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Abstract
SUPPORTING MOLECULAR FACTORS OF MAMMARY GLAND DEVELOPMENT

Background: The first distinctive feature in the development of mammary glands is the apparition of milk lines that
is followed by the formation of 5 pairs of the placodes, which outgrowths to form mammary buds. Later, the buds give
rise tubular branched structures. These structures represent the primordial of lactiferous ducts, which from 18" day of
embryonic development stop to differentiate until the puberty. The major events that occur during the breast development
are strongly connected to cyclic hormonal modifications in pregnancy, lactation and menopause.

At the puberty occurs the branching of ductal excretory system — a process controlled by a broad spectrum of mo-
lecular factors. These are the hormones, growth factors, matrix active substances, metaloproteinases (MMP), and the
components of immune system. The aim was to highlight the molecular factors involved in the control of mammary gland
development at different embryonic and post-natal stages.

Conclusions: Molecular factors, involved in mammary development have diverse pathways and origin. Sophisticated
interactions of these factors determine step-like development and permanent rearrangement of the gland. Any disturbance
within these signaling pathways may lead to appearance of different pathologies: from morphological abnormalities to
malignancies. As a result, understanding of these mechanisms represents a theoretical basis necessary to elaborate a new
strategy of diagnosis and therapeutic management of breast carcinoma.
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Dezvoltarea embrionara a glandei mamare

Prima trasaturd distinctd in aprecierea inceputului diferentierii primordiilor mamare, este aparitia
caii lactee la nivelul ectodermului, care este urmata de formarea a cinci perechi de placode ce se invagi-
neaza pentru a forma muguri.

Ulterior la nivelul mugurilor, apar structuri tubulare ramificate. Aceste structuri reprezinta primor-
diile ducturilor lactifere, care incepand cu ziua a 18 embrionar4, isi sisteaza diferentierea, pana la puber-
tate. Liniile mamare sunt vizibile incepand cu ziua a 10 embrionara (E10), la exponentii ambelor sexe.
Acestea reprezinta doua creste, formate ca rezultat al proliferdrii celulare mai intense in aceastd zona a
ectodermului, urmatd de protruzia celulelor spre versantul extern al acestuia. Ulterior urmeaza migrarea
lor de-a lungul cii lactee, pentru a forma niste colectii celulare numite placode. In E11, la nivelul placo-
delor, se expreseaza PTHrP; sau PTHLH (Parathyroid hormone-related protein), factorul de crestere al
fibroblastelor 10 (FGF10) si deasemenea BMP4 (bone morphogenetic protein 4).

Recentele studii dedicate unor exponenti structurali ai primotorilior BMP4, cum ar fi proteina lacZ,
au confirmat expresia BMP4 la nivelul primordiilor epiteliale mamare, si a mezenchimului, intre E11.5
sil4.5[1].

La E11.5, cinci perechi de placode mamare, pozitionate simetric formeaza asa numita, zond repro-
ductiva. Necatind la faptul aparitiei si pozitionarii lor simultane in acest loc, placodele nu sunt identic
determinate spre o ulterioard dezvoltare. Pentru fiecare pereche de placode existd semnale special prede-
terminate, ce sunt capabile sa controleze dezvoltarea lor, in functie de specie.

Este de specificat,cd la om, primele incep sa iasa in evidentd perechile 1 si 5, dupa care urmeaza 3 si
4, ultimele fiind perechea a 2-a. Este interesant faptul, cd cele din urma, contin populatii de celule care
expreseaza WNT10b (wingless gene). Se cunoaste deja, ca absenta placodelor ar fi provocata de pierde-
rea unui fragment (xt), din gena GLI3(Gli3xt/xt), determinand aparitia amastiei [2].

Absenta genei TBX3, conduce spre dezvoltarea hipoplaziei glandelor mamare concomitent cu
absenta mamelonului [3]. Gena SKA (Scaramanga), este asociatd cu fenomenul glandelor mamare su-
pranumerare, sau deplasate, datorita pozitiondri aberante a mugurilor mamari [4].

Aceastd gend, mai tarziu a fost identificata, ca gend codificatoare a neuregulinei 3(NRG3), care re-
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prezinta ligandul receptorului tirozin-kinazic ErbB4 (HER4) [5]. Dupa cum am afirmat mai sus, initierea
procesului de formare a mugurilor mamari este controlat prin intermediul mai multor cai de semnaliza-
re, cu participarea diferitor factori moleculari.

O noud cale de semnalizare a fost recent acceptata in dezvoltarea embrionard timpurie a glandei ma-
mare, $i anume cea ce se desfdsoara prin intermediul factorului GATA3 (factor de transcriptie, care con-
troleaza diferentierea T-limfocitelor, in rdspunsul inflamator). Aceasta s-a demonstrat prin eliminarea
conditionatd a GATA3 din placode, folosind promotorul cheratinei 14 (Krt14), ceea ce a dus la disparitia
placodelor, si la un esec al dezvoltarii tecii mamelonului [6]. Interactiunea dintre BMP4 si T-box3 (gena
responsabila de aparitia sindromului ulnar-mamar, caracterizat prin defect de structura a oaselor ulnare
asociat cu hipoplazia glandelor mamare), la nivelul limitei dintre partea dorsala si cea ventrald a embri-
onului, duc la initierea formarii mugurilor mamari [7].

Incepand cu E13, mugurii epiteliali pot fi observati ca si structuri morfologice distincte, iar la E14
acestia se invagineazd in mezenchimul subiacent. Expresia dickkopf 1, ce reprezinta un inhibitor al sem-
nalului WNT, sub controlul promotorului Krt14, poate aboli formarea mugurilor mamari [8], iar activa-
rea receptorilor de androgen, duc la degenerarea si disparitia lor catre E 15.

La aceasta varsta embrionard, la exponentii de sex feminin, fiecare mugure incepe sa se elongheze
pentru a forma cordoane epiteliale care invadeazd site-ul de localizare in viitor, al tesutului adipos, in
limitele caruia va avea loc dezvoltarea cordoanelor epiteliale dupa nastere. Sub influenta PTHrP, celulele
mezenchimale din regiune, se condenseaza, capatand un aspect morfologic specific [9], care este esential
pentru perspectivele dezvoltérii ulterioare a tesutului epitelial. PTHrP este la fel de important si in for-
marea pldcii mamelonare, iar supraexpresia acestuia in cheratinocitele bazale, inhiba conversia cordonu-
lui epitelial in folicul pielos [9].

In jurul E16, cordoanele mamare incep sa se ramifice intr-un numir mic de ducturi, iar citre E18
poate fi apreciat aspectul lor ramificat, format din 10-15 ramuri fine.

Materialul plastic si energetic necesar diferentierii si cresterii celulare se recruteaza de la nivelul
mezenchimului adiacent. Aceste fenomene sunt reglate in special de factorii molecular, descrisi mai sus,
BMP4 si PTHrP, interactiunea cdrora este una de potentare reciproca.

Factorii moleculari declansatori ai remodelarii structurii glandei
mamare in perioada embrionara

La pubertate are loc procesul de ramificare a ducturilor mamari, ce este controlat de o gama larga de
factori, care pot fi expresati atat in stroma, cat si in epiteliu. Acestia sunt hormonii si factorii de crestere,
factorii moleculari produsi de elementele matricei extracelulare, metaloproteaze, elementele sistemului
imun [10].

In prima siptaimana dupa nastere, cresterea arborelui mamar, este comensurabila cu, cresterea cor-
pului (crestere alometrica). Mugurii terminali, care sunt formati dintr-un strat de celule extern si un
miez intern stratificat numit corporial, invadeaza hipodermul subareolar.

Cresterea alometricd a glandei mamare are loc atata timp, pana creste nivelului seric de estrogeni. Ca
si consecintd a actiunii estrogenilor este proliferarea, la nivelul mugurilor terminali si elongarea tubilor.
Din proliferarea celulelor la nivelul mugurilor terminali rezultd despicarea lor si generarea ramificatiilor,
iar formarea lumenului tubular, se datoreaza apoptozei celulare [11].

De la varsta de 10-12 saptdmani de viata, mugurii terminali incep sa dispara, limita inferioara a
hipodermului este atinsa si cresterea inceteazd. De mentionat faptul ca elongarea ductala si ramificarea
postnatala a acestora, in mare masura se explicd prin exprimarea la acest nivel a GATA3. Eliminarea
acestui factor din domeniul activitétii lui , duce la stoparea dezvoltarii post natale a glandei mamare [12].

Mai mult, gradul de expresie a acestui factor, este direct proportional cu exprimarea a- receptorilor
de estrogeni (a-ER, cunoscut si sub denumirea de ESR1), din celulele a-ER-pozitive, ceea ce ne sugereaza
implicarea GATA3 in mecanismele moleculare ER dependente din celulele epiteliului tubular.

Ultimele studii [13] au identificat implicarea FOXA1 (factor molecular ce asigura legarea ER de site-
ul specific de cromatind), ca si un component al retelei de reglare a GATA3. Este vorba despre prezenta
unui site de legare pe FOXA1 pentru GATA3 si interactiunea complexului FOXA1- a-ER cu cromatina.
Deci, FOXALI reprezinta un factor ce mediazd Cross-talk , interactiunea dintre GATA3 si a-ER.
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Estrogenul poseda doi receptori ESR1(ER-a) si ESR2(ER-f). ESR1 reprezinta un receptor specific
glandei mamare fiind implicat activ in dezvoltarea ei, pe cand omologul sdu este mai bine exprimat in
alte organe (colon, uter, prostata) si impact foarte modest asupra metabolismului mamar [15] Respectiv,
expresia ESR1, la diferite etape de dezvoltare a glandei mamare, demonstreaza implicarea indubitabila a
estrogenului in toate perioadele dezvoltarii parenchimului glandular, dupa cum urmeaza: prepubertara,
pubertara, sarcina, lactatia. In perioada copiliriei ducturile sunt reprezentate de niste cordoane epiteliale
fara lumen, (dormande) care odata cu pubertatea, sub influenta estrogenului si progesteronului, incep
sd-si modifice aspectul morfologic.

Unul din aspecte il reprezintd formarea lumenului ductal. In cazul ductelor mamare, formarea lu-
menului este o imbinare armonioasé dintre proliferarea si apoptoza celulara. Celulele situate in centrul
cordonului sunt comitate spre apoptoza si eliminate, astfel constituindu-se un spatiu limitat de un bistrat
de celule: bazal, cu celule B si celule mioepiteliale si cel luminal, cu celule A.

Apoptoza este controlatd de factori celulari endogeni, cum ar fi proteina BCL2, ce reprezintd un
factor anti-apoptotic.

Actiunea BCL2, se desfdsoara in citoplasma prin disocierea complexului casapaza9 milk-fat-globu-
lune-EGFRS, ce preintampina activarea caspazei3, si respectiv induce apoptoza celulara. S-a demonstrat
ca pe perioada procesului de lumenogenezd, expresia BCL2 in celulele cu sediul in centrul cordoanelor
epiteliale, este minima.

Profilul molecular al glandei mamare in perioada reproductiva

In sarcind glanda mamari trebuie sa capete un nou aspect morfologic, care ar asigura lactatia. Dea-
ceea apar celule secretorii, capabile sa produca si secrete cantitati mari de lapte, sub influenta progestero-
nului ( induce intensiv tubulo-alveologeneza), in combinatie cu PRL (prolactina). Absenta PGR (recep-
torul pentru progesteron) este echivalenta cu absenta tubulo-alveologenezei [15].

Celulele alveolare luminale pot sau nu exprima ER, dar e de specificat cd in mod normal celulele
ER+, au o ratd de proliferare minima, ceea ce este cu desavarsire invers in carcinoamele mamare. Functia
progesteronului, deasemenea este mediata de diferiti factori moleculari, cum ar fi calea semnalizarii
WNT. Deobicei aceasta cale necesita prezenta B-cateninei, iar supresia acesteia, duce la afectarea dez-
voltdrii alveolare, ceea ce confirma o data in plus importanta lor (Cross-talk) pe parcursul sarcinii [15].

La aceasta concluzie s-a ajuns folosind modelele animale, si anume s-a studiat functia f-cateninei pe
fonul deficientei PR[15]. Studiul receptorilor de progesteron a scos in lumina doi izomeri (PGRIA and
PGRIB) codificati de o singura gend, fapt ce a complicat pentru un timp maniera de intelegere si inter-
pretare a functiei lor. Ulterior s-a constatat similaritatea acestora, cu exceptia restului aditional 164 n-ter-
minal pe PGRIB, astfel stabilindu-se heterogenitatea moleculelor, precum si distribuirea lor neuniforma
la nivelul organelor reproductive. Pentru a scoate in evidenta importanta functionala a fiecarui receptor,
s-a recurs la knock out-ul succesiv a fiecaruia din ei (pe modele experimentale de soareci).

S-a determinat cd pierderea PGRIA in glanda mamard, nu are repercusiuni fenotipice, pe cand knock
out-ul PGRIB se exprimd prin reducerea semnificativa a ramificérii laterale in alveologeneza pe parcur-
sul sarcinii. Aceste date delimiteaza importanta unilaterala a PGRIB in asigurarea controlului hormo-
nal al glandei mamare pe parcursul perioadei reproductive. Mai mult, celulele de la capetele distale ale
ductelor lactifere, raspund diferit la stimularea progesteronica, comparativ cu cele de pe traiectul lor.
Dezvoltarea precoce ale alveolelor la capetele ductelor, a fost observata ca rdspuns a expresiei 3-cateninei,
in absenta PR.

Astfel s-a ajuns la concluzia ca desi expresia f-cateninei este dependentd de cantitatea PR pe par-
cursul ductelor lactifere, la jonctiunea ducto-alveolard, ultimul nu este necesar. Paradigma dominanta
conform careia, hormonii steroizi si PRL sunt principalii factori de reglare temporara a diferentierii
glandei mamare [16], a oferit posibilitatea de a se demonstra existenta cdilor alternative de semnalizare
moleculard asociate limfocitelor Th, [12, 13, 17] precum si aportul acestor factori la constituirea arhitec-
tonicii mamare.
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Concluzii

Factorii moleculari ce determina dezvoltarea glandei mamare sunt diversi ca si mecanism de actiune
dar si ca provenientd. Impactul lor asupra dezvoltarii, si reorganizdrii permanente a glandei mamare, se
exteriorizeaza fenotipic prin stricta delimitare stadiata.

Fiecare etapa este ghidata si monitorizata de interactiunea armonioasa a cailor de control molecular.
Aparitia expresiei suprapuse a receptorilor hormonali este un fenomen specific tumorigenezei mamare,
iar raportul cantitativ al acestora determina aparitia diferitor fenotipuri moleculare de carcinom mamar.

Este cert si faptul cd expresia receptorilor hormonali este mediatd pe cdi paracrine, prin intermediul
unor liganzi, mecanismele de stimulare ale carora depésesc caile de semnalizare moleculard obisnuite.

Cunoasterea acestor aspecte reprezinta suportul teoretic necesar conturdrii unor noi strategii in di-
agnosticul, pronosticul si managementul terapiei carcinomului mamar.
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