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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei. Cancerul mamar este una dintre cele mai frecvente
tumori maligne n lume. Conform datelor GLOBOCAN, in 2020 aceasta tumoare a inregistrat o
incidenta de 11.7% (2 206 771 de cazuri noi) dintre toate cancerele si o mortalitate de 6.9% (684
996 de decese) reprezentand prima cauza de deces la femeile cu varsta cuprinsa intre 20 si 50 de
ani. O incidentd mai mare se atesta in tarile dezvoltate, fapt datorat diagnosticului mai precoce
gratie implementarii screening-ului prin mamografie si a prevalentei unor factori de risc
hormonali si reproductivi, precum: instalarea precoce a menarhei si instituirea menopauzei la o
varsta mai inaintatd, prima nastere tardiva, numar mic de copii, aldptare la sdn de scurta durata,
folosirea contraceptivelor orale, terapia de substitutie hormonala, stil de viata nesanatos (abuz de
alcool si/sau droguri, greutate corporald excesiva, lipsa activitatii fizice) [1, 2].

Cancerul mamar este o afectiune eterogena in ceea ce priveste structura morfologica a
tumorii, raspunsul terapeutic, modalitatea de metastazare la distantd si prognosticul [3].
Parametrii standard analizati, precum dimensiunile tumorii, gradul histologic, invazia vasculara
si metastazele limfonodale sunt utili, dar insuficienti. Mai mult decat atat, pacientele cu
parametri aparent identici pot evolua complet diferit ceea ce face imperativa necesitatea unei
abordari individuale. Factorii sus-mentionati au impus studierea caracteristicilor moleculare ale
tumorii si au permis descoperirea subtipurilor moleculare de catre Perou et al. in 2000. Aceste
subtipuri au la baza diferiti factori de risc, evolueaza diferit si trebuie abordate individual din
punct de vedere terapeutic, iar clasificarea tumorilor in baza expresiei ER, PR si HER2 a devenit
o procedura de rutina in clinica [1, 4-5].

Cu trecerea timpului s-a observat ca nici clasificarea moleculara nu descrie perfect toate
entitatile, motiv pentru care se impune identificarea unor noi markeri moleculari [6]. Astfel au
aparut in scena elementele stromei tumorale, care pand acum erau in umbra deoarece studiul
cancerului a fost axat preponderent pe celulele tumorale propriu-zise. Desi Paget a propus teoria
»semintei si a solului” inca in 1889, sugerand ca celulele neoplazice (,,semintele”) pot forma
tumori doar in cazul unui micromediu favorabil (,,solul”), abia recent cercetatorii au inceput sa
studieze importanta stromei tumorale [7]. Modificarile produse la nivelul stromei acum sunt
considerate drept unul din elementele esentiale ale tumorigenezei si ale progresiei tumorale.
Astfel, s-a stabilit ca elementele microambiantei tumorale, precum celulele imune, matricea
extracelulard, pot actiona sinergic blocand imunitatea antitumorald si stimuland progresarea
cancerului si metastazarea. In acest fel, elementele stromale s-au dovedit a fi factori de
prognostic, iar unele dintre acestea ar putea fi tintite terapeutic [8].

In acest studiu am analizat expresia unui sir de markeri celulari din stroma tumorald in

dependentd de subtipul molecular al neoplasmului.
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Scopul lucrarii: Studiul varietatilor celulare si al elementelor vasculare din stroma
carcinoamelor mamare in dependentd de subtipul molecular al tumorii in vederea imbunatatirii
diagnosticului morfologic si prognosticului cancerului mamar.

Obiectivele studiului:

1. Evaluarea histologica si imunohistochimicd a varietdtilor celulare (CD68, S100, triptaza
mastocitard) din stroma carcinoamelor mamare in diferite subtipuri moleculare ale tumorii.

2. Studiul particularitatilor retelelor vasculare sangvina (CD34) si limfatica (D2-40) in
carcinoamele mamare in functie de subtipul molecular.

3. Analiza interelatiilor dintre elemente celulare, vase sangvine si limfatice versus subtipul
molecular al tumorii.

4. FElucidarea impactului diverselor elemente stromale asupra diagnosticului, prognosticului si
evolutiei carcinomului mamar.

Metodologia cercetirii stiintifice. Specimenele si datele pacientelor au fost selectate din
fisele histopatologice din arhiva Spitalului Clinic Judetean de Urgenta, Serviciul de Anatomie
Patologica, Arad, Romania. Profilul histopatologic al tumorilor s-a realizat pe sectiuni colorate
cu hematoxilind si eozind, conform procedurii standard. Ulterior, s-a realizat colorarea
imunohistochimica cu scopul de a stabili profilul molecular al tumorii. Pentru studiul
elementelor stromale, din materialul tisular ramas 1n cadrul fiecarui bloc de parafina s-au creat
blocuri microarray. Intreaga tehnica imunohistochimici a fost realizatd automat (Leica Bond-
Max, Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK), aplicandu-se urmatorii anticorpi: anti-ER,
anti-PR, anti-HER2, anti-CK5/6, anti-Ki-67, anti-CD68, anti-S100, anti-triptaza mastocitara,
anti-D2-40 si anti-CD34. Datele au fost stocate intr-o baza de date MS Excel 2010, iar ulterior
analizate cu ajutorul programului SPSS. Eseurile statistice au inclus determinarea medieli,
deviatiei standard, medianei, intervalului intercuantilic, intervalului de incredere, coeficientului
de corelatie al lui Spearman. Diferenta dintre doua grupuri de variabile s-a analizat prin aplicarea
testului Mann-Whitney U. Am considerat un p<0,05 drept statistic semnificativ. Cercetarea s-a
efectuat in cadrul Catedrei de histologie, citologie si embriologie al Universititii de Stat de
Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” si in cadrul Departamentului de Morfologie
Microscopicd/ Histologie, Centrul de Cercetare In Angiogeneza al Universitatii de Medicind si
Farmacie ,,Victor Babes” din Timisoara, Romania. Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica
al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu™ (nr. 33/ 37/ 12.02.2018).

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute. Pentru prima datd a fost
efectuat un studiu comparativ al profilului molecular al carcinoamelor mamare versus elemente
celulare (macrofage, mastocite, celule dendritice) si vasculare (sangvine si limfatice) din stroma

tumorala. In premieri a fost evaluat gradul expresiei unor markeri celulari (CD68, S100, triptaza,
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CD34, D2-40) in ariile intra- si peritumorale in raport cu expresia markerilor ER, PR si HER2.
Au fost descrise modificarile cantitative si calitative ale componentelor celulare si vasculare din
stroma tumorala in subtipurile luminale si non-luminale.

Problema stiintifico-aplicativi solutionati. In aceasti lucrare a fost analizati
posibilitatea existentei relatiei dintre expresia diferentiatd a markerilor unor elemente celulare
din stroma tumorala si evolutia carcinoamelor mamare de tip luminal versus non-luminal.

Semnificatia teoretica. Evaluarea cantitativd si calitativa a elementelor stromale in
carcinoamele mamare permite completarea cunostintelor existente despre rolul stromei in
evolutia si progresarea neoplaziilor mamare, cu accent asupra diferentelor intre grupul luminal si
non-luminal.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Lucrarea confirma utilitatea aplicarii metodelor histologice
si a coloratiei imunohoistochimice in diagnosticarea si evaluarea modificarilor stromei in
neoplaziile mamare.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Microambianta tumorald constituie un element esential in structura carcinoamelor mamare,
influentdnd cresterea si progresia acestora. Interrelatiile dintre celulele epiteliale si
structurile stromale sunt complexe, stimulatorii sau inhibitorii, astfel gestionarea stromei
este imperativa pentru potentarea sau incetinirea expansiunii celulelor neoplazice.

2. In carcinoamele mamare de tip luminal densitatea mastocitelor in ariile peritumorale
prevaleaza fatd de cea a macrofagelor si a celulelor dendritice manifestand o corelatie
pozitiva statistic semnificativa. In tumorile ER+ si PR+ ariile intratumorale au prezentat o
densitate mai Tnalta a mastocitelor fata de cele peritumorale, astfel tumorile hormonal
pozitive manifestd chemoatractivitate pentru celulele triptaza+, stimuland migrarea
acestora.

3. Majoritatea carcinoamelor mamare hormonal independente au prezentat o densitate inalta a
macrofagelor atit in stroma intratumorali cit si in cea peritumorali. In cadrul
carcinoamelor ER+ si PR+ densitatea celulelor CD68+ a inregistrat valori joase.

4. Pierderea receptorilor pentru estrogeni/ progesteron este Insotitd de cresterea densitatii
celulelor S100+ peritumorale. Pozitivitatea pentru S100 a celulelor canceroase sugereaza
modularea antigenica a acestora, cu transfer de proprietdti si ,,mimetism” sau poate fi
consecinta fuziunii celulei dendritice cu celula neoplazica.

5. Mastocitele sunt elementele celulare capabile sa moduleze stroma carcinoamelor mamare,
fiind implicate in angiogeneza si limfangiogeneza, densitatea inaltd a mastocitelor fiind

insotitd si de scdderea numarului de celule dendritice si macrofage.



6. In carcinoamele mamare slab diferentiate densitatea vaselor sangvine si limfatice este mai
inaltd, cu predilectie in ariile peritumorale, creand astfel conditii favorabile pentru
expansiunea tumorald. Carcinoamele mamare ce expreseazd receptori pentru estrogeni,
progesteron sau proteina HER2 nu manifesta corelatie semnificativ statisticd cu densitatea
vasculara.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute au fost implementate in
activitatea didacticd si stiintifica a Catedrei de histologie, citologie si embriologie si a
Laboratorului de morfologie al USMF , Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor: Rezultatele obtinute si conceptiile de baza ale tezei au fost
prezentate si discutate in cadrul urmatoarelor reuniuni stiintifice: Zilele Universitatii de Stat de
Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova (Chisindu, 2019);
Congresul consacrat aniversarii a 75 de ani de la fondarea Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova (Chisinau, 2020); Conferinta stiintifica
internationala dedicatd aniversarii a 75 de ani de la fondarea Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova (Chiginau, 2020); Congresul
international medical pentru studenti si tineri medici MedEspera (Chisindu, 2020); Conferinta
stiintificd anuald Cercetarea in biomedicind si sanatate: Calitate, excelenta si performanta. Zilele
Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova
(Chisinau, 2021).

Rezultatele acestui studiu au fost discutate si aprobate la sedinta Catedrei de histologie,
citologie si embriologie a USMF , Nicolae Testemitanu” (proces verbal nr.8 din 11.04.23) si
Seminarul stiintific de profil 311. Anatomie si morfologie; 351. Medicind interdisciplinara
(proces verbal nr. 2 din 23.05.23).

Publicatii la tema tezei. La tema tezei au fost publicate 9 lucrari stiintifice, dintre care: 1
articol in reviste internationale indexate in SCOPUS/ PubMed; 5 articole in reviste din Registrul
National al revistelor de profil; 1 articol in materialele conferintelor stiintifice internationale;
materiale la conferinte nationale si internationale — 2. Totodata au fost obtinute 1 certificat de
inovator si 1 act de implementare practica a rezultatelor stiintifice.

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea cuprinde lista abrevierilor, introducere, 4
capitole, concluzii generale si recomandari practice. Bibliografia cuprinde 209 surse, fiind
urmati de 7 anexe, declaratia privind asumarea raspunderii, CV-ul autorului. In introducere au
fost descrise actualitatea si importanta problemei abordate in teza, scopul, obiectivele,
metodologia generald de cercetare, noutatea stiintifica, importanta teoretica si valoarea aplicativa

a lucrarii, aprobarea rezultatelor studiului.
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Capitolul 1. Stroma tumorali in diverse variante moleculare de carcinoame mamare.
In acest capitol au fost elucidati factorii etiologici in dezvoltarea carcinoamelor mamare,
histologia si profilul molecular al glandei mamare atat in norma cat si in transformarea maligna.
De asemenea a fost analizat rolul elementelor stromale (celulare si vasculare) in declansarea si
sustinerea procesului neoplazic, controversele legate de relatiile stromo-parenchimatoase si
posibilitatea tintirii terapeutice.

Capitolul 2. Material si metode de cercetare. Acest capitol a fost dedicat design-ul-ui
studiului; s-a descris lotul de cercetare, metodele de identificare a elementelor structurale
stromale precum si modul in care am efectuat analiza statistica a datelor obtinute.

Capitolul 3. Modificiri cantitative si calitative ale elementelor stromale in diverse
subtipuri moleculare de carcinoame mamare. In cadrul acestui capitol a fost efectuati o
caracteristicd imunohistochimicd ampla a stromei din carcinoamele mamare in functie de
subtipul molecular cu descrierea expresiei diferitilor markeri ai componentelor mediului tumoral.
De asemenea, au fost evaluate interrelatiile dintre componenta celulard si cea vasculard in
dependenta de profilul molecular al carcinomului mamar.

Capitolul 4. Evaluarea modificirilor stromale in variantele moleculare de cancer
mamar. Datele obtinute au fost comparate cu cele expuse in literatura de specialitate. Totodata
am efectuat o sintezd a rezultatelor obtinute si am confruntat diverse elemente structurale ale
stromei tumorale, 1n special a celor cu functii antagoniste si controversate.

Cuvinte-cheie: ER, PR, HER2, subtipuri moleculare, microambianta, stroma

intratumorala, stroma peritumorala
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1. STROMA TUMORALA iN DIVERSE VARIANTE MOLECULARE DE
CARCINOAME MAMARE

Cancerul glandei mamare reprezintd cea mai frecventa forma de neoplazii la femei,
constituind o problemd majora cu impact global, inregistrand-o morbiditate si mortalitate Tnalta
[2, 9, 10]. Conform datelor GLOBOCAN, in 2020 in lume s-au inregistrat circa 2.3 milioane de
cazuri noi de cancer mamar, dintre care aproape o jumatate (1 026 171 de cazuri, 45.4%) pe
continentul asiatic si cca un sfert in Europa (531 086 de cazuri, 23.5%). Catre anul 2050 se
prognozeaza o incidentd de aproximativ de 3.2 milioane de cazuri noi anual [10].

Potrivit datelor statistice, iIn Republica Moldova cancerul glandei mamare ocupa primul loc
in structura morbiditatii printre tumorile maligne la femei. Conform datelor prezentate de Cancer
Registru al IMSP Institutul Oncologic, incidenta tumorilor maligne mamare este in continua
crestere (figura 1). Astfel, in 2020 s-a Inregistrat practic o dublare a incidentei cancerului mamar

comparativ cu anul 2005 [9, 11, 12].

T

2005 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 1. Incidenta cancerului mamar in Moldova, 2005-2020, la 10000 locuitori
[9, 11, 12].

1.1. Etiologia cancerului mamar

Cu toate ca stiinta a avansat enorm in ultimii ani, in special in ceea ce priveste intelegerea
mecanismelor genetice si moleculare ce stau la baza tumorigenezei, totusi cancerul mamar
ramane prima cauzd de deces la femei in majoritatea tarilor inalt dezvoltate [10, 13]. Aceasta
maladie reprezintd o entitate heterogenda, unde mai multi factori (genetici, de mediu, socio-
biologici, fiziologici) se intersecteazd pentru a initia si sustine o transformare neoplazicd. La
momentul actual sunt cunoscuti un sir de factori etiologici carora li se incrimineaza rolul de
initiatori in dezvoltarea neoplasmelor mamare, dar, de remarcat, nici unul dintre ei, separat sau

in combinatie nu sunt suficienti pentru a explica pe deplin etiologia bolii [14]. Asadar, putem
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enumera astfel de factori etiologici cum ar fi: stresul acut si cronic [9, 15-17]; traumele fizice ale
glandei mamare [9]; factori reproductivi (menarha precoce, menopauza tardiva, ciclul menstrual
neregulat, avorturile, nuliparitatea, varsta la care femeia naste primul copil) [9, 13, 18-21];
expunerea la estrogeni exogeni (utilizarea contraceptivelor orale si a terapiei de substitutie
hormonala) [19, 22-24]; patologii ale organelor sistemului genital (miomul uterin, endometrioza,
polichistoza ovariana, procesele inflamatorii ale ovarelor) [9, 20]; lactatia [9]; factorul ereditar
(genele supresoare de tumori BRCAL, BRCA2 (Breast Related Cancer Antigen 1, 2, eng.) [9-10,
14, 25]; abuzul de alcool [9, 19]; sedentarismul si, respectiv, obezitatea [19]; alimentatia [9, 26];
fumatul [9]; radiatia [9, 27-28]; stari functionale dishormonale si patologii asociate (tiroidiene,
ginecologice, neurologice, hepatice) [9]. Factorii sus-mentionati pot fi clasificati drept
modificabili (consumul de alcool, dieta, nivelul de activitate fizicd, expunerea la radiatie etc.) si
nemodificabili (vérsta, ereditatea, etc.). Intr-un studiu realizat de Tamimi et al., s-a demonstrat ci
riscul atribuibil de dezvoltare pentru cancerul mamar a scazut de la 70% pana la 34.6% odata cu
schimbarea factorilor modificabili intr-o directie pozitiva (aldptare mai indelungata, practicarea
sportului si mentinerea unei mase corporale adecvate, alimentatie sandtoasa si evitarea fumatului,
consumului de alcool, etc.) [27]. Autorii de asemenea au ajuns la concluzia ca in SUA factorii de
risc modificabili sunt implicati in cca 1/3 din cazuri de cancere mamare, astfel subliniind cd un

numar considerabil de tumori ale glandei mamare ar putea fi prevenit.

1.2. Histologia glandei mamare

Glanda mamara reprezintd o trasaturd distinctivi a mamiferelor. In timpul dezvoltarii
embrionare, diferentierea si cresterea tesuturilor acestei glande are loc la ambele sexe si continua
dupa acelasi scenariu pana la maturarea sexuald. Odata cu instalarea pubertatii, la barbati, nivelul
inalt de testosteron inhiba cresterea in continuare a acesteia. In acelasi timp, glanda mamari la
femei suferd o dezvoltare ulterioard sub influenta estrogenilor si a progesteronului, cresterea
fiind mediatd de hiperplazia tesutului adipos interlobular. Canalele se extind si se ramifica in
stroma tesutului conjunctiv aflat in expansiune. Proliferarea celulelor epiteliale este influentata
de interactiunile dintre epiteliu si stroma conjunctivd subiacentd, iar arhitectura ductald se
stabileste pana la perioada de maturitate [29].

Din punct de vedere histologic, glanda mamara reprezinta glande sudoripare apocrine
tubuloalveolare modificate. La adulti, glanda mamara inactiva este constituita din 15-20 lobi
separati prin septuri de tesut conjunctiv fibros lax. Acestea radiaza de la mamelon si divizeaza
glanda in numeroase structuri, cunoscute ca unitati lobulare ale canalului terminal (TDLU,

Terminal Duct Lobular Units, eng.). Fiecare TDLU este constituit din:
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* Ducturi terminale — prezente in glanda inactiva; in timpul sarcinii si dupd nastere,
epiteliul ducturilor terminale se diferentiaza in alveole secretoare;

* Duct colector intralobular care transporta secretiile alveolare in ductul lactifer;

 Stromai intralobulara reprezentata de tesut conjunctiv fibros lax, hormono-dependent,
cu putine celule adipoase, care inconjoara ducturile terminale si alveolele [29].

Ciile conductoare lactifere sunt captusite de celule epiteliale luminale cu activitate
secretorie, inconjurate de un strat de celule mioepiteliale cu proprietdti contractile, care
faciliteaza lactatia [30]. In glanda inactiva, componenta glandulard este rara si este formata
preponderent din elemente ductale. In timpul ciclului menstrual, sanul suferd modificari ciclice.
La inceputul fazei foliculare, ducturile terminale apar sub forma de corzi formate din celule
epiteliale cubice, lumenul ducturilor fiind ingust sau absent. In timpul fazei luteale insi, celulele
epiteliale cresc 1n indltime, iar in ducturi apare un lumen mai larg pe masurd ce se acumuleaza
componente secretorii. Urmeaza o involutie bruscd si apoptoza in ultimele zile ale ciclului
menstrual. In menopauzi, se determini atrofia glandei mamare, atat la nivel glandular, cat si cel
stromal. In absenta efectului stimulator generat de hormonii ovarieni ai foliculilor evolutivi,
celulele secretoare ale TDLU degenereaza, creandu-se un model histologic care seamana cu cel
al sanului masculin. Tesutul conjunctiv manifestd, de asemenea, modificari degenerative,
marcate printr-o scadere a numarului de fibroblaste, care inevitabil induce o scadere cantitativa

de fibre de colagen si fibre elastice [29].

1.3. Clasificarea histopatologica a carcinoamelor mamare

Din punct de vedere istoric, sistemele de clasificare a cancerului de san s-au bazat pe
evaluarea histopatologica. Mai recent, expresia ER, PR si supraexpresia si/sau amplificarea
HER2 au fost incluse pentru a rafina clasificarea si prezicerea prognosticului, precum si a
potentialului raspuns la tratamentul hormonal [31].

Neoplasmele mamare pot origina din orice component celular al glandei, manifestand
astfel variate trasaturi morfologice, profiluri [HC, fiecare avand o evolutie clinicad diferita. Cea
mai frecventa leziune malignd descrisa este adenocarcinomul mamar (95% din cazuri), mai rar
intalnindu-se sarcoamele si limfoamele [32]. Adenocarcinoamele se clasifica in ductale sau
displazice care nu depdsesc limitele membranei bazale a epiteliului sunt clasate drept
carcinoame in situ, iar acele care invadeaza stroma sunt carcinoame invazive [32].

Carcinomul ductal invaziv de tip NST (fara tip histologic special) (No Specific Type,
eng.), cunoscut anterior drept carcinom ductal invaziv NOS (No Otherwise Specified, eng.) este

diagnosticat in 45%-75% din cazuri. Din punct de vedere morfologic poate prezenta o gama
14



foarte largd de modificari structurale care nu depind de marimea focarului tumoral, gradul de
diferentiere tumorald si raportul parenchimului fatd de stroma. Evolutia clinicd este absolut
imprevizibild. Celulele maligne pot fi solitare, dispersate in stromd, sau aranjate in cordoane,
cuiburi, arii compacte solide; din punct de vedere citopatologic pot manifesta diferite grade de
poli- si pleiomorfism, au nucleoli pronuntati cu un indice mitotic crescut, inclusiv cu figuri
mitotice atipice. In 60% din cazuri se pot observa focare de necrozi si calcificare [32].
Diagnosticul de carcinom invaziv de tip NST este unul de excludere, atunci cand o tumord nu
indeplineste criteriile pentru un subtip histologic special [31].

Tipurile speciale de carcinom ductal invaziv se stabilesc in baza unor criterii precum: tip
de celule (carcinom apocrin), cantitatea si localizarea veziculelor secretorii (carcinom mucinos),
trasaturi arhitecturale (carcinom papilar, tubular, micropapilar), profil IHC (carcinom
neuroendocrin) [32]. Aceste tipuri specifice de tumori prezinta, de asemenea, particularitati
clinice, epidemiologice si moleculare [33].

Carcinomul lobular invaziv constituie 5%-15% dintre tumorile invazive, fiind al doilea
tip histopatologic de neoplasm mamar ca frecventd. Se intalneste mai des la femeile peste 50 de
ani. Deoarece majoritatea sunt ER pozitive, In grupa de risc sunt in special femeile cu menarha
timpurie, menopauza tardiva, varsta inaintatd la nasterea primului copil. Poate fi diagnosticat in
baza unui pattern specific al celulelor: lipsa coeziunii si aranjament liniar [32, 34].

Carcinomul ductal in situ (DCIS, Ductal Carcinoma In Situ, eng.) reprezinta o proliferare
neoplasticd a celulelor epiteliale ce nu invadeazad stroma Inconjuratoare, caracterizata prin atipie
celulard si nucleard, tendinta de a se transforma intr-o leziune invaziva. Transformarea nu este
obligatorie si poate dura ani sau decenii. Celulele mioepiteliale pot scadea in numar. Incidenta
acestui tip de cancer a crescut considerabil odatd cu implementarea screening-ului prin
mamografie, care a facut posibila detectarea acestei leziuni la stadiile timpurii [32-33].

Carcinomul lobular in situ este o proliferare intralobulara, diagnosticata in 0.5-4% din
cazuri. De obicei arhitectura lobulului este nemodificata si leziunea este identificatd ocazional in
cadrul biopsiilor unor tumori considerate benigne [32, 35]. OMS clasifica aceasta leziune
(impreund cu DCIS) drept una precanceroasa, iar riscul de transformare in carcinom lobular
invaziv sau ductal invaziv in decurs de 15 ani variaza intre 11% si 28% [33, 35]. Conform altor
date, carcinomul invaziv se dezvolta la 25%-30% dintre pacientele observate timp de 20 de ani.
Mai mult decat atat, riscul de aparitie a carcinomului invaziv la pacientele cu carcinom lobular in
situ este de cca 12 ori mai mare decat la cele fara [32].

Cel putin 5% din carcinoamele mamare invazive nu pot fi clasificate cu certitudine drept
ductale, lobulare, sau chiar ca mixte, IHC in astfel de circumstante poate fi utila, E-cadherina de

exemplu fiind negativa in aproape toate cazurile de carcinom lobular infiltrativ [36].
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Toate carcinoamele mamare invazive, indiferent de tipul morfologic, trebuie gradate
histologic, sistemul de gradare Nottingham fiind cel mai des utilizat [37]. Scorurile sunt atribuite
in conformitate cu formarea structurilor tubulare (1-3 puncte, 3 fiind formarea slaba a tubului),
gradul de pleomorfism nuclear (1-3 puncte cu 3 prezentand un grad ridicat de pleomorfism) si
numarul de mitoze (1-3 puncte, 3 fiind un numar mare de mitoze). Scorurile sunt apoi sumate
pentru a se stabili gradele 1 (scor total 3 la 5), 2 (scor 6 sau 7) sau 3 (scor 8 sau 9), unde tumorile
de gradul 1 sunt cele mai diferentiate si de gradul 3 sunt cel mai slab diferentiate. Gradul tumorii
este un factor de prognostic important si aldturi de statutul nodurilor limfatice este un instrument
de luare a deciziilor clinice [31].

Clasificarea TNM este bazatd pe date morfologice si paraclinice cum ar fi dimensiunea
leziunii tumorale (T), implicarea nodurilor limfatici regionali si locatia metastazelor distante (M)

[37].

1.4. Profilul molecular al glandei mamare in norma

Trasaturile biologice ale tumorii influenteaza prognosticul si tactica unui tratament adecvat
pentru pacientii cu cancer mamar. Aprecierea markerilor moleculari prin IHC a devenit o
procedura de rutina, care permite incadrarea neoplasmului intr-un subtip molecular si ghidarea
dinamica a tratamentului. Interes prezintd nu doar markerii expresati in norma sau in patologie,
dar si gradul de expresie al receptorilor hormonali pentru estrogeni ER (Estrogen Receptor,
eng.), progesteron PR (Progesterone Receptor, eng.), androgeni AR (Androgen Receptor, eng.),
markerii proliferarii tumorale (HER2, Ki-67), factorii implicati in angiogeneza (VEGF, CD34,
etc.), limfangiogeneza (D2-40) si apoptoza (p53). Este remarcabild utilitatea diagnosticului IHC
si in diferentierea patologiilor mamare benigne fatd de cele maligne, de asemenea si in
identificarea focarelor microinvazive. De exemplu, markerii celulelor mioepiteliale sunt de
neinlocuit in diagnosticul diferential al carcinoamelor in situ cu cele invazive [38].

Parenchimul glandei mamare include urmatoarele categorii de celule:

e Celule luminale, exprima citokeratinele cu masa moleculara mica (7, 8, 18, 19),
antigenul membranar epitelial (EMA, Epithelial Membrane Antigen, eng.), antigenul
membranar al globulelor de grasime din lapte (MFGM, Milk Fat Globule Membrane
Antigen, eng.), a-lactalbumina, ER, PR, AR,;

o Celule bazale, exprima citokeratinele cu masa moleculara mare (5/6, 14, 17) si receptorul
factorului de crestere epidermald (EGFR, Epidermal Growth Factor, eng.);

e Celule mioepiteliale, exprima citokeratinele 14, 17, actina de muschi neted (a-SMA,
Smooth Muscle Actin, eng.), calponina, S100, p63[38].

In tabelul 1 sunt redati markerii cel mai frecvent utilizati in practica principalii.
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Tabelul 1. Markeri expresati de celulele glandulare intacte [38]

Marker Expresie Utilizat pentru identificarea
a-SMA Citoplasmatica
Calponina Citoplasmatica
p63 Nucleara
Miozina muschiului neted, . . Celule mioepiteliale
’ Citoplasmatica
lantul greu
CD10 Membranara
S100 Citoplasmatica
CK cu masa mqlecularé mare Citoplasmatica - Diagnostic diferential al carcinomului invaziv
(5/6 51 14) si a leziunilor benigne
- Carcinom lobular
E-cadherina Membranara
CK8 Citoplasmatica Carcinom ductal
periferica
CK8 Perinucleard Carcinom lobular
CK7si 20 Membranar‘a,v Origine mamara a carcinomului metastatic
’ citoplasmatica
ER, PR Nuclears Origine mamara a carc_momulm metastatic
Determinarea subtipului molecular
HER?2 Membranara Determinarea subtipului molecular
DFP-1 . . . g . . .
GC .5 Citoplasmatica Origine mamara a carcinomului metastatic
Mammaglobina A

Receptorii hormonali pentru estrogeni (ER) si progesteron (PR) reprezinta unii dintre
cel mai vizati markeri moleculari in studiile legate de cancerul mamar, iar tumorile ER pozitive
sunt cele mai frecvent diagnosticate. Estrogenii sunt hormoni steroizi cu mecanism de actiune
nuclear care includ estrona, 17p3-estradiolul, estriolul si estetrolul, sursa principala a acestora la
femeia in premenopauza fiind ovarele [19, 39-40]. Estradiolul este cel mai potent estrogen
circulant, predomind pand la menopauza si contribuie la initierea si dezvoltarea tumorilor
maligne [19, 39].

Rolul estrogenilor in etiopatogenia cancerului mamar a fost pentru prima data suspectat de
George Beatson, care a constatat scaderea dimensiunii tumorii dupa ovarectomie bilaterala la
pacientele cu cancer mamar [41]. Actiunea estrogenilor este mediata de 2 receptori: ERa si ERP.
Primul predomina in tesutul glandular mamar. ERp, in schimb, are un rol secundar in glanda
mamard, uter, tesutul osos si cel adipos, dar este unicul receptor estrogenic expresat in vasele
sangvine, celulele inflamatorii si in tractul gastro-intestinal [41-42]. Interactiunea dintre
estrogeni si ER activeaza transcriptia si sinteza unui sir de proteine care sunt responsabile de

multiplele efecte ale acestor hormoni [41].
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Estrogenii joacd un rol crucial in reglarea ciclului celular in tesutul glandular mamar.
Frasor et al. au tratat celule canceroase ER pozitive cu estrogeni pentru 48 ore si au observat ca
in 30% dintre celule a avut loc supraexpresia proteinelor stimulatoare a ciclului celular, precum
ciclina D1. In acelasi timp a diminuat expresia proteinelor inhibitoare a ciclului celular, de
exemplu ciclina G2 [43]. In glanda mamard normald, Clarke et al. au aritat ca celulele ERa-
pozitive au exprimat gena PR, dar nu si markeri de proliferare BrdU (Bromodeoxyuridine, eng.)
sau Ki-67 [44]. In carcinoamele mamare, printre efecte ale estrogenilor se enumera stimularea
metastazarii prin fosforilarea ezrinei, proteina ce fixeaza filamentele citoscheletului si joacd un
rol important in stabilirea jonctiunilor intercelulare [40]. De asemenea, estradiolul inhiba
expresia E-caderinei [41-42].

La moment sunt descrisi un sir de compusi cu rol agonist sau antagonist ce pot fi utilizati
pentru blocarea efectului estrogenilor prin legare competitivdi cu ER. Tamoxifenul este un
antagonist al estrogenilor in celulele glandei mamare, pe cand in majoritatea altor celule-tinta are
efect agonist. Raloxifenul are actiune antiproliferativd asupra celulelor tumorale din glanda
mamard, dar nu afecteaza tesutul osos. Un alt antagonist al estrogenilor este compusul fulvestrant
[42].

Conform celor relatate anterior, conchidem ca expresia ER se atesta atat in tesutul mamar
intact, cat si In carcinoamele mamare. De mentionat ca celulele din glanda mamara normala
prezintd pozitivitate sporadicd pentru ERa si niveluri ridicate de expresie ale ERf in prezenta
celulelor proliferative ERa-negative. Diverse studii arata ca celulele ERa-pozitive din glanda
mamara normala au constituit 4.0% [45], 17.3% [44] si 5-28% [46] din celulele epiteliale [41,
47-48]. Expresia ER poate fi determinata prin IHC, iar o tumoare ER pozitiva presupune, in mod
implicit, expresia ERa (in cel putin 1% din nucleele tumorale), rolul ERB fiind mai putin
cunoscut [41, 47].

Spre deosebire de estrogeni, care regleazd alungirea ductald, progesteronul induce sau
potenteaza ramificarea laterala si dezvoltarea lobulara. Totodatd, progesteronul este recunoscut
drept hormon cu efect proliferativ major in sarcinid. In glanda mamari normald, in
premenopauza, ER si PR, per ansamblu, au o expresie scazutd si distributie rard. ER prezinta
variatii ciclice a nivelurilor de expresie pe tot parcursul ciclului menstrual, pe cand PR manifesta
un nivel de expresie mai constant. In faza foliculara a ciclului menstrual este detectati o expresie
joasd a ER. In faza luteala si in sarcind ER este expresat in cantititi infime, in ciuda faptului ca
expresia PR persistd in timpul acestor faze de dezvoltare. Numarul de celule care exprima ER
creste odata cu varsta pand la menopauza, in timp ce PR prezintd o expresie scazutd la femeile
aflate in postmenopauza. Existd, de asemenea, din ce In ce mai multe dovezi ca sarcina la termen

induce modificari ale expresiei genelor pe termen lung, femeile care au nascut prezentand o
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expresie mai scazutd a ER si PR decat femeile nulipare, un mecanism care poate contribui la
efectul protector pe termen lung al sarcinii asupra sanului [30].

Expresia HER2 si a receptorului 1 al factorului de crestere epidermic (HER1 sau EGFR,
Epidermal Growth Factor Receptor 1, eng.) poate fi detectata atat in celulele maligne, cat si in
cele nemodificate. Nivelurile de expresie HER2 sunt mai mari in leziunile maligne fatd de
normd, cu supraexpresie in subtipurile HER2+ si luminal B/ HER2+, in timp ce nivelurile de
EGFR sunt inalte in tumorile triplu-negative [25].

AR, in norma, este insotit de expresia ER in majoritatea cazurilor. Aproximativ 10% dintre
celulele luminale sunt numai AR pozitive. In leziunile maligne, este supraexpresat in tumorile
HER2+ si cele ER negative [25].

Bcl2 este implicat in blocarea apoptozei celulare, generand celule ,,nemuritoare”. Aceasta
proteind este expresati in toate stadiile de dezvoltare a glandei mamare. In conditii patologice,
Bcl2 este expresat de epiteliocitele din leziuni hiperplazice si maligne ale sanului. Expresia Bcl2
in tumori totusi este incad un subiect controversat [25].

Ki-67 reprezinta o proteind nucleara nonhistond expresata in toate fazele active ale ciclului
celular, cu exceptia fazei Go [49]. Acest marker este considerat un criteriu important de
prognostic in evaluarea cancerului de san deoarece coreleaza puternic cu gradul tumorii [25].

Celulele epiteliale exprima si markerul BRCAL, iar pierderea acestuia, precum s-a discutat
anterior, provoaca diverse mutatii n celule [50].

Alte proteine expresate in norma de celulele epiteliale sunt factorul indus de hipoxie la si
20 (HIF, Hypoxia Inducible Factor, eng.). In cazul concentratiei normale de oxigen, aceste
proteine sunt sintetizate si in continuu degradate. In caz de hipoxie (precum este cazul
tumorilor), proteinele date sunt stabilizate si concentratia lor creste. Acestea posedd multiple
functii, printre care activarea transcriptiei unui sir de gene reglatoare a transportului de glucoza,
a enzimelor glicolitice, a gluconeogenezei, a factorilor de crestere, a eritropoiezei, a transportului
de fier si astfel sporeste supravietuirea celulelor canceroase in conditii nefavorabile. Bos et al. au
demonstrat ca supraexpresia HIF la este asociatd cu o proliferare celulara marcata, un grad jos
de diferentiere a tumorii si o expresie 1naltd a factorului de crestere a endoteliului vascular
(VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor, eng.) si, respectiv, cu agresivitate sporita a tumorii
[41, 50].

1.5. Clasificarea moleculara a carcinoamelor mamare
Un biomarker este definit ca ,,0 caracteristicd care este masuratd si evaluatd Tn mod
obiectiv ca un indicator al proceselor biologice normale, al proceselor patogene sau al

raspunsurilor farmacologice la o interventie terapeutica” [51]. Desi exista un grup potential
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foarte mare de biomarkeri, ER, PR si HER2 sunt critici pentru stratificarea carcinoamelor
mamare [31].

ER a fost identificat de Ellwood Jensen la sfarsitul anilor 1950, iar statutul ER a fost
folosit de la mijlocul anilor 1970, atat pentru a prezice receptivitatea tumorii la terapia endocrina,
cat si ca factor de prognostic precoce al recidivei si a rezultatului pe termen lung. Aproximativ
80% dintre cancerele de san sunt ER pozitive. Un al doilea receptor de estrogen a fost identificat
in 1996, iar statutul ER in practica clinica se refera la ERa in timp ce noul receptor a fost
desemnat ERp [31].

Gena PR este reglata de estrogeni si, prin urmare, expresia sa indica o cale ER intacta si
functionala. Aproximativ 40% din tumorile ER-pozitive sunt PR-negative. Tumorile care sunt
PR-negative pot reflecta semnalizarea aberantd a factorului de crestere. Se stie cd tumorile ER-
pozitive/ PR-negative sunt, in general, mai putin sensibile la tamoxifen decat cele care sunt
pozitive pentru ambii receptori [31, 52]. Conform recomandarilor de la St Gallen, ER si PR sunt
evaluati prin IHC cu un cut-off al expresiei nucleare de 1% [53].

Determinarea amplificarii genei/ supraexpresiei proteinei HERZ2 este utilizata in practica
clinica ca un indicator al prognosticului nefast si ca un predictor al rdspunsului la tratamentul
sistemic cu Herceptind. Pozitivitatea HER2 este observata in 13-20% din carcinoamele de san
invazive si la mai mult de jumatate dintre aceste tumori se atestd absenta expresiei receptorilor
hormonali [31]. Statutul HER2 este determinat folosind o combinatie dintre IHC si ADN
hibridizare in situ. Exista ghiduri detaliate pentru evaluarea acestuia, care sunt in continuu
actualizate [53].

Ki-67 este un discriminator util al subtipurilor luminale A si B. In timp ce pozitivitatea
Ki-67 este asociatd cu supravietuirea generald mai scurta a pacientilor cu cancer de san,
utilizarea sa in practica de rutina a fost impiedicatd de lipsa standardizarii protocoalelor [31].
Cut-off-ul pentru Ki-67 este inca o chestiune de dezbatere. Cel mai recent consens din St Gallen
a adoptat cut-off-ul de 20%; cu toate acestea, exista si variatii inter-laborator [54].

In baza expresiei biomarkerilor descrisi mai sus, carcinoamele mamare pot fi clasificate
dupa cum urmeaza:

e subtip luminal A: ER+ si/ sau PR+, HER2-, Ki-67<20%
e subtip luminal B: ER+ si/ sau PR+, HER2+ sau HER2- si/ sau Ki-67>20%
e subtipul HER2+: ER-, PR-, HER2+ [55].

Aproximativ 10-15% dintre carcinoamele de san sunt negative pentru ER, PR si HER2, si
sunt numite tumori triplu negative (TNBC, Triple Negative Breast Cancer, eng.). Ele
reprezinta un grup distinct de tumori cu morfologie, prezentare si evolutii specifice [31].

Caracteristicile sale includ vérsta tanara, stadiu avansat la prezentare, majoritatea fiind tumori
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slab diferentiate, indice de proliferare ridicat si rata inaltd de metastazare. Supravietuirea medie
in cazul tumorilor TNBC avansate este de 2 luni, mult mai scurta decat durata de supravietuire
observatd la alte subtipuri de cancer de san. Optiunile de tratament pentru TNBC sunt foarte
limitate si adesea fara succes [56]. Carcinoamele de san de tip bazal sunt un subtip de TNBC in
care tumorile exprima citokeratine cu masa moleculard mare, cum ar fi CK5/6 si CK14, care sunt
exprimate de obicei in compartimentul celulelor bazale/ mioepiteliale al TDLU, precum si EGFR
[31].

Subtipurile de cancer de san difera prin complexitatea lor genomica, modificarile genetice
si prognostic. Subipul luminal A este cel mai frecvent diagnosticat, reprezentand de la 40% péana
la 50% din carcinoamele mamare invazive. De obicei, carcinoamele luminale A au un grad inalt
de diferentiere, cu cel mai bun prognostic dintre toate subtipurile. Carcinoamele luminale B tind
sd fie mai slab diferentiate si au un prognostic mai rezervat decat cele luminale A. Din punct de
vedere clinic, subtipul luminal A poate beneficia numai de terapia hormonald, in timp ce
tumorile luminale B pot fi candidate pentru chimioterapie suplimentara [53]. Pacientii cu tumori
de tip bazal au un prognostic foarte prost, iar in prezent, nu exista o terapie tintita [31].

In literatura de specialitate sunt descrisi si alti markeri, propusi pentru utilizare in
gestionarea pacientilor cu cancer de san, de exemplu ERp si AR. In ciuda a mai mult de un
deceniu de cercetari, rolul exact al ERP si AR si interactiunile lor cu ERa rdman evazive si nu
este clar cum pot contribui la rafinarea clasificarii tumorilor ER-pozitive si ER-negative. Cel
putin pentru ERP, acest lucru se poate datora partial numarului mare de izoforme si lipsei de

anticorpi specifici pentru detectarea acestuia [31].

Subtipuri noi

Subtipul normal-like este caracterizat prin expresia genelor asociate cu tesutul adipos sau
cu diverse celule ale tesutului conjuctiv fibros lax. Acesta este un grup controversat si unii autori
considerd ca reprezintd contaminarea celulelor normale, mult mai probabil decat un subtip
intrinsec real [31].

Carcinoamele de tip claudin-low sunt caracterizate prin expresia scazuta a genelor
implicate in jonctiunile stranse, precum claudinele 3, 4 si 7, ocludina si E-cadherina. Totodata,
trebuie mentionate expresia scazutd/ lipsa expresiei markerilor luminali, supraexpresia
markerilor de tranzitie epitelio-mezenchimald si caracteristici asemdnatoare celulelor stem
canceroase [31, 53]. Tumorile claudin-low sunt de obicei TNBC si au trasaturi de carcinom
metaplazic si/ sau medular. Ratele de supravietuire sunt intermediare intre tumorile luminale si

bazale [31].
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Tumorile apocrine sunt caracterizate drept ER-negative, prezintd pozitivitate pentru AR
si trasaturi histologice apocrine, cum ar fi citoplasmd abundentd, eozinofild si nucleoli
proeminenti. Ele pot prezenta, de asemenea, supraexpresia sau amplificarea markerului HER2.
Desi aceste tumori sunt asociate cu recidive precoce, clinic, ele manifestd un raspuns bun la
chimioterapia neoadjuvanta [31].

Expresia pronuntatd a genelor reglate de interferon, inclusiv STATI, caracterizeaza
subtipul legat de interferon [31].

Green et al. au incercat sa perfectioneze sistemul de clasificare folosind un panou de zece
biomarkeri imunohistochimici (ER, PR, CK5/6, CK7/8, EGFR, HER2, HER3, HER4, p53 si
mucina 1). In plus fatd de subtipurile stabilite de Perou et al. (luminal A, luminale B si HER2
supra-exprimate), au fost sugerate trei clase noi: luminal N, bazal-p53 alterat si bazal-p53 normal
[53]. Semnificatia desavarsita a tumorilor ce apartin acestor clase noi descrise urmeaza sa fie
determinatd 1n timp, iar valoarea clinicd a clasificarii raimane 1n asteptarea confirmarii. Cu toate
acestea, completarea sirului de biomarkeri (de exemplu HER3 si HER4, ERP sau AR) ar putea
rafina clasificarea existenta a cancerului de san [31].

In baza celor sus-mentionate rezulti ca clasificarile traditionale ale carcinoamelor de san
bazate pe caracteristicile patologice si pe evaluarea IHC a receptorilor hormonali si HER2 au
fost bine stabilite pentru aplicarea si validitatea lor clinica, sunt relativ ieftine si pot fi aplicate cu
usurintd in practica de rutind. Aparitia tehnologiilor noi a dezvaluit o cantitate fara precedent de
date privind modificarile transcriptomice, epigenetice, genomice si proteomice, oferind o

descriere mai completd a modificarilor patogene in cancerele de san [54].

1.6. Structura stromei din tumorile mamare

Viziunea simplistd a unei tumori drept o enigmd doar a celulelor mutante implicate in
expansiunea clonala evolueaza in prezent intr-o abordare mai holisticd, in care tumorile sunt
considerate structuri asemanatoare unor organe. Evenimentele de deletie geneticd, supraexpresie,
mutatie si translocare duc la transformarea unei celule normale intr-o celuld maligna care va
suferi apoi o proliferare sustinutd. Cu toate acestea, pentru expansiunea si cresterea celulelor
neoplazice este nevoie de a crea 0 microambianta favorabila tumorii, de aceea capacitatea de a
gestiona stroma inconjuratoare devine imperativa [57].

Micromediul tumoral este format dintr-o combinatie de celule tumorale si stromale,
matrice extracelulara (ECM, Extracellular Matrix, eng.) si factori secretati, incadrandu-se astfel
perfect in definitia unui ecosistem. Celulele care compun stroma tumorald sunt fibroblaste
asociate cancerului (CAF, Cancer Associated Fibroblast, eng.), celule endoteliale, pericite,

adipocite si celule implicate in reactiile imune, inclusiv monocite, macrofage, limfocite si celule
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dendritice (DC, Dendritic Cells, eng.) [57]. S-a descris ca celulele stromale, din diferite tumori,
sunt capabile sa sintetizeze ARNm pentru diverse molecule, de exemplu colagenaza, MMP si
proteaze, cum ar fi plasmina, toate responsabile de etapele incipiente ale cresterii tumorii prin
degradarea ECM care este unul dintre mecanismele pe care celulele neoplazice le folosesc pentru
a invada tesutul interstitial [58].

Celulele sistemului imun sunt una dintre cele mai dinamice populatii celulare prezente n
tumori, iar inflamatia cronica a fost propusa drept al saptelea semn distinctiv al cancerului [59].
Regresiile tumorale apdrute spontan in cazul asocierii bolilor autoimune si incidenta mai mare a
tumorilor la pacientii imunosupresati sunt indici ale implicarii sistemului imun in evolutia
tumorii [60]. Multiple studii au aratat ca limfocitele T, macrofagele, killerii naturali, DC care
infiltreaza tumoarea au diverse functii, deseori diametral opuse. Astfel limfocitele T helper 1
CD4+ (Thl), limfocitele T citotoxice CD8+, kKillerii naturali, macrofagele M1 si DC sunt
protectoare. Si invers, limfocitele T reglatorii (Treg, T Regulatory, eng.) FOXP3+ (Forkhead
Box P3, eng.), limfocitele T helper 2 CD4+ (Th2), macrofagele M2, celulele supresoare derivate
din linia mieloida (MDSC, Myeloid-Derived Suppressor Cells, eng.) stimuleaza dezvoltarea
tumorii [61].

Limfocite

Diverse populatii limfocitare inconjoara ariile tumorale, fiind atrase de antigenele
tumorale, iar infiltratele limfocitare pot fi depistate incepand cu leziuni benigne precum atipia
mamara benignd sau hiperplazia ductald benigna [62, 63].

Conteazd nu numai numarul de limfocite ce infiltreaza tumoarea, dar si fenotipul acestora.
Circa 75% din limfocitele ce infiltreaza tumoarea sunt limfocite T. Dintre acestea, limfocitele T
citotoxice CD8+ sunt componente cruciale ale imunitatii celulare antitumorale deoarece ataca
celulele maligne prezentand pe suprafatd antigenele tumorale specifice impreuna cu MHC I si
sintetizeaza IFNy, iar ultimul actioneazd prin intermediul inhibarii ciclului celular, inducerea
apoptozei, angiostazei si a activitatii tumoricide a macrofagelor [63-64]. Astfel, s-au propus 3
etape de interactiune tumoare-sistem imun: 1) eliminare, in care celulele canceroase sunt distruse
de catre killerii naturali, limfocitele T, fara aparitia a careva semne clinice; 2) echilibru, in care
celulele transformate sunt tinute sub control, dar nu sunt eliminate de sistemul imun; si 3)
evadarea de sub controlul sistemului imun, expresia antigenelor canceroase in proportii foarte
mici, crearea unei imunotolerante cu dezvoltarea fulminantd a tumorii [61, 64]. Acest proces a
fost denumit ,,imunoeditare” si poate fi vazut ca un mecanism elegant, dar daunator, de adaptare

naturala si explicad prezenta celulelor imune pasive in apropierea leziunilor canceroase ca o
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reflectare a Incercarii gazdei de a eradica afectiunile maligne, in special etapele sale incipiente
[64].

Killerii naturali servesc ca primd linie de aparare impreuna cu limfocitele T CD8+. S-a
constatat ca ele infiltreaza leziunile mamare intr-o proportie de aproximativ 5% din populatia
totala limfocitara [64]. Un alt fenotip de limfocite ce pot fi depistate in tumori este reprezentat de
limfocitele Treg, inclusiv cele CD4+ FOXP3+. Functia proteinei FOXP3 (sau scurfina) consta in
supresia activitatii factorului nuclear kappa B, ccea ce se soldeaza cu inhibitia limfocitelor T
citotoxice [65]. Celulele Treg secretd IL-4, care sprijina diferentierea monocitelor si
macrofagelor in fenotipul M2 [66]. Prezenta markerului FOXP3+ in tumora a fost asociatd cu un
prognostic nefavorabil. Intr-o analizi a peste 200 de cancere de san, in lotul pacientilor cu tumori
care contineau mai mult de 15 celule FOXP3+ s-a inregistrat o ratd de supravietuire mai mica
[62]. Spre deosebire de Th2, infiltrarea cu limfocite antitumorale de tip Th1l a fost asociata cu un
prognostic mai favorabil in cancerul de colon, ovarian, pulmonar si mamar [60, 67-69]. Celulele
Thl sunt implicate in raspunsul imun celular. Fiind activate, elibereazd IFNy ce stimuleaza
macrofagele, promoveazd procesarea si prezentarea antigenului de catre celulele antigen-
prezentatoare si inhiba angiogeneza [66].

Raspunsul imun initiat de catre limfocitele T poate fi inhibat de MDSC. Acestea reprezinta
o populatie heterogend alcatuitd din precursori ai celulelor mieloide. La indivizii sanatosi,
celulele mieloide imature produse in maduva osoasa se diferentiaza rapid in granulocite mature,
macrofage sau DC. In conditii patologice precum cancerul, diferite boli infectioase, sepsis,
traumatisme, transplant de maduva osoasd sau unele tulburari autoimune, un blocaj partial in
diferentierea celulelor mieloide imature rezulta in extinderea acestei populatii. De remarcat ca
activarea MDSC intr-un context patologic are ca rezultat o supraexpresie a factorilor
imunosupresori precum arginaza si o crestere a productiei de oxid nitric si specii reactive de
oxigen (ROS, Reactive Oxygen Species, eng.) [70].

In cancerul mamar invaziv, cel mai favorabil prognostic este observat in tumorile in care
infiltratul limfocitar constituie peste 50% din totalul celulelor imunocompetente. De asemenea,
s-a demonstrat cd subtipurile luminale nu prezintd rate mari de infiltrare a limfocitelor, iar
subtipurile HER2+ si TNBC sunt foarte imunogene [64]. Unii autori propun chiar de a introduce
o clasificare obligatorie a carcinoamelor mamare in dependenta de rata de infiltrare cu limfocite
(inaltd, intermediard, joasd), care ar permite identificarea pacientilor ce necesita terapii imune

(stimularea limfocitelor T citotoxice, inhibitia limfocitelor T FOXP3+, etc.) [62].
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Macrofage

Macrofagele sunt unele dintre cele mai raspandite celule imune in tumorile mamare (uneori
constituie pand la 40% din masa tumorald), influientdnd semnificativ tesutul neoplazic. Ele
reprezintd atat o prima linie de apdrare, cat si o punte de legaturd dintre raspunsul imun inndscut
si adaptativ. Cu toate acestea, o multime de factori produsi de celulele tumorale si stromale pot
submina functia tumoricidd a macrofagelor. Expunerea la conditii hipoxice, factori de crestere si
citokine imunosupresoare furnizate de ECM ofera macrofagelor asociate tumorilor (TAM,
Tumor Associated Macrophages, eng.) proprietati caracteristice macrofagelor trofice. Aceste
caracteristici faciliteazad cresterea si regenerarea tesuturilor si sunt esentiale dezvoltarii tumorii.
In acest fel, macrofagele din tumorile mamare sunt autorizate din greseald si promoveze
cresterea tumorii si metastazarea [71-73].

In relatie cu tumoarea, macrofagele sunt situate cu predilectic in ariile periferice ale
plajelor tumorale dar spre interior numirul acestora scade semnificativ. In cadrul masei
tumorale, macrofagele, fie solitar, fie in grupuri, sunt determinate de obicei in asociere cu vasele
sangvine unde se considera ca induc neoangiogeneza [72].

In dependenta de microambianta locala, macrofagele se pot diferentia pe 2 cai, capatand un
fenotip specific. Astfel deosebim macrofage:

e M1, activate clasic, care orchestreaza raspunsul imun antitumoral prin producerea de
anioni de superoxid si radicali liberi de azot, citokine imunogene precum IL-1, IL-2, IL-6
si IL-12 Activarea pe cale clasica are loc odata cu expunerea la stimuli proinflamatori cum
ar fi IFNy si TNF-a;

e M2, activate alternativ, ce promoveaza imunosupresia si sustin formarea de vase anormale
in microambianta tumorald, favorizand progresia tumorii. Activarea pe cale alternativa are
loc odatd cu expunerea la citokine antiinflamatorii (IL-4, IL-10, IL-13 si TGF-B),
glucocorticoizi si complexe imune [6, 66, 71-72, 74].

De mentionat cd aceasta clasificare este una conventionald, macrofagele fiind celule
extrem de plastice manifestdnd un spectru larg de stiri de activitate, iar M1 si M2 reprezinta
starilor extremale ale acestora [75].

Initial, se considera ca TAM sunt macrofage de tip M1 deoarece ataca direct celulele
canceroase s1 manifestd actiune antitumorald. Totusi, majoritatea studiilor recente demonstreaza
ca TAM-urile manifesta proprietdti protumorigenice si, deci, sunt macrofage activate alternativ,
de tip M2. Acestea secretd o lista impresionanta de factori de crestere proangiogenici, inclusiv
factorul de crestere epidermal (EGF, Epidermal Growth Factor, eng.), VEGF, factorul de
crestere derivat din trombocite, factorul inhibitor al migratiei celulare, TNF-o, TGF-p, IL-8 si

IL-1B, timidin fosforilaza si chemokinele CCL2 si CXCLS8 [71-73, 76]. In plus, TAM-urile
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recruteaza MDSC care cuprind o populatie diversd de precursori imaturi ai monocitelor,
granulocitelor si DC, precum si Treg [72].

Dovezi emergente sugereaza cd macrofagele M2 derivate din maduva osoasd se pot
transforma in precursori ai celulelor endoteliale limfatice (LECP, Lymphatic Endothelial Cell
Precursor, eng.). LECP-urile derivate din macrofage sunt identificabile in vivo prin vizualizarea
celulelor dublu imunocolorate care coexprima markeri mieloizi (de exemplu, CD68) si proteine
specifice endoteliului limfatic (LYVE-1, PROX1 sau podoplanina) [77].

Toate cele mentionate mai sus fac din macrofage o tintd terapeuticd atractiva si
promitatoare. Interventiile actuale sunt concentrate pe trei strategii: blocarea recrutarii
precursorilor macrofagelor, epuizarea TAM-urilor si a progenitorilor lor, si reprogramarea

functiei macrofagelor in cadrul tumorilor [72].

Mastocite

Mastocitele (MC, Mast Cell, eng.) formeaza o populatie heterogena de celule imune cu
diferente in ultrastructurd, morfologie, continut de mediatori si receptori de suprafata [78].
Acestea sunt distribuite pe larg in toate tesuturile, preponderent in spatiile perivasculare, dermul
pielii, tunicile mucoase ale tractului respirator si ale tractului gastrointestinal, dar sunt si
componente ale micromediului inflamator care moduleaza initierea si dezvoltarea tumorii [79,
80]. MC sunt printre primele celule care infiltreaza tumoarea si livreazd molecule biologic
active, cum ar fi enzime proteolitice, citokine si factori de crestere [80].

MC deriva din celule stem hematopoietice pluripotente CD34+, CD117+, care apar in
maduva osoasa. Ulterior precursorii MC, care incd nu posedd granule specifice, nimeresc in
circulatia sistemica, migreaza in tesuturi si isi finalizeaza diferentierea sub controlul unor
citokine si factori de crestere locali [79, 81-82]. Factorul celulelor stem (SCF, Stem Cell Factor,
eng.) este un factor de crestere care exercitd un efect chemotactic si activator asupra MC. S-a
demonstrat ca celulele tumorale sintetizeazd SCF si alaturi de alte chemokine pot induce
migrarea MC in stroma tumorii [80]. Alte molecule atractante pentru MC sunt proteina
chemotactica a monocitelor-1 (MCP-1, Monocyte Chemoattractant Protein-1, eng.), VEGF-
urile, angiopoietina 1 (Angl), IL-8, CCL2, CXCLI1, CXCLI10 si osteopontina, care, pe langa
recrutarea progenitorilor MC, sunt de asemenea capabile sa induca maturizarea si activarea
acestora [81].

In mai multe tumori solide, cum ar fi cancerul glandei tiroide [83], gastric [84], pancreatic
[85], vezicii urinare [86], de col uterin [87] MC par intotdeauna a fi protumorigenice. in mod
similar, in mai multe tumori hematologice, cum ar fi diferite tipuri de limfom Hodgkin [88] si

non-Hodgkin [89], MC sunt asociate cu un prognostic nefavorabil. In cancerul mamar, datele
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prezentate sunt controversate, unii autori sugerand ca MC au un rol antitumorigen [90] si
determina un prognostic mai favorabil [91]. De exemplu, della Rovere et al. au documentat ca
MC peritumorale pareau sa aiba o activitate citolitica asupra celulelor tumorale [92]. Alte studii
accentueaza asupra angiogenezei induse de MC in cadrul carcinoamelor mamare, deci asupra
rolului protumoral [93].

Localizarea specifica (de exemplu, regiunea peritumorald versus intratumorald) a MC este
un alt aspect important in progresia tumorilor [79]. De exemplu, in tumorile de prostata, o
densitate mare de MC intratumorale a fost legata cu un prognostic favorabil [94], in timp ce MC
peritumorale initiazd proliferarea vasculara indreptata spre interiorul leziunii proliferative si
favorizeaza in timp transformarea maligna [78].

Desi sunt asociate canonic cu reactiile alergice, MC au si alte functii, cele mai importante
pentru biologia cancerului fiind: stimularea angio- si limfangiogenezei tumorale prin secretie de
molecule proangiogene si prolimfangiogene; facilitarea remodeldrii stromale si invaziei prin
enzime proteolitice; suprimarea raspunsurilor imune antitumorale prin stimularea migrarii
celulelor imunosupresoare catre tumoare [79, 80].

La moment sunt cunoscute cel putin doua populatii majore de MC, in baza continutului lor
de proteaze. MC care contin doar triptazd sunt denumite MCT, dar cele care contin triptaza,
chimaza, carboxipeptidaza A si catepsind G sunt denumite MCTC [95]. Aceste enzime, precum si
unele metaloproteinaze (de ex. MMP-9) degradeaza ECM si componentele membranei bazale
favorizand detasarea celulelor canceroase, migrarea si tranzitia de la carcinomul in situ la stadiul
invaziv [79, 81]. Prezintd interes faptul ca nivelul seric al triptazei este de trei ori mai mare la
pacientii cu cancer de san decat la persoanele sanatoase [80]. Triptaza mai este cunoscutd si
drept un factor angiogenic puternic, implicat in neovascularizare si proliferarea celulelor
endoteliale [95]. Kankkunen et al. au observat ca cresterea semnificativa a numarului de MC in
carcinomul mamar fatd de leziunile benigne se datoreazd MC care contin triptazd. Mai mult
decat atat, MC triptaza-pozitive sunt semnificativ mai numeroase in zona de invazie decat in alta
parte a leziunilor maligne [96]. Ribatti et al. au demonstrat ca pacientii cu cancer de san cu
metastaze in nodurile axilare releva un numar mai mare de MC, comparativ cu pacientii fara
metastaze. Totodatd, autorii au demonstrat ca angiogeneza creste in paralel cu numarul de MC
triptaza-pozitive [56].

Pe langa triptaza, MC contribuie la angiogeneza si prin secretia moleculelor angiogenice
clasice, VEGF-A si VEGF-B, iar la limfangiogeneza — prin eliberare de VEGF-C si VEGF-D
[66]. Datorita secretiei de IL-8 si histamind, care actioneaza ca factori chemotactici pentru

celulele imune si ca mitogeni tumorali, pot promova cresterea tumorii [81].
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Activarea MC poate duce la eliberarea a trei clase distincte de molecule bioactive, in
functie de tipul de stimuli si receptori implicati: mediatori preformati (histamina, dopamina,
heparina, triptaza, chimaza) stocati in granule, care sunt eliberati rapid (in cateva secunde pana la
minute); mediatori lipidici sintetizati de novo (prostaglandine si leukotriene) (in cateva minute);
si o varietate de citokine si chemokine (IL-4, -5, -6, IFNy, TNF-q, etc.) care sunt produse in

urma transcriptiei si traducerii lor (ore) [81].

Celule dendritice

Celulele dendritice (DC) fac parte din celulele prezentatoare de antigen (APC, Antigen
Presenting Cell, eng.) specializate in declansarea raspunsurilor imune adaptative prin activarea
celulelor T [97]. Orchestrarea imunitatii eficiente depinde de DC, echipate cu receptori capabili
de a recunoaste antigene, de a integra informatiile si de a initia raspunsurile imune [98]. DC
imature preiau antigenele din tesuturile periferice, le proceseaza si apoi expun moleculele de
antigen pe suprafata membranei sale cu molecule ale MHC clasa I si II. in timpul procesarii
antigenului, DC suferd procesul de maturare, care determind migrarea acesteia in organele de
protectie imund periferice, unde devine o celuld competentd in prezentarea antigenului
limfocitului T [99].

DC infiltreaza stroma majoritatii tipurilor de cancer. Acestea joaca un rol protector prin
exprimarea citokinelor proinflamatorii si prin inducerea activarii limfocitelor T. Pe de alta parte,
tot DC promoveaza imunosupresia prin secretia de citokine antiinflamatorii sau prin exprimarea
moleculelor ce blocheaza checkpoint-urile imunologice, astfel inhiband celulele T [97].

DC obtinute din sangele periferic si nodurile limfatice ale pacientilor cu cancer de san
operabil sunt disfunctionale, cu niveluri scazute de expresie ale MHC clasa II si CD86 si secretie
scazuta de IL-12. Capacitatea DC de a initia raspunsul imun este strict dependentd de gradul de
maturare. DC imature pot induce anergia celulelor T, promoveazd toleranta specifica la
aloantigen si pot genera Treg. Celulele Treg la randul lor expreseaza cantitati mari de CTLA-4
(Cytotoxic T Lymphocyte-Associated Antigen 4, eng.) care blocheaza interactiunea ligandului
CD28 de pe limfocitele T cu receptorul CD80/86 de pe DC, rezultand scaderea activarii DC,
inhibarea productiei de IL-12, oprirea ciclului celulelor T si suprimarea limfocitelor T citotoxice
CD8+. Chen et al. au demonstrat ca si celulele canceroase din glanda mamara umana pot
exprima CTLA-4 si aproape toti markerii de suprafatd suprareglati in DC mature au fost
suprimati dramatic in prezenta celulelor canceroase CTLA-4+. Blocarea CTLA-4 nu numai ca a
recuperat functia de prezentare a antigenului a DC si activarea celulelor T, dar a suprimat si

activitatea biologicd a celulelor canceroase in sine. Astfel, inhibarea maturizarii si functiet DC
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este modalitatea comuna de a evada de sub controlul sistemului imun de catre celulele tumorale,
iar blocarea CTLA-4 ar putea fi o tinta terapeutica promitatoare [100].

DC exprima un sir de proteine, in IHC fiind deseori utilizat markerul S100. Membrii
familiei S100 sunt proteine mici fixatoare de Ca®" acid, care implica un spectru larg de procese
biologice [101]. Este demonstrat ca proteinele S100 au o gama larga de functii intracelulare si
extracelulare si sunt implicate in multiple procese biologice, inclusiv diviziunea celulara,

motilitatea, secretia, sinteza proteinelor si permeabilitatea membranara [102].

Celule mioepiteliale

Celulele mioepiteliale, ca si cele dendritice, expreseaza markerul S100, motiv pentru care
sunt descrise in continuare. Acestea sunt celule contractile din glandele de origine ectodermala,
care contin a-SMA si adera la membrana bazala (BM, basement membrane, eng.) prin
hemidesmozomi. De asemenea sintetizeaza componente ale BM, precum colagen de tip IV,
laminina-1, laminina-5 si fibronectina care contribuie la polarizarea epiteliului si regleaza
cresterea ducturilor. Pierderea genelor responsabile de polaritatea epiteliocitelor, cum ar fi genele
Par3 si LKBI, este asociata cu o evolutie foarte agresiva a cancerului de san si respectiv cu un
prognostic rezervat pentru pacient [103, 104].

Contractia celulelor mioepiteliale este stimulata de oxitocind. Acestea au o forma alungita
si sunt unite intre ele prin jonctiuni de tip gap, formand un strat semi-continuu care inconjoara
celulele epiteliale. Atat stratul de celule mioepiteliale, cat si BM actioneaza ca o bariera naturala
si sunt selectiv permeabile pentru moleculele mici. Datoritd acestei caracteristici structurale,
nutrientii, factorii de crestere si alte molecule trebuie sd treacd mai intai prin BM, apoi prin
celulele mioepiteliale pentru a ajunge in lumenul TDLU. In cazul carcinoamelor, celulele
epiteliale tumorale trebuie sa treaca mai intdi prin stratul de celule mioepiteliale si apoi prin BM
pentru a contacta fizic stroma. Astfel, celulele mioepiteliale formeazad o granitd naturald pentru a
separa celulele epiteliale proliferante de BM si stroma subiacentd. Perturbarea acestui strat
celular duce la eliberarea factorilor de crestere, a factorilor angiogenici si a ROS care provoaca o
alterare a micromediului, ceea ce stimuleaza proliferarea celulelor din jur si creste gradul invaziv
al celulelor tumorale [103].

Celulele mioepiteliale au proprietatea de a se reinnoi si sufera in mod constant atat
proliferare, céat si diferentiere pentru a inlocui celulele mioepiteliale defecte, imbatranite sau
moarte [103]. Cu toate acestea, mioepiteliocitele rar sufera mutatii, iar atunci cand se transforma,
ele genereaza de obicei tumori cu malignitate scazutd. Aceste observatii ar putea deschide
posibilitatea unei viitoare terapii in care s-ar forta celulele canceroase s se diferentieze pe calea

mioepiteliala, astfel credndu-se celule cu malignitate mai scazuta [104, 105].
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Se postuleaza ca tumorile mamare maligne prezinta o crestere dramatica a raportului celule
luminale versus mioepiteliale, iar in multe carcinoame invazive lipsesc in totalitate celulele
mioepiteliale [104]. Un sir de autori au presupus ca celulele mioepiteliale sunt degradate de
supraproducta enzimelor hidrolitice sau sunt eliminate selectiv prin apoptoza [105-107].

Identificarea stratului de celule mioepiteliale este posibild gratie expresiei de cétre acestea
a unui sir de proteine: a-SMA, S-100, h-caldesmona, p63 [43]. Din cauza originii epiteliale, ele
exprima si CK caracteristice pentru stratul bazal al epiteliilor stratificate, cum ar fi CKS5, CK14 si
CK17 [104]. Alte proteine specifice celulelor mioepiteliale includ CD10/CALLA, calponina si

EGFR, insa expresia acestora variaza foarte mult [103].

Fibroblaste

Fibroblastele reprezinta celule cheie stromale prezente atat in tesuturile intacte, cat si in
carcinoamele mamare. In tesuturile neafectate, fibroblastele au un indice de proliferare scazut si
capacitate metabolicd minima, manifestand efect anticanceros, cu rol important in vindecarea
plagilor, reglarea diferentierii epiteliale si a inflamatiei [25, 108]. In contrast, in timpul vindecrii
ranilor si in cancere (cunoscute drept ,,rani care nu se vindeca”), fibroblastele se activeaza, incep
sd prolifereze, secretd cantitdti mai mari de componente ale ECM si dobandesc proprietiti
contractile [108].

Fibroblastele din cancer (cunoscute si sub numele de CAF, fibroblaste reactive, fibroblaste
peritumorale, miofibroblaste, fibroblaste asociate tumorilor) reprezintad celule stromale care le
inconjoard pe cele canceroase si oferd, nu doar un suport mecanic, dar si controleaza proliferarea
si supravietuirea, angiogeneza, metastazarea, imunogenitatea si rezistenta la terapie [109]. Este
esential sa se inteleaga ca CAF-urile apar ca rezultat al raspunsului gazdei la leziunile epiteliale
cauzate de tumora in crestere. Recrutarea initiala a CAF-urilor in leziunile neoplazice in curs de
dezvoltare ar putea reflecta astfel efectul lor initial antitumoral. Cu toate acestea, pe masurd ce
tumora se dezvoltd, acest proces de reparare ar putea, la randul sdu, sa promoveze cresterea
tumorii, deoarece celulele canceroase utilizeaza factorii de crestere secretati de CAF pentru a-si
facilita propria supravietuire si proliferare, iar activitatea protumorigenica a CAF-urilor poate
evolua treptat [110].

CAF sunt sursa principald de colagen din ECM, ele comunica direct cu celulele canceroase
si cu alte celule stromale [109]. Trasatura caracteristica a CAF-urilor este expresia a-SMA, care
este mai pronuntata in fibroblastele din cancere decat in cele din tesuturile normale [108].

Originea CAF-urilor a fost investigata activ si au fost propuse mai multe ipoteze. Una din
ele este ca sunt derivate din fibroblaste rezidente ale caror fenotip a fost modificat de semnalele

aberante provenite de la celulele tumorale vecine [111]. Cu toate acestea, alte linii ,,non-
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fibroblastice” au fost descrise ca surse semnificative de CAF. De exemplu, celulele stem
mezenchimale derivate din maduva osoasda s-au dovedit a fi o sursa importanta de CAF in
cancerul de san. In plus, fibrocitele au fost, de asemenea, sugerate ca o altd sursa de CAF.
Adipocitele contribuie, de asemenea, la pool-ul de CAF in carcinoamele mamare prin
intermediul proteinei WNT3a, derivata din celulele canceroase. [107]. Trebuie insd de mentionat
ca un sir de studii in vivo si in vitro au demonstrat ca insasi celulele maligne pot suferi modificari
precum tranzitia epitelio-mezenchimala si transformari fibroblastice [109]. in baza celor relatate,
putem conchide cad CAF-urile au o origine eterogena.

Imunohistochimic, CAF pot fi detectate datorita expresiei de a-SMA, CD34, tenascina-C,
antigenul neural glial (NG2, Neural Glial Antigen 2, eng.), receptorul o/p al factorului de
crestere derivat din trombocite (PDGFR-A, -B, Platelet-Derived Growth Factor Receptor, eng.),
proteina de activare a fibroblastelor (FAP, Fibroblast Activation Antigen, eng.), CD90 si
podoplanina. In plus, aceste celule expreseazd markeri mezenchimali cum ar fi vimentina,
fibronectina, colagenul de tip I, prolil-4-hidroxilaza si S100A4, dar nu exprima CK, CD31 si
miozina de muschi neted [107-109]. Markerii expresati nu sunt specifici doar CAF-urilor, dar pot
fi exprimati si de o lista intreaga de alte celule. Astfel, cea mai buna metoda de identificare a
CAF-urilor este combinatia dintre aspectul morfologic (celule fusiforme cu extensii
citoplasmatice) si IHC [109].

Datoritd substantelor secretate, printr-0 varietate de mecanisme paracrine, CAF-urile
interactioneazi cu celulele canceroase la toate etapele tumorigenezei. In tumorile mamare,
abundenta de CAF stromale este asociatd cu o agresivitate Tnaltd a tumorii si este un factor
predictiv al recurentei [112]. Totodata, substantele secretate (factori solubili, factori de crestere,
chemokine, componente ale ECM), explica implicarea fibroblastelor in patogenia tumorii.
Astfel, CXCL12 si TGF-B, sintetizate de CAF, induc tranzitia epitelio-mezenchimala,
metastazarea, promoveazd angiogeneza prin recrutarea celulelor progenitoare endoteliale. Mai
mult, CAF-urile care exprimd FAP au activitate imunosupresoare. MMP secretate de CAF
degradeaza si remodeleaza ECM, creand ,,cai” pentru invazia celulelor canceroase [109]. Aceste
date au fost confirmate de Place et al., care au observat ca tumorigenitatea celulelor canceroase a
crescut dramatic dupa inocularea cu fibroblaste [107]. De asemenea, s-a raportat ca CAF-urile
exercitd o presiune fizica prin aderare la celulele tumorale, astfel promovand o invazie colectiva
sau co-migrare a CAF-urilor si a celulelor canceroase. Depletia CAF-urilor in cancerul
pancreatic prin aplicarea unor metode genetice a produs o tumoare mai invaziva cu hipoxie
intratumorala sporita, precum si proportii crescute de celule Treg. Totusi, secretomul CAF ar
putea exercita si functii antitumorale; de exemplu, IL-10, TGF-B, IFNy si IL-6 participd la
recrutarea si polarizarea macrofagelor, limfocitelor NK si limfocitelor T, care promoveaza un
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control imunitar al celulelor canceroase. Astfel, efectul net al secretomului CAF trebuie
considerat ca fiind bimodal si dinamic [110].

Conform opiniilor curente, fibroblastele sunt considerate nu numai un determinant esential
al progresiei tumorale dar si reprezintd o tintd importantd pentru terapia anticanceroasa,
rezistenta la tamoxifen in carcinoamele ER+ fiind, partial, cauzata de CAF [109, 113, 114]. Cele
mai multe abordari terapeutice anticancer conventionale probabil afecteaza si CAF-urile,
deoarece celulele cu o ratd de proliferare ridicatd sunt mai sensibile la agentii ce induc
deteriorarea ADN-ului, impiedicd sinteza ADN/ARN si blocheaza remodelarea citoscheletica
necesard diviziunii celulare. Desi eficienta chimio- si radioterapiei se bazeazd pe premisa ca
celulele canceroase vor avea o sensibilitate sporitd, deoarece sunt mai active din punct de vedere
al proliferarii, impactul neintentionat al unor astfel de interventii terapeutice asupra functiei sau

acumularii CAF este in mare masura necunoscut [110].

Matrice extracelulara

Matricea extracelulard regleaza o varietate de functii biologice att ale celulelor normale,
cat si ale celor tumorale, inclusiv migrarea si aderenta celulara [66]. S-a dedicat mult efort pentru
a determina modul in care componentele celulare ale micromediului tumoral initiaza si
promoveazd dezvoltarea cancerului. Cu toate acestea, studiile recente au evidentiat, de asemenea,
importanta componentei non-celulare a nisei, in special a ECM, in timpul progresiei cancerului.
Desi este vazuta de multi ca o structura stabild care joacd in principal un rol de sustinere in
mentinerea morfologiei tesuturilor, ECM este o parte esentiala a micromediului unei celule, fiind
surprinzdtor de dinamicd si versatild. Prin mecanisme directe sau indirecte, ECM regleaza
aproape tot comportamentul celular si este indispensabild pentru procesele majore de dezvoltare
[115].

ECM este compusa dintr-un sir de componente distincte: colageni, fibronectina, laminine,
glicozaminoglicani si proteoglicani, proteine matricelulare si enzime de remodelare a ECM,
polizaharide, toate cu proprietati fizice si biochimice diferite [115, 116]. Din punct de vedere
structural, aceste componente formeazd atdit BM, care este produsd in comun de celulele
epiteliale si stromale pentru a separa epiteliul de stroma, cat si matricea interstitiald, care este
sintetizata de celulele stromale. BM este formata din colagen de tip IV, laminine, fibronectina si
proteine fixatoare, cum ar fi nidogenul si entactina, care conecteaza colagenul la alte componente
proteice. In schimb, matricea interstitiala este bogati in fibre de colagen, proteoglicani si diverse
glicoproteine, cum ar fi tenascina C si fibronectina si, prin urmare, este foarte incarcata, hidratata

si contribuie mult la rezistenta la tractiune a tesuturilor [115].
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Interesant este ca ECM 1n cancerul mamar se aseamdna mult cu matricea din tesuturile
supuse vindecdrii plagilor sau remodelarii: se atestd o supraproductie de colagen fibrilar,
fibronectina, proteine matricelulare si MMP. Analiza proteomica la modele de soareci arata ca
tumorile cu capacitate metastatici prezinti o compozitie ECM distincta [116]. In tumorile de
glanda mamara se atesta un dezechilibru intre tipurile de fibre de colagen: producere excesiva de
colagen fibrilar tip I, II, III, V si IX, si scadere a continutului de colagenul de tip IV, in principal
datoritd degradarii BM. Astfel, stroma tumorald devine mai rugoasd decat stroma normala: in
cazul cancerului de san, tesutul modificat poate fi de 10 ori mai rigid decat in organul normal
[115, 116].

Rigiditatea stromei are un efect semnificativ asupra semnalizarii biochimice si asupra
comportamentului epiteliocitelor mamare si al celulelor canceroase. Celulele epiteliale neafectate
formeaza structuri acinare polarizate atunci cand sunt crescute in matrice de colagen cu densitate
scazutd si genereaza o retea tubulara organizata ca raspuns la factorul de crestere a hepatocitelor
(HGF, Hepatocyte Growth Factor, eng.). Cu toate acestea, atunci cand aceste celule sunt
crescute in conditii cu densitate Tnaltd a colagenului, ele formeaza grupuri dezorganizate si foarte
proliferative care devin invazive atunci cand sunt tratate cu HGF. In plus, rigiditatea crescuta
promoveaza activarea cdii kinazei in celulele epiteliale mamare si induce proliferarea [116, 117].

Lamininele prezinta un grup de glicoproteine heterotrimerice mari si reprezinta
principalele proteine noncolagenice ale BM. Diferite izoforme de laminind joaca un rol
important in dezvoltarea cancerului de san. Laminina-111 (LM-111) este o componentd
importantd a BM, secretata de miofibroblastele normale ale sanului pentru a mentine polaritatea
epiteliald. Maturarea celulelor epiteliale mamare indusa de prolactina este promovata de LM-111
[118]. In tumorile mamare, expresia LM-111 este adesea pierdut si se asociazi cu modificari ale
polaritatii celulare [119].

Studiile in domeniu au aratat cd ECM este esentiald pentru stabilirea si mentinerea
polaritatii celulelor epiteliale. De exemplu, f1-integrina mentine polaritatea celulelor in diverse
organe, inclusiv glanda mamara. Structura anormald a ECM poate compromite BM ca o bariera
fizicd si promoveaza tranzitia epitelio-mezenchimala, care impreuna pot facilita invazia
tesuturilor de catre celulele canceroase [115].

Enzimele matriceale pot genera cdi cu cea mai micad rezistentd, facilitdnd invazia si
migrarea celulelor canceroase. Mai mult, ele pot afecta direct proprietatile biologice si functia
componentelor ECM prin expunerea site-urilor criptice, eliberand factori de crestere legati de
ECM sau domenii solubile ale proteinelor ECM. Din marea lista de enzime, MMP-2, -3, -9 si -14
joaca un rol important in degradarea ECM. Ele sunt supraexprimate atdt in caz de involutie a

glandei mamare, cat si in cancerul mamar. MMP-2 si MMP-3 sunt enzime de remodelare
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importante ale ECM 1n glanda mamara normala, controland ramificarea in timpul morfogenezei.
In cancer, invazia prin BM este o etapd necesara pentru rispandirea metastaticd, iar MMP-2 si
MMP-9 pot juca un rol important in acest proces prin degradarea colagenului de tip IV [116].
MMP-14 este deosebit de important pentru migrarea colectiva, unde celula de varf a unei mase
multicelulare polarizate produce MMP-14 si degradeaza colagenul interstitial pentru a forma o

cale oportuna pentru migrare, astfel facilitand invazia [120].

1.7. Angiogeneza si limfangiogeneza in carcinoamele mamare
Angio- si limfangiogeneza sunt evenimente-cheie intr-o gama larga de procese normale
(dezvoltarea embrionard, crestere, vindecarea rdnilor) si patologice. Numeroase substante,
denumite factori angiogenici si limfangiogenici, conlucreazad in tandem pentru a facilita cresterea

celulelor endoteliale (EC) si vascularizarea ulterioara [121].

Angiogeneza

Angiogeneza este un factor critic in dezvoltarea tumorilor si a metastazelor in numeroase
tipuri de cancer. Prima dovada clard ca angiogeneza intr-o tumoare umand ar putea prezice
probabilitatea de metastazare a unei tumori solide a fost raportata de catre Srivastava et al. pentru
melanomul cutanat. Autorii au analizat 20 de cazuri de tumori si cele 10 cazuri care au dezvoltat
metastaze au aratat o zona vasculara la baza tumorii care a fost de peste doua ori mai mare decat
cea observata in 10 cazuri fara metastaze [122]. Sporirea angiogenezei este asociata cu scaderea
supravietuirii si la pacientii cu cancer mamar. Prin urmare, o buna intelegere a mecanismelor
angiogenezei ar putea oferi optiuni eficiente de tratament impotriva progresiei cancerului de san,
sporind astfel rata de supravietuirea a pacientilor. Intreruperea initierii si progresiei acestui
proces prin tintirea factorilor angiogeni, cum ar fi VEGF-A, unul dintre cei mai puternici membri
ai familieit VEGF, sau prin tintirea factorilor de transcriptie, cum ar fi HIF, care actioneaza ca
regulatori angiogenici, au fost considerate posibile optiuni de tratament pentru mai multe tipuri
de cancer [121].

In norma, reteaua de capilare de obicei nu prolifereaza, deoarece celulele endoteliale nu se
divid. Nivelurile scazute de O2 declanseazd numeroase raspunsuri transcriptionale, mediate de
factorii de transcriptie HIF. Acestia regleaza expresia mai multor gene responsabile de
stimularea raspunsurilor fiziologice specifice, cum ar fi angiogeneza si diviziunea celulara.
Angiogeneza locala este una dintre principalele adaptari pe termen lung a micromediului tumorii
la niveluri scazute de O2. Ea implica convergenta precursorilor EC care dau nastere plexului
capilar, dezvoltandu-se ulterior vasele de sange [121]. Angiogeneza anormala este, de asemenea,

criticd pentru metastazarea cancerului, inclusiv metastazarea cancerului de san [121, 123, 124].

34



Mai mult, leziunile premaligne induc un raspuns vasoproliferativ puternic cu mult inainte de a
putea fi observat orice semn morfologic de transformare maligna [56].

La debut, tumora nu induce angiogeneza si, cu aport scazut de nutrienti si oxigen, va
ramane limitatd in crestere la aproximativ 1-2 mm in diametru. In aceasta faza incipients, tumora
poate exista intr-o stare latentd, in care apoptoza contrabalanseaza proliferarea celulara, partial
din cauza hipoxiei si, prin urmare, a nutrientilor insuficient disponibili in micromediu. in
consecintd, tumora activeazd un comutator angiogenic si evolueazd ireversibil la o stare
angiogenica activa [121].

Astfel, se incepe cresterea de noi capilare din vasele de sange preexistente, prin inmugurire
(sprouting, eng.) si/ sau prin intususceptie (intussusception, eng.) [125]. Angiogeneza prin
inmugurire cuprinde urmatoarele etape:

1. degradarea BM, pentru a permite eliberarea si detasarea EC, proces mediat de diverse
proteinaze, precum MMP, heparanaze, chimaza si triptaza;

2. migrarea EC 1in tesutul conjunctiv, proces coordonat de celula de varf (tip cell, eng.).
Aceasta extinde numeroase filopodii care servesc drept ghid pentru noua ramura a vasului;

3. formarea unui cordon solid de EC;

4. formarea lumenului prin ajustarea formei si rearanjarea jonctiunilor intercelulare;

5. anastomozarea germenilor tubulari contigui pentru a forma bucle capilare functionale,
paralel cu sinteza noii BM si cu recrutarea pericitelor [125].

Etapele sus-mentionate sunt controlate de membrii familiei VEGF: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D si PIGF (factorul de crestere placentar, Placental Growth Factor, eng.), care
isi mediaza efectele prin interactiunea cu trei receptori tirozin-kinazici: VEGFR-1, VEGFR-2 si
VEGFR-3 [121, 125]. Acesti factori de crestere sunt exprimati si/sau suprareglati in cancerele de
san agresive, iar dintre acesti factori de crestere, expresia diferitor izoforme a VEGF a fost
caracterizatd ca fiind cea mai semnificativa [56, 121, 126]. De asemenea, expresia VEGF
coreleaza cu mutatiile p53, iar combinatia atdt a p5S3 mutant, cat si a nivelurilor ridicate de
VEGEF a fost asociatd cu un prognostic rezervat [56]. Alti factori pro-angiogeni vor fi discutati
mai jos.

Angiogeneza prin intususceptie se referd la procesul prin care un singur vas este Tmpartit
in doua, datorita unui pilon de tesut transluminal care se insereaza in zona de contact a peretilor
opusi ai vasului si are loc in patru faze distincte [125, 127]:

1. contactul celular direct al EC situate vis-a-vis datorita proeminentei peretilor in lumenul
vasului, ceea ce duce la formarea unei punti transluminale interendoteliale;

2. perforarea stratului dublu endotelial si crearea unei punti de tesut care se extinde pe

lumenul 1nvelit de EC;
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3. incadrarea stalpului prin procesele citoplasmatice ale pericitelor de-a lungul portiunilor
laterale ale peretilor capilarului si

4. cresterea stalpului de tesut subtire intr-o plasa intercapilara normala [125].

S-a demonstrat ca inducerea angiogenezei depinde de productia factorilor de crestere pro-
angiogenici de citre celulele tumorale, care afecteaza vasele existente. In timpul acestor procese
strans reglate, un echilibru complex de semnale, intre factorii pro si anti-angiogenici (tabelul 2),
este sustinut strict in micromediu, pentru a dezvolta si stabiliza vasele de sange nou formate
[121].

Tabelul 2. Activatori si inhibitori ai angiogenezei [121]

Factori pro-angiogeni Factori anti-angiogeni
Angiogenina Angiostatina
Ang1l,?2 I[FNa, B
FGF PF4
HGF TSP-1

IL-8 Endostatine
VEGF IL-12
PIGF
Surse
MC, Macrofage Trombocite
CAF ECM
Celulele canceroase Celulele canceroase

Dintre toate celulele stromale, MC joaca un rol esential in angiogeneza si in progresia
tumorii. MC sunt atrase Tn micromediul tumoral de factorul de celule stem secretat de celulele
tumorale, ca apoi sd producd mai multi factori angiogeni, inclusiv VEGF, FGF (Fibroblast
Growth Factor, eng.), IL-8 si TGFB-1, precum si MMP, care promoveaza vascularizarea tumorii
si, respectiv, invazivitatea, aspecte discutate anterior [56].

IL-8 este un membru al familiei IL despre care s-a raportat ca induce sinteza de VEGF in
EC prin activarea receptorilor VEGF. IL-8 are, de asemenea, o influenta directa asupra
angiogenezei prin cresterea proliferdrii si supravietuirii EC, reglarea MMP in anumite linii de EC
si stimularea formarii capilarelor in vitro. Mai mult, s-a observat ca tumorile mamare cu niveluri
inalte de IL-8 sunt mai agresive si invazive [128], facand concentratiile IL-8 o tinta atractiva
pentru tratamentele anti-angiogenice si un potential biomarker de prognostic pentru diferite tipuri
de cancer, inclusiv cel mamar [129].

Trombospondinele (TSP, Thrombospontins, eng.) sunt o familie de glicoproteine fixatoare
de calciu, secretate din granulele a ale trombocitelor si joaca un rol critic In reglarea coagularii,
adeziunii celulare, angiogenezei si inflamatiei. TSP-1 a fost prima proteina care a fost calificata

drept un inhibitor angiogenic natural [121]. Numeroase cercetari indica faptul ca TSP gasite in
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cancerul de san pot functiona ca factori antiangiogeni endogeni puternici, conducand in
consecinta la suprimarea tumorii [130, 131].

Moleculele care vizeazd angiogeneza au fost cercetate pe larg in tratamentul cancerului de
san dar si al altor forme de cancer. Este clar cd inhibarea angiogenezei in tumori ar induce
repausul sau regresia tumorii prin privarea acesteia de oxigen si nutrientii necesari. Prin urmare,
existd o justificare practicd pentru utilizarea terapiilor anti-VEGF (in mod specific) si
antiangiogene (in general) in cancerul de san local si/ sau metastatic, chiar dacd tratamentul
chirurgical este de electie. Cel mai studiat compus este medicamentul Bevacizumab, un anticorp
monoclonal umanizat anti-VEGF. FDA a aprobat Bevacizumab in 2008 pentru tratamentul
cancerului de sain HER2-negativ, metastatic, dupad ce au fost observate rezultate promititoare in
tintirea VEGF in studiile preclinice. Insa, pana acum, studiile au raportat ci o combinatie de
compusi antiangiogenici cu scheme standard de chimioterapie in cancerul de san metastatic a
produs un impact clinic limitat asupra supravietuirii generale. Aceasta poate fi explicat prin
toxicitate sporitd (ceea ce duce la micsorarea dozelor, intreruperea periodica a tratamentului cu
re-vascularizarea tumorii), rezistentd (prin aparitia multiplelor mutatii la nivelul endoteliului
vascular) [121].

Angiogeneza poate fi ,,masuratd” prin stabilirea nivelurilor de VEGF sau a densitatii
microvasculare (MVD, MicroVessel Density, eng.). MVD poate fi calculata prin IHC in baza
celulelor endoteliale CD34-pozitive, ultima fiind o glicoproteind integralda expresata pe
membrana celulara a endoteliocitelor, care formeazd microvase in tesuturile normale si tumori

[122].

Limfangiogeneza

Spre deosebire de angiogeneza, limfangiogeneza a fost un domeniu mai putin studiat in
biologia cancerului, din cauza controverselor anterioare cu privire la faptul daca metastazele se
raspandesc prin limfatice preexistente sau prin cele nou formate [133]. Studiile recente insa arata
ca limfangiogeneza peri- sau intratumorala este un predecesor al metastazelor limfatice in
majoritatea carcinoamelor si melanoamelor [87, 134-136].

Vasele limfatice sunt un component esential al sistemului cardiovascular, fiind
responsabile de homeostazia fluidelor tisulare, recirculatia celulelor sistemului imun (limfocite,
macrofage si DC) si absorbtia lipidelor. Capilarele limfatice au o BM incompleta sau absenta si
nu contin pericite sau celulele musculare netede. In plus, intre LEC jonctiunile stranse si de
aderenta sunt rare, ceea ce face capilarele limfatice foarte permeabile pentru fluidele si proteinele

interstitiale si, de asemenea, faciliteaza migrarea celulelor [133].
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Limfangiogeneza, adicd formarea de noi vase limfatice din vase preexistente poate fi
observata in timpul inflamatiei, regenerarii tesuturilor si cresterii tumorii. S-a demonstrat ca
VEGF-C este esential pentru etapele initiale ale dezvoltarii vaselor limfatice la embrion. VEGF-
C si VEGF-D sunt doi factori majori limfangiogeni produsi de celulele canceroase si celulele
sistemului imun, cum ar fi macrofagele. Acestia determina inmugurirea limfaticelor din LEC sau
precursorii LEC prin legarea cu receptorul lor primar, de mare afinitate, VEGF-R3 sau receptorii
secundari: VEGF-R2, neuropilina 2 si integrina a9/p1 [133].

Pe langa cei mentionati mai sus, multi alti factori de crestere si receptorii acestora, cum ar
fi VEGF-A/ VEGF-R2, FGF 2/ FGFR, PDGF/ PDGF-R, HGF, Angl, 2/ Tie2 si receptorii de
chemokine/chemokine (CCL21/CCR7, CCL12/CCR4) pot, de asemenea, sa stimuleze direct sau
indirect limfangiogeneza in diferite circumstante [133, 137].

Markeri ai endoteliului limfatic sunt LYVE-1, podoplanina si PROX1 [133]. Vasele
limfatice nou formate, spre deosebire de cele preexistente, pot fi identificate prin IHC in tumori
prin combinarea unuia dintre markerii LEC mentionati mai sus, cu un marker de proliferare
celulara, cum ar fi Ki-67 [133]. Densitatea vaselor limfatice (LVD, Lymphatic Vessel Density,
eng.) poate fi evaluata prin numararea directa a vaselor limfatice colorate prin IHC si este, in
prezent, unul dintre cei mai frecvent utilizati parametri pentru caracterizarea limfangiogenezei
[138].

In tumori putem gisi vase limfatice atdt intratumorale, ct si peritumorale, desi initial
acesta era un subiect controversat. Astfel, unii autori stipulau ca limfaticele intratumorale sunt
nefunctionale [139, 140], iar altii in general negau existenta acestora [141]. Totusi, exista dovezi
de activare a LEC in noduri inainte de colonizarea acestora cu celule canceroase, deschizand
calea pentru metastazare. Acest fenomen ar putea sd rezulte dintr-o interactiune complexa a
multor factori de crestere si chemokine din micromediul tumoral care promoveaza
limfangiogeneza, precum si transportul celulelor tumorale catre nodurile limfatice [142]. Pentru
ca celulele tumorale sa se raspandeasca prin intermediul vaselor limfatice la nodurile santinela,
vasele limfatice pareau a fi amorsate de celulele tumorale pentru o invazie si raspandire eficienta.
Prin utilizarea liniilor celulare de cancer de san care produc VEGF-C/D, Karnezis et al. au
demonstrat cd acesti factori de crestere eliberati de celulele tumorale au cauzat o dilatare a
vaselor limfatice colectoare prin cresterea productiei de PGE2 de catre LEC [143].

Glanda mamara este un organ bogat in vase limfatice, vascularizatia limfatica
modificandu-se profund in timpul sarcinii si involutiei post-partum, iar Lyons et al. au sugerat ca
involutia post-partum a glandei mamare este comparabila cu vindecarea ranilor, ambele asociate
cu cresterea activitatii COX-2 in stroma bogatd in macrofage [133, 144]. Datele clinice si

experimentale aratd ca limfangiogeneza este unul dintre multiplele evenimente promovate de
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COX-2 ce insotesc progresia cancerului epitelial. Expresia aberantd a COX-2 promoveaza
initierea, progresia si metastazarea tumorii in majoritatea cancerelor epiteliale, inclusiv cancerul
de san, prin mecanisme multiple: inactivarea celulelor sistemului imun anti-tumorale gazda,
facilitarea migrarii celulelor canceroase, invazivitatea, angiogeneza asociatd tumorilor si
limfangiogeneza asociata tumorii datoritd reglarii pozitive a factorilor limfangiogeni VEGF-C si
VEGF-D in tumori. Expresia crescutd a COX-2 in cancerul de sdn semnaleazad un prognostic
prost, asociat cu o ratd mare de proliferare a celulelor tumorale, grad histologic ridicat, statut
negativ al receptorilor hormonali, expresie ridicatd a p53, amplificare a oncogenei HER-2 si

implicarea nodurilor limfatici axilari [133].
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Design-ul studiului, caracteristica lotului de cercetare

Studiul dat a fost unul retrospectiv bazat pe consultarea buletinelor histopatologice si
evaluarea microscopicd a unui numar de 111 cazuri de carcinoame de glandd mamara. Cazurile
incluse 1n studiu au fost selectate in perioada 2018-2019, in cadrul Spitalului Clinic Judetean de
Urgenta, Serviciul de Anatomie Patologica, Arad, Romania. Fragmentele biopsice au fost
obtinute in urma mastectomiei partiale sau totale de la paciente cu varsta cuprinsa intre 37 si 85
de ani, media de varsta fiind de 67,9+8,6 ani, iar mediana 64 (25-75% IQR 59-73) ani.

Pacientele nu au fost supuse radio- sau chimioterapiei pana la operatie. Toate procedurile
au fost efectuate conform principiilor Declaratiei de la Helsinki. Cercetarea s-a efectuat in cadrul
Catedrei de histologie, citologie si embriologie al USMF , Nicolae Testemitanu” si in cadrul
Departamentului de Morfologie Microscopica/ Histologie, Centrul de Cercetare iIn Angiogeneza

al UMF ,,Victor Babes” din Timisoara, Romania.

2.2. Metoda histologica

Profilul histopatologic s-a realizat pe sectiuni colorate cu hematoxilina si eozina, conform
procedurii standard. Specimenele au fost fixate in solutie de formalind tamponata 10% timp de
48 de ore si, traditional, incluse 1n parafind dupa procedurile de deshidratare si clarifiere.

Ulterior, din fiecare bloc s-au tdiat sectiuni cu grosimea de 4 pum pentru coloratia cu
hematoxilind si eozina (HE). Pentru sectionare a fost folosit microtomul Leica RM2245 (Leica
Biosystems, Newcastle UponTyne, UK). Sectiunile au fost etalate pe lame silanate Surgipath X-
tra Adhesive (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK) si uscate la 37°C timp de 20-30
minute. Aceste lame au servit pentru determinarea tipului histologic a tumorii si evaluarea
gradului de diferentiere (scorul Notthingam). Cazurile au fost examinate de 3 morfopatologi

independenti, iar sectiunile potrivite au fost alese pentru colorarea imunohistochimica.

2.3. Metoda imunohistochimica
In continuare, din fiecare bloc s-au tiiat sectiuni pentru determinarea subtipului molecular.
Apoi, materialul tisular ramas in cadrul fiecarui bloc de parafina a fost utilizat pentru crearea de
blocuri tisulare microarray cu ajutorul TMA Grand Master (3DHISTECH Ltd., Budapest,
Hungary).
Pe scurt, microarray-urile au fost produse prin extragerea de mostre tisulare de forma
cilindrica din mai multe blocuri donoare cu reinsertia ulteriord a acestora intr-un singur bloc

recipient (bloc de parafina fara tesut). Dupa finalizarea procedurii, blocurile create s-au lasat 5-7
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minute la termostat pentru aderarea tesutului la parafind si o sectionare mai usoara fard pierdere
de tesut.

Din cadrul fiecarui bloc s-au extras intre 1-4 fragmente tisulare din regiunile cele mai
reprezentative ale tumorii. Astfel, au fost obtinute 11 blocuri TMA, per total contindnd 211 de

fragmente tisulare (tabelul 3).

Tabelul 3. Repartizarea specimenelor in cadrul blocurilor TMA

Numirul blocului Nr de fragmente tisulare
TMA in fiecare bloc
1-6, 11 19
7,9, 10 20
8 18
Total 211

Din fiecare bloc microarray au fost taiate o serie de sectiuni de 4 um. Pentru sectionare a
fost folosit microtomul Leica RM2245 (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK).
Sectiunile au fost etalate pe lame silanate Surgipath X-tra Adhesive (Leica Biosystems,
Newcastle UponTyne, UK). Lamele au fost uscate la 37°C timp de 20-30 minute.

Tehnica imunohistochimicd a fost realizatd cu ajutorul automatului Leica Bond-Max
(Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK). Demascarea s-a realizat cu ajutorul PT-link, la
97°C timp de 20 min si Bond Epitope Retrieval Solution 1 si 2, solutii cu pH 6 si pH 9 respectiv
(Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK). Pentru blocarea peroxidazei endogene a fost
folosit peroxid de hidrogen de 3%, timp de 5 minute. Aceasta etapa a fost succedata de incubarea
cu anticorpul primar. Anticorpii aplicati au fost:

¢ER, PR, HER2, CK5, EGFR, Ki-67 — pentru a determina subtipul molecular;

¢ CD68 pentru studiul macrofagelor;

¢ S100 pentru a pune in evidenta DC;

e Triptaza mastocitard pentru studiul MC;

¢ D2-40 pentru determinarea vaselor limfatice;

¢ CD34 pentru studiul vaselor sangvine.

Cromogenul utilizat a fost 3,3-diaminobenzidind tetraclorid, timp de 10 minute.
Contracolorarea nucleilor s-a realizat cu hematoxilind Mayer, 5 minute. Sectiunile obtinute au
fost intoduse in alcool absolut pentru 5 minute, uscate si clarifiate in benzen timp de 5 minute.
Montarea s-a realizat in mod automat cu Leica CV5030 (Leica Biosystems, Newcastle
UponTyne, UK) folosind un mediu de montare permanent de tip ENTELLAN si anume Leica
CV Mount (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK).
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Din anumite considerente (material tisular insuficient, dezlipirea sectiunilor de pe lame,
etc.), coloratia imunohistochimicd a fost realizata cu succes pe un numar mai mic de fragmente
tisulare. Ulterior, dintre acestea s-au selectat doar cazurile la care s-a reusit determinarea

profilului molecular prin IHC (tabelul 4).

Tabelul 4. Numairul cazurilor reusite pentru fiecare anticorp

Anticorpi Cazuri reusite | Cazuri la care se cunostea profilul molecular
n (%) 95% ClI
CD68 82 79 (96.3%) 61.44-99.55
CD34 83 80 (96.3%) 62.44-100.55
S100 78 75 (96.1%) 57.44-95.55
D2-40 87 86 (98.8%) 80.14-92.85
Triptaza mastocitara 83 80 (96.3%) 62.44-100.55

Detaliile tehnicii imunohistochimice se regasesc in tabelul 5.

2.4.  Metode de cuantificare

Aprecierea subtipului molecular

Pentru clasificarea specimenelor de carcinoame mamare in functie de profilul molecular, s-
a analizat expresia receptorilor hormonali ER si PR, expresia proteinelor Ki-67, HER2, CKS5 si
EGFR. Pozitivitatea pentru fiecare marker imunohistochimic a fost determinata microscopic de
catre 3 morfopatologi care au revizuit fiecare lama si au atribuit un scor. Ki-67 a fost evaluat
semiautomat.

Receptorii hormonali (ER si PR) au fost evaluati in functie de scorul Allred [47]. Acesta a
fost determinat luand in calcul proportia de celule colorate si de intensitatea coloratiei. Pentru
ambele criterii se acordd un scor (tabelul 6). Ambele scoruri apoi se sumeaza si se obtine un scor
final, care poate avea 8 valori. Scorurile de 0 si 2 sunt considerate negative, iar cele de 3-8 sunt
considerate pozitive. Aceste scoruri ulterior se echivaleaza unui grad:

e “0”—pentru scor Allred 1, 2
e “1”—pentru scor Allred 3, 4
e “2” —pentru scor Allred 5, 6
e “3”—pentru scor Allred 7, 8

Proteina HER2 a fost apreciata conform recomandarilor Societatii Americane de
Oncologie Clinica [145]. Astfel, s-au aplicat urmatoarele criterii:

“0” — nu se determind colorare sau colorare membranara slaba a < 10% din celule;

“+1” — colorare mebranara incompleta, ce abia se percepe in >10% din celulele tumorale;
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“+2” — colorare membranara slaba completd pana la moderatd in >10% din celulele

tumorale;

“+3” — colorare membranara circumferentiala care este completd, intensa si in >10% din

celulele tumorale. Cazurile +2 si +3 au fost considerate HER2+.

Tabelul 5. Anticorpi, dilutii, sistem de detectie, demascare, incubare

Timp
Anticorpi Sursa Clona Dilutie Slstem.de Demascare mcu_bare cu
’ detectie anticorpul
primar
ER 6F11
PR 16
CK5 XM26 20 de
CD 34 Leica Bond QBENd10 .
- . minute ER 2
Triptaza (Leica 10D11
mastocitara Biosystems,
CD68 Newcastle 514H12
UponTyne,
S100 P UKgl oliclonal . Bond rr?i(:ucjjfe .
P Prediluat Polymer 30 de minute
Refine 1 ER 1
Ki-67 MM1 Detection 0 minute
S ER 1
ystem
HER?2 Novocastra CB11
(Leica
Biosystems, 20 de
EGFR Newcastle EGFR.113 minute ER 2
UponTyne,
UK)
Abcam 10 minute
D2-40 (Cambridge, gp36 1:40 ER 1 lora
UK)

Nota: ER 1 = Bond Epitope Retrieval Solution 1, pH6; ER 2 = Bond Epitope Retrieval Solution 2,

pH9

Tabelul 6. Scorul Allred pentru evaluarea expresiei receptorilor pentru ER si PR

Proportia celulelor
pozitive, %

Scor

0

<1l

1-10

11-33

34-66

>67

OB IWIN|FL|O

Intensitatea colorarii Scor
Absenta 0
Slaba 1
Moderata 2
Puternica 3

CKS5 s-a evaluat in corespundere cu sistemul de gradare propus de Azoulay et al. dupa cum

urmeaza [146]:

“0” — nu se determina colorare;
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“+1” — colorare slaba a <10% din celulele tumorale;

“+2” — colorare membranard sau membranara si citoplasmatica in 10-50% din celulele
tumorale;

“+3” — colorare intensa in >50% din celulele tumorale.

Expresia EGFR a fost evaluata conform recomandarilor ghidului Dako, EGFR
PharmDX™ [147]. S-au analizat intensitatea si procentajul celulelor tumorale care au manifestat
coloratie membranara si/sau citoplasmatica. Astfel, s-au acordat urméatoarele scoruri:

“+1” — intensitate slaba;

“+2” — intensitate moderata;

“+3” — colorare puternica.

Tumoarea s-a considerat EGFR negativa dacd coloratie membranara au manifestat mai
putin de 1% din celulele tumorale [147, 148].

Pentru evaluarea markerului Ki-67 s-a aplicat metoda semiautomata propusa de Suciu et al.
[149]. Astfel, s-au numarat nucleele imunomarcate si cele negative din celulele tumorale si s-a

In baza Consensului International de Experti 2017 de la St Gallen, profilul
imunohistochimic al subtipurilor moleculare a fost urmatorul:

ER+ si/ sau PR+, HER2-, Ki-67 < 14% pentru subtipul luminal A;

ER+ si / sau PR+, HER2+ si/ sau Ki-67> 14% pentru luminal B;

ER-, PR-, HER2+ pentru subtipul HER2+.

Specimenele in care a lipsit coloratia pentru ER, PR si HER2 au fost calificate ca subtip

triplu-negativ [151].

Identificarea si cuantificarea elementelor stromale

Toate elementele stromale analizate au fost cuantificate prin metoda hot-spot: zonele cu
cea mai mare densitate a elementelor vizate au fost mai intai detectate prin scanarea sectiunilor la
ob. 10x folosind microscopul Axio Imager A2 (Carl Zeiss, Germany). Ulterior s-au analizat 2-3
campuri consecutive din ariile tumorale si stroma peritumorald, calculandu-se media aritmetica.
Prin stroma peritumorald avem in vedere zona de dupa frontul invaziv si septurile care separa
ariile tumorale. Pozitivitatea pentru fiecare marker imunohistochimic a fost determinata vizual
de catre 3 morfopatologi.

Macrofagele au fost identificate gratie expresiei citoplasmatice a markerului CD68. Am
cuantificat macrofagele in cate 2 campuri consecutive din stroma intratumorald si cea
peritumorala la ob. 20x, ulterior calculand media aritmeticd. De asemenea, s-au analizat

intensitatea coloratiei citoplasmatice si forma celulelor. Am aplicat urméatorul scor:
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,,0” —nu s-a observat nici 0 celula CD68+ in camp;
,»T1” —pana la 25% din celulele CD68+ in camp;

» 127 —25-50% celule CD68+ in camp;

,»T3” —peste 50% de celule CD68+ in campul de vedere.

Mastocitele si celulele dendritice au fost identificate datorita expresiei markerilor
specifici: triptazei si a proteinei S100 respectiv. Am analizat distributia acestora in insula
tumorala si plajele peritumorale prin numararea directd a celulelor din zonele respective. Au fost
analizate cate 3 campuri microscopice, identificate prin metoda hot-spot, pentru fiecare zona, la
ob. 40x. Ulterior, s-a calculat media aritmetica a celor 3 valori. Morfologia celulelor a fost
analizatd din perspectiva formei si a aspectului citoplasmei.

Vasele sangvine au fost depistate datorita expresiei membranare a CD34, marker al
celulelor endoteliale si a progenitorilor celulelor hematopoietice. Astfel, initial am localizat
zonele cele mai vascularizate ale tumorii (CD34it) si din jurul tumorii (CD34pt). Am analizat
cate 3 campuri din regiunile intratumorald si peritumorald la ob. 20x si am numarat vasele
sangvine CD34 pozitive, MVD reprezentand media aritmetica a celor 3 valori.

Vasele limfatice au fost detectate gratie expresiei D2-40 de catre endoteliul limfatic.
Acestea au fost numadrate in cate 3 campuri consecutive din zonele intra- si peritumorala, la ob.

20x, ulterior calculandu-se media aritmetica. Aceasta valoare a reprezentat LVD.

2.5. Analiza statistica

Datele au fost stocate intr-o bazd de date MS Excel 2010, iar ulterior importate si analizate
cu ajutorul programului SPSS (SPSS Statistics 23.0; IBM, Chicago, IL, USA). S-au determinat
media, deviatia standard, mediana, IQR, CI. Am aplicat testul de corelatie al lui Spearman (rs),
iar valorile au fost considerate statistic semnificative in cazul unui p<0,05. Gradul de asociere
dintre variabile a fost descifrat, in baza ultimelor recomandari din domeniu, dupd Lovakov si
Agadullina (2021) dupd cum urmeaza:

e 1s<0.12 - corelatie foarte slaba,

e (.12 <rs<0.24 - corelatie slaba,

e 0.24 <rs<0.41 - corelatie moderata,
e rs>0.41 - corelatie puternica [152].

Variabilele au fost grupate in dependentd de scopul urmarit (de exemplu subtip luminal/
non-luminal, densitate joasa/ inalta, etc.). Valorile numerice ale elementelor stromale, in baza
studiilor din domeniu, au fost grupate folosind mediana drept prag (cut-off) [153-155]. Ulterior,
diferenta dintre doud grupuri de variabile s-a analizat prin aplicarea testului Mann-Whitney U.

Au fost analizate statistic cazurile la care s-a cunoscut profilul molecular.
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3. MODIFICARI CANTITATIVE SI CALITATIVE ALE ELEMENTELOR
STROMALE iN DIVERSE SUBTIPURI MOLECULARE DE CARCINOAME MAMARE

3.1. Profilul histopatologic al tumorilor incluse in studiu
in studiul realizat, majoritatea tumorilor au fost moderat diferentiate (G2) (78 de cazuri). A
fost depistat un singur caz de tumoare cu grad inalt de diferentiere (G1), iar 27 au fost slab
diferentiate (G3). 71.7% din tumori (76 de cazuri) au fost clasificate drept carcinoame ductale
invazive, tip NST. Majoritatea tumorilor G3 (23 din 27/ 85.2%) au fost de tip ductal invaziv
NST. Repartizarea cazurilor conform tipului histologic si gradului de diferentiere a celulelor

tumorale este redata in tabelul 7.

Tabelul 7. Clasificarea histopatologica a tumorilor incluse in studiu

Gradul tumorii Total
Tipul histologic Gl G2 G3 n (%) 95% CI
Carcinom ductal invaziv, tip NST 1 52 23 76 (71.69%) | 0-88.77
Carcinom lobular invaziv - 4 - 4 (3.77%) 0-7.07
Carcinom mucinos - 2 - 2 (1.88%) 0-3.53
Carcinom medular - 8 - 8 (7.54%) 0-14.14
Carcinom papilar intraductal - 1 - 1 (0.94%) 0-1.76
Carcinom in situ: lobular - 2 - 2 (1.88%) 0-3.53
ductal - - 1 1 (0.94%) 0-1.76
Carcinom mixt:
ductal invaziv+lobular invaziv - 5 3 8 (7.54%) 0-8.91
ductal invaziv+medular - 1 - 1 (0.94%) 0-1.76
ductal invaziv+mucinos - 3 - 3 (2.83%) 0-5.30
Total 1 78 27 106
(0.94%) | (73.58%0) (25.47%)

Notda: in tabel sunt redate doar cazurile la care s-a reusit determinarea subtipului molecular.

Carcinoamele de tip ductal invaziv NST au prezentat tumori cu o varietate mare de
pattern-uri histologice (figura 2a, b, 3a). Structural, acestea au fost constituite din grupuri de
celule epiteliale de o forma neregulata sau rotunjitd cu nuclei pleomorfi si cromatina condensata,
mixate cu celule unice si/ sau cordoane de celule tumorale, lipsite de caracteristicile morfologice
ale oricaruia dintre tipurile speciale de carcinom invaziv. Una dintre cele mai frecvente
modificari depistate In stromd a fost prezenta infiltratului limfocitar, avand o intensitate de la
moderata pana la marcata. Printre alte modificari observate se enumera modificari edematoase,
mixoide, elastotice si desmoplazice. Frecvent, am putut observa ingrosarea stomei peritumorale
cu sporirea cantititii de fibre de colagen (figura 3b). In 5 cazuri a fost atestati invazia pielii de
citre celulele neoplazice (figura 4a, b). In tumorile slab diferentiate, s-a observat prezenta

necrozei intratumorale sau fibrozarea acesteia.
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Neoplazmul bine diferentiat (G1) s-a prezentat drept o tumoare cu formare de structuri
tubulare, tubulii si glandele fiind captusite de un singur strat de celule epiteliale ductale
neoplazice cu un grad jos de atipie nucleara. Atipia celulara s-a manifestat printr-o varietate a
inaltimii celulelor epiteliale, acestea fiind de tip columnar, cubic sau scuamos haotic aranjate in
cadrul aceleiasi glande. Atat in lumenul tubulilor neoplazici, cat si in stroma peritumorald am
putut observa calcificate, figuri mitotice am identificat ocazional.

In cazurile in care carcinoamele ductal invazive au fost insotite de alte pattern-uri
structurale (de ex. carcinom lobular invaziv, mucinos, medular) —acestea au fost atribuite la
carcinoame mixte.

Neoplasmele de tip lobular infiltrativ traditional au fost constituite din celule dispuse
liniar, in siraguri de cel mult una sau doud celule (figura 5a, b). Celulele tumorale erau mici,
preponderent uniforme, deseori cu vacuole transcitoplasmatice umplute cu mucina, cu nuclee
rotunjite, adesea excentrice si nucleoli nedetectabili. Ocazional, am putut observa infiltrate
limfocitare peritumorale.

In studiul nostru au fost determinate si 11 cazuri de carcinoame de tip special, unul dintre
care a fost cel mucinos (2 cazuri). Structural, aceste tumori au aveau si o cantitate impunatoare
de mucina extracelulara in care erau dispersate celule epiteliale neoplazice. Paternul arhitectural
al celulelor era destul de variat reprezentat de cordoane, cuiburi alveolare, clustere papilare si
micropapilare sau lamele cribriforme (figura 6). Astfel de structuri combinate cu arii de
carcinom ductal ivaziv au fost identificate doar in 3 cazuri si au fost atribuite la tumori mixte.
Toate carcinoamele de tip mucinos incluse 1n studiu au fost tumori cu grad mediu de diferentiere
celulara G2.

Carcinoamele medulare (8 cazuri) au fost tumori clar circumscrise cu patern difuz de
crestere, microscopic alcatuite din celule neoplazice mari, pleiomorfe cu limite incerte (model
sincitial de crestere)cu numeroase mitoze si nuclei mari avand nucleoli proeminenti.

Stroma peritumorala redusa si infiltrat limfoplasmocitar proeminent (figura 7a), continand
limfocite, eozinofile, bazofile si un numar considerabil de plasmocite. Celulele imune au fost
concentrate preponderent la interfata dintre tumoare si parenchimul neafectat al glandei mamare.
Acestea, de asemenea, inconjurau ducturi si lobuli mai Indepartati, care nu contineau celule
tumorale detectabile. Infiltratul limfoplasmocitar din interiorul tumorii era limitat la stroma

fibrovasculara dintre zonele sincitiale ale celulelor tumorale.
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Figura 4. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Invazia pielii (a — ob. 20x, b — ob. 40x%).
Coloratie HE.
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Figura 5. Carcinom lobular infiltrativ, patern arhitectural liniar (a, b)
(ob. 20x%). Coloratie HE.

7

Figura 7. Carcinom medular (a) si carcinom intraductal papilar (b)

(ob. 10x%). Coloratie HE.
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Carcinomul intraductal papilar s-a depistat intr-un singur caz, fiind format din celulele
neoplazice pe un schelet fin arborizant de tije fibrovasculare (figura 7b). Microscopic, se
caracterizeaza prin proliferarea tubilor angulati, ovali si alungiti cu aranjament dezordonat cu
lumen deschis captusit de un singur strat de epiteliu nesustinut de stratul de celule mioepiteliale
si BM. Nucleele au manifestat grade variate de atipie.

Carcinomul ductal in situ (1 caz) a fost format din clustere de celule neoplazice polimorfe,
care si-au pierdut polaritatea dar au ramas limitate de BM ocupand doar lumenul ducturilor
implicati in proces. Celulele mioepiteliale au fost prezente, dar erau atenuate. Acest fenomen a
fost nsotit de ingrosarea membranei bazale si de formarea unui manson alcatuit din stroma
desmoplazicd. Rareori, In ducturile afectate de DCIS, puteau fi observate ramasite de epiteliu
non-neoplazic normal sau hiperplazic. In jurul regiunilor afectate, am putut observa si infiltrat
inflamator in cantitati variabile (figura 8a, b). Carcinoamele lobulare in situ (2 cazuri) (figura 9)
au prezentat proliferare epiteliald atipica in lobuli, celulele fiind mici, rotunde, cu citoplasma
redusd, slab coezive. Am observat carcinoamele in situ unifocale (daca au implicat o singura
TDLU sau mai multe unitati terminale invecinate fard tesut mamar neafectat intre ele) si

multifocale (daca au implicat mai multe TDLU la distanta).
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Figura 8. Carcinom ductal in situ, infiltrat inflamator periductal (a, b)
(a—ob. 40x, b — ob. 20%). Coloratie HE.
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Figura 9. Carcinom lobular in situ (ob. 20x). Coloratie HE.
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3.2. Profilul molecular al tumorilor incluse in studiu
Cuantificarea ER, PR, HER2, Ki-67 s-a efectuat conform metodei semiautomate dupa
Suciu et al. [149] (figura 10).

3 "’i .:‘-vt_:. ;,..7— -

R S TR et R
Figura 10. Carcinom ductal invaziv, tip NST.
scor +2 (a) si +3 (b) dupi Allred; PR, scor +3 dupa Allred (c¢); Ki-67 (d); HER2, scor +1 (e),

scor +3 (f). Contracolorare cu hematoxilina Lille, ob. 40x.
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Repartizarea cazurilor conform imunoreactivitatii pentru receptorii hormonali si proteina

HER2 poate fi regasita in tabelul 8.

Tabelul 8. Expresia markerilor versus gradul tumorii

ER PR HER2 Total

Gradul poz neg poz neg neg poz n (%) 95%

tumorii Cl

Gl 1 - 1 - 1 - 1 0-
(0.94%) | 434

G2 66 12 60 18 22 56 78 0-
(73.58%) | 40.93

G3 11 16 9 18 12 15 27 0-
(25.47%) | 39.26

Total 78 28 70 36 35 71 106
(73.58%0) | (26.41%) | (66.03%) | (33.96%0) | (33.01%) | (66.98%0)

Nota: in tabel sunt redate doar cazurile la care s-a reusit determinarea subtipului molecular

Cel mai frecvent subtip molecular stabilit in urma coloratiei imunohistochimice a fost cel
luminal B/ HER2+ (figura 11). Cele mai multe tumori de acest subtip molecular au fost
carcinoame ductale invazive (36 de cazuri), 7 cazuri au fost carcinoame de tip medular, 1 caz —

papilar, 1 caz — DCIS, celelalte — de tip mixt.

60

Frecventa

luminal & luminal BHER2+ luminal BHER2- triplu-neg

Subtip molecular

Figura 11. Distributia cazurilor conform clasificarii moleculare, %

11 din 12 tumori TNBC au fost carcinoame ductale invazive, ceea ce reprezinta 2/3 din
cazuri (8 din 12) toate fiind slab diferentiate. Dintre neoplasmele HER2+, intr-un singur caz am
identificat tumoare medulara, celelalte sunt ductal invazive, de tip NST. 8 din 16 cazuri de
tumori HER2+ au fost slab diferentiate. Tumorile de tip luminal A au inclus unicul caz de

tumoare bine diferentiata G1, iar 14 cazuri din 19 au fost moderat diferentiate. Carcinoamele
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lobulare infiltrative au fost fie de tip luminal A (1 caz), fie de tip luminal B/ HER2+ (3 cazuri).

Repartizarea cazurilor conform subtipului molecular versus varsta pacientelor este redata in

tabelul 9. In tabelul 10 putem analiza distributia subtipurilor moleculare in raport cu tipul

histopatologic al tumorii.

Tabelul 9. Profilul molecular al tumorilor versus varsta pacientelor

Subtipuri moleculare

luminal A luminal B/ luminal HER2+ TNBC
HER2+ B/ HER2-
Virsta, media 69.2 65.9 66.5 60.6 63.2
ani Dev. std. 10.3 9.9 6.2 52 51
mediana 73 64 66 62 63.5
25-75% IQR 63-76 58-74 60.8-72.8 57.5-64 59.3-65

Nota: TNBC — carcinom mamar triplu-negativ, Dev. std. — deviatia standard

Tabelul 10. Profilul molecular al tumorilor versus tipul histopatologic al umorii
Subtipuri moleculare

luminal A luminal B/ | luminal HER2+ TNBC | Total
HER2+ B/ HER2-
Carcinom ductal 11 36 3 15 11 76
invaziv, tip NST, n (%) (57.90%) (65.45%) (75,0%) | (93.75%) | (91.67%)
Carcinom lobular invaziv, 1 3 - - - 4
n (%) (5.26%) (5.45%)
Carcinom mucinos, 1 - 1 - - 2
n (%) (5.26%) (25.0%)
Carcinom medular, n (%) - 7 - 1 - 8
(12.72%) (6.25%)
Carcinom papilar - 1 - - - 1
intraductal, n (%) (1.81%)
Carcinom | lobular, n (%) - 2 - - - 2
in situ: (3.63%)
ductal, n (%) - 1 - - - 1
(1.81%)
Carcinom mixt, n (%) 6 5 - - 1 12
(31.57%) (9.09%) (8.33%)
Total 19 55 4 16 12 106

Nota: in tabel sunt redate doar cazurile la care s-a reusit determinarea subtipului molecular.
N — numarul de cazuri, Dev. std. — deviatia standard
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3.3. Macrofage CD68 pozitive in carcinoamele mamare

Markerul CD68 a manifestat expresie citoplasmatica in macrofage. Celulele tumorale nu
au exprimat CDG68.

Densitatea macrofagelor a fost evaluata separat in stroma peritumorala si intratumorala. In
conformitate cu procentajul celulelor CD68+ cu o morfologie caracteristica monocitelor/
macrofagelor (citoplasma abundentd, nucleu de marime medie, forma ovald sau in forma de bob,
cu nucleol proeminent, cromatind find) s-a acordat un scor, variind in limitele de la 0 (macrofage
absente) pana la +3 (densitate sporitd, macrofagele ocupand >50% din campul de vedere).

Macrofagele, colorate brun, au prezentat aspecte variate din punct de vedere morfologic. In
unele specimene au aparut drept celule mici si rotunjite, cu putine sau fard extensii
citoplasmatice. Citoplasma a fost uniform coloratd, moderat sau intens (figura 12a). Totodata au
fost puse in evidenta si macrofage cu aspect ameboid, cu numeroase extensii citoplasmatice pe
suprafata celulara (figura 12b). Un alt grup de macrofage s-a caracterizat printr-o puternica
granulatie citoplasmatica (figura 13a, b). Pe langa cele mentionate, au fost prezente si macrofage
fusiforme, unele multinucleate care au fost caracterizate printr-un corp celular alungit cu
prelungiri citoplasmatice la polurile opuse (figura 13c, d).

Din punct de vedere topografic, in toate sectiunile au fost determinate atdt macrofage
CD68 pozitive intratumorale (figura 14a), cat si peritumorale (figura 14b). Ultimele au fost
concentrate in jurul celulelor tumorale (figura 15a), perivascular (figura 15b, 16) si/ sau in zonele
de invazie (figura 15c, d). Date comparative privind distributia celuleor CD68+ sunt prezentate

in tabelul 11.
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Figura 12. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Diverse aspecte ale macrofagelor: (a)
punctiforme, (b) stelate (a - ob. 20%, b - ob. 40x). Imunoreactie pentru CD68, DAB.
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Figura 13. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Diverse aspecte ale macrofagelor CD68

pozitive: (a, b) granulare, (c, d) fusiforme (a-c ob. 40%, d - ob. 20x%).
Imunoreactie pentru CD68, DAB.
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Figura 14. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Macrofage localizate (a) intratumoral si

8
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(b) in infiltratul inflamator peritumoral (ob. 40x).
Imunoreactie pentru CD68, DAB.
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(a, d - ob. 20%, b - ob. 40x, ¢ - ob. 10x). Imunoreactie pentru CD68, DAB.
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Figura 16. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Multiple macrofage perivasculare si

peritumorale (ob. 40x). Imunoreactie pentru CD68, DAB.
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ge CD68+, (a) scor +1 si (b) +2
(ob. 20x). Imunoreactie pentru CD68, DAB.

Tabelul 11. Expresia CD68 in regiunile intra- si peritumorale

CD68it CD68pt
Media 1.53 1.54
Dev. std. 0.75 0.81
Mediana 15 1
25-75% IQR 1-2 1-2

Noti:. CD68it — celule CD68+ intratumorale, CD68pt — celule CD68+ peritumorale, Dev. std. — deviatia
standard

In majoritatea tumorilor, atat CD68it cat si CD68pt au prezentat o densitate joasd, cu scor
+1 (adicd pana la 25% din campul de vedere) (figura 17a) in 38 (48.1%) si scor <1 in 43 de
cazuri (54.5%). Scorul +2 a fost frecvent acordat tumorilor de tip luminal (figura 17b).
Macrofagele CD68+ peri- si intratumorale au fost practic egal distribuite in tumorile de tip
luminal B/ HER2+ si cele TNBC. Cea mai inalta densitate a macrofagelor CD68it a fost
inregistratd in tumorile TNBC, iar a CD68pt — in tumorile HER2+. De remarcat ca, 10 din cele
14 tumori in care s-a acordat scorul +3 pentru CD68pt, au expresat proteina HER2. De
asemenea, 5 din 8 tumori in care s-a acordat scorul +3 pentru CDG68it, au expresat proteina
HER2.

Cel mai mare decalaj dintre macrofagele intra- si peritumorale s-a inregistrat in tumorile
HER2+. Distributia macrofagelor intra- si peritumorale nu a prezentat diferente in tumorile G2;

macrofagele intratumorale au prevalat usor asupra celor peritumorale in tumorile G3 (figura 18).
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Figura 18. Densitatea macrofagelor CD68+ in dependenti de: (a) subtipul molecular si (b)

gradul de diferentiere a tumorii.

Analiza statisticd a aratat corelatii inverse, semnificative statistic dintre CD68pt si
receptorii hormonali ER (rs=-0.316, p=0.005) si PR (rs=-0.280, p=0.012). De asemenea, CD68pt
a corelat cu subtipul molecular al tumorii (rs=0.267, p=0.017). CD68it au fost influentate de

gradul tumorii (rs=0.233, p=0.039) (tabelul 12).

Ulterior, cazurile au fost grupate in 2 categorii: luminale si non-luminale. Pentru a compara

CD68pt si CD68it in subtipurile luminale versus non-luminale, am efectuat testul Mann-Whitney

U (tabelul 13). Datele obtinute au confirmat influenta expresiei receptorilor hormonali asupra

dinamicii CD68pt (U=265, p=0.0002).
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Tabelul 12. Corelatii statistice dintre macrofage CD68 pozitive, varsta pacientelor, gradul
de diferentiere al tumorii, expresia ER, PR, HER2 si subtipul molecular al tumorii

Virsta Grad ER PR HER2 | Subtip | CD68it | CD68pt
Varsta |rs ,037 ,183 -,184 | -348 | -228 ,096 ,046
p , 745 ,106 ,104 ,002 ,044 402 ,687
n 79 79 79 79 79 79 79
Grad rs ,037 -,152 -,409 | -,262 ,333 ,233 ,097
p , 745 ,182 ,000 ,020 ,003 ,039 ,394
n 79 79 79 79 79 79 79
ER rs ,183 -,152 ,555 121 -,633 ,038 -,316
p ,106 ,182 ,000 ,287 ,000 ,739 ,005
n 79 79 79 79 79 79 79
PR rs -,184 -,409 ,555 244 -,622 -,070 -,280
p ,104 ,000 ,000 ,030 ,000 ,538 ,012
n 79 79 79 79 79 79 79
HER2 |rs -,348 -,262 121 244 ,152 -,194 -,061
p ,002 ,020 287 ,030 ,181 ,086 593
n 79 79 79 79 79 79 79
Subtip |rs -,228 ,333 -,633 -,622 ,152 -,095 ,267
p ,044 ,003 ,000 ,000 ,181 ,405 ,017
n 79 79 79 79 79 79 79
CD68it |rs ,096 233 ,038 -070 | -194 | -,095 ,149
p 402 ,039 ,739 ,538 ,086 ,405 ,191
n 79 79 79 79 79 79 79
CD68pt |rs ,046 ,097 -,316 -,280 | -,061 ,267 ,149
p ,687 ,394 ,005 ,012 ,593 ,017 ,191
n 79 79 79 79 79 79 79

Nota: virsta — vdrsta pacientelor, grad — gradul de diferentiere al tumorii, subtip — subtipul molecular al
tumorii, CD68it — celule CD68+ intratumorale, CD68pt — celule CD68+ peritumorale, rs — coeficientul
de corelatie al lui Spearman, n — numdrul de cazuri analizate. Rezultatele semnificative statistic au fost
marcate prin bold

Tabelul 13. CD68pt si CD68it in carcinoamele mamare luminale versus non-luminale

CD68it CD68pt
Mann-Whitney U 562,000 265,000
Wilcoxon W 2392,000 2095,000
Z -,096 -3,699
p ,924 ,0002

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a
cuprins tumorile HER2+ si cele triplu-negative; CD68it — celule CD68+ intratumorale, CD68pt — celule
CD68+ peritumorale
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3.4. Mastocite triptaza pozitive in carcinoamele mamare

Reactia pozitivda pentru triptazd a fost localizatd la nivel citoplasmatic, coloratia
imunohistochimica fiind realizatd cu succes in 83 de cazuri, dar pentru 3 dintre acestea nu a fost
posibila determinarea subtipului molecular.

Microscopic, MC au fost caracterizate drept celule de dimensiuni mari, de o forma ovoida,
nucleu rotund, deseori invizibil din cauza continutului inalt de granule cu mediatori in
citoplasma. Astfel de MC aveau o citoplasma intunecatd, intens coloratd si au fost clasificate
drept granulate (figura 27a, b). In schimb, in cazul MC degranulate, mai numite si activate,
nucleul a fost vizibil, citoplasma s-a colorat mai slab, iar granulele au putut fi observate in ECM
(figura 284, b).
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Figura 27. Carcinom ductal invaziv de tip NST, mastocite granulate (a, b - ob. 40x%).

Imunoreactie pentru triptaza, DAB.
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Figura 28. Carcinom lobular infiltrativ, mastocite degranulate, aranjate liniar (a - ob.

40%, b - ob. 100x). Imunoreactie pentru triptazi, DAB.
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Din punct de vedere topografic, MC au fost localizate in locuri diferite, iar numarul
acestora a variat mult. Astfel, in unele cazuri putea fi gasit un singur mastocit, solitar, ,,furisat”
printre celulele maligne; in altele — grupuri numeroase continand pand la 65 de celule. MC
solitare au fost mai frecvent cele intratumorale (MCit). Aranjamentul MC a variat in functie de
tipul histologic. In carcinoamele ductal invazive, acestea erau distribuite difuz printre celulele
neoplazice (figura 29a-d). in cazul carcinoamelor lobular infiltrative, MC intratumorale erau
aranjate liniar de-a lungul cordoanelor de celule tumorale (figura 28a, b).

MC din stroma peritumorala aveau tendinta de ,,a delimita” insulele de celule tumorale
(figura 30, 31a, b), situdndu-se la interfata dintre aria tumorala si stroma conjuctiva peritumorala.
Frecvent am putut observa MC peritumorale in jurul vaselor sangvine (figura 32a, b) sau in
cadrul infiltratului inflamator. Ultimul a servit pentru control negativ intern, limfocitele fiind
negative pentru triptaza (figura 33). In cazul MCpt s-au inregistrat si cele mai inalte valori

numerice (figura 34).
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Figura 29. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a-c) Mastocite intratumorale distribuite
haotic printre celulele tumorale. (d) Cresterea numérului de mastocite odata cu apropierea

de aria de invazie (ob. 40%). Imunoreactie pentru triptazi, DAB.
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Figura 30. Carcinom medular. Mastocite peritumorale (ob. 20x).

Imunoreactie pentru triptaza mastocitara, DAB.

Imunoreactie pentru triptaza mastocitara, DAB.
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Figura 32. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a, b) Mastocite solitare in vecinitatea

vaselor sangvine (sageata) (ob. 40x). Imunoreactie pentru triptaza, DAB.
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Figura 33. Carcinom ductal invaziv de tip NST. Control negativ intern al imunoreactiei
pentru triptaza prin reactie absenti la nivelul limfocitelor (ob. 40x).

Imunoreactie pentru triptaza, DAB.
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Figura 34. Maximele numerice pentru MCit si MCpt in dependenta de: (a) subtipul

molecular si (b) gradul de diferentiere a tumorii.

Pentru o mai buna apreciere a infiltrarii cu MC, datele au fost ulterior dihotomizate. Astfel,
cazurile au fost divizate in 2 grupuri: cu o densitate inaltd a MC si cu o densitate scdzuta, drept
prag (cut-off) servind mediana. Pentru MCit, media si eroarea standard au fost 3.54+0.61, cu
mediana 1.3 (25-75% IQR 0.3-3.9). in cazul MCpt — media si eroarea standard au constituit
12.26+1.39, iar mediana — 9.0 (25-75% IQR 3.3-15.9). 41 de cazuri (51.2%) au avut o densitate
scazutd a MC intratumorale (<1.3). La fel, 41 de tumori (51.2%) au avut o densitate scazutd a

MC peritumorale (<9.0) (tabelul 14). Dintre toate cazurile, 29 de tumori (36.2%) au avut o
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densitate joasa atat a MCit cat si a MCpt. 17 dintre ele au apartinut grupului luminal. O densitate
inaltd atat a MCit cat si a MCpt a fost Tnregistrata in 27 de tumori (33.8%), majoritatea dintre ele

fiind de tip luminal (23 de tumori).

Tabelul 14. Repartizarea tumorilor luminale si non-luminale in raport cu densitatea MC

Grup luminal | Grup non-luminal Total
n (%) n (%) n 95% CI
MCit densitate scazuta (<1.3) 34 5 39 0-203.75
densitate inalta (>1.3) 26 15 41 0-90.38
MCpt densitate scazuta (<9.0) 32 7 39 0-178.32
densitate Tnaltd (>9.0) 28 13 41 0-115.79

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a
cuprins tumorile HER2+ si cele triplu-negative; MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt —
mastocite triptaza+ peritumorale, n — numdrul de cazuri

Studiul cazurilor conform subtipului molecular a ardtat ca cele mai inalte densitati, atat
pentru MCit cat si pentru MCpt, s-au Inregistrat in cadrul subtipului luminal B/ HER2+, aceste
tumori fiind moderat diferentiate. Cele mai mici densitati s-au inregistrat in tumorile G3,
subtipurile HER2+ si cele TNBC, adica non-luminale. In toate subtipurile moleculare, MCpt au

fost mai numeroase decat MCit (figura 35).

M mcTit
B rcTpt

20,07

Media

Iuminal A luminal B/ luminal B/ HERZ2+ triplu negativ
HER2+ HERZ2-

Subtipul molecular

Figura 35. Distributia MCpt si MCit conform subtipului molecular al tumorii.

Analizand fiecare subtip molecular in parte, au fost depistate mai multe corelatii
semnificative statistic dintre populatiile de MC intra- si peritumorale, precum si cu receptorii
hormonali ER si PR. Astfel, in subtipul luminal A, MC intratumorale au fost influentate de
expresia PR (rs=-0.703, p=0.005). In subtipul molecular luminal B, MC intratumorale au fost
dependente de ER (rs=0.350, p=0.017), pe cand cele peritumorale au corelat cu ambii receptori

hormonali (rs=0.322, p=0.029 pentru ER si rs=0.308, p=0.037 pentru PR). In acest subtip
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molecular, precum si in cel triplu-negativ, densitatea celor doud categorii de MC a fost
interdependenta (rs=0.590, p=0.00001 si rs=0.687, p=0.002, respectiv) (tabelul 15).

Ulterior, am verificat daca exista corelatii semnificative statistic in cadrul tumorilor slab
diferentiate si moderat diferentiate. In tumorile G2, MC au corelat cu expresia receptorilor
hormonali. Expresia ER a influentat MCit (rs=0.309, p=0.015) precum si MCpt (rs=0.346,
p=0.006). Expresia PR a influentat doar densitatea MCpt (rs=0.357, p=0.005). Mai mult decat
atat, densitatea MCit a fost dependentd de densitatea MCpt (r=0.493, p=0.00005). Ambele
populatii de MC au fost dependente de varsta pacientelor (rs= -0.259, p=0.044 pentru MCit si rs=
-0.281, p=0.028 pentru MCpt) (tabelul 16).

Tabelul 15. Corelatiile semnificative statistic stabilite intre receptorii hormonali si

mastocite
Subtipul luminal A Subtipul luminal B TNBC
MCit si PR MCit si MCpt (rs=0.590, p=0.00001) MCit si MCpt

MCpt si ER (rs=0.322, p=0.029)

(rs=-0.703, p=0.005) (rs=0.687, p=0.002)

MCpt si PR (rs=0.308, p=0.037)
MCit si ER (rs=0.350, p=0.017)

Nota: rs — coeficientul de corelatie al lui Spearman, MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt —
mastocite triptaza+ peritumorale. Valorile au fost considerate semnificative statistic la un p<0.05

in grupul tumorilor slab diferentiate MCit au corelat cu expresia ambilor receptori
hormonali (ER: rs=0.626, p=0.005 si PR: rs=0.561, p=0.015). MCpt au fost influentate doar de
ER (rs=0.497, p=0.036). MC din zona peritumorala si cele intratumorale s-au influentat reciproc
(rs=0.689, p=0.002) (tabelul 17).

Analiza statistica a cazurilor per total a confirmat corelatiile stabilite in cadrul subtipurilor
moleculare. MCit au corelat semnificativ statistic cu expresia ER (rs=0.393, p=0.0003) si PR
(rs=0.236, p=0.035). Similar, MCpt au fost dependente atat de ER (rs=0.378, p=0.001) cat si de
PR (rs=0.383, p=0.0004). in toate subtipurile moleculare incluse in studiul dat, MC peri— si
intratumorale au fost dependente unele de altele (rs=0.445, p=0.000003) (tabelul 18).

In continuare, am grupat cazurile conform subtipului molecular in luminale si non-
luminale. Pentru a compara MC din grupurile luminale si non-luminale am aplicat testul Mann-
Whitney U. Acesta a confirmat influenta expresiei receptorilor hormonali asupra dinamicii atat a
MC intra— (U= 390.5, p=0.019) cat si a celor din zonele peritumorale (U=361.0, p=0.008)
(tabelul 19).
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Tabelul 16. Corelatii statistice pentru tumorile moderat diferentiate (G2)

Virsta ER PR HER2 | MCit MCpt
Varsta |Is ,089 -,300 | -,403 -,259 -,281
p ,495 ,019 ,001 ,044 ,028
n 61 61 61 61 61
ER rs ,089 ,925 -,022 ,309 ,346
p ,495 ,000 ,867 ,015 ,006
n 61 61 61 61 61
PR rs -,300 925 ,151 178 357
p ,019 ,000 ,246 ,170 ,005
n 61 61 61 61 61
HER2 |rs -,403 -,022 ,151 ,037 ,013
p ,001 ,867 ,246 (76 ,920
n 61 61 61 61 61
MCit rs -,259 ,309 ,178 ,037 ,493
p ,044 ,015 ,170 (76 ,00005
n 61 61 61 61 61
MCpt rs -,281 ,346 ,357 ,013 493
p ,028 ,006 ,005 ,920 ,000
n 61 61 61 61 61

Nota: varsta — varsta pacientelor, MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt — mastocite triptaza+
peritumorale, rs — coeficientul de corelatie al lui Spearman, n — numdarul de cazuri analizate. Rezultatele
semnificative statistic au fost marcate prin bold

Tabelul 17. Corelatii statistice pentru tumorile slab diferentiate (G3)

Virsta ER PR HER2 | MCit MCpt
Varsta |rIs ,459 ,605 ,050 ,185 ,325
p ,055 ,008 ,842 ,464 ,188
n 18 18 18 18 18
ER rs ,459 ,829 ,354 ,626 497
p ,055 ,000 ,150 ,005 ,036
n 18 18 18 18 18
PR rs ,605 ,829 ,126 ,561 ,455
p ,008 ,000 ,619 ,015 ,058
n 18 18 18 18 18
HER?2 rs ,050 ,354 ,126 ,181 ,266
p ,842 ,150 ,619 473 ,285
n 18 18 18 18 18
MCit rs ,185 ,626 ,561 ,181 ,689
p ,464 ,005 ,015 4T3 ,002
n 18 18 18 18 18
MCpt rs ,325 497 ,455 ,266 ,689
p ,188 ,036 ,058 ,285 ,002
n 18 18 18 18 18

Nota: vdrsta — varsta pacientelor, MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt — mastocite triptaza+
peritumorale, rs — coeficientul de corelatie al lui Spearman, n — numarul de cazuri analizate. Rezultatele
semnificative statistic au fost marcate prin bold
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Tabelul 18. Corelatiile statistice obtinute in urma analizei cazurilor per total

Virsta Grad ER PR HER2 | MCit MCpt
Varsta |Is ,069 172 -,182 | -,328 -,162 -,218
p 942 127 ,105 ,003 ,151 ,052
n 80 80 80 80 80 80
Grad rs ,069 -,160 -411 | -,206 -,075 -,088
p 542 ,157 ,000 ,067 ,506 ,440
n 80 80 80 80 80 80
ER rs 172 -,160 576 ,109 ,393 ,378
p 127 ,157 ,000 ,335 ,0003 ,001
n 80 80 80 80 80 80
PR rs -,182 -,411 976 218 ,236 ,383
p ,105 ,000 ,000 ,052 ,035 ,0004
n 80 80 80 80 80 80
HER?2 rs -,328 -,206 ,109 218 ,044 ,106
p ,003 ,067 ,335 ,052 ,701 ,349
n 80 80 80 80 80 80
MCit rs -,162 -,075 ,393 ,236 ,044 495
p ,151 ,506 ,000 ,035 ,701 ,000003
n 80 80 80 80 80 80
MCpt rs -,218 -,088 ,378 ,383 ,106 ,495
p ,052 ,440 ,001 ,000 ,349 | ,000003
n 80 80 80 80 80 80

Nota: varsta — varsta pacientelor, MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt — mastocite triptaza+
peritumorale, rs — coeficientul de corelatie al lui Spearman, n — numarul de cazuri analizate. Rezultatele
semnificative statistic au fost marcate prin bold

Tabelul 19. Rezultatele testului Mann-Whitney U la compararea MC in grupurile luminal si

non-luminal de carcinoame mamare

MCit MCpt
Mann-Whitney U 390,500 361,000
Wilcoxon W 600,500 571,000
Z -2,340 -2,657
p ,019 ,008

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a
cuprins tumorile HER2+ si cele triplu-negative. MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt —

mastocite triptaza+ peritumorale
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3.5. Celule dendritice S100 pozitive in carcinoamele mamare

Markerul S100 a avut o expresie citoplasmaticd si nuclearda si a fost folosit pentru

identificarea DC. In tesutul mamar normal adiacent tumorii, proteina S100 a fost expresati intr-0
nervi. Acestea au fost folosite pentru

varietate de structuri: celule mioepiteliale, adipocite,

controlul pozitiv intern (figura 19a-f).

4

Figura 19. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a - d) Celule Schwann, adipocite (sigeata)
si (e, ) mioepiteliocite S100+, control pozitiv intern (a-e ob. 40x, f - ob. 100x).

Imunoreactie pentru S100, DAB.
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Celulele S100 pozitive au fost prezente in majoritatea cazurilor (71 de tumori din 75,
94,6%), dar au fost variate din punct de vedere morfologic, ceea ce ne-a permis sa le grupam in
cateva categorii. Astfel, primul grup a fost constituit din celule S100 pozitive ce au prezentat o
morfologie tipica DC. Acestea au fost de dimensiuni medii, cu o citoplasma colorata uniform,
intensitatea coloratiei variind de la slaba pana la puternicd. De la corpul celular porneau
numeroase extensii citoplasmatice subtiri si lungi, deseori ramificate. in cazul localizarii in
zonele intratumorale aceste extensii citoplasmatice interdigitau celulele tumorale (figura 20, 21a,
b). Astfel de celule au putut fi observate si in cadrul infiltratului inflamator peritumoral, dar si in
zonele de invazie a pielii.

Un alt grup de celule S100 pozitive a manifestat caracteristici similare celor descrise mai
sus, cu unele diferente. Aceste celule aveau de asemenea o forma stelatd, insa erau de dimensiuni
mai mari cu citoplasma intens colorata, iar procesele citoplasmatice erau groase si scurte. Astfel
de DC erau localizate 1n regiunile peritumorale, in componenta infiltratului inflamator. Acest
aspect a fost caracteristic si DC din cadrul catorva noduri limfatici analizati pentru comparatie
(figura 21c, d).

Al treilea fenotip de celule S100 pozitive a fost complet diferit fatd de cele descrise
anterior, fiind constituit din celule mici, punctiforme, cu o citoplasma intens colorata, lipsite de
citoplasmatice. Astfel de celule au putut fi observate atat in plajele tumorale, cét si in zonele din

vecinatatea tumorii (figura 21e, f).
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Figura 21. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a, b) Celule dendritice cu aspect stelat si
numeroase extensii citoplasmatice subtiri. (c) Celule dendritice cu aspect stelat avand
extensii citoplasmatice groase si scurte. (d) Nod limfatic. Celule dendritice cu extensii

citoplasmatice groase. Celule S100 punctiforme din regiunea (e) intra- si (f) peritumorala.

(a- ob. 20x, b-f ob. 40x). Imunoreactie pentru S100, DAB.

70



RN

Figura 22. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Arii tumorale S100 pozitive (a - ob. 10x,

b - ob. 20x, ¢, d - ob. 40x). Imunoreactie pentru S100, DAB.
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Figura 23. Carcinom medular. (a, b) Expresie bazali a proteinei S100 (ob. 40x%).

Imunoreactie pentru S100, DAB.
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Ultimul grup observat de noi a inclus cazuri cu expresie bazala a proteinei S100. Celulele
din aceasta categoric prezentau o forma cubica, fiind aranjate intr-un strat continuu sau
discontinuu, iar expresia markerului S100 a fost una nucleara si citoplasmatica. De mentionat, ca
toate carcinoamele cu expresie bazala a proteinei S100 erau de tip medular (figura 23a, b).

In cadrul unor fragmente tisulare puteau fi gisite combinatii dintre fenotipurile sus-
mentionate, de exemplu atat celule punctiforme cat si stelate (figura 24); celule S100 pozitive

canceroase si celule S100 pozitive in cadrul infiltratului inflamator (figura 25).
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Figura 25. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Arii tumorale S100 pozitive si DC din

infiltratul inflamator (ob. 40x). Imunoreactie pentru S100, DAB.
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Cele mai multe celule S100 pozitive intratumorale s-au inregistrat in cadrul carcinoamelor
G3 si HER2+. Cele peritumorale au fost mai numeroase in cazul neoplasmelor G2 si TNBC

(figura 26).
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Gradul tumorii Subtipul molecular
Figura 26. Distributia celulelor S100+ in dependenti de: (a) gradul de diferentiere a

tumorii si (b) subtipul molecular.

S100it nu au fost prezente in 25 de cazuri (33.3%), dintre care, 17 (68%) au exprimat
proteina HER2. S100pt au absentat in 10 cazuri (13.3%), dintre care, 7 au exprimat proteina
HER2 (70%). In cazul tumorilor de tip luminal B, celulele S100it au corelat invers cu varsta
(rs=-0.357, p=0.024) si direct cu expresia PR (rs=0.364, p=0.021). In tumorile TNBC, S100it au
fost influentate de gradul tumorii (rs=-0.719, p=0.013). Analiza statistica a tuturor cazurilor a pus
in evidenta corelatii semnificative statistic intre S100it si varsta pacientelor (rs=-0.271, p=0.019),
precum si dintre S100pt si expresia PR (rs=-0.239, p=0.039). De asemenea, densitatile celulelor
S100it si S100pt au corelat intre ele (rs=0.349, p=0.002) (tabelul 20). De mentionat ca corelatiile
stabilite in urma analizei cazurilor per total au fost confirmate si in tumorile G2. In tumorile slab
diferentiate corelatii semnificative statistic nu s-au stabilit.

Ulterior, am analizat expresia proteinei S100 in carcinoamele luminale versus non-
luminale. In acest scop, am efectuat testul Mann-Whitney U (tabelul 21). Datele obtinute au
confirmat ca existd diferente ale densitatii S100it in tumorile din grupul luminal si cel non-

luminal (U= 346.0, p=0,013).
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Tabelul 20.

Corelatii statistice dintre S100it, S100pt si diversi parametri

Virsta Grad ER PR HER2 S100it S100pt
Varsta |IS ,059 ,161 -,107 -,359 -,271 -,018
p ,613 ,169 ,363 ,002 ,019 879
n 75 75 75 75 75 75
Grad rs ,059 -,131 -,430 -,231 -,079 -,057
p ,613 ,264 ,000 ,046 498 627
n 75 75 75 75 75 75
ER rs ,161 -,131 ,644 ,129 -,224 -,120
p ,169 ,264 ,000 272 ,053 ,304
n 75 75 75 75 75 75
PR rs -,107 -,430 ,644 ,226 -,115 -,239
p ,363 ,000 ,000 ,051 ,328 ,039
n 75 75 75 75 75 75
HER2 |rs -,359 -,231 ,129 ,226 -,074 -,012
p ,002 ,046 212 ,051 ,528 ,920
n 75 75 75 75 75 75
S100it |rs 271 -,079 -,224 -,115 -,074 ,349
p ,019 ,498 ,053 ,328 ,928 ,002
n 75 75 75 75 75 75
S100pt |rs -,018 -,057 -,120 -,239 -,012 ,349
p ,879 ,627 ,304 ,039 ,920 ,002
n 75 75 75 75 75 75

Nota: virsta — vdrsta pacientelor, grad — gradul de diferentiere al tumorii, S100it — celule S100+

intratumorale, S100pt — celule S100+ peritumorale, rs — coeficientul de corelatie al [lui
Spearman, n — numarul de cazuri analizate. Rezultatele semnificative statistic au fost marcate

prin bold.

Tabelul 21. Datele testului Mann-Whitney U privind expresia diferita a markerului S100
pozitive in carcinoamele mamare luminale versus non-luminale

S100it S100pt
Mann-Whitney U 346,000 435,000
Wilcoxon W 1886,000 | 1975,000
Z 2,492 -1,383
P 013 167

Notda: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a
cuprins tumorile HER2+ si cele triplu-negative. S100it — celule S100+ intratumorale, S100pt — celule
S$100+ peritumorale
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3.6. Vase sangvine CD34 pozitive in carcinoamele mamare

Markerul CD34 s-a expresat la nivelul endoteliului vaselor sangvine si la nivelul
fibroblastelor din stroma tumorald. Acestea au manifestat o coloratie membranari intensa. in
calitate de control negativ intern, am examinat infiltratul inflamator, in care limfocitele nu s-au
colorat (figura 36).

Vasele sangvine CD34 pozitive au fost prezente in ambele zone studiate: atat intra- cat si
peritmoral, fiind diferite din punct de vedere morfologic. Astfel, au fost depistate 2 tipuri de vase
sangvine: cu lumen si fard lumen. Mai frecvent, vase fara lumen erau cu sediu intratumoral.
Morfologic, acestea erau mici, fara lumen, prezentand cordoane de celule endoteliale (figura 37).
Vasele cu lumen erau concentrate cu predilectie la periferia tumorii, la hotarele ariei de invazie si

in stroma peritumorala (figura 38).
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Figura 36. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Vase sangvine CD34 pozitive, absenta

coloratiei in limfocite (ob. 40x). Imunoreactie pentru CD34, DAB.
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Figura 37. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a, b) Vase sangvine intratumorale
(ob. 20x). Imunoreactie pentru CD34, DAB.
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Figura 38. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Vase sangvine intra- si peritumorale

cu lumen (asterisc) (a-¢ ob. 20x, d - ob. 40x). Imunoreactie pentru CD34, DAB.

In cazul vaselor peritumorale au putut fi frecvent intuite fenomene de angiogeneza, cu

posibile imagini a procesului de intusuceptie (figura 39a, b) si/ sau sprouting (figura 40a, b).
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Figura 39. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Fenomenul de intususceptie (a - ob. 40x%,
b. - 0b.100%). Imunoreactie pentru CD34, DAB.
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Figura 40. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a, b) Fenomenul de sprouting: cordoane

de endoteliocite cu origine in vasul sangvin cu lumen (ob. 40%). Imunoreactie pentru CD34,

DAB.

Desi valori numerice maximale au fost inregistrate in cazul vaselor peritumorale (158,3
vase CD34 pozitive), media (MVD) si mediana CD34pt si CD34it nu au prezentat diferente

semnificative (tabelul 22).

Tabelul 22. Date comparative privind CD34it si CD34pt

CD34it CD34pt
Media 29,514 31,452
Dev. std. 22.23 25.99
Mediana 24,600 23,600
Valoarea minimala 1,0 1,0
Valoarea maximala 96,0 158,3
25-75% IQR 13.3-38.6 14-42.3

Vasele CD34 pozitive peritumorale au prevalat numeric in cazul tumorilor slab
diferentiate. In cazul tumorilor moderat diferentiate — densitatile vaselor intra- si peritumorale au
fost aproximativ identice (figura 41a). MVD a fost diferitd si in dependenta de subtipul
molecular. Astfel, densitatea vaselor peritumorale a fost mai inaltd in toate subtipurile
moleculare, cu exceptia celui luminal A. Cele mai mici valori ale MVD intratumorale au fost

determinate in subtipul luminal B/ HER2- (figura 41b).
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Analizand subtipurile moleculare in parte, nu au fost stabilite careva corelatii semnificative

statistic intre MVD, expresie receptorilor hormonali, a proteinei HER2 si alti parametri inclusi in

studiu. Analizand cazurile per total, unica corelatie semnificativa statistic a fost cea dintre

CD34it si subtipul molecular (rs=-0,225, p=0,045). Totodata, trebuie sd mentionam cad nu au fost

stabilite corelatii semnificative statistic dintre CD34it sau CD34pt si expresia receptorilor

hormonali, a proteinei HER2 sau cu ceilalti parametri clinicopatologici inclusi in acest studiu

(varsta pacientelor, gradul tumorii). Comparatia grupurilor conform criteriului luminal/ non-

luminal nu a confirmat cd MVD este influentata de subtipul molecular (p=0,172 pentru CD34it si

p=0,619 pentru CD34pt) (tabelul 23).

Tabelul 23. Datele testului Mann-Whitney U privind MVD in carcinoamele grupului

luminal versus non-luminal

CD34it CD34pt
Mann-Whitney U 494,500 574,000
Wilcoxon W 725,500| 2344,000
4 -1,367 -,498
p 172 ,619

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a
cuprins tumorile HER2+ si cele triplu-negative. CD34it — vase sangvine cu sediu intratumoral, CD34pt —

vase sangvine cu sediu peritumoral



3.7. Vasele limfatice D2-40 pozitive in carcinoamele mamare
Markerul D2-40 a fost detectat la nivelul endoteliul vaselor limfatice, avand o expresie
membranard si citoplasmatica. Pentru control negativ intern am analizat vasele sangvine,
endoteliul carora nu s-a colorat (figura 42).
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Figura 42. Carcinom lobular infiltrativ. Vase limfatice D2-40 pozitive, vase sangvine D2-40

negative (asterisc) (ob. 40x). Imunoreactie pentru D2-40, DAB.

Imunoreactia pentru D2-40 a fost reusita in 87 de cazuri, pentru unul dintre acestea fiind
imposibild determinarea subtipului molecular. Majoritatea cazurilor cercetate (56 de tumori,
65,11%) nu au continut vase limfatice intratumorale (tabelul 24). In celelalte cazuri, cind erau
prezente, vasele limfatice intratumorale erau de dimensiuni mici, cu un traiect sinuos, perete
subtire, deseori colabate sau aveau un lumen mic. Lumenul vaselor era deseori septat, iar la
margini puteau fi observate cordoane de celule endoteliale, posibil reflectand procesul de
limfangiogeneza (figura 43). Ocazional contineau emboli de celule tumorale (figura 44).

In regiunea peritumorali, vasele limfatice au fost absente in 38 (44,18%) de cazuri. Este de
remarcat ca majoritatea dintre aceste tumori (25 de cazuri) au expresat proteina HER2, 16 fiind
de tip luminal B/HER2+ si 9 fiind de tip HER2+. In celelalte tumori, in care vasele limfatice
peritumorale au fost prezente, ele aveau dimensiuni mai mari, si un lumen (figura 45). Vasele din

regiunea ariei de invazie erau deseori insotite de infiltrat inflamator.

79



Tabelul 24. Date comparative privind expresia D2-40 in regiunile intra- si peritumorale

D2-40it D2-40pt
Media 1,049 1,935
Dev. std. 2.73 3.07
Mediana 0 0,45
25-75% IQR 0-0.6 0-3
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Figura 44. Carcinom ductal invaziv de tip NST. (a, b) Invazie limfovasculara (ob. 40x).

Imunoreactie pentru D2-40, DAB.
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Figura 45. Carcinom ductal invaziv, tip NST. Vase limfatice D2-40 pozitive peritumorale (a
- ob. 20%, b - ob. 40x). Imunoreactie pentru D2-40, DAB.

Vasele limfatice peritumorale au fost mai numeroase decat cele intratumorale in toate
subtipurile moleculare cu exceptia celui HER2+ (figura 46a). De remarcat ca valorile numerice
maximale atat ale D2-40it, cat si ale D2-40pt au fost obtinute in cazul carcinoamelor mamare
TNBC (respectiv 19 si 17). In relatie cu gradul histologic, am determinat ca atat in tumorile slab
diferentiate, cat si in cele moderat diferentiate predomina vasele limfatice peritumorale (figura

46b).
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Figura 46. Densitatea limfovasculari (LVD) in dependent: de: (a) subtipul molecular

si (b) gradul de diferentiere a tumorii.
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In cazul subtipului luminal A, a fost detectatd o corelatie pozitivd dintre vasele limfatice
intratumorale si expresia ER (rs= 0.659, p = 0.005). Tot in cadrul acestui subtip molecular am
determinat ca LVD peritumorale creste odata cu regresarea gradului de diferentiere a tumorii (rs=
0.543, p= 0.03). Densitatea vaselor limfatice intratumorale si a celor peritumorale au fost
interdependente in subtipul molecular HER2+ (rs= 0.545, p= 0.044). In lotul tumorilor TNBC, a
fost stabilitd o asociere inversa dintre vasele limfatice peritumorale si varstd (rs= -0.832,
p=0,001) si o asociere directd dintre D2-40it si gradul tumorii (rs= 0.657, p= 0.02).

Analiza statisticd a cazurilor conform grupurilor luminal si non-luminal nu a pus in
evidenta corelatii semnificative statistic dintre densitatea vaselor limfatice intra- si peritumorale
si apartenenta la un anumit subtip molecular (p= 0.185 si p= 0.806 pentru D2-40it si D2-40pt
respectiv) (tabelul 25).

Tabelul 25. Datele testului Mann-Whitney U privind LVD in carcinoame mamare

apartinand grupului luminal si non-luminal

D2-40it | D2-40pt
Mann-Whitney U 660,000 755,000
Wilcoxon W 2490,000 | 1106,000
Z -1,327 -,246
p ,185 ,806

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-
luminal a cuprins tumorile HER2+ si cele triplu-negative. D2-40it — vase limfatice cu sediul
intratumoral, D2-40pt — vase limfatice cu sediu peritumoral

La compararea cazurilor per total am determinat mai multe corelatii veridice statistic.
Astfel, vasele limfatice intratumorale au corelat pozitiv cu gradul tumorii (rs = 0.269, p = 0.012).
Corelatie pozitiva a fost determinata si la asocierea vaselor limfatice intratumorale si a celor
peritumorale (rs = 0.325, p = 0.002). Nu au gasit confirmare statistica observatiile privind

expresia proteinei HER2 si lipsa vaselor limfatice peritumorale (p=0.798) (tabelul 26).
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Tabelul 26. Corelatii statistice dintre vasele limfatice intra- si tumorale si diversi

parametri clinicopatologici inclusi in studiu

Virsta Grad ER PR HER2 | Subtip | D2-40it | D2-40pt
Varsta |rs ,000 ,343 ,097( -320| -,353 -,042 -,064
p ,997 ,001 374 ,003 ,001 ,698 ,559
n 86 86 86 86 86 86 86
Grad rs ,000 -221| -443| -133 ,333 ,269 ,078
p ,997 ,041 ,000 223 ,002 ,012 478
n 86 86 86 86 86 86 86
ER rs ,343 -,221 647  -047| -745 -,054 ,019
p ,001 ,041 ,000 ,666 ,000 ,619 ,862
n 86 86 86 86 86 86 86
PR rs ,097 -,443 ,647 017 -723 -,062 ,055
p 374 ,000 ,000 873 ,000 ,569 ,613
n 86 86 86 86 86 86 86
HER2 |rs -,320 -,133 -,047 ,017 ,147 ,015 -,028
p ,003 223 ,666 873 , 176 ,893 ,798
n 86 86 86 86 86 86 86
Subtip |[rs -,353 ,333 - 745 -723 147 ,199 ,029
p ,001 ,002 ,000 ,000 , 176 ,066 ,791
n 86 86 86 86 86 86 86
D2-40it |rs -,042 ,269 -,054 | -062 ,015 ,199 ,325
p ,698 ,012 ,619 ,569 ,893 ,066 ,002
n 86 86 86 86 86 86 86
D2-40pt |rs -,064 ,078 ,019 ,055| -,028 ,029 ,325
p ,559 478 ,862 ,613 ,798 791 ,002
n 86 86 86 86 86 86 86

Nota: virsta — vdrsta pacientelor, grad — gradul de diferentiere al tumorii, subtip — subtipul molecular al
tumorii, D2-40it — vase limfatice cu sediul intratumoral, D2-40pt — vase limfatice cu sediu peritumoral, rs
— coeficientul de corelatie al lui Spearman, n — numdrul de cazuri analizate. Rezultatele semnificative
statistic au fost marcate prin bold
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3.8. Interrelatii statistice dintre vasele sangvine, limfatice si elementele celulare
incluse in studiu in dependenta de subtipul molecular al tumorii

Analiza cazurilor per total. Densitatea vaselor sangvine in stroma intratumorala a fost
dependentd de numarul MC atat intratumorale (rs = 0,384, p = 0,001), cét si a celor peritumorale
(rs=10,232, p=0,041); dar a fost invers dependentd de macrofagele peritumorale (rs = -0,260, p =
0,021). Vasele sangvine peritumorale au corelat cu MC peritumorale (rs = 0,349, p = 0,002) dar
si cu vasele limfatice din aceeasi zona (rs = 0,261, p = 0,033).

Vasele limfatice din zonele intra- si peritumorale au prezentat asocieri pozitive (rs = 0,303,
p = 0,009). Totodata vasele peritumorale au fost influentate de MC din regiunile omoloage (rs =
0,309, p = 0,010).

Asocieri pozitive au fost stabilite si dintre populatiile de celule S100 pozitive intra- si
peritumorale (rs= 0.349, p= 0.002), precum si dintre MC din ambele localizari (rs= 0.506, p=
0.0000014). Celulele S100 pozitive peritumorale au corelat cu macrofagele de aceeasi localizare
(rs= 0,258, p=0,030) (anexa 1).

Ulterior am analizat interrelatiile in cadrul formelor moleculare aparte, fiecare prezentand
anumite particularitati.

Subtipul luminal A. Macrofagele peritumorale au corelat invers cu DC intratumorale (rs= -
0.540, p= 0.046). LVD peritumorale a fost direct dependentd de numarul MC peritumorale (rs=
0.737, p= 0.006) si a corelat pozitiv cu densitatea vaselor sangvine peritumorale (rs= 0.789, p=
0.002) (anexa 2).

Subtipul luminal B. In cadrul acestui subtip molecular in prim plan a iesit densitatea
vaselor sangvine (anexa 3). Astfel, densitatea vaselor sangvine peritumorale a fost direct
dependentd de expresia markerului S100 (rs= 0.342, p= 0.035) si de numarul MC peritumorale
(rs= 0.358, p=0.02). Pornind de la ideea ca MC stimuleaza angiogeneza, am verificat daca exista
aceleasi corelatii si in regiunea intratumorald. Raspunsul a fost afirmativ (rs= 0.468, p= 0.002
pentru asocierea MCit si CD34it). Ideea a fost sustinutd si de corelatia veridica statistic dintre
cele 2 populatii de MC (adica intra- si peritumorale): rs= 0.590, p= 0.0000161. Putem astfel
presupune ca MC din stroma intra- si peritumorald se stimuleaza reciproc si induc angiogeneza
in regiunile respective.

Subtipul HER2+. Si in acest subtip molecular am demonstrat dependenta dintre MC si
LVD, insa doar in stroma intratumorald (rs= 0.872, p= 0.005). Atat MC, cat si vasele limfatice
din aceastd zond au corelat cu macrofagele din ariile peritumorale (rs= 0.815, p= 0.007 si rs=
0.860, p= 0.006, respectiv). Vasele limfatice din stroma peritumorald s-au asociat cu expresia
S100 in aceeasi zona (rs= 0.727, p= 0.041), iar expresia S100 in regiunea intratumorala a corelat

cu MC peritumorale (rs= 0.728, p= 0.026) (anexa 4).
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Subtipul triplu-negativ. LVD din zona intratumorala a fost influentata nu de MC, ci de
macrofagele intratumorale (rs= 0.686, p= 0.02). MC din aceeasi zona in schimb au prezentat mai
multe corelatii semnifictive statistic, influentand densitatea vaselor sangvine peritumorale (rs=
0.582, p= 0.047) si omoloagele sale din plajele peritumorale (rs= 0.668, p= 0.018). De aemenea,

s-a stabilit si 0 asociere inversa cu macrofagele peritumorale (rs= -0.623, p= 0.041) (anexa 5).

n figura 47 sunt prezentate imagini comparative ale unor imunoreactii realizate in studiu.

Figura 47. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a, ¢) Celule CD68+ peritumorale versus (b,
d) celule S100+ intratumorale (a, b - ob. 40x, ¢, d - ob. 20x). Imagini din aceeasi zona a
tumorii. Imunoreactie pentru (a, c) CD68 si (b, d) pentru S100, DAB.
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4. EVALUAREA MODIFICARILOR STROMALE iN VARIANTELE MOLECULARE
DE CANCER MAMAR

Cancerul de san ramane o problema globald cu impact major, cu o morbiditate si
mortalitate considerabild, fiind necesare strategii noi de tratament. Micromediul tumoral este
considerat un important factor al progresiei tumorii si al raspunsului la tratament. Ca urmare,
existd un interes din ce in ce mai mare pentru dezvoltarea de noi terapii care vizeaza
micromediul tumoral, in special in ceea ce priveste progresia invaziva si metastatica. Stabilitatea
genomica a celulelor din stroma face ca dezvoltarea chimiorezistentei sa fie mai putin probabila.
In plus, modificarile epigenetice care contribuie la modificarile fenotipice, desi sunt mostenite,
sunt reversibile si exista un interes crescand pentru ,,normalizarea” stromei modificate, abrogand
astfel rolul sau de sustinere a tumorii [107]. Conform datelor din literatura, ER, PR, HER2 si
proteina nucleara Ki-67 sunt principalii biomarkeri necesari in evaluarea prognosticului
carcinoamelor mamare. Pozitivitatea celulelor neoplazice pentru ER si/ sau PR este un factor
important pentru evaluarea preliminara a terapiei hormonale. Supraexpresia HER2 indica un
grad mai mare de malignitate, cu progresie rapida, grad inalt de diferentiere a tumorii,
probabilitate mai inalti de recidivare si metastazare [156]. In timpul evolutiei unei tumori, se
stabileste o comunicare complexd si dinamicd intre celulele neoplazice si celulele din
microambianta tumorald; de aceea, elucidarea actiunii componentelor stromei asupra expresiei
markerilor inclusi in studiul actual (ER, PR, HER2) ar putea contribui la intelegerea
mecanismelor de initiere si progresie ale tumorii [157, 158].

Se estimeaza cd cel putin o treime din toate tipurile de cancer sunt asociate cu infectii
cronice sau cu procese inflamatorii de lungd durati. In literatura de specialitate, cancerele
asociate cu infectii si/ sau inflamatii descrise sunt carcinomul gastric, colorectal, cervical si
hepatocelular. Cancerul de san poate, de asemenea, sa fie asociat cu inflamatia cronica, desi rolul
acesteia nu este pe deplin elucidat; iar celulele proinflamatorii, desi infiltreaza neoplaziile, totusi
nu par a fi protectoare. Ba din contra, multe celule ale sistemului imun au functii protumorale,
dupa cum s-a mentionat anterior [81].

Unul dintre actorii micromediului tumoral abordati in acest studiu sunt macrofagele.
Rezultatele ne-au demonstrat ca densitatea acestor celule diferd in functie de apartenenta la
grupul luminal sau non-luminal, corelatia statistica cu receptorii hormonali fiind una inversa,
adica macrofagele peritumorale ar putea diminua expresia ER si PR in celulele tumorale. De
asemenea, cu cat mai slab diferentiatd este tumoarea, cu atdt mai multe macrofage intratumorale
vor fi. Aceleasi date au fost obtinute si de Lindsten et al., care afirma ca cresterea de macrofage a

fost asociatd negativ cu ERa sau PR, 1n timp ce a fost observata o asociere pozitiva cu Ki-67.
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Similar rezultatelor noastre, legatura dintre infiltratele macrofagelor si statusul HER2 a fost
inconsecventa [157]. Jeong et al. sustin ca numarul mare de macrofage (CD68+, CD11c+ sau
CD163+) a fost asociat cu un grad inalt de diferentiere, indice de proliferare Ki-67 inalt,
negativitatea receptorilor pentru estrogeni si progesteron [159]. Hollmén et al. au demonstrat ca
in carcinoamele mamare invazive, abundenta TAM-urilor coreleazd cu gradul inalt al tumorii,
expresie diminuata a receptorilor hormonali si supravietuirea redusa [160]. Datele respective pun
in evidentd rolul pro-tumoral al macrofagelor din regiunile peritumorale. Aflandu-se in afara
ariei neoplazice, ele inhiba expresia receptorilor hormonali si pot orienta tumoarea spre un
fenotip non-luminal, care nu poate beneficia de terapia antihormonala si are un prognostic mai
rezervat. Stosi et al. de asemenea sprijind un mecanism alternativ ce nu porneste de la celula
tumorald, dar este derivat din interactiunea cu micromediul tumoral, care ar putea duce la
rezistentd endocrind si ar putea fi vizat terapeutic pentru a preveni pierderea expresiei ERa in
tumorile mamare [161]. In cazul regeneririi cutanate, Campbell et al. au demonstrat ci ablatia
ERa duce la o vindecare mai proastd a ranilor si invers, expresia ERa polarizeaza preferential
macrofagele pe calea alternativa [162]. Daca extrapolam aceste date la carcinoamele mamare, ar
fi posibil ca in stadiile initiale ale tumorigenezei, estrogenii sd orienteze macrofagele spre
activarea pe cale alternativa, ca ulterior, macrofagele M2 sa inhibe expresia ER si sd orienteze
tumoarea spre fenotipul non-luminal [163].

In tumorile de col uterin, Saptefrati L. et al. au determinat ci densitatea macrofagelor
CD68 pozitive sporeste pe masura progresiei neoplaziei de col uterin, atingdnd valori maxime in
carcinoame scuamocelulare franc invazive [164]. In studiul nostru, macrofagele intratumorale au
corelat pozitiv cu gradul de diferentiere a tumorii, confirmand ca densitatea acestora creste odata
cu cresterea severitdtii tumorii.

Klingen et al. afirma ca nivelurile ridicate de macrofage CD163 pozitive au fost asociate
cu invazia vaselor de sange si implicarea limfatica. In plus, prezenta unor niveluri ridicate de
macrofage CD163+ a fost observata mai frecvent in carcinoamele mamare HER2 pozitive,
bazale si TNBC [165]. In studiul nostru la fel am determinat corelatii pozitive statistic
semnificative dintre densitatea macrofagelor peritumorale si CD34it precum si MC
intratumorale, care pot stimula limfangiogeneza. Globa et al. au raportat date similare in cazul
carcinoamelor de prostata si anume a fost obtinutd corelatie statistic semnificativa dintre
densitatile celulelor CD68+ peritumorale si vasele CD34+ intratumorale [166]. De remarcat ca in
studiul nostru macrofagele au corelat cu LVD anume in tumorile non-luminale (HER2+ si
TNBC). Astfel, putem presupune cd, stimuland angio- si limfangiogeneza, macrofagele
contribuie la prognosticul rezervat al tumorilor non-luminale. O corelatie pozitiva dintre

densitatea TAM si cresterea vascularizatiei, precum si un prognostic rezervat, a fost raportata de
87



Takeya et al. in cancerul pulmonar non-microcelular [167]. Klingen et al. de asemenea sustine ca
macrofagele asociate tumorilor sunt strans legate de invazia vasculara si subtipurile non-luminale
[165].

Conform datelor lui Alishekevitz et al., celulele mieloide si macrofagele contribuie la
recidivarea tumorii prin promovarea rezistentei la medicamente [168]. Mai mult, Timaner et al.
afirma ca macrofagele limiteaza eficacitatea antitumorald a terapiei prin mecanisme necunoscute
[169]. Aceste date sugereaza ca celulele neoplazice, ca raspuns la terapia medicamentoasa, pot
genera efecte pro-metastatice si pro-tumorigenice inclusiv prin modularea microambiantei [168].
Alishekevitz et al., in urma unor studii in vivo au aratat ca axa VEGF-C/ VEGFR3 este activata
semnificativ dupa chimioterapia cu paclitaxel. Acest medicament a crescut nivelurile de VEGF-
C circulant atat la pacienti, cat si la modelele de soarece, rezultand o limfangiogeneza
intensificatd. Acest studiu sugereazd cd blocarea axei VEGF-C/ VEGFR3 reduce contributia
limfangiogenezei la metastazare dupd chimioterapie prin doud mecanisme distincte: (1) afecteaza
direct activitatea celulele endoteliului limfatic In tumori si (2) afecteaza indirect limfangiogeneza
prin reducerea nivelului catepsinei eliberatd de macrofage, care este, de altfel, crescutd ca
raspuns la chimioterapie [168, 169].

O alta corelatie stabilitd in studiul nostru a fost cea dintre macrofagele si DC. Consideram
ca este o asociere fireascd, pentru cd DC participa impreund cu macrofagele 1n reactiile imune si
este logic ca densitatile acestor populatii celulare sa fie interdependente. Asocierile au prezentat
cateva variante: densitatile CD68pt si S100it au corelat invers in subtipul luminal A, iar
densitatea CD68pt a corelat direct cu densitatea S100pt in urma analizei cazurilor per total.
Similar datelor noastre, in carcinoamele de prostatd, Globa T. et al. au obtinut corelatii statistic
semnificative atat pentru celulele CD68+ (p=0,008 intratumoral, p=0,001 peritumoral), cat si
pentru celulele S100+ (p=0,036 intraepitelial, p=0,042 stromal). In plus, autorii au descris o
corelatie pozitiva statistic semnificativa dintre densitatea celulelor S100+ intraepiteliale si a
celulelor CD68+ intratumorale. De asemenea, densitatea celulelor S100+ si CD68+ s-a asociat
semnificativ statistic cu gradul histologic al tumorii, ceea ce le-a permis autorilor sa considere
aceste celule drept biomarkeri predictivi in carcinoamele de prostata [99].

Cercetdrile din ultimele decenii au aratat cd proteinele S100 joacd un rol crucial in
dezvoltarea si progresia multor tipuri de cancer, cum ar fi cancerul de san, cancerul pulmonar si
melanomul. Fiecare tip de cancer prezinta un profil specific de expresie ale proteinelor S100, iar
membri diferiti ai familiei S100 actioneazad deosebit, In dependentd de tesut. SI00A2, de
exemplu, actioneaza ca supresor tumoral in cancerul oral, dar promoveaza cresterea tumorii in
cancerul pulmonar [170]. In studiul nostru, corelatiile au fost in dependenti de subtipul

molecular al tumorii, iar majoritatea dintre ele au vizat S100it. Astfel, S100it au corelat invers cu
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gradul de diferentiere al tumorii in subtipul TNBC, iar in subtipul luminal B — cu expresia PR de
catre celulele neoplazice si cu varsta pacientilor. Aceste asocieri statistice au fost valabile pentru
tumorile G2, insa nu si pentru tumorile slab diferentiate. Prin urmare, odata cu progresia tumorii
se pierde interdependenta dintre S100, varsta pacientilor si expresia PR de citre celulele
tumorale.

Observatiile noastre privind legatura dintre S100 si expresia proteinei HER2 au fost
confirmate si de alti cercetatori. Astfel, Nava et al. au emis ipoteza ca proteinele familiei S100 ar
putea influenta cresterea si metastazarea celulelor tumorale induse de EGF, contribuie indirect la
rezistenta la herceptina si ar putea servi drept tinta in terapia carcinoamelor HER2+ [171].

Expresia proteinei S100 de catre celulele tumorale poate crea mai multe speculatii.
Activarea limfocitelor T necesitd procesarea antigenelor asociate tumorii in peptide antigenice,
care sunt prezentate de celule. DC sunt celule capabile sa induca raspunsuri imune antitumorale
prin legarea raspunsului imun inndscut si adaptiv. Procesarea eficientda a Ag si prezentarea de
catre DC sunt esentiale pentru inducerea imunitatii antitumorale [172]. Fuziunea celulara este un
mecanism care permite materialului genetic sa se deplaseze de la o celuld la alta si sd produca
celule hibride viabile. Schimbul genetic reciproc dintre celulele canceroase si micromediul lor
stromal explica eterogenitatea celulelor canceroase, ceea ce le permite ultimelor sa dobandeasca
modificari distincte pentru a supravietui si a se adapta la schimbarile din micromediu. Aceasta
capacitate a tumorilor maligne de a evolua la nivel celular este un proces critic in progresia
cancerului si o posibila tintd terapeuticd. De asemenea, este posibil ca fuziunea celulara sa
contribuie la inhibarea progresiei cancerului atunci cand genele supresoare de tumori sunt active
in hibrid, prevenind dezvoltarea tumorii prin inhibarea proliferarii celulare. Astfel, intr-un studiu,
hibrizii de celule normale si celule tumorale nu au fost capabili sd formeze neoplazii din cauza
genelor supresoare de tumori mostenite de la celula normala [173].

Exista mai multe tipuri de gene supresoare de tumori care pot fi inactive intr-o varietate de
cancere. De exemplu, se considera ca gena supresoare p53 ar putea fi implicata in cca 50% din
cazuri de cancer. Cu toate acestea, daca o celula normald are incd o gena supresoare tumorala
functionala, procesul de fuziune celulara ar putea inhiba progresia tumorii [173]. Astfel,
formarea hibrizilor ar putea fi o parte componenta a procesului de imunoeditare, acesta find un
proces dinamic care are loc in trei etape consecutive: eliminare, echilibru si evadare. Eliminarea
este primul pas, numit si imunosupraveghere, in care celulele transformate sunt distruse de
sistemul imunitar competent. In timpul fazei de echilibru, celulele tumorale care au supravietuit
fazei de eliminare si celulele imune se modeleaza reciproc. Se stabileste un echilibru intre
tumoare si sistemul imunitar cu o presiune de selectie asupra celulelor tumorale, care sunt

instabile genetic si suportd rapid mutatii. Variantele de celule tumorale care au dobandit
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rezistenta la eliminare intrd apoi in faza de evadare, etapa finala a procesului, cand tumora creste
si devine evidenta clinic. Faza de evadare este caracterizatd prin stabilirea progresiva a unui
micromediu imunosupresor sau camuflarea celulelor canceroase prin expresia unor proteine ce le
permit evadarea de la raspunsul imun [158].

Chistiakov et al. au raportat expresia markerului CD68 de catre celulele tumorale. Acest
fapt nu este surprinzétor, deoarece celulele tumorale metastatice exprima pe scard largd markeri
imuni pentru a scdpa de fagocitoza mediatd de macrofage si de efectele daunatoare ale
limfocitelor T CD8+ citotoxice. Mecanismele moleculare care duc la exprimarea antigenelor
proprii celulelor imune de catre celulele tumorale raman inca incomplet descifrate, insa, conform
acestor autori, unul dintre acestea ar putea fi schimbul genetic dintre celule, realizat prin
fuziunea celulara sau eliberarea de exozomi [174].

Aceste consideratii ar putea sugera idea ca fuziunea DC si a celulelor tumorale pentru a
genera celule hibride ar putea fi o optiune alternativd pentru tratarea pacientilor cu cancer.
Metoda de fuziune celulara permite DC sa fie expuse la o gama larga de antigene proprii
celulelor tumorale. Ulterior, aceste antigene endogene sunt procesate si prezentate prin cdile
complexului MHC clasa I si II in contextul moleculelor co-stimulatoare, rezultdnd activarea
simultani a celulelor T CD4+ si CD8+. n aceste celule hibride, citoplasma DC, cat si a celulelor
tumorale este integratd fara fuziune nucleara. Astfel, ADN-ul intact, permite pastrarea functiilor
originale ale ambelor tipuri de celule, inclusiv co-exprimarea antigenelor tumorale (atat
cunoscute, cat si neidentificate) si moleculele MHC de clasa I si II derivate din DC [172].

Totusi, ideea de a crea/ tinti celulele hibride nu este lipsita de minusuri: Bastida-Ruiz et al.
sustin ca fuzionarea celulelor poate contribui la formarea unor simplaste foarte tumorigene si
chimiorezistente. Mai mult decat atit, metastazarea poate fi initiatd prin fuziunea celulelor
canceroase $i a celulelor derivate din maduva hematogena. Dupa fuziunea celula-celula dintre o
celuld derivatd din maduva hematogena si o celuld canceroasa, populatia polipoida nou-formata
pierde unele trasaturi epiteliale, cum ar fi adeziunea celulard, expresia E-cadherinei si urmeaza
calea tranzitiei epitelio-mezenchimale [173].

Evenimentele de fuziune celulara pot contribui la dezvoltarea rezistentei la medicamente
de catre populatiile de celule tumorale. Diferite linii celulare care fuzioneaza pot pastra aceeasi
rezistenta la terapia anticanceroasa ca si populatiile originale sau pot dezvolta mecanisme noi de
rezistenta la medicamente [173].

Macrofagele si MC sunt complici cunoscuti, fiind reglatori ai inflamatiei, raspunsului
imunologic si angiogenezei in micromediul tumoral [175]. Datele noastre accentueaza asupra
corelatiilor spatiale dintre cele 2 tipuri de celule. Astfel, in tumorile non-luminale (HER2+ si

TNBC), macrofagele peritumorale au influentat densitatea MC intratumorale. Aceasta ne permite
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sa speculam ca initial macrofagele sunt pozitionate in jurul ariilor tumorale unde, prin diverse
mecanisme, atrag alte celule, precum MC. MC la randul lor exercita efectele protumorale (angio-
si limfangiogeneza, degradarea ECM, etc.) cu toate consecintele respective. Aceasta ar putea fi
una din explicatiile agresivitatii tumorilor non-luminale. Tamma et al. au confirmat rolul
important al macrofagelor si MC in progresia tumorii si angiogeneza in carcinoamele mamare
ductale invazive [175]. In studiile noastre anteriore, am prezentat ci dinamica MC este puternic
influentata de receptorii hormonali si statutul HER2. Densitatea MCit a crescut in tumorile G3 si
astfel, celulele respective pot fi considerate drept un factor de prognostic nefavorabil [176].
Ammendola et al. sugereaza ca MC triptazd+ si macrofagele coopereaza in micromediul tumoral
si influenteaza angiogeneza carcinoamelor colorectale, iar combinatia acestora ar putea fi
evaluata ca tinta a unor noi terapii anti-angiogenice la pacientii cu cancer colorectal [177].

Desi sunt de obicei asociate cu reactiile alergice, MC sunt printre primele celule care
infiltreaza o tumoare [79, 178]. Este din ce in ce mai evident ca fenotipul si functia MC sunt
influentate direct de micromediului local care modificd capacitatea lor de a recunoaste in mod
specific si de a raspunde la diversi stimuli prin eliberarea unei serii de mediatori activi biologic
[179]. Insd acesti mediatori au un rol dual: unele molecule sunt pro-tumorigenice (de exemplu,
factorii angiogeni si limfangiogeni), iar altele sunt anti-tumorigene (de exemplu, TNF-a si IL-90)
[79]. Astfel, acumularea MC si semnificatia lor prognostica au fost o sursa de discutii aprinse, cu
dovezi atat in favoarea rolului lor protumoral cat si antitumoral, iar pand in prezent, nu exista
incd un verdict clar care ar incununa aceste dezbateri [81].

Afirmatiile precum ca prezenta acestor celule in carcinoamele mamare este asociata cu un
prognostic rezervat pot fi explicate prin faptul ca MC:

1) stimuleaza angiogeneza tumorala prin intermediul moleculelor proangiogene;

2) faciliteazd remodelarea stromala si invazia stromala prin enzime proteolitice, cum ar fi
triptaza; si

3) suprima raspunsul imun antitumoral prin stimularea migrarii celulelor imunosupresoare
in micromediul tumoral [80].

De cealalta parte, un sir de studii clinice sustin rolul protector al MC care infiltreaza
tumorile mamare. De exemplu, dupa o analiza multivariata, Dabiri Sh. et al. au constatat ca
prezenta MC stromale este un factor de prognostic pozitiv, prezentand o corelatie puternica cu o
rata nalta de supravietuire [180]. Ulterior, acest studiu a fost continuat prin includerea unui
numdr mai mare de pacienti, care au fost supravegheati o perioada de pana la 18,4 ani.
Concluziile la care s-a ajuns in urma acestui studiu au fost foarte asemanatoare, autorii
propunand MC drept un marker de prognostic favorabil, independent de varsta pacientilor,

gradul si marimea tumorii, metastazele in nodurile limfatice si subtipul molecular [181].
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Similar cu rezultatele noastre, alte trei grupuri de cercetatori au observat o densitate mare
de MC 1in subtipurile luminale de carcinom mamar, care pot fi tratate hormonal si au un
prognostic mai favorabil [92, 156, 178]. Acest lucru sugereaza ca MC sunt asociate cu tumori
mai putin agresive. Pe de alta parte, stim cd estrogenii actioneaza ca un factor proliferativ si pot
stimula dezvoltarea carcinoamelor mamare [21]. Acest lucru poate explica de ce, in studiul
nostru, densitatea atat a MCit, cat si a MCpt a corelat cu expresia ER in tumorile G2 si G3.
Corelatiile pozitive dintre ER si MC sugereaza ca estrogenii ar putea fi molecule chemotactice
pentru MC. Ne-a interesat in special corelatia dintre celulele carcinomului ER+ si MC
intratumorale, deoarece unele studii au demonstrat ca estrogenii activeaza MC in endometrioza
ovariana si ca MC uterine umane exprima ERP [182, 183]. Keser S. et al. de asemenea
raporteaza corelatii dintre MCit si pozitivitatea tumorii pentru ER [80]. Alt grup de cercetatori au
constatat ca administrarea de estrogeni duce la infiltrarea cu eozinofile si MC [184]. Rao et al.
sustin cd ultimele joaca un rol pro-tumorigenic in cancerul de vezica urinara prin stimularea ER(3
si intr-un model murin de cancer de vezica urinara s-a demonstrat ca un antagonist selectiv ER3
poate inhiba cresterea tumorala promovata de MC [86].

In studiul nostru, densitatea MC din zonele peri- si intratumorala a corelat invers cu varsta
pacientelor, dar numai in tumorile G2. Sang et al. au constatat cd densitatea MC la pacientii cu
varsta sub 50 de ani a fost semnificativ mai mare decat la pacientii cu varsta >50 de ani [156],
sustinand astfel datele noastre.

Un alt aspect al studiului nostru a evedintiat faptul ca densitatea MC din cele 2 localizari
analizate s-au asociat intre ele, corelatia fiind una de talie puternica (rs> 0.41). Date
asemandtoare au fost obtinute de Keser S. et al. Acestia au aratat cd continutul de MC
intratumorale a corelat pozitiv cu MC peritumorale, care, la randul lor, au corelat cu MC din
tesuturile neafectate [80].

Exista studii care au ardtat o corelatie negativa dintre populatiile de MC si gradul de
diferentiere a tumorii [178], date care nu au fost confirmate de noi. In studiul asupra
carcinoamelor mamare efectuat de catre Sang et al., densitatea MC la pacientii cu Ki-67< 14% a
fost semnificativ mai mare decat continutul MC la pacientii cu Ki-67> 14%. Desi nu au putut
concluziona ca MC sunt un factor inhibitor al proliferarii celulelor canceroase, rezultatele au
aratat ca densitatea MC este, de asemenea, invers asociatd cu gradul de proliferare al tumorii,
ceea ce sugereaza din nou ca MC ar putea avea un efect inhibitor asupra diviziunii celulare
[156]. Globa T. et al. infirma aceasta idee. Autorii sustin ca in carcinoamele de prostata, MC
chimazd+ din zonele peritumorale si MC CD117+ din zonele intratumorale coreleazd direct cu
gradul tumorii [185]. Unii autori au ajuns la concluzia ca prognosticul este mai nefavorabil in

cazul cresterii densitatii MC 1in stroma tumorala [156]. Xiang et al. au observat mai multe MC
92



peritumorale in cancerele de san G3, triptaza crescuta fiind asociata cu tumorile slab diferentiate
si mai multe metastaze nodale in comparatie cu tumorile G1 si G2. Autorii au remarcat, de
asemenea, ca triptaza faciliteaza invazia si migrarea celulelor canceroase prin activarea MMP-2
[186]. Raica et al. au relevat corelatii pozitive puternice intre populatiile de MC si vasele
limfatice 1n unele subtipuri moleculare de cancer de san, sustinand astfel ideea implicarii MC in
metastazare prin limfangiogeneza [187]. in studiul nostru, MC peritumorale au corelat cu LVD
in subtipul luminal A. In subtipul HER2+, MC din zona intratumorali au influentat LVD cu
sediul intratumoral. Keser S. et al. au demonstrat ca existd interrelatii dintre densitatea MC si
LVD [80]. Similar datelor noastre, mai multe studii raporteaza ca MC au fost in general
observate in stroma adiacenta celulelor neoplazice si in apropierea structurilor vasculare [180,
181]. Angio- si limfangiogeneza permit progresia tumorii cu initierea metastazarii. Vasele de
sange si limfatice oferd insd conditii diametral opuse pentru migrarea si supravietuirea celulelor
tumorale. Aceste conditii sunt strans legate de functiile distincte si caracteristicile structurale ale
acestor doua sisteme (de exemplu diferenta in lumen, structura membranei bazale, ancorarea la
ECM, etc.) [137]. Modul in care celulele tumorale aleg sa se raspandeasca depinde de localizarea
tumorii primare, de agresivitatea celulelor tumorale, de semnalele extrinseci si de conditiile
intrinseci de micromediu ale tumorii, inclusiv de interactiunile directe celula-celuld si celula-
matrice Intr-o nisd tumorald si prezenta factorilor paracrini care mediaza formarea de noi vase
[137, 188].

Limfangiogeneza este esentiald pentru evadarea celulelor canceroase din locul lor primar
catre nodurile limfatice regionale, ceea ce are ca rezultat raspandirea sistemica a tumorii [189].
In trecut, din cauza lipsei markerilor specifici ai celulelor endoteliului limfatic, majoritatea
studiilor anterioare au detectat invazia limfovasculard folosind metoda de colorare HE. O
provocare majora a acestei metode constd in a distinge invazia limfovasculara de artefactele de
retractie cauzate de manipularea si fixarea tesuturilor. In prezent insi, cu ajutorul unor markeri
specifici, cum ar fi D2—40/podoplanind, LYVE-1, VEGFR-3 si PROX1, vasele limfatice pot fi
distinse in mod eficient de vasele de sange sau artefactele de retractie [190], astfel marindu-se
esential acuratetea studiilor.

Vasele limfatice sunt relativ permeabile in comparatie cu vasele de sange si, de aceea, sunt
considerate de electie pentru raspandirea celulelor tumorale [137]. In studiul nostru, att in
subtipurile moleculare luminale, cat si in cele non-luminale, densitatea microvasculara si LVD
au fost dependente de MC. De remarcat ca in subtipurile luminale, MC peritumorale au
influentat vasele limfatice si sangvine din aceeasi zona. In subtipurile non-luminale, densitatea
MC intratumorale a corelat cu vasele intratumorale. Aceasta poate fi una din explicatiile

agresivitatii mai inalte a carcinoamelor non-luminale. Ribatti et al. au subliniat cd angiogeneza a
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crescut in paralel cu numarul de MC triptaza+, in special in interiorul nodurilor limfatici asociati
cu micrometastaze, comparativ cu nodurile limfatice neafectate [191].

De asemenea, 1n literatura de specialitate, existd date precum ca in timpul progresiei
cancerului de san, MC pot contribui la remodelarea stromala si diferentierea miofibroblastelor,
prin triptaza eliberata in ECM [192]. Keser S. et al. au demonstrat in studiile sale ca invazia
limfovasculara, cea perineurala, precum si expresia ER au fost asociate pozitiv cu densitatea MC
intratumorale [80]. In carcinoamele de prostati, Globa T. et al. au determinat o corelatie totala
dintre CD34pt si triptazd in zonele peritumorale precum si absenta unei asocieri semnificative
dintre acestea in zonele intratumorale [78]. In leziunile cervixului uterin, Cebanu A. et al. au
presupus cd MC au rol limfangiogen. Rezultatele acestora au semnalat o corelatie semnificativa
dintre numarul de vase limfatice si cel al MC din zonele peritumorale in carcinoamele invazive,
in comparatie cu metaplazia scuamoasa si cu carcinomul in situ [87].

Cele mentionate ne sugereazd cd MC ar putea fi o tinta terapeutica in vederea inhibarii
angio- si limfangiogenezei si nu doar. De exemplu, in modelele murine de adenocarcinom de
prostata, tratamentul cu cromolin, un cunoscut inhibitor al degranularii MC, a blocat cresterea
tumorii de prostatd. Insd, in mod paradoxal, soarecii tratati au dezvoltat cancere neuroendocrine
extrem de maligne, un efect advers fatal care ar trebui studiat mai profund inainte de a propune
utilizarea cromolinului sau tintirea MC ca terapie [95, 193].

Depletia MC cu imatinib a favorizat cresterea tumorii intr-un model murin de carcinom
mamar, sustindnd un rol antitumoral al MC. La fel, soarecii tratati cu cromolin au prezentat
tumori mamare cu regiuni hemoragice hipoxice extinse si trombi, care nu au fost observate in
grupul de control, ceea ce sugereaza cd MC joacda un rol important in inhibarea coagularii
sangelui si mentinerea perfuziei sangvine in cancerul de san, probabil prin secretia de heparina,
activator de plasminogen, chimaza si triptaza [95, 194, 195]. Citokinele angiogenice secretate de
MC faciliteaza vascularizarea tumorii nu numai printr-un efect direct, ci si prin stimularea altor
celule proinflamatorii ale micromediului tumoral pentru a elibera alti mediatori angiogeni [196],
de aici si corelatiile semnificative statistic dintre MC, macrofage si DC in studiul nostru.

DC exercitd o activitate pro-angiogend puternica care este mediata de factorul de crestere
angiogenic VEGF-A. De asemenea, DC se pot transdiferentia in endoteliocite, astfel contribuind
la angio- si vasculogeneza [197]. Acest aspect poate explica rezultatele studiului nostru si anume
interrelatiile dintre expresia CD34 si S100. Similar carcinoamelor mamare, Yamagata et al. au
stabilit cd In carcinoamele scuamocelulare orale, macrofagele CD163 pozitive promoveaza
limfangiogeneza prin expresia VEGF-C, care contribuie la metastazarea in nodurile limfatice
regionale [189]. Astfel, mediatorii angiogeni, produsi de diverse celule stromale si de insasi

celulele canceroase pot avea actiune paracrina, creandu-se un cerc vicios. Sammarco G. et al.
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confirmd ca si in cancerul gastric densitatea MC este crescutd si existd o corelatie cu
angiogeneza, numarul metastazelor in nodurile limfatice si supravietuirea acestor pacienti. MC
exercita un rol protumorigen in cancerul gastric prin eliberarea de factori angiogenici (VEGF-A,
CXCL8, MMP-9) si limfangiogenici (VEGF-C si VEGF-F). De asemenea, MC exprima liganzii
mortii programate (PD-L1 si PD-L2, Programmed Death Ligand, eng.) care sunt relevanti ca
puncte de control imun in neoplazii [134].

Metastazarea limfatica cuprinde o serie de procese secventiale, cum ar fi limfangiogeneza
asociatd tumorii, invazia limfovasculara, ,,implantarea” celulelor canceroase in nodurile limfatice
regionale si proliferarea micrometastazelor in organe indepartate [190]. Din punct de vedere
istoric, initial se credea ca vasele limfatice au un rol pasiv in raspandirea celulelor canceroase,
fiind simple conducte. Initial, se considera cd existd doar vase limfatice peritumorale, nu si in
interiorul tumorii, din cauza presiunii interstitiale crescande indusda de celulele tumorale in
proliferare [139, 198]. Insa, progresul substantial in domeniu a condus rapid la recunoasterea
limfaticelor drept un sistem activ intr-o multime de tumori maligne. Datoritd dezvoltarii IHC, a
devenit posibild demonstrarea existentei limfaticelor intratumorale, care acum sunt considerate
ca sunt supuse unor modificari dinamice si faciliteaza metastazarea tumorii [199].

In studiul nostru, prin utilizarea anticorpului D2-40 am demonstrat existenta vaselor
limfatice in interiorul tumorii. Pathak A. et al. raporteaza ca limfaticele intratumorale au fost
detectate in general in 40,07% dintre specimenele de cancer de san, iar rata de detectare a
limfaticelor peritumorale a fost de 77,09% [200]. De remarcat ca diferiti autori abordeaza diferit
termenul ,.intratumoral”, ceea ce poate crea o discrepantd in rezultatele obtinute. Astfel unii
cercetatori trateaza limfaticele intratumorale drept orice vas din zona tumorii, fie in interior, fie
la periferie. Totodata, existd opinii precum cd limfaticele intratumorale reprezintd vase prezente
doar printre celulele tumorale. O a alta parere este cd limfaticele intratumorale se refera la vasele
din 2/3 interioare a leziunii tumorale [198, 199, 201, 202].

Vasele limfatice nu numai cd ofera o cale de acces in circuitul sistemic pentru celulele
tumorale, dar au si cateva contributii cheie la metastazare, cum ar fi asigurarea unei nise pentru
celulele stem canceroase si modularea raspunsurilor imune antitumorale [138]. Vasele limfatice
oferd o cale sigurd pentru diseminarea celulelor canceroase, datoritd structurii discontinue a
membranei bazale si a unei concentratii mari de acid hialuronic. In literatura, s-a accentuat de
asemenea asupra formarii vaselor limfatice in noduri, care constituie astfel o platforma
intermediard pentru metastazarea limfatica a celulelor canceroase. Experimental, s-a demonstrat
ca tumorile primare pot induce formarea vaselor limfatice (neo-limfangiogeneza) in nodul
limfatic santineld [137]. Raméne insa neclar care vase limfatice apar primele, peritumorale sau

intratumorale?
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In studiul dat am demonstrat interrelatia dintre D2-40it si D2-40pt, corelatia fiind una de
talie moderata (rs= 0.325). Densitatea mai inaltd a vaselor limfatice peritumorale comparativ cu
cele intratumorale ne poate sugera ideea ca ele formeaza o retea la periferia tumorii si sunt vase
functionale. Intr-un studiu meta-analitic, Zhang S. et al. sustine ci rezultatele analizate sustin
afirmatia precum ca vasele limfatice peritumorale predomina asupra celor intratumorale [199].
Prin cresterea suprafetei de absorbtie, limfaticele peritumorale colecteaza fluide si celule din
regiunile periferice ale masei canceroase, care sunt in principal celule tumorale cu proliferare
rapida. Limfaticele intratumorale sunt, pe de altd parte, de obicei mici, comprimate si
nefunctionale, din cauza fortelor mecanice legate de cresterea tumorii, invazia celulelor tumorale
migratoare si o presiune crescuti a lichidului interstitial in interiorul masei tumorale. In opinia
lui Duong et al., acestea pot fi implicate in metastazare, dar intr-o masura mai mica [203].

In studiul nostru am determinat o corelatie statistic semnificativa dintre densitatea vaselor
limfatice intratumorale si expresia ER de cétre celulele tumorale in subtipul luminal A, ceea ce
presupune un control hormonal al sistemului limfatic. In ciuda numeroaselor date care indica un
efect benefic al estradiolului asupra vaselor sangvine, surprinzator de putine date sunt cunoscute
despre efectele acestuia asupra endoteliului limfatic. Cunoastem ca influenta estradiolului asupra
endoteliului limfatic este mediatd in exclusivitate de receptorul ERa. Aceasta este o diferenta
majora fati de endoteliul vaselor sangvine, care exprima atdt ERa cat si ERB [204]. In tesutul
conjuctiv subcutanat, estradiolul controleaza sinteza acidului hialuronic — un ligand major al
ECM pentru receptorul de celule endoteliale limfatice LYVE-1, sugerand un efect indirect
asupra homeostaziei limfatice. Pornind de la aceste premise, Morfoisse F. et al. au modelat
limfedemul la soareci si au ajuns la concluzia ca ERa regleaza direct genele limfangiogene, ceea
ce stimuleaza migrarea si inmugurirea (sprouting-ul) endoteliului limfatic. De asemenea, grupul
dat de cercetatori a stabilit ca blocarea ERa folosind un modulator selectiv de estrogen, cum ar fi
tamoxifenul, are un efect daunator asupra drenajului si functiei vaselor limfatice, crescand riscul
de a se dezvolta limfedem secundar [205], ceea ce si se intdmpla in cazul tratamentului
cancerului mamar de tip luminal. Peste 10% dintre supravietuitorii cancerului de san de tip
luminal dezvolta limfedem secundar peste cateva luni sau cativa ani de la operatie, ceea ce
sugereaza ca limfedemul nu este doar un efect advers al interventiei chirurgicale, ci implica si 0
contributie a medicatiei antihormonale [206].

Angiogeneza tumorala duce la formarea unor vase ce difera semnificativ de vasele
normale. Structura vaselor de sange ar forta, in conditii normale, celulele tumorale sa utilizeze
mai multa energie in timpul extravazarii si intravazarii. Insa vasele formate in urma angiogenezei
tumorale sunt caracterizate printr-o structura haotica in care celulele endoteliale nu adera strans

intre ele, ba mai mult, formeaza invaginari in interiorul lumenului vascular. De asemenea,
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pericitele adera slab la endoteliu. BM este mai subtire decat in vasele normale si are multe
fenestre, ceea ce face vasele permeabile. Diametrul de-a lungul aceluiasi vas poate varia si se pot
forma cheaguri de sange, ceea ce poate duce la oscilatii locale ale presiunii arteriale [132, 137,
207]. Fiind procese esentiale pentru supravietuirea si metastazarea tumorii, nu este de mirare ca
toate eclementele celulare incluse in studiul nostru au corelat fie cu expresia CD34, fie cu
expresia D2-40.

Corelatiile statistic semnificative dintre CD34 si D2-40 stabilite de noi sugereaza legatura
stransa dintre aceste procese. Atat modelele in vivo pe animale, cét si testele in vitro au indicat ca
limfangiogeneza are loc dupa angiogeneza [208]. Prin urmare, formarea vaselor limfatice se
poate baza nu numai pe factori limfangiogeni, ci si pe factori angiogenici [137]. In leziunile de
col uterin, Saptefrati et al. au observat ca principala sursa de VEGF sunt celulele tumorale.
VEGF nu s-a expresat in specimenele normale de col uterin. Markerul a fost identificat intr-un
numar redus de cazuri de CIN1, dar expresia VEGF s-a intensificat pe madsura progresiei
neoplaziei de col uterin. Datele acestor autori atesta dobandirea fenotipului angiogenic al
leziunilor de col uterin la stadiile de CIN2-3, adica mult mai devreme decat aparitia carcinomului
propriu-zis. Expresia imunohistochimica a VEGF nu a fost limitata doar la celulele epiteliale, dar
S-a observat si in celulele stromale, care in cazurile cu carcinoame invazive exprimau VEGF 1intr-
o proportie de peste 60% [209].

Micromediul stromal joaca un rol major in mentinerea homeostaziei tisulare normale si in
promovarea cresterii tumorii. Tot mai multe dovezi ne sugereaza faptul cd micromediul tisular
normal este o bariera in calea tumorigenezei, in timp ce semnalele proinflamatorii aberante
destabilizeazda homeostazia tesuturilor si promoveaza tumorigeneza [134]. Astfel, celulele
canceroase educd celulele din micromediul tumoral si le forteaza sa joace dupa regulile proprii.
In aceasti lucrare, au fost analizati actorii cheie din stroma tumorilor mamare si rolul lor in
tumorigeneza si progresia cancerului. Cu toate acestea, ramane o intrebare cheie: ce vine mai

intai, disfunctia celulelor epiteliale sau disfunctia micromediului lor?
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CONCLUZII GENERALE

Microambianta tumorald constituie un element esential in structura carcinoamelor mamare,
influentdnd cresterea si progresia acestora. Interrelatiile dintre celulele epiteliale si
structurile stromale sunt complexe, stimulatorii sau inhibitorii, astfel gestionarea stromei
este imperativa pentru potentarea sau incetinirea expansiunii celulelor neoplazice.

In carcinoamele mamare de tip luminal densitatea mastocitelor in ariile peritumorale
prevaleaza fatd de cea a macrofagelor si a celulelor dendritice manifestdind o corelatie
pozitiva statistic semnificativa. In tumorile ER+ si PR+ ariile intratumorale au prezentat o
densitate mai inaltd a mastocitelor fata de cele peritumorale, astfel tumorile hormonal
pozitive manifestd chemoatractivitate pentru celulele triptazd+, stimuldnd migrarea
acestora.

Majoritatea carcinoamelor mamare hormonal independente au prezentat o densitate inalta a
macrofagelor att in stroma intratumorald cait si in cea peritumorald. In cadrul
carcinoamelor ER+ si PR+ densitatea celulelor CD68+ a Inregistrat valori joase.

Pierderea receptorilor pentru estrogeni/ progesteron este insotitd de cresterea densitatii
celulelor S100+ peritumorale. Pozitivitatea pentru S100 a celulelor canceroase sugercaza
modularea antigenica a acestora, cu transfer de proprietati si ,,mimetism” sau poate fi
consecinta fuziunii celulei dendritice cu celula neoplazica.

Mastocitele sunt elementele celulare capabile sa moduleze stroma carcinoamelor mamare,
fiind implicate in angiogenezad si limfangiogeneza, densitatea inaltd a mastocitelor fiind
insotitd si de scaderea numarului de celule dendritice si macrofage.

In carcinoamele mamare slab diferentiate densitatea vaselor sangvine si limfatice este mai
inalta, cu predilectie in ariile peritumorale, creand astfel conditii favorabile pentru
expansiunea tumorald. Carcinoamele mamare ce expreseaza receptori pentru estrogeni,
progesteron sau proteina HER2 nu manifesta corelatie semnificativ statistica cu densitatea

vasculara.
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RECOMANDARI

In studiul elementelor stromale, propunem determinarea densitatii acestora separat in ariile
intra- si peritumorale.

In studiul varietatilor celulare, se recomanda utilizarea medianei drept valoare prag pentru
a diviza ulterior datele in 2 categorii: densitate joasa si densitate inalta.

Determinarea macrofagelor CD68+ si a celulelor dendritice S100+ 1n specimenele
neoplazice de glandd mamard permite selectarea pacientilor care ar putea beneficia de

terapia imuna.
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Anexa 1. Interrelatii dintre continutul vaselor sangvine, limfatice si a elementelor celulare incluse in studiu, analiza cazurilor per total

Subtip | CDG68it | CD68pt | S100it | S100pt | MCit | MCpt | CD34it | CD34pt | D2-40it | D2-40pt
Subtip |rs -108 281 171 031 -,266 -,201 -,243 077 219 094
D 339 012 142 789 017 072 030 502 063 429
n 80 80 75 75 81 81 80 79 73 73
CD68it |rs | -,108 139 -,005 204 108 068 084 011 139 -,048
P 339 220 969 088 344 552 463 925 261 607
n 80 80 71 71 79 79 78 77 67 67
CD68pt |rs | 281 139 127 258 -248 -216 -,260 - 150 106 -, 148
p 012 220 291 030 028 056 021 102 302 233
n 80 80 71 71 79 79 78 77 67 67
s100it |rs | 71 ~,005 127 349 137 077 094 187 087 011
P 142 969 291 002 251 518 431 119 495 929
n 75 71 71 75 72 72 72 71 64 64
s100pt |rs | ,031 204 258 349 109 155 079 142 -,081 -,013
P 789 088 030 002 360 103 508 239 524 917
n 75 71 71 75 72 72 72 71 64 64
MCit |rs | -266 108 -,248 137 109 506 384 148 036 237
p 017 344 028 251 360 0000014 | 001 200 767 050
n 81 79 79 72 72 81 78 77 69 69
MCpt |rs | -201 068 -216 077 155 506 232 349 061 300
D 072 552 056 518 193 | ,0000014 041 002 616 010
n 81 79 79 72 72 81 78 77 69 69
CD34it |rs | -,243 084 ~.260 094 079 384 232 186 -,149 086
p 030 463 021 431 508 001 041 101 224 483
n 80 78 78 72 72 78 78 79 68 68
CD34pt |rs | 077 011 - 150 187 142 148 349 186 031 261
P 502 925 102 119 239 200 002 101 805 033
n 79 77 77 71 71 77 77 79 67 67
D2-40it |rs 219 139 106 087 -,081 036 061 - 149 031 303
D 063 261 302 495 524 767 616 224 805 009
n 73 67 67 64 64 69 69 68 67 73
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Anexa 1. Continuare

Subtip CDe68it | CD68pt | S100it S100pt MCit MCpt CD34it | CD34pt | D2-40it | D2-40pt
D2-40pt [rs ,094 -,048 -,148 ,011 -,013 ,237 ,309 ,086 ,261 ,303
p ,429 ,697 233 ,929 917 ,05 ,01 483 ,033 ,009
n 73 67 67 64 64 69 69 68 67 73

Notd: subtip — subtipul molecular al tumorii, CD68it — celule CD68+ intratumorale, CD68pt — celule CD68+ peritumorale, S100it — celule S100+
intratumorale, S100pt — celule S100+ peritumorale, MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt — mastocite triptaza+ peritumorale, CD34it — vase
sangvine cu sediu intratumoral, CD34pt — vase sangvine cu sediu peritumoral, D2-40it — limfatice cu sediu intratumoral, D2-40pt — limfatice cu sediu
peritumoral, rs — coeficientul de corelatie al lui Spearman, n — numdrul de cazuri analizate. Rezultatele semnificative statistic au fost marcate prin bold.
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Anexa 2. Interrelatii dintre continutul vaselor sangvine, limfatice si a elementelor celulare incluse in studiu, subtipul luminal A

CD68it CD68pt S100it S100pt MCit MCpt CD34it CD34pt D2-40it D2-40pt

CD68it |rs ,326 -,075 251 -,219 ,064 -,320 -,237 ,000 -,402
p ,256 ,798 ,386 451 ,829 ,264 416 1,000 ,195

n 14 14 14 14 14 14 14 12 12
CD68pt |r1s ,326 -,540 -274 -,280 ,309 -,484 -,016 -,267 -,299
p ,256 ,046 ,344 ,333 283 ,080 ,956 401 ,345

n 14 14 14 14 14 14 14 12 12

S100it r's -,075 -,540 433 ,072 -,245 ,430 ,162 -,179 ,164
p ,798 ,046 ,107 ,806 ,398 ,124 979 ,559 ;593

n 14 14 15 14 14 14 14 13 13

S100pt |rs ,251 -,274 433 ,219 ,096 ,344 -,046 ,090 -,024
p ,386 ,344 ,107 ,452 144 ,229 877 71 ,938

n 14 14 15 14 14 14 14 13 13

MCit I's -,219 -,280 072 ,219 -,024 ,080 ,183 ,510 412
p 451 ,333 ,806 452 ,936 ,785 531 ,090 ,183

n 14 14 14 14 14 14 14 12 12

MCpt I's ,064 ,309 -,245 ,096 -,024 ,334 411 -,088 137
p ,829 ,283 ,398 144 ,936 243 ,145 , 786 ,006

n 14 14 14 14 14 14 14 12 12

CD34it |rs -,320 -,484 430 ,344 ,080 ,334 ,220 -,358 438
p ,264 ,080 124 229 ,785 243 449 253 ,155

n 14 14 14 14 14 14 14 12 12
CD34pt |rs -,237 -,016 ,162 -,046 ,183 411 ,220 -,097 ,789
p ,416 ,956 979 877 531 ,145 449 , 765 ,002

n 14 14 14 14 14 14 14 12 12

D2-40it |rs ,000 -,267 -,179 ,090 ,510 -,088 -,358 -,097 247
p 1,000 401 ;959 771 ,090 ,786 ,253 ,765 416

n 12 12 13 13 12 12 12 12 13
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Anexa 2. Continuare

D2-40pt |rs -,402 -,299 ,164 -,024 412 737 438 ,789 247
p ,195 ,345 ,593 ,938 ,183 ,006 ,155 ,002 416
n 12 12 13 13 12 12 12 12 13

Noti: CD68it — celule CD68+ intratumorale, CD68pt — celule CD68+ peritumorale, S100it — celule S100+ intratumorale, S100pt — celule S100+
peritumorale, MCit — mastocite triptaza+ intratumorale, MCpt — mastocite triptaza+ peritumorale, CD34it — vase sangvine intratumorale, CD34pt — vase
sangvine peritumorale, D2-40it — limfatice cu sediu intratumoral, D2-40pt — limfatice cu sediu peritumoral, rs — coeficientul de corelatie al lui Spearman,

N — numdrul de cazuri analizate. Rezultatele semnificative statistic au fost marcate prin bold.
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Anexa 3. Interrelatii dintre continutul vaselor sangvine, limfatice si a elementelor celulare incluse in studiu, subtipul luminal B

CD68it | CD68pt | S100it | S100pt MCit MCpt | CD34it | CD34pt | D2-40it | D2-40pt
CD68it |rs 228 -,077 284 269 108 203 093 046 -,229
p 128 642 080 073 478 186 552 791 179
n 46 39 39 45 45 44 43 36 36
CD68pt | rs 228 -,106 301 154 -125 -211 -,240 -,108 171
p 128 521 063 311 412 170 122 530 317
n 46 39 39 45 45 44 43 36 36
S100it  |rs -077 -,106 235 239 281 141 342 113 245
p 642 521 144 143 083 302 035 538 177
n 39 39 40 39 39 39 38 32 32
S100pt  |rs 284 301 235 215 305 021 264 -,260 -,057
p 080 063 144 189 059 1900 110 151 756
n 39 39 40 39 39 39 38 32 32
MCit  |rs 269 -154 239 215 590 468 138 056 142
p 073 311 143 189 00001 002 384 742 401
n 45 45 39 39 46 43 42 37 37
MCpt  |rs 108 -125 281 305 590 222 358 258 203
p 478 412 083 059 ,00001 152 02 123 228
n 45 45 39 39 46 43 42 37 37
CD34it |rs 203 -211 141 021 468 222 289 -,079 031
p 186 170 392 1900 002 152 060 653 859
n 44 44 39 39 43 43 43 35 35
CD34pt |rs 093 240 342 264 138 358 289 039 174
p 552 122 035 110 384 02 060 828 325
n 43 43 38 38 42 42 43 34 34
D2-40it |rs 046 -,108 113 -,260 056 258 -,079 039 219
p 791 530 538 151 742 123 653 828 186
n 36 36 32 32 37 37 35 34 38
D2-40pt |rs -229 171 -,245 -,057 142 203 031 174 219
p 179 317 177 756 401 228 859 325 186
n 36 36 32 32 37 37 35 34 38
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Anexa 4. Interrelatii dintre continutul vaselor sangvine, limfatice si a elementelor celulare incluse in studiu, subtipul HER2+

CD68it | CD68pt | S100it | S100pt MCit MCpt | CD34it | CD34pt | D2-40it | D2-40pt
CD68it |rs -243 252 418 -,023 -,342 -,023 023 -,054 679
P 529 513 263 053 367 954 954 1900 064
n 9 9 9 9 9 9 9 8 8
CD68pt | 1s -243 472 027 815 470 - 124 124 860 344
p 529 200 945 007 202 750 750 006 404
n 9 9 9 9 9 9 9 8 8
S100it  |rs 252 472 264 474 728 -,494 -,293 466 274
p 513 200 493 197 026 177 444 244 511
n 9 9 9 9 9 9 9 8 8
S100pt  |rs 418 027 264 165 -,068 -,034 -,051 307 727
p 263 945 493 672 862 931 897 459 041
n 9 9 9 9 9 9 9 8 8
MCit  |rs -,023 815 474 165 409 162 009 872 563
p 953 007 197 672 275 678 083 005 147
n 9 9 9 9 9 9 9 8 8
MCpt  |rs 342 470 728 -,068 1409 -,133 -,333 355 -,300
p 367 202 026 862 275 732 381 389 470
n 9 9 9 9 9 9 9 8 8
CD34it |rs -,023 -124 -,494 -,034 162 -,133 -122 -,099 -,275
p 954 750 177 031 678 732 738 799 AT4
n 9 9 9 9 9 9 10 9 9
CD34pt |rs 023 124 -,293 -,051 009 -,333 -122 386 091
p 954 750 444 897 083 381 738 305 815
n 9 9 9 9 9 9 10 9 9
D2-40it |rs 054 860 466 307 872 355 -,099 386 358
p ,900 006 244 459 005 389 799 305 344
n 8 8 8 8 8 8 9 9 9
D2-40pt |rs 679 344 274 727 563 -,300 -275 001 358
p 064 404 511 041 147 470 474 815 344
n 8 8 8 8 8 8 9 9 9
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Anexa 5. Interrelatii dintre continutul vaselor sangvine, limfatice si a elementelor celulare incluse in studiu, subtipul triplu-negativ

CD68it | CD68pt | S100it | S100pt MCit MCpt | CD34it | CD34pt | D2-40it | D2-40pt
CD68it |rs 469 -,053 162 -,180 226 -,039 -,107 686 245
p 146 803 678 597 504 1909 754 020 469
n 11 9 9 11 11 11 11 11 11
CD68pt | 1s 469 456 140 -,623 -,306 -,372 -,237 387 -277
p 146 217 720 041 360 260 484 240 410
n 11 9 9 11 11 11 11 11 11
S100it  |rs -,053 456 445 -,030 030 -,261 -,358 285 -120
p 893 217 171 033 934 467 310 396 726
n 9 9 11 10 10 10 10 11 11
S100pt  |rs 162 140 445 170 185 -,228 -,185 -,140 -,051
p 678 720 171 638 610 527 610 681 881
n 9 9 11 10 10 10 10 11 11
MCit  |rs -,180 -,623 -,030 170 668 582 318 448 380
p 597 041 033 638 018 047 314 144 223
n 11 11 10 10 12 12 12 12 12
MCpt  |rs 226 -,306 030 185 668 466 501 157 546
p 504 360 934 610 018 127 097 625 066
n 11 11 10 10 12 12 12 12 12
CD34it |rs -,039 -372 -,261 -,228 582 466 460 -,008 432
p 909 260 467 527 047 127 133 081 161
n 11 11 10 10 12 12 12 12 12
CD34pt |rs -107 -,237 -,358 -,185 318 501 460 -,153 157
P 754 484 310 610 314 097 133 636 626
n 11 11 10 10 12 12 12 12 12
D2-40it |rs 686 387 -,285 -,140 448 -157 -,008 -153 422
p 020 240 1396 681 144 625 081 636 151
n 11 11 11 11 12 12 12 12 13
D2-40pt |rs 245 -277 -120 -,051 380 546 432 157 422
p 469 410 726 881 223 066 161 626 151
n 11 11 11 11 12 12 12 12 13
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Anexa 6. Densitatea mastocitelor ca factor predictiv si de prognostic in evolutia

subtipurilor moleculare de carcinom mamar. Certificat de inovator.
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Anexa 7. Act de implementare: Densitatea mastocitelor ca factor predictiv si de prognostic

in evolutia subtipurilor moleculare de carcinom mamar.

USMF ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova

Institutul National de Cercetare in Medicini si Sanitate Pag. 1/1

ACTUL nr. 90
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico-practic)

in cadrul tezei de doctor cu genericul ,Modificéri ale stromei in subtipurile moleculare de
cancer mamar’.

1. Denumirea propunerii de implementare: .DENSITATEA MASTOCITELOR CA
FACTOR PREDICTIV SI DE PROGNOSTIC IN EVOLUTIA SUBTIPURILOR
MOLECULARE DE CARCINOM MAMAR™.

2. Autorii: CARPENCO E., cer. st.; SAPTEFRATI L., dr. hab. st. med., prof. universitar:
FULGA V.. dr. hab. st. med.. conf. universitar; FOCA E., dr. st. med., conf. universitar;
DAVID V., dr. st. med.. conf. universitar.

3. Numiirul inovatiei: Nr. 5967 din 13 decembrie 2022.

4. Unde si cind a fost implementati: Laboratorul de Morfologie a USMF *“Nicolae
Testemitanu”, al doilea semestru al anului 2022.

5. Eficacitatea implementirii: metodd accesibila tehnic §i argumentata economic-financiar
cu efect pozitiv ce a permis: aplicarea densitétii diferentiate a mastocitelor intra- §i
peritumorale in determinarea prognosticului in evolugia subtipurilor moleculare de
carcinom mamar cu definitivarea a doud categorii: densitate joasd/ inaltd.

6. Obiectii/propuneri: Metodologia elaboratd §i implementatd serveste drept parte
componentd a unui protocol in compartimentul diagnostic-morfopatologic in vederea
determindrii impactului densititii mastocitelor ca factor predictiv si de prognostic in
evoluia subtipurilor moleculare de carcinom mamar, Are un efect maximal, deschide noi
perspective in specificarea deplind a caracteristicilor subtipurilor moleculare a maladiei in
cauzi. Este rational de a extinde utilizarea i implementarea metodologiei ca parte
componentd a unui protocol clinico-morfologic la nivel national.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere

Sef laborator Morfologie

dr. st. med., conf. univ. Valeriu DAVID
Sef Departament Cercetare,

conf. univ., dr. hab. st. med. Elena RAEVSCHI
COORDONAT: K eors. Eugenia GROZA
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