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Rezumat

Statutul metastatic al nodulilor limfatici este unul din factorii primordiali de diagnostic si pronostic in carcinomul
mamar invaziv. Procesul de metastazare se realizeaza atat prin intermediul vaselor limfatice preexistente, cat si celor
neoformate la nivelul tumorii primare, spre nodulii limfatici regionali (axilari in cele mai dese cazuri). Astfel, determi-
narea invaziei limfatice vasculare (ILV) intra- si peri-tumoral, pe specimenele histologice devine extrem de utila. Scopul/
studiului. Analiza comparativa a distributiei vaselor limfatice la nivelul plajelor peritumorala si celei intratumorale cu
determinarea gradului ILV; si compararea datelor obtinute prin metoda histologica (hematoxilina si eozind), cu cele de-
terminate imunohistochimic (aplicarea markerului limfatic D2-40). Materiale si metode. Material morfologic prelevat de
la 74 paciente, diagnosticate cu carcinom mamar ductal invaziv de tip NOS, colectate la IMSP Institutul Oncologic din
Republica Moldova in perioada anilor 2012-2014. Determinarea gradului histologic de diferentiere celulara a fost realizat
prin metoda histologica. Prin metoda imunohistochimica a fost studiata expresia D2-40 in ariile intra si peritumorale.
Rezultate. Analiza statistica a numarului de vase din aria periferica a tumorii (D2-40p.tum) cu cele intra-tumorale (D2-40
i.tum) a scos in vizor o corelatie statistic semnificativa (PCC-0.52; p<0.001). Alta corelatie semnificativa a fost evidenta
dintre numarul vaselor D2-40 pozitive invadate (D2-40-ILV) cu densitatea vaselor limfatice intra-tumorale (D2-40i.tum)
(PCC-0.51; p<0.001) si peri-tumorale (D2-40 p.tum) (PCC-0.63; p<0.001). Aceeasi procedurda de analiza statisticd a
ILV evaluat prin metoda histologica cu ILV determinat prin aplicarea D2-40 nu au prezentat corelatie statistica veridica.
Concluzii. D2-40 este un marker limfangiogenic selectiv, foarte util in stabilirea calitativa si cantitativa a gradului de ILV.
Interpretarea ILV prin metoda clasica poarta caracter ambiguu si necesitd minutiozitate in diagnostic. Densitatea limfatica
intratumorald este cu atat mai intensa cu cat creste densitatea peri-tumoralad. Gradul de invazie limfatica vasculara este cu
atat mai acerb cu cat densitatea vaselor limfatice este mai mare.
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Summary. The relevance of D2-40 in the determination of the lymphovascular invasion

The status of metastatic lymph nodes is one of the primary diagnostic and prognostic factors in the invasive breast
carcinoma. The process of metastasis is achieved through the pre-existing lymphatic vessels and by the new one formed
at the level of the primary tumor, to the regional nodes (axillary in the most of cases). So the determination of the intra-tu-
moral and peri-tumoral lymphatic vascular invasion (ILV) on the histological specimens is extremely useful. Objective
of the study. The comparative analysis of the lymphatic vessels distribution in peri-tumoral and intra-tumoral areas with
the determination of the ILV degree, as well the comparison of the data obtained by the histological method (hematoxylin
and eosin) with those determined by the immunohistochemical method (application of the lymphatic marker D2-40).
Materials and methods. The morphological material, collected from IMSP Oncological Institute of the Republic of Mol-
dova during the 2012-2014 years was taken from 74 patients. All cases were morphologically described as invasive ductal
breast carcinoma of NOS type. The determination of histological differentiation of the tumors was performed with the
histological method. The D2-40 in the intra-and peritumoral areas was studied by immunohistochemical method. Results.
Statistical data of peri-tumoral and intra-tumoral concentration of D2-40 revealed a significant correlation. (PCC-0.52;
p<0.001). Another significant correlation was obvious in case of invaded vessels (which are D2-40 positive) (D2-40-
ILV), intra-tumoral density of lymphatic vesseles (PCC-0.51; p<0.001) and peri-tumoral density of lymphatic vessels
(PCC-0.63; p<0.001). The same analysis of ILV by histological and immunochemaical methods didn’t reveal a statistic
correlation. Conclusions. The D2-40 is a selective lymphangiogenic marker, which is very useful in determining the qua-
litative and quantitative degree of the ILV. The interpretation of the classical method for ILV is ambiguous and requires a
thorough diagnosis. The intratumoral lymphatic density is higher simultaneously with the increasing of the peri-tumoral
one. The lymphatic invasion becomes much more intense when the vascular density is higher.
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Pesome. YmecTHOCTE D2-40 B onpenesieHny HHBA3HH JIMM(aTHYECKHX COCYI0B

Hannuaune Meractas B IMMQaTHyecKuX y3Jax sBiseTcst Hanbosee BaXXHBIM (pakTOpOM JTHarHo3a ¥ MporHo3a NHBa3HB-
HOTO paka MOJIOYHOM >kene3bl. MeTacTa3zupoBaHHe MPOMCXOANT KakK 33 CUET CYIIECTBYIONIUX, TaK M 3a CYET HOBOOOpa-
30BaHHBIX JIMM(ATHUECKUX cOCYA0B. TakuM 00pa3om, orpeaenenue nHBasnu tuMmdarndecknx cocynos (ILV), unrtpa- n
MEePUTYMOPAJIBHBIX, HA THCTOJOTMUECKUX CPe3axX CTAHOBUTCS upe3BblYaiiHO mones3HsIM. Llens ucciaenosanus. CpaBHU-
TEJIGHBI aHAIN3 paclpeAeIeH st HHTPpa- ¥ EPUTYMOPaIBHBIX JIMM(AaTHIECKUX COCY/IOB C OlpesieneHneM crernenu 1LV,
U CpaBHEHHE JAAHHBIX, MOIYUYSHHBIX IPU MOMOIIN 'MCTOJIOTHYECKOTO MeTo/a (OKpacKa TeMaTOKCHIIMHOM M D03MHOM) C
JAaHHBIMH MMYHOTHCTOXUMHYEcKoro merosia (Mapkep D2-40). Marepuaist 1 MeToasl. [IepBUUHBIE OMyXO0JH, U3BIICUECH-
HBIE y 74 ManMeHTOK C YCTaHOBJIEHHBIM MOP(ONaToJIOrnYeckuM AUAarHO30M: ITPOTOKOBBIH MHBA3HBHBIH PaK MOJIOYHON
xene3bl NOS, coOpaHHbIE B OHKOJIOTHYECKOM HHCTHTYTe MooBs! Ha ipoTsbkeHnn 2012-2014 ronoB; onpeneneHue cre-
TICHN KJIETOYHOH U PEepPEeHIIMPOBKU ITPOU3BOIMIOCE TIPH TIOMOIIHM TUCTOJIOTHYecKoro Meroaa. MMyHorucroxummude-
CKMM MeToioM Oblia n3yueHa skcnpeccust D2-40 B MHTpa- M IEpUTYMOPANIBHBIX Y9acTKax ommyxoiu. Pesynbrarel. CraTu-
CTHYECKHH aHaJIN3 MepUTyMOPaIbHEIX TuMparndecknx cocyno (D2-40 p.tum) ¢ BHyTpuTyMOpaidsHbiMU (D2-40 i.tum)
BBISIBIIIO CTaTHCTHUYECKYIO 3HaunMyro Koppessinuto (PCC-0.52; p<0.001). [pyras 3HaunMasi KOppesiys IpOsIBIIseTCs
nipu D2-40 monoXXuTeabHBIX HHBa3UPOBaHbIX cocynoB (D2-40-ILV) Mex 1y TUIOTHOCTBIO MHTPATYMOPAIBHBIX JTUM(AaTH-
yeckux cocynoB (D2-40i.tum) (PCC-0.51; p<0.001) u nepurymopanbhbix (D2-40p.tum) (PCC-0.63; p<0.001). Ananu3
ILV (mo wHTepnperanuu rucroyiorndeckuM Metonom) u ILV npu npumeHennn D2-40 He BBIIBHIIO CTaTUCTHYECKYIO
koppesnsinuio. BeiBoabsl. D2-40 sBisieTcst CelNeKTHBHBIM MapKepoM JIMM(paHTHOTeHe3a, O4EHb MOJIE3HBIM ITPH Ka4yeCTBEH-
HOM U KOJIM4ecTBeHHOM orpeaenennn ILV. Uarepnperarus ILV rucrogornueckum MeTooM TpedyeT CKpYIyIe3HOCTH U
SIBJISIETCSI IBYCMBICTIEHHBIM. UeM BBIIIe IUIOTHOCTh MEPUTYMOPAIBHBIX JTUM(PATHUECKUX COCY0B, TEM BBIIIE IJIOTHOCTh
HMHTPaTYMOPAIBHBIX JIUMpaTHIecKnx cocynoB. Ctenenb ILV 3aBUCHT OT INIOTHOCTH JIMM(ATHYECKUX COCY/IOB.

KaioueBble ciioBa: MoOJEKy/sIpHBIE TIOATHITBL, TUM(aHTHOTeHE3

Introducere. Statutul metastatic al nozior lim- dictiv In carcinomul mamar invaziv la pacientele care

fatici este unul din factorii primordiali diagnostici si
pronostici in carcinomul mamar invaziv [1]. Procesul
de metastazare se realizeaza prin intermediul vaselor
limfatice preexistente cat si celor neoformate la ni-
velul tumorii primare, spre nozii limfatici regionali
(axilar 1n cele mai dese cazuri). Astfel determinarea
invaziei limfatice vasculare (ILV) intra si peritumo-
rald, pe specimenele histologice devine extrem de
utila. La consensusul international de la St.Gallen
din 2005 [2], a fost stabilitd importanta gradului de
invazie limfovasculara peritumorald, drept factor pre-

au suportat eseul chirurgical [3],[7]. In mod curent
invazia limfovasculard este determinatd prin meto-
da histologica cu aplicarea hematoxilinei si eozinei.
Embolii metastatici sunt vizualizati ca niste cuiburi
de celule delimitate de un spatiu gol care ,,plutesc|”
in limitele unor structuri tubulare captusite de celule
fusiforme, ce amintesc forma celulelor endoteliale.
Pentru confirmarea autenticitatii vasului respectiv,
sunt aplicati markerii limfatici, folosindu-se metoda
imunohistochimica. Astfel pentru analiza scrupuloasa
a gradului de ILV, mai recent se folosesc markeri ca:
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D2-40, LYVE-1, Prox-1, [6],[3],[17]. Densitatea lim-
fovasculara a fost corelata cu pronosticul pacientelor
cu diferite forme de carcinoame inclusiv carcinom
mamar invaziv. In urma acestor cercetiri s-a conchis
ca ILV reprezinta un indicator determinativ in stabi-
lirea pronosticului in aceste maladii [6],[11],[15]. Cu
toate acestea, elucidarea caracterului pronostic a ILV
in carcinomul mamar invaziv, nu a fost pe deplin re-
alizata.

Scopul lucrarii. Analiza comparativa a distribu-
tiei vaselor limfatice la nivelul plajelor peritumorala
si celei intratumorale cu determinarea gradului ILV.
Compararea datelor obtinute prin metoda histologica
(hematoxilina si eozind), cu cele determinate imuno-
histochimic (aplicarea markerului limfatic D2-40).

Material si metode

Pacienti. Pentru realizarea studiului au fost selec-
tate 74 cazuri. Materialul morfologic a fost prelevat
din tumoarea primara a pacientelor cu carcinom ma-
mar ductal invaziv de tip NOS. (not otherwise spe-
cified), colectate la IMSP Institutul Oncologic din
Republica Moldova in perioada anilor 2012 - 2014.
Varsta pacientelor a variat intre 33-86 ani (56.6+1.3;
mediana 56.5). Pacientele nu au fost supuse trata-
mentului chimio/radioterapeutic antecedent eseului
chirurgical.

Procesarea primard. Procesarea primara a mate-
rialului a fost efectuata prin fixarea timp de 24 ore in
formalina tamponata 10%, pH 7.2-7.4, cu includere
ulterioara in parafind conform procedeului standard.

Sectiunile au fost realizate cu microtomul Shan-
don, HM355S Automatic Microtome, Thermo Scien-
tific, USA, cu grosimea de 3 pum si etalate pe lame
silanate (S3003, Dako, Denmark).

Metoda histologica. Toate sectiunile au fost co-
lorate initial prin metoda clasicd conventionald cu
hematoxilind-eozina, utilizdnd hematoxilina Harris
(HHS32, Sigma Aldrich) si eozina CS701 (Dako,
Denmark). Specimenele tisulare au fost evaluate his-
tologic (tipul, gradul de diferentiere dupa Scarff-Blo-
om-Richardson). Utilizand aceasta metoda s-a deter-
minat prezenta vaselor limfatice care centrau emboli
tumorali. Am considerat pozitive cazurile in care erau
prezente structuri vasculare cu emboli tumorali.

Metoda imunohistochimicd. Toate procedeele de
deparafinare, demascare si vizualizare au fost efec-
tuate automat, utilizand Leica Bond-Max (Leica Mi-
crosystems GmbH, Wetzlar, Germany) autostainer:
deparafinarea in doua bdi de Bond Dewas Solution
(cod AR9222, Leica Biosystem) a 5 minute fiecare,
urmati de 3 bai in alcool de 100%, 90%, 70% de 2
minute fiecare, urmate cu rehidratare de 5 minute in
apa; demascarea cu Bond epitope Retrieval Solution2
(cod AR9640); blocarea activitatii peroxidazei endo-

gene a fost efectuatd prin tratarea sectiunilor timp de
5 minute cu Dako Real Peroxidase-Blocking Soluti-
on (cod S2023, Dako); vizualizarea cu Bond Polymer
Refine Detection System (cod DS9800). Contracolo-
rarea nucleilor s-a efectuat cu hematoxilina Mayer,
modificatd dupd Lille (cod HMMS500, ScyTek La-
boratories, Inc). Ulterior, testele histologice au fost
deshidratate manual in serii crescute de alcool etilic
(70%-100%), clarificate cu xilen si montate cu solutia
Leica Mount (Leica Biosystems, cod 14046430011).

Toate specimenele au fost studiate imunohisto-
chimic, prin aplicarea anticorpului limfangiogenic
D2-40.

Evaluare microscopica. Expresia vaselor D2-40
pozitive a fost evaluatd in corespundere cu ghidul
Dako, EGFR PharmDX™ (Dako, Denmark). Folo-
sind metoda ,,Hot-spot”, am cuantificat vasele lim-
fatice in ariile peritumorald (p.tum) si intratumorala
(i.tum). Utilizand aceeasi metodd de cuantificare am
determinat vase D2-40 pozitive invadate cu emboli
tumorali. Cuantificarea celulelor pozitive s-a efectuat
la microscopul Nikon Eclipse 80i, cu camera video
Nikon DS-Fil (Nikon Instruments Europe BV).

Metode statistice. Rezultatele studiului au fost
stocate si grupate in baza de date Access 2007 (Mi-
crosoft Office4 2007). Prelucrarea statistica a fost
efectuata prin intermediului soft-ului Winstat 2012.1
(R. Titch Software, Bad Krozingen, Germany). Pen-
tru evidentierea gradului de asociere dintre valorile
analizate 1n studiu, au fost efectuate teste de corelatie
a rangurilor (coeficientul de corelare Pearson (PCC)).
Gradul asocierii a fost analizat in corespundere cu re-
comandarile lui Evans J.D (1996): 0-0.19 — corelatie
foarte slaba; 0.20-0.39 — corelatie slaba; 0.40-0.59
— corelatie rezonabild; 0.60-0.79 — corelatie inalti;
0.80-1.0 — corelatie foarte 1naltd. Valoarea de prag
pentru rezultatele semnificativ statistice a fost stabili-
ta la un p<0.05.

Aspecte etice. Studiul a fost aprobat de catre Co-
mitetul de Eticd a Cercetarii al Universitatii de Stat
de Medicina si Farmacie ‘“Nicolae Testemitanu”, Chi-
sindu, Republica Moldova (numarul de omologare
21/13 din 31.03.2014).

Rezultate. La analiza specimenelor in hematoxi-
lina si eozina, vasele limfatice au fost determinate cu
greu, relevante fiind cele cu lumen mare, si endoteliul
vaselor net vizibil. Prezenta ILV a fost desemnata in
prezenta cuiburilor de celule canceroase circumscri-
se endoteliului D2-40 pozitiv. Cele mai multe vase
limfatice au fost determinate in aria peritumorala
(maxim 46, mediana 7), pe cand in zona centrala a
tumorii ele au constituit o pondere numerica mult mai
mica (maxim 7, mediana 0) Tn multe cazuri fiind chiar
absenti (23 cazuri-30.6%). In adaos analiza statistica
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Tabelul 1
HE-ILV D2-40-ILV D2-40i.tum D2-40p.tum
HE-ILV
PCC -0.10 0.07 -0.03
P 0.21 0.28 0.39
D2-40-ILV
PCC -0.10 0.51 0.63
p 0.21 0.001 0.001
D2-40i.tum
PCC 0.07 0.51 0.52
P 0.28 0.001 0.001
D2-40p.tum
PCC -0.03 0.63 0.52
0.39 0.001 0.001

a vaselor din aria perifericd a tumorii (D2-40p.tum)
cu cele intratumorale (D2-40i.tum) a scos in vizor o
corelatie statistic semnificativd (PCC-0.52; p<0.001)
(Tabelul 1). O corelatie semnificativa este evidenta
in cazul analizei statistice a vaselor D2-40 pozitive
invadate (D2-40-ILV) a densitatii limfatice vascula-
re intratumorale (D2-40i.tum) (PCC-0.51; p<0.001)
si peritumorale (D2-40p.tum) (PCC-0.63; p<0.001).
Aceeasi analizd a [LV (evaluatd prin metoda histolo-
gicd) si ILV prin aplicarea D2-40 (Tabelul 1) nu au
prezentat corelatie statistica ceea ce ne directioneaza
sd constatim ca gazda embolilor tumorali sunt vasele
peritumorale cu lumen larg. Aceste vase embolizate
sunt destul de precis observate prin metoda histolo-
gicd doar cd cea imunohistochimica este mult mai
selectiva. Rata de ILV 1n coloratie standard hemato-
xilina si eozind a constituit 91.8%, pe cand a ILV prin
aplicarea D2-40 a fost 39.2%. Tin sa mentionez ca
discrepanta aparutd reprezintd existenta artefactelor
de retractie In hematoxilind/eozind, supraestimarea
formelor morfologice papilar invazive de carcinom
mamar si nu in ultimul rand strecurarea erorilor in ca-
zul analizarii specimenelor in sectiuni diferite.

Discutii. Semnificatia pronostica a prezentei me-
tastazelor in ganglionii regionali, este cunoscuta si
mult studiatd [1]. Prezenta metastazelor unice la ni-
velul acestor organe, si rolul lor predictiv este putin
elucidata de cercetdtori, dar cu certitudine se cunoaste
faptul ca tumorile secundare mai mari de 2 mm, pre-
cum si prezenta de nozi limfatici invadati presupun
un pronostic nefavorabil si un parcurs clinic delicvent
[2],[19].

ILV precum si DVL (densitatea vaselor limfatice),
urmeaza sa fie analizati ca factori secundari determi-
nanti in procesele evolutive ale carcinomului mamar
invaziv ambii fiind considerati indici cu semnificatie
pronostica in aceastd maladie [6],[8],[10],[14]. Cu

toate acestea densitatea vaselor D2-40 pozitive intra-
tumoral (D2-40i.tum), sunt mult mai putine, in majo-
ritatea cazurilor absenta [8]. Prezenta vaselor D2-40i.
tum 1n numar mic denota un indice de proliferare mi-
nim comparativ cu leziunile benigne non-neoplazice
ale glandei mare [8].

Cele mai multe vase limfatice au fost vizualizate
in zona periferica a tumorii primare. Cu toate acestea
in zona peritumorald erau prezente un numar impuna-
tor de vase limfatice invadate. Acest fenomen poate
fi observat inclusiv in formele maligne inflamatorii,
doar cd in acest caz apar zone cu infiltrat leucocitar
fara ILV si arii peritumorale ce contin vase limfatice
invadate fara infiltrat exudativ.

In stabilirea autenticitatii vaselor pe larg in prac-
tica morfologica se utilizeazd markerii limfatici. Este
specificat ca D2-40, se exprima in exclusivitate pe
endoteliul vascular limfatic, macar ca ultimele cerce-
tari denotd caracterul ambiguu a exprimarii acestuia
in raport cu endoteliul vaselor sanguin [6],[8],[11],[1
3],[151,[17],[20].

Concluzii

1) D2-40 este un marker limfangiogenic selec-
tiv, foarte util in stabilirea calitativa si cantitativa a
gradului de ILV. Interpretarea ILV prin metoda clasi-
ca poartd caracter ambiguu si necesitd minutiozitate
in diagnostic.

2) Densitatea limfaticd intratumorald este cu
atat mai intensa cu cat creste cea peritumorala.

3) Gradul de invazie limfatica vasculard este cu
atat mai acerb cu cat densitatea limfaticd vasculara
este mai mare.
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