesutul limfoid. Subliniem posibilitatea aparitiei
metastazelor in ganglionii limfatici atrofici, aspect nementionat in literatura de
specialitate. Este o observatie originala, iar pe acest subiect nu a fost publicat niciun
articol pana in prezent. Consideram obligatorie examinarea ganglionilor atrofici, n
aceleasi conditii, chiar daca micromediul ganglionar alterat nu permite inca explicarea
acestui proces. Aceasta observatie ridica noi probleme in geneza adenopatiei maligne,
cel mai probabil implicand celulele reticulare ale stromei, profund neglijate din acest
punct de vedere pana in prezent. Cu exceptia diagnosticului tumorii primare si a
metastazelor ganglionare, examenul histopatologic conventional aduce putine
informatii utile pentru prognosticul si stabilirea strategiei terapeutice in cancerul de san.

Pe baza rezultatelor obtinute, consideram obligatorie clasificarea moleculara
extinsa, bazata pe un spectru de anticorpi utili care include ER, PR, HER2, Ki67, CK5,
EGFR si p53. Alte citokeratine, E-cadherina si Bcl-2 nu adauga valoare clasificarii
diagnosticului molecular. Performanta Ki67 este obligatorie pentru diferentierea tipurilor
luminale si eventual monitorizarea chimioterapiei postoperatorii. Datele noastre sprijina
utilizarea panoului extins de anticorpi pentru definirea tipului molecular de cancer de
san. Cazurile de tip Luminal A au reprezentat 46,79%, Luminal B 17,94%, HER2
19,87%, bazal-like 10,25% si neclasificabile 5,12%. Tipul molecular de carcinom
mamar nu se coreleaza semnificativ statistic cu predictia metastazelor ganglionare, iar
tipul bazal a prezentat metastaze ganglionare, precum si celelalte tipuri. E- si P-
caderinele sunt exprimate diferential in formele moleculare de cancer de san, iar
rezultatele noastre nu sustin introducerea acestor markeri in panoul actual de
diagnostic si clasificare moleculara. Pe de alta parte, E si P-caderinele sunt utile pentru
a demonstra tranzitia epitelial-mezenchimala. In prezent, clasificarea moleculara nu o
inlocuieste, ci o completeaza pe cea morfologica conventionala.

Rezultatele noastre indica discrepante majore de profil molecular intre tumora
primara si metastaza ganglionilor limfatici corespunzatoare, care reprezintd aproape
20% din cazuri. In seria noastrd de cazuri, nu au aparut modificari semnificative de
interconversie in cazurile initial diagnosticate ca HERZ2 si neclasificabile. Dupa
examinarea expresiei imunohistochimice a markerilor mentionati, numarul
carcinoamelor luminale A a scazut cu 3%, iar al celor bazale cu 2%, in detrimentul
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cresterii cazurilor de tip Luminal B. Cresterea capacitatii metastatice a celulelor
tumorale induce modificari majore ale profilului molecular. Datele noastre sprijina
examinarea moleculara sincrona a tumorii primare si a ganglionilor limfatici sau a
metastazelor la distanta, rezultatul avand un impact major asupra strategiei
terapeutice. Pe baza datelor din literatura de specialitate, consideram acest studiu ca
fiind original, fiind primul din tara prezentat pe acest subiect. Ca prioritate, este primul
studiu care investigheaza acest aspect pe baza panoului extins utilizat pentru
clasificarea moleculara.

In acest studiu, am demonstrat ca receptorii de androgeni sunt exprimati in
74,19% din toate cazurile de cancer de san. Am gasit o corelatie semnificativa statistic
intre expresia AR, tipul histopatologic al tumorii, gradul de diferentiere si starea
ganglionilor limfatici. Dintre tumorile AR pozitive, 52,17% dintre cazuri coexprima ER si
59,78% coexprima PR, dar fara o corelatie semnificativa. Nu am identificat nicio
corelatie semnificativa intre expresia AR, metastazele la distantd si supraexpresia
HER2, ci doar o corelatie inversa cu profilul molecular al cancerului de san triplu
negativ. Cu toate acestea, rezultatele noastre pledeaza pentru evaluarea unui model
experimental de medicatie anti-androgena in cazurile rezistente la terapia hormonala
conventionala.

Elastoza asociata cu cancerul de san a fost observata in 25% din cazuri, aspect
confirmat de doua metode de colorare. Propunem un sistem original de notare a
elastozei si descriem pentru prima data un material amorf cu afinitate orceina similara
cu elastina, de origine necunoscuta si de semnificatie incerta. Elastoza s-a corelat cu
un grad redus de diferentiere, dar nu si cu ceilalti parametri de prognostic clinico-
patologic. Tn aceste conditii, elastoza nu a fost un factor predictiv pentru metastazele
ganglionare.

Densitatea mastocitelor din zonele tumorale si peritumorale nu se coreleaza cu
profilul molecular al carcinoamelor mamare incluse in studiul de fata. in schimb,
densitatea mastocitelor din zona tumoralda, dar nu peritumorala, se coreleaza
semnificativ statistic cu metastazele ganglionare, independent de tipul molecular. in
aceste conditii, credem ca densitatea mastocitelor din zona tumorii este un predictor
util pentru metastazele ganglionare. Desi prezenta mastocitelor in micromediul tumorii
mamare este bine cunoscuta de multi ani, datele noastre evidentiaza pentru prima data
rolul mastocitelor triptaze pozitive Tn predictia metastazelor ganglionare.

in studiul nostru, macrofagele identificate cu CD68 si fibrocitele CD34 pozitive
asociate tumorii nu au valoare predictiva pentru metastazele ganglionilor limfatici.
Consideram ca implicarea acestor celule in fenomenul de metastaza a fost
supraestimata in trecut.

Mamaglobina A este exprimata in 74,19% din tumorile mamare primare si in
58,06% din metastazele ganglionare corespunzatoare. Prin reactia cu mamaglobina se
identificd usor micrometastazele ganglionare, invazia limfovasculara si peri-nervoasa
din carcinomul ductal invaziv. Expresia imunohistochimica a mamglobinei A se
coreleazad cu gradul de diferentiere, cu metastaze ganglionare, dar nu si cu ceilalti
parametri de prognostic clinico-patologic. Caracterul negativ al expresiei este un
potential indicator al metastazelor ganglionare, intensitatea reactiei scazand
proportional cu cresterea gradului de diferentiere. Datele noastre sustin ca expresia
mamaglobinei defineste un subgrup de pacienti cu un prognostic mai bun si este o
metoda utila pentru diagnosticarea metastazelor ganglionare.

Rezuménd datele de mai sus, raportam diferente semnificative de profil
molecular intre tumora primara si metastazele ganglionilor limfatici, asocierea AR cu
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tumorile care exprima predominant ER, reactia negativa pentru mamaglobina si
numarul mare de mastocite care au valoare predictiva pentru limfa. metastaze
ganglionare. Profilul molecular al tumorii primare nu este neaparat acelasi cu profilul
metastazelor ganglionare si am gasit discordante in aproape 20% din cazuri. Aceasta
constatare ar putea avea o importanta majora in strategia terapeutica a pacientilor cu
cancer mamar.
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