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Breast carcinoma: molecular concepts of structure and pathogenesis
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Abstract

Background: Several pathological and clinical factors are used to categorize patients with breast cancer in order to assess the prognosis and establish
the appropriate treatment. These include patient age, lymph node status, tumor size, and some tumor histologic features, such as histologic type,
histologic grade, lymphovascular invasion. Unfortunately, these data can't predict the potential effect of different treatment modalities, especially in
breast tumours. In order to personalize the treatment, molecular profiles detecting becomes a necessity. The identification of tumour initiating cancer
stem cells and the molecular subtypes seems to have predictive and prognostic information. This approach is based on expression patterns of intrinsic
genes and results in breast cancer classification into subgroups with particular biological properties and response to treatment. The molecular subtypes
have a different metastatic activity and correlates with tumour recurrence, response to systemic treatment and survival. In addition they are related to
different risk factors and differ by geographic distribution. The aim of this article is to highlight modern concepts of breast cancer pathology having
clinical implications and prognostic values.

Conclusions: In spite of multiple genetic researches, only 3 markers have a predictive power and commonly are used to define the therapeutic tactic.
The estrogen and progesterone receptors are predictive markers for endocrine therapy and HER2 is a molecular target for trasutuzumab and lapatinib. These
markers are implemented in oncological practice in combination with other receptors, offered as diagnostical guides (as example StGallen) or included
in multivariable algorithms aimed to adjust the personalised treatment (as Adjuvant! Online). The acquired results are scattered, due to morphological
heterogenity of breast carcinoma, different cellular sources, a quiet complicated molecular structure, and low number of markers approved for diagnostic.

Although some schemes of treatment seem to be effective, it is not sufficient potential still to achieve a personalized treatment.
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Carcinomul mamar: concepte moleculare de structura si patogenie

introducere

Implementarea programelor de screening si profilaxie,
precum si a noilor scheme de tratament s-a soldat cu redu-
cerea mortalititii in cancerul mamar. In pofida realizirilor
genetice, rata inalta a morbiditétii oricum plaseaza acest tip
de cancer in topul afectiunilor maligne. Explicatia plauzibi-
13 a acestui fenomen este absenta unei descrieri detaliate a
heterogenititii biologice a carcinomului mamar, care ar lua
in consideratie alteratiile moleculare, compozitia celulara si
sensibilitatea la tratament.

Dat fiind faptul ca modelul histologic are utilizare pro-
gnostica limitatd si este absolut lipsit de valoare predictiva,
yportretul” molecular al tumorii devenise o necesitate strin-
genta a contemporanietatii. Initial, procedeele moleculare au
evidentiat profilul genetic diferit, dar ulterior au demonstrat
si neomogenitatea receptorilor expresati in cadrul aceluiasi
tip histologic. Primul ,portret molecular” a fost realizat de
Perou et al,, care au analizat patternul expresiei genetice prin
utilizarea ARN-ului a 65 de tumori de la 42 de pacienti [1].
In urma analizei subseturilor genetice caracteristice fiecirui
pacient in parte, autorul a delimitat in raport cu profilul mo-
lecular al celulelor tumorale 4 grupuri distincte. In continu-
are, acestea au fost numite subtipuri moleculare intrinseci
[1,2].

Initial, subtipurile moleculare au fost separate in grupuri,
avand la baza expresia receptorului la estrogen (ER):

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

2. ER pozitiv, grup numit i Luminal.

Descoperirea devenise si mai incitanta, cand Sorlie et al.
au evidentiat valoarea prognosticd diferitd a fiecarui subtip,
iar subtipul Luminal a fost divizat in Luminal A si B [3, 4].
Gratie patternului sdu molecular specific (ER, PR, HER2),
subtipul Basal-like a fost supranumit si triplu-negativ. Ac-
tualmente insa, subtipul triplu-negativ are caracteristici 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 [5, 6].

Meta-analiza vastd a expresiei genetice pe 2833 de cazuri
de carcinom mamar a confirmat datele lui Perou et al. [1],
initiind astfel utilizarea in practica oncologici a semnituri-
lor genice. La moment, sunt comercializate 2 teste genomi-
ce, Oncotype DX si MammaPrint. Ambele teste stau la baza
triajelor clinice TAI-LORx (Trial Assigning Individualized
Options for Treatment), MINDACT (Microarray in Node-Ne-
gative Disease May Avoid Chemotherapy) si RcPONDER (Rx
for Positive Node, endocrine Responsive Breast Cancer).

Secventierea genomului insd nu a primit o raspandire lar-
gd, motivul fiind eseele laborioase si costurile inalte pentru
practica cotidiand. Astfel, s-au delimitat circa 50 de semnd-
turi genetice, capabile de a diagnostica subtipurile molecu-
lare prin procedee de QRT-PCR (quantitative real time PCR).
Rezultatele obtinute in baza studiului acestor clastere genice
(numit si PAM50) s-au dovedit a avea un potential predictiv
net superior in cazul variabilelor clinice clasice precum di-
mensiunea tumorii, status-ul limfonodal, gradul histologic.
Astfel, sensibilitatea la tratament a crescut la 94% in special
pentru cazurile ER*/metastaze-negative [7]. Studiul genetic
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al tumorilor mamare s-a dezvoltat in continuare, determi-
nand aparitia multiplelor teste si proceduri de laborator cu
rol prognostic si predictiv, precum aCGH (array-based com-
parative genomic hybridization), MALDi (matrix-assisted
laser desorption/ionization), ca variantd a spectrometriei in
masa si profilarea epigenetica, care are la bazd modificarea
histonelor si metilarea ADN-ului.

Desi expresia genica este considerata drept ,etalon de
aur” in definirea subclaselor moleculare, s-au propus scheme
de clasificare, bazate pe utilizarea markerilor imunohistochi-
mici, utilizati in practica cotidiana. Astfel, de comun acord,
in delimitarea subclaselor sunt utilizati markerii receptorilor
hormonali ER, PR, citokeratinele bazale (CK5/6) si Luminal
(CK8/18), expresia receptorului HER2/neu si proteina Ki67
drept marker cantitativ al proliferarii celulare [8].

Subtipurile moleculare

In comparatie cu conceptul clasic histologic, realizirile
contemporane definesc carcinomul mamar drept un grup
de entitati nosologice, ce afecteaza acelasi organ si isi are
originea in aceeasi structura anatomicd. Aceste entitdti
pot fi deosebite dupd factorii de risc, prezentarea clinica,
caracteristicile morfologice si sensibilitatea la terapie [9].

In dendrograma subtipurilor propuse de Perou et al., se
disting 2 clase majore de tumori: ER* si ER". Tumorile ER
pozitive includ subtipurile Luminal A si B, iar cele ER nega-
tive - HER2*, Basal-like, Normal-like [1].

Exprimarea receptorilor estrogenici (in special a) pe su-
prafata celulelor, pe parcursul diferentierii, celula stem - ce-
lula matura s-a dovedit a fi importanta fiindcd estrogenul re-
prezintd principalul agent stimulator al proliferarii. Celulele
stem la soarece sunt considerate drept ER negative, pe cand
la oameni, receptorii ER au fost determinati deja la stadiul
de precursori comitati [10]. Aceste populatii sunt caracteri-
zate drept populatii longevive, cu activitate mitoticd obisnu-
it diminuata. Existd presupunerea precum ci aceste celule,
la randul lor, au functia de control a diferentierii celulelor
mamare luminale si mioepiteliale, influentdnd prin factori
paracrini cum ar fi amfiregulina.

Importanta grupdrii dupa spectrul hormonal este dictatd
de necesitétile clinice. Astfel, pacientele in premenopauza,
cu carcinom ER pozitiv beneficiaza de tratament hormonal,
bazat pe tamoxifen timp de cel putin 5 ani, daca tumora este
sensibila. In postmenopauza, este indicat de electie tot ta-
moxifenul, iar dupd 5 ani se administreaza letrozolul. Dez-
voltarea rezistentei la tratament in cazurile ER pozitive con-
stituie o indicatie pentru utilizarea chimioterapiei.

Pentru pacientele cu tumori hormon-independente (adi-
cd cu ER, PR negativi), de electie este consideratd chimio-
terapia. La femeile tinere sub 35 de ani, cu subtipul triplu-
negativ, tumora este mai sensibila la terapia neoadjuvanta cu
antracicline si taxani [11]. Chimioterapia adjuvanta s-a do-
vedit a fi mai eficientd in cazurile ER", unde absenta recuren-
telor in decurs de 5 ani a fost determinata la femeile in pre-
menopauzd in 13,2% carcinoame ER" si in 7,6% tumori 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 cd aceasta
ratad de distributie intre cazurile ER* si ER™ nu coreleaza cu
agentul chimioterapeutic, iar la utlizarea preoperatorie (sau
terapia neoadjuvanta) efectul citotoxic este de circa 4 ori mai
eficace in cazurile ER". Mortalitatea la femeile cu carcinom
ER* este constantd de-a lungul timpului, iar in grupul ER,
unde initial este inaltd, dupa 7-10 ani diminueaza la valori
mai mici decat in primul grup [12].

Subtipurile moleculare utilizate in practica oncologica

Pentru utilizare in practica cotidiand sunt propuse si exa-
minate detaliat 4 subtipuri: Luminal A, Luminal B/Ki67"",
Luminal B/HER2*, Basal-like [8]. Desi Parker et al. consi-
derd ca subtipurile evidentiate in baza markerilor ER, PR,
HER?2, Ki67 nu corespund intocmai subtipurilor intrinseci
evaluate genetic, utilizarea tehnicilor imunohistochimice are
o justificare economica si practica [7]. O comparatie recenta
a rezultatelor triajului ATAC (Arimidex, Tamoxifen, Alone or
in Combination), care utilizeaza in studiul comparativ eseele
genetice OncotypeDx™ si rezultatele obtinute in urma apli-
cérii markerilor imunohistochimici (ER, PR, HER?2 si Ki67)
au demonstrat o perfectd coincidenta.

Luminal A

Este cel mai frecvent subtip, determinat in circa 40% ca-
zuri [13]. Acest subtip poate fi caracterizat imunohistochi-
mic drept ER si/sau PR pozitiv, HER2 negativ, cu un indice
de proliferare scizut, determinat in urma evaluarii nume-
rice a markerului Ki67. Valoarea < 14% serveste drept ba-
rem de delimitare a valorilor inalte/diminuate pentru Ki67,
iar gradul histologic 3 nu este considerat echivalentul lui
Ki67 > 14% [8, 14]. Aceasta valoare (< 14%) a fost propusa
fiindcd coreleazd cel mai bine cu definitia subtipului Luminal
A din punct de vedere al expresiei genice. Similar si pentru
valoarea numericd a celulelor PR pozitive, tumoarea fiind
considerata PR* dacd mai mult de 20% din celule expresea-
za receptorul dat [8, 15]. Aceastd delimitare a baremurilor
insd este in contradictie cu recomandérile ASCO (American
Society of Clinical Oncology), conform céreia tumoarea este
considerata ER*, PR* daci cel putin 1% din celulele tumora-
le exprima markerul receptorilor hormonali [16]. In unele
studii de profil, mai pot fi intalniti markeri cu expresie pozi-
tiva, dar improprie acestui subtip. Astfel, in 8% cazuri acest
subtip s-a asociat si cu receptorii pozitivi, caracteristici de
fapt subtipului Basal-like, cum ar fi CK5/6 si EGFR, rezultate
care au influentat negativ prognosticul pacientelor [12]. In
plus, expresia acestor markeri in testele imunohistochimice
necesitd utilizarea aplicatiilor genetice in scopul delimitérii
subtipului Basal-like de Luminal A.

Tratamentul de electie, propus pentru subtipul Luminal
A, are la bazd terapia endocrina. Indicatii pentru asocierea
citostaticelor de comun acord sunt considerate gradul histo-
logic 3 al tumorii i metastaze, determinate in 4 si mai multi
nozi limfatici. Varsta sub 35 de ani este considerata drept
indicatie la chimioterapie de 50% dintre oncologi [8]. La
femeile in postmenopauza, cu risc sporit de recurente, sunt
indicati inhibitorii de aromataza si tamoxifenul. Subtipul
Luminal A, de rdnd cu Luminal B/HER2, are cea mai inalta
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ratd de 5 ani supravietuire - 75% [13]. In pofida schemelor
de tratament bine definite, subtipul Luminal A, deopotriva
cu Luminal B, are cel mai inalt grad de metastazare limfo-
nodala [17].

Luminal B

Este considerat un subtip ER pozitiv, la care ceilalti pa-
rametri imunohistochimici (PR, Ki67, HER2) nu corespund
definitiei de Luminal A [8]. Rata acestui subtip in clasifica-
rea moleculara atinge circa 20%. Actualmente, acest subtip
este subdivizat in:

1. Luminal B/HER?2", care corespunde definitiei clasice,
propusid de Perou et al., precum ER*, HER2" [1]. In plus,
este necesar cel putin unul din urmatorii parametri: Ki67
egal sau mai mare de 14%, PR negativ sau mai mic de 20%.
Tratamentul propus include terapia hormonala si citostatice,
preferential antracicline.

2. Luminal B/HER2* are definitia imunohistochimica
ER pozitiv, HER2" (numit si Luminal B/HER2", supraexpre-
sat sau amplificat), la orice valoare pentru Ki67 si PR. Tra-
tamentul recomandat este mai frecvent combinat, indicand
citostatice+tratament anti-HER2+terapie endocrina [8].
Prognosticul in acest subtip este mai rezervat, in comparatie
cu primele doud, fiind apropiat statistic cu subtipul HER2*.

HER?2 pozitiv

HER2/neu este o protooncogena care codificd sinteza
unei proteine del85 kDa, membra a familiei de receptori
transmembranari tirozin-kinazici. Fiind activata, aceastd
enzima dimerizeazd si pe diferite cai de semnalizare inhi-
bi apoptoza, astfel stimulind proliferarea celulari. In 1987,
Slamon a determinat cd amplificarea acestei gene coreleaza
cu diminuarea ratei de supravietuire.

Subtipul HER2* (sinonim HER2 supraexpresat sau
ErbB2) este determinat in 10-15% cazuri. Este caracterizat
prin expresia in ambundentd a receptorului HER2, care in
80% cazuri este asociatd cu amplificarea genei HER2 (HER2
amplicon pe cromozomul 17q12). Tipic pentru acest subtip
este si mutatia genei Tp53 [18]. In restul cazurilor (20%),
expresia pozitivdi a HER2 este frecvent asociata cu receptorii
ERsi PR pozitivi, fapt ce calificd tumorile date drept Luminal
B/HER2*. Subtipul HER2" se caracterizeazd prin compor-
tament clinic agresiv, cu recurente frecvente si prognostic
nefavorabil. Determinarea celulelor tumorale HER2*, este
privita drept o indicatie contemporana pentru utilizarea her-
ceptinei (sau trastuzumab), indiferent daca carcinomul este
ER* sau ER" si de preferat in combinatie cu citostaticele [8].
Rata pacientelor cu 5 ani supravietuire este de 50% [13].

Basal-like

Este unul din cele mai studiate subtipuri, numit ,,Ba-
sal-like” datoritd sursei sale - celulelor neoplazice care din
abundenta expreseaza gene/receptori, uzual determinate in
conditii de norma in celulele mamare bazale si mioepiteli-
ale: citokeratinele de molecularitate inaltd (CK5/6, 14, 17),
P-cadherina, caveolinele 1 si 2, nestina, receptorul EGFR
(factorul epidermal de crestere), CD44 [19]. Important este
faptul cd in procesul de tumorogeneza, acest subtip poate
achizitiona markeri atipici. Impropriu, dar uneori acest sub-

tip exprimd caracteristici proprii epiteliului Luminal, cum ar
fi citokeratinele 8/18 si cKit-ul (CD117), ultimul fiind frec-
vent intalnit si in alte subtipuri ER negative [20]. Paradoxal,
dar in 6-29% cazuri acest subtip este si ER, PR pozitiv, iar in
9-13% poate fi chiar si HER2* [2, 6]. Aceste date au servit
drept baza pentru a conchide cé subtipul Basal-like are drept
origine nu numai celula stem bipotentd, dar si predecesorii
Luminali [9, 21]. Asocierea markerilor Luminali si bazali
constituie cauza aparitiei in literatura de specialitate a subti-
pului Luminobasal [22].

Pentru confirmarea diagnosticului de subtip Basal-like
este recomandat, de rand cu receptorii hormonali si HER2,
sd fie utilizati CK5/6 si EGFR, caracteristic determinati drept
pozitivi la acest subtip [6]. Metoda dati (five marker method
sau Core basal group) are o sensibilitate de 76% si 100% spe-
cificitate. Insi, conform lui Badve et al., in 18-40% cazuri,
carcinomul Basal-like definit dupd profilul genetic nu are un
fenotip histochimic caracteristic acestui tip si invers, 8-29%
din carcinoamele Bazal-like, definite ca markeri surogat
imunohistochimici nu coincid cu profilul genetic caracteris-
tic acestui subtip [21].

Definitia imunohistochimica a acestui subtip a evaluat pe
parcursul timpului dupd cum urmeaza:

1. Initial a fost definit la absenta expresiei ER, PR si
HER?2 [1, 2].

2. Apoi a fost addugatd expresia uneia sau mai multor ci-
tokeratine bazale (CK 5/6, CK14, CK17). Pragul limitd pen-
tru a considera tumora CK5 pozitiva a fost > 1% de celule
pozitiv marcate. De mentionat cd anticorpul CK5 este mai
sensitiv, in comparatie cu CK5/6 in determinarea citokerati-
nelor bazale.

3. Ulterior, absenta expresiei ER si HER2 a evaluat in
concordanta cu expresia pozitiva a CK5/6 si/sau EGFR. De
mentionat cd EGFR pozitiv s-a determinat in 54% cazuri in
concordanta cu CK5/6 pozitiv si in 11% cazuri - cu CK5/6
negativ. Prezenta acestui marker (EGFR) este asociata cu
prognostic rezervat, indiferent de status-ul limfonodal.

4. La moment, este definit in cazul absentei expresiei ER,
PR si HER2 in concordantd cu expresia pozitiva CK5/6 si/
sau EGFR.

5. Definitia subtipului Basal-like, propusd pentru utili-
zarea in practica oncologica, este ER si PR negativ, HER2
absent [8].

Carcinoamele Basal-like, in marea majoritate histologic,
sunt ductal invazive de tip NST (no special type), de ase-
menea, uneori prezentdnd particularititi proprii tipurilor
medulare, metaplastice, secretorii, mioepiteliale sau carci-
nomului cistic adenoid. Recent, s-a constatat ci, rareori, in
carcinomul lobular invaziv si celule tumorale pot expresa
citokeratina CK5/6. Subtipul Basal-like, deseori, se carac-
terizeazd printr-un grad histologic G3 (in 91% cazuri), un
indice mitotic inalt, zone centrale de necroza, infiltrate lim-
focitare pronuntate, arii metaplazice. Conform frecventei,
acest subtip prevaleaza la femeile tinere de origine africana
si hispanicd si este asociat cu factori de risc bine definiti [10].
Particularitatile morfologice si imunohistochimice ale aces-
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tui subtip sunt foarte aseméndtoare cu tumorile derivate din
culturi celulare cu mutatii BRCA1 si p53. Tratamentul este
bazat pe chimioterapie. Subtipul Basal-like este diagnosticat
in 15-20% cazuri. Rata maxima a recurentelor se inregis-
treaza la 3 ani, rata de 5 ani supravietuire este de 68%, iar
65% din paciente nu dezvoltd metastaze in decursul acestor
5 ani.

Subtitpurile moleculare in stadiul de cercetare

Triplu negativ

Profilul imunohistochimic de la prima definire nu s-a
schimbat, fiind caracterizat drept ER", PR™ si HER2 negativ
[1-3]. Initial, acest subtip a fost considerat drept sinonim al
Basal-like. Prin utilizarea markerilor aditionali, acest subtip
este structurat actualmente in Basal-like, Cinci-negativ (sau
fenotip 5-NP) si Claudin-low. O serie de subtipuri, deriva-
te din Triplu-negativ sunt in stadiul de descifrare genetica:
Basal-likel, Basal-like2, Immunomodulator, Mezenchimal,
Mezenchimal stem-like, Luminal-androgen receptor [23].
Conform autorilor, fiecirui subtip ii este caracteristic un
anumit set de gene. Astfel, Basal-likel si 2, exprimd genele
frecvent implicate in sinteza factorilor de crestere. Subtipul
Imunomodulator are la baza kitul genetic, caracteristic ce-
lulelor imune, iar Mezenchimal si Mezenchimal stem-like,
genele responsabile de motilitatea si diferentierea celulara.
Diferentierea ultimelor 2 subtipuri utilizeaza expresia di-
minuata a genelor proliferative in Mezenchimal stem-like.
Subtipul Luminal-androgen receptor este caracterizat de su-
praexpresia receptorilor ER, PR, de rand cu genele respon-
sabile de status-ul AR (androgen receptor). Unele clasificri
si recomandari practice contemporane mai utilizeaza si ter-
menul de Triplu-negativ ca sinonim al Basal-like [8]. Tipic
triplu-negativ, cu caracteristici histologice si genetice deose-
bite, este considerat carcinomul cistic adenoid.

Normal-like

Profilul molecular al acestui subtip include semnituri
genetice proprii fibroadenomului si mostrelor de glanda
mamara in normd, tesutului adipos si matricei extracelulare,
expresand in abundentd laminina si integrina alpha 7 [24].
Expresia histologica frecventa este celularitatea diminuata
(< 50%). Tumorile acestui subgrup nu sunt inca bine de-
finite, existdnd suspiciunea ca sunt, de fapt, un artefact de
colectare si contaminare masiva a tumorii cu tesut normal
[7]. Conform lui Perou si Sorlie et al. [1-3], acesta se refera
la carcinoamele ER negative, existd insd si rezultate contra-
dictorii, evidentiind tumorile date in grupul predominant
ER-pozitiv [7, 25]. Inregistrat in 10-15% cazuri, acest subtip
exprima CD36, alcool dehidrogenaza tip 2, glicerol-3-fosfat
dehidrogenaza, lipoprotein lipaza A, vimentina, TWIST1
[2]. Ultimii 2 markeri, vimentina, TWIST1, precum si feno-
tipul frecvent intalnit CD24/CD44* sugereaza sursa sa ba-
zala (stem). In pofida acestei surse nediferentiate, subtipul
Normal-like, de rdnd cu Luminal A, este asociat cu un pro-
gnostic favorabil [25]. Rata de 5 ani supravietuiere — 94%.

Molecular apocrin
A fost denumit gratie expresiei apocrine a celulelor in
preparatele histologice: citoplasma eozinofild cu granulatie

find, nuclei si nucleoli relativ mari. Frecvent, aceste tumori
au un caracter agresiv in evolutie, un grad histologic G3, pre-
zintd invazie limfovasculara si metastaze timpurii. Diagnos-
ticul este afirmativ in cazul cAnd celulele apocrine constituie
cel putin 90%. Rata acestor tumori consituie circa 4%, iar
riscul de imbolnavire creste odata cu varsta. Prezenta feno-
tipului histologic specific insd nu este asigurat si de un profil
imunohistochimic particular. Astfel, in studiul efectuat de
Lehmann-Che et al., tabloul histologic specific a fost deter-
minat in doar 7% cazuri, diagnosticate ca molecular apocri-
ne [26]. Acest subtip este aseméndtor dupd profil cu HER2,
insd specific ii este supraexpresia receptorului androgenic
(AR). De mentionat, cd AR" este determinat in circa 70%
carcinoame mamare, deseori asociindu-se cu receptorii ER
si PR pozitivi. Insa, conform datelor relatate de Celis et al.,
una din caracteristicile moleculare specifice acestui subtip
este receptorul estrogenic negativ [27]. In tumorile hormon-
independente, acest receptor este determinat in circa 30%,
creand dificultdti de diagnostic diferential cu subtipurile
Basal-like si HER2* [28]. Activarea genomului pe secventa
AR este cauza rezistentei la hormonoterapie in cazurile ER",
iar supraexpresia adiacentd a HER2 in 50% cazuri, serveste
rational drept indicatie pentru utilizarea in tratament a tras-
tuzumabului. In comparatie cu subtipul molecular apocrin,
subtipul Basal-like este exclus datoritd absentei in 100% ca-
zuri a expresiei AR, HER2 si GCDFP1. Dupd Niemeier et
al,, pentru a diagnostica acest subtip, este suficienta una din
combinatiile de markeri: ER(-)/PR(-) /HER2(+)/AR(+) sau
ER(-)/PR(-)/HER2(-)/AR(+) [29]. Insi Lehmann-Che et al.
considera cd confirmarea acestui subtip in baza determinarii
imunohistochimice a markerului AR nu este suficienta, din
cauza expresiei acestuia in doar 58% cazuri de subtipuri mo-
lecular aprocrin, justificate si prin teste genetice [26]. Aceste
date coreleazd cu rezultatele anterioare. Collins et al. au de-
terminat supraexpresia AR in 70% carcinoame mamare, iar
Loibl (2011) sustine ca majoritatea sunt tumori Luminale cu
grad histologic diminuat [11, 30].

Conform autorilor, profilul imunohistochimic al 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%)
[26]. Specificitatea markerului FOXA1 (factor ce faciliteaza
recrutarea ER si AR) este limitatd din cauza expresiei pozi-
tive a acestuia si 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 pro-
tein), determinat pozitiv in ambele grupuri de carcinom ma-
mar, hormon-dependent si independent. Recent, Lehmann
et al. au descris un nou subtip Luminal androgen receptor
pozitiv in componenta grupului Triplu-negativ [23]. Carac-
teristica imunofenotipica a acestuia insa este identica cu a
subtipului molecular apocrin. Aceasta indica ca subtipul dat
inca nu este clar definit ca entitate nosologica, iar aplicarea
in practicd este prea timpurie.
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Subtipul Interferon-rich

Acest subtip face parte din grupul Triplu-negativ, carac-
terizat in plus si prin supraexpresia genelor reglate de inter-
feron, cum ar fi STAT1. Are un prognostic relativ mai bun,
in comparatie cu subtipurile Basal-like si HER2* [31].

Subtipul Claudin-low

Herschkowitz et al. au comparat profilul genetic al car-
cinomului mamar uman cu tumorile derivate la soareci ge-
netic modificati [5]. Astfel a fost determinat un subtip in-
trinsec nou, cdruia ii este caracteristica expresia diminuatd a
Claudin-genelor, obisnuit necesare la definirea jonctiunilor
celulare stranse. Nivelul expresiei genelor raspunzitoare 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 parte. Aceasta a sugerat clasificarea
tumorii date in categoria de “slow cycling tumors” (tumori
cu ciclu celular incetinit) [6]. De mentionat ca majoritatea
tumorilor corespondente la soareci erau cu deficiente
genetice BRCA1 i p53. Acestui subtip inca de la descoperire
i s-au atribuit particularitati transcriptomice, caracteristice
unui cancer derivat din celule stem [5]. Actualmente,
profilul molecular este definit ca ER,, PR, HER2", CDH1 ¥/,
CLDN "v-, CK8/18, CK5/6°, E-cadherin’, frecvent CD44".
Important este faptul ca in 15-25% cazuri, acest subtip este si
ER, PR pozitiv [6]. Componentul infiltrativ limfocitar bine
dezvoltat este sustinut de prezenta in abundentd a markerlor,
proprii B si T limfocitelor, precum ar fi CD4 si CD79a. De
rdnd cu claudina, un component necesar jonctiunilor inter-
celulare, acest subtip pierde si E-cadherina. Aceste caracte-
ristici genetice ar induce presupunerea ca subtipul Claudin-
low corespunde din punct de vedere histologic carcinomului
lobular invaziv. Morfologic insd, patternul este mai frecvent
ductal invaziv, metaplastic si medular, insotit de infiltrate
limfocitare abundente, grad histologic G3 [6].

Conform lui Perou et al., subtipurile intrinseci reflectd
celulele mamare oprite in diferentierea sa epiteliala la un
anumit stadiu [32]. Astfel, conform autorului, subtipul Cla-
udin-low reprezinta cea mai primara tumord, celulele céireia
manifestd cea mai mare similaritate cu celulele stem mama-
re. In favoarea acestei presupuneri, pledeaz faptul ci subti-
pul Claudin-low, de rand cu cel Normal-like, expreseazi in
abundenta aldehid dehidrogenaza 1 (ALDH1), caracteristica
celulelor stem mamare normale si canceroase [33]. Date-
le experimentale sustin ca acest tip de carcinom contine in
abundenta si celule stem CD44"e"/CD24"-. Analizind ge-
nomul acestor celule, s-a determinat semndtura geneticd res-
ponsabild de intierea cresterii tumorale, care prin surprin-
dere contine multiple gene proprii celulelor mezenchimale,
precum ZEB2 si TWIST1. Expresia ultimei (TWIST1) in
abundenta este consideratd drept cauza represiei E-cadhe-
rinei [32]. Sursa sa precoce de origine (celula stem) este un
impediment in diagnosticul diferential al acestui subtip cu
tumorile stromale.

Acest carcinom este diagnosticat in 12-14% cazuri [15].
Ignorarea acestuia in practica cotidiana pledeazi in favoa-
rea diagnosticérii subtipului Basal-like. Prognosticul pentru

acest subtip este mai nefavorabil in comparatie cu Luminal
A sau are aceleasi valori ca si in cazurile Luminal B, HER2 si
Basal-like. Tratamentul este limitat la chimioterapie. Datele
preliminare privind sensibilitatea la terapia adjuvanta pla-
seaza acest subtip intermediar, intre Basal-like si subtipurile
Luminale.

Subtipul cu Fenotip 5-negativ (5-NP)

Profilul molecular al acestui subtip include expresia ne-
gativa a 5 markeri: ER, PR, HER2, CK5/6 si EGFR. O supra-
vietuire de 5 ani ating 50% dintre paciente [13]. In pofida
faptului ca acest subtip a fost reprezentat in majoritate de
tumori cu grad G2, autorul sustine ca prognosticul in ca-
zul 5-NP este mai rezervat decat pentru subtipul Basal-like.
Aceasta insa este in contradictie cu rezultatele publicate an-
terior [12]. Cel mai probabil, in viitor, la utilizarea markeri-
lor aditionali, acest subtip va fi clasificat in subtipuri aditio-
nale din care cauza este numit aditional ,,neclasificat’, nume
initial atribuit si subtipului Normal-like.

Clasificarea carcinomului mamar in subtipuri molecula-
re Luminal A, Luminal B/HER2*, Luminal B/HER2" si Basal-
like are §i neajunsuri, care ii limiteaza utilizarea clinica:

e din toate subtipurile propuse, la moment doar diagnos-

ticul de Basal-like (Core-basal) are o valoare predictivi;

e metodele utilizate de diverse grupuri de cercetare in
delimitarea subtipurilor nu sunt ajustate, standardi-
zate, prezentand divergente in modelarea cercetérilor
si taxonomie. Astfel, 25% din tumorile ER* in clinica
sunt reevaluate si catalogate drept non-Luminale in
urma procedeelor genetice [7];

e un sir de profiluri moleculare sunt incé in stadiul de
cercetare, altele, cum ar fi Normal-like - pe cale de a
fi excluse;

e cu toate ca diferentierea carcinomului intruneste mul-
tiple stadii, clasificarea carcinomului mamar dupa pro-
filul hormonal este bimodala (ER*") si nu reflectd toate
subtipurile posibile;

e pragul de definire a tumorii drept pozitivd/negativd, in
functie de numarul celulelor ER, PR imunomarcate, va-
riaza in limite largi (1-20%). Aceasta permite comuta-
rea subtipului din grupul ER* in ER;, astfel schimband
usor subtipul si esential prognosticul si tratamentul;

e subtipurile nu sunt stabile. Fiecare subtip este bine de-
finit imunohistochimic, insd de rand cu calititile cla-
sice, sunt si exceptii nu tocmai in favoarea dezvoltarii
nosologice a subtipurilor moleculare.

O altd clasificare a subtipurilor moleculare a fost prezen-
tata de Blows et al. (fig. 1) [12]. Astfel, carcinomul mamar
identic viziunii clasice a lui Perou et al. este divizat in baza
expresiei receptorilor ER si PR, in Luminal (hormone-de-
pendent, ER*, PR*) si non-Luminal (hormone-independent,
ER;, PR) [1]. La urmdtoarea etapa, ambele subgrupuri sunt
cercetate la expresia receptorului HER2, evidentiind cazurile
pozitive si negative. La etapa a 3, sunt evaluati receptorii
CK5/6 si EGFR, divizind cazurile in basal-pozitive si basal-
negative. Conform acestei viziuni, se deosebesc 8 subtipuri
de carcinom:
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1. Luminal/HER2"/Basal corespunde subtipului Luminal
A. In cercetarea dat, acest subtip a constituit 92% din tota-
litatea cazurilor subgrupului Luminal/HER2".

2. Luminal/HER2"/Basal* - acest subtip include tumorile
care, de rand cu hormon-receptorii, prezinté si unul din re-
ceptorii proprii celulelor bazale. Aici, se incadreaza perfect
cele 6-29% exceptii ale subtipului Basal-like clasic prezentate
mai sus [2, 15]. In alt studiu, frecventa acestui subgrup a
constituit 8% [12].

3. Luminal/HER2*/Basal™ - descrierea imunofenotipici
HER?2* corespunde subtipului Luminal B/HER2* clasic.

4. Luminal/HER2*/Basal* - acest subtip prezintd recep-
tori din toata linia de diferentiere mamara.

5. Non-Luminal/HER2*/Basal™ - echivalent dupd descri-
ere cu subtipul clasic HER2*. Conform autorului, constituie
6% din cazuri.

6. Non-Luminal/HER2*/Basal* - acest subtip este consti-
tuit din celule cu receptori caracteristici pentru subtipuri-
le Core-basal si HER2* pozitive. Aici se incadreazd si cele
9-13% cazuri inexplicabile de Sorlie et al. pentru subtipul
Basal-like, asociate cu receptorul HER2 pozitiv [2].

7. Non-Luminal/HER2 /Basal* este echivalentul subti-
pului Basal-like, expresind doar CK5/6 si EGFR. Din tota-
lul (16%) cazurilor grupului Non-Luminal-HER2- (sinonim
Triplu-negativ in varianta clasica), acesta constituie 58%, iar
din lotul total de studiu — 9%.

8. Non-Luminal/HER2 /Basal~ corespunde subtipului
5-NP (toti cinci markeri sunt negativi). In subgrupul Non-
Luminal-HER2" acesta constituie 42%, iar din cohorta totala
- 7%.

Originea carcinomului mamar

Un sir de autori presupun ca clasificarea histologica a
carcinomului reflecta, in special, diferentierea tumorala si
nu histogeneza. Adeptii divizarii moleculare a carcinomului

mamar subliniazd impactul histogenetic al noii clasificari.
Sorlie et al. au sugerat cd subtipurile luminale si bazale de
carcinom deriva corespunzator din celulele mamare lumina-
le si bazale [2]. Astfel s-a delimitat o noud directie de studiu,
axatd pe determinarea sursei de dezvoltare a carcinomului
mamar [34]. Desi ipoteza privind existenta celulelor stem
canceroase mamare existd de mai mult timp, izolarea si ca-
racterizarea acestora a fost posibild relativ recent. Teoria
data (cancer stem cell theory) declara cd in tumoare existd un
grup mic de celule responsabile pentru initierea si prolife-
rarea 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 auto-reinnoi si reconstitui din totalitatea celulard a tu-
morii primare.

Originea celulara a celulelor canceroase mamare nu este
incd bine determinatd, fiind propuse 2 ipoteze. Prima sus-
tine cd heterogenitatea carcinomului mamar este rezultatul
diferitor tipuri de oncogene, activate in celula stem mamara.
Astfel, activarea oncogenei X va rezulta cu subtipul basal, a
oncogenei Y - cu subtipul ErbB2, a oncogenei Z - cu subti-
pul Claudin-low, a genei tumor suppresor X — cu Luminal
A, a genei tumor suppresor Y — cu Luminal B. A 2-a teorie
presupune dezvoltarea celulelor tumorale din progenitorii
celulari pe parcursul diferentierii. Celula mamara stem este
presupusa sursa pentru subtipul Basal si Claudin-low, iar
celula progenitoare luminal-comitatd poate dezvolta subti-
purile luminale si ErbB2. Celula progenitoare mioepitelial-
comitatd ar putea sd dezvolte varianta Claudin-low.

Coreland rezultatele analizelor genetice, transcriptomi-
ce s-au determinat un sir de particularitati comune pentru
carcinoamele ductal invazive de tip NST cu grad histologic
G1, carcinomul lobular invaziv, tubular, cribriform si tubu-
lo-lobular:

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

phenotype phenotype
| I
Triple negative phenotype

Fig. 1. Clasificarea subtipurilor moleculare dupi Blows et al. (2010).
Aceasta viziune 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, apreciata in clasificarea primara cu markerul Ki67.
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1. Au aceeasi prezentare clinic, in pofida descrierii his-
tologice diferite.

2. Au acelasi grup de leziuni preinvazive (hiperplazii ati-
pice, carcinoame in situ).

3. Imunofenotip similar: obisnuit sunt ER si PR pozitive,
nu expreaseazd HER2.

4. Au acelasi pattern al aberatiilor genetice: deletii la 16q,
cuplate cu surplusuri 1q si 16p, gratie translocatiilor cromo-
zomiale dezechilibrate.

Aceste date au servit drept bazd pentru a sustine cé for-
mele histologice sus-numite au la origine acelasi grup de
progenitori, astfel delimtand “low grade breast neoplasia fa-
mily” (familia neoplaziei mamare cu grad diminuat) [35].

O altd ipotezd tine de transformarea malignd a celulei
stem mamare normale (MaSC). Existenta MaSC a fost pre-
supusd si ulterior doveditd in multiple cercetéri [36]. Initi-
al s-a izolat o clasa de celule cu pattern CD44"s"/CD24",
capabile de a genera tumori la implantarea a cel putin 200
de celule la soareci imunocompromisi. Aceastd activitate
tumorigena se pastra si dupa multiple pasaje. Din contra,
celulele canceroase la care absenteaza semndatura CD44"e"/
CD24"¥" nu erau capabile de a genera tumori la orice po-
pulatie numerica. Balic et al. au determinat celule cu astfel
de fenotip in maduva osoasa a pacientelor cu cancer mamar,
sugerand cd combinatia CD44"¢MCD24"" este un marker al
activitatii metastatice sporite [37]. Numeric aceasta popu-
latie constituie 0,6-5% din totalul celulelor tumorale si este
caracterizata printr-o ratd sporita de proliferare, inaltd mo-
tilitate celulara.

Semnaitura genetica a celulelor cu astfel de fenotip a co-
relat surprinzator atat cu rata totala de supravietuire, cat si
cu perioada de absentd a recurentelor. Astfel, s-a presupus
ca cuantificarea celulelor stem mamare canceroase ar avea o
valoare prognostica [25]. Izolarea cantitativa prin citome-
trie de flux a celulelor stem mamare a fost posibild odatd cu
descoperirea rolului enzimei intracelulare aldehid dehidro-
genaza 1 (ALDHI) drept marker al celulelor stem. Ginesti-
er et al. sustin ci celulele stem ALDH1* si fenotip CD44""/
CD24""" poseda un potential tumorigen crescut [38]. De-
terminarea celulelor ALDH1* s-a dovedit a fi de importantd
practicd, tumorile cu astfel de pattern fiind asociate cu grad
histologic 3 si prognostic nefavorabil. Mai mult, subtipurile
bazale care au un fenotip triplu-negativ, contin un numar net
superior de celule stem mamare canceroase comparativ cu
alte subtipuri [28]. Recent, Neumeister et al. au determinat
ca coexpresia ALDH1, CD44 si a citokeratinelor pledeaza
pentru un prognostic nefavorabil [39]. Tumorile ALDHI1*
sunt relativ rezistente la chimioterapia secventiald cu pacli-
taxel si epirubicind. Mai mult, populatia numerica a acestor
celule chiar creste dupa terapia neoadjuvanta.

Drept marker prospectiv al MaSC poate fi considerat si
CD49f, nivelul sporit al cdruia in carcinomul mamar core-
leaza cu rata de supravietuire redusd. Utilizind doi markeri
de suprafatd, EpCAM si CD49f, Lim et al. au determinat 3
populatii celulare derivate ale MaSC in glanda mamara nor-
mala [36]:

1. MaSC/celule bipotente, cu fenotip CD49{"¢"/ EpCAM.

2. Celule progenitoare Luminal-comitate, caracterizate
conform markerilor CD49f*/EpCAM".

3. Celule mature ER*/Luminale cu fenotip CD49f /Ep-
CAM".

Autorii au demonstrat ca celulele progenitoare luminal-
comitate sunt foarte asemandtoare dupa profilul genetic cu
tumorile mamare Basal-like. Mai mult, aceasta subpopulatie
a prezentat o expansiune aberantd a mutatiilor BRCA1, pre-
zenta carora prezintd un risc sporit (80%) de dezvoltare a
neoplasmului. Dupd Prat et al., comparind ierarhia de dez-
voltare a epiteliului glandular mamar cu subtipurile carcino-
mului, cel mai aproape de MaSC/bipotente este Claudin-low
[6]. Utilizdind dubla imunofluorescentd cu pan-keratina,
drept marker epitelial si vimentina in calitate de marker
mezenchimal, s-a determinat o colorare dubla a celulelor
tumorale in 85% din subtipurile Claudin-low si Basal-like.
Aceasta a permis autorilor sa sustina ca celulele canceroase
din subtipurile mentionate sunt de natura epiteliald si pose-
dé proprietati mezenchimale reziduale.

Celula progenitoare luminal-comitatad este presupusa
sursa de dezvoltare pentru Basal-like si HER2*, subtipurile
Luminale avind drept sursd celulele mature ER*/Luminale.
Mai putin este cunoscut in aceastd ierarhie despre celulele
mioepiteliale. Visvader et al. sustin cd precursorul mioe-
piteliocitului deriva din celula MaSC/bipotenta inainte ca
aceasta sd devind luminal-comitatd, fira a evidentia careva
corelatii cu subtipul Claudin-low [34].

Dupé Creighton et al. dezvoltarea diverselor subtipuri
moleculare este posibila pe 2 cii [40]:

A. Modelul ,evolutiei liniare” — mutatiile genetice sec-
ventiale pot conduce la dediferentierea treptata a celulei lu-
minale pana la subtipul Basal-like.

B. Modelul ,cailor distincte de progresie” - o celuld
luminald normald este convertitd intr-un subtip anumit da-
toritd unei mutatii specifice (fig. 2).

A

HER2
Normal cell / @
Genomic .
Genomlc Genumic alteratlcns Her2-enriched
alterations alterations
Normal-like/ Luminal B GFR
luminal A
Basal-like
Normal cell Normal cell Normal cell Normal cell
Genomic Genomic Gencmlc Genomic
alterations alterations Iteratlons Iterations
ER ER
@PR @GFR @ @GFR
Normal-like/ Luminal B Her2-enriched Basal-like
luminal A

Fig. 2. Caile de dezvoltare a subtipurilor moleculare dupa
Creighnton CJ (2012).
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Aberatii genetice si subtipuri moleculare

Tumorogeneza este un proces multistadial, care include
diferite alteratii genetice, calitative si cantitative, precum si
alterari epigenetice, cum ar fi metilarea ADN-ului si mo-
dificarea proteinelor histone. Studiile in domeniu caracte-
rizeazd carcinomul mamar ca foarte heterogen la nivel de
genom, iar cercetdrile bazate pe hibridizarea genomului au
demonstrat diferente genetice intre subtipurile moleculare
din acelasi grup. Depletia la cromozomul 16q este conside-
ratd drept eveniment precoce in gradul histologic G1. Astfel,
s-a demonstrat absenta bratului lung al cromozomului 16 in
65% carcinoame ductal invazive cu grad histologic G1, ER*
siin 16% - cu grad G3, ER. Acest pattern al depletiei a stat
la baza concluziei, ca majoritatea tumorilor G1 nu progrea-
seazd pe parcursul evolutiei bolii in G3, fiindcd aceasta nece-
sitd restabilirea materialului genetic pierdut. Depletia data
este specificd in totalitate 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. Faptul cé profilul ge-
netic presupune si un anumit subtip molecular este demon-
strat de Sorlie et al, punand in evidenta mutatiile BRCA1 mai
frecvent in tipul Basal-like, iar BRCA?2 in cele Luminale [3].

Lim et al. insd contestd, sustinidnd cd mutatiile BRCA1
sunt mai curand specifice celulelor progenitoare comitate,
decit celulelor bazale stem [36]. Dupa Prat et al., mutatiile
BRCAI1 sunt cel mai frecvent inregistrate in subtipul Basal-
like (67%), posibile in 22% de Claudin-low, si rareori intal-
nite (5,5%) in subtiprile HER2* si Normal-like (5,5%) [6].

Mutatiile TP53 sunt frecvent intalnite in grupul ER;, in
special in 90% subtipurile Triplu- negative siin 50% din sub-
tipurile Molecular-apocrin [26].

Concluzii

Managementul pacientelor cu carcinom mamar este
inca ghidat de particularitétile clinicopatologice si markerii
histopatologici. In pofida multiplelor cercetari in domeniul
geneticii, doar 3 markeri au influentd predictivé si sunt de
comun acord utilizati in definirea tacticii terapeutice. Re-
ceptorii la ER (estrogen) si PR (progesteron) sunt markeri
predictivi in terapia endocrind, iar markerul HER2 (factorul
uman de crestere epidermala 2) drept tinta moleculara pen-
tru trastuzumab si lapatinib. Acesti markeri sunt implemen-
tati in practica oncologica in combinatie cu alti receptori in
calitate de ghiduri diagnostice (drept exemplu StGallen), fie
sunt inclusi in algoritme multivariabile necesare in ajustarea
tratamentului personalizat (precum Adjuvant!Online). Re-
zultatele obtinute in urma acestor implementari sunt con-
tradictorii, gratie heterogenitatii morfologice a carcinomu-
lui mamar, a surselor celulare variate, a structurii moleculare
prea complicatd, si numarului mic de markeri aprobati pen-
tru diagnostic in practica oncologicd. Desi unele scheme de
tratament par a fi efective, nu exista inca un potential sufici-
ent pentru realizarea unei terapii personalizate.
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