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INTRODUCERE

La nivel mondial cancerul rdimane in continuare o problemad majora de sdnatate si, in ciuda
eforturilor uriase de dezvoltare a metodelor de screening, de depistare precoce si de tratament
eficace a afectiunilor maligne, numarul victimelor acestei maladii este in continua crestere. Astfel,
dacd in 2008 incidenta cancerului a fost de 12.7 milioane, cu o rata a deceselor de 7,6 milioane,
conform datelor publicate de GLOBOCAN 2008, pentru 2012 se constata o incidenta de 14,1
milioane, din care cancerul mamar se inregistreazd cu 1,7 milioane (ocupand locul doi dupa cel
pulmonar), si o ratd a mortalitdtii de 8,2 milioane, aproximativ jumatate din aceste cazuri fiind
intalnite in tdrile mai putin dezvoltate economic, iar cele mai frecvente cauze fiind cancerul
pulmonar, hepatic si gastric [1]. In acest context mondial, Europa se caracterizeazi deasemenea
printr-o crestere a incidentei cancerului de la 3,2 milioane de cazuri noi pe an in 2008, la 3,45
milioane in 2012 (cu exceptia cazurilor de cancer cutanat non-melanocitare) cu 53% pentru sexul
masculin s1 47% la sexul feminin, iar rata deceselor de la 1,7 milioane pentru 2008, la 1,75
milioane Tn 2012 (56% pentru sexul masculin si 44% pentru sexul feminin), conform datelor
prezentate de Agentia Internationald a Organizatiei Mondiale a Sanatatii pentru Cercetare in
Domeniul Cancerului din Lyon, Franta [2,3]. Dintre toate tipurile de cancer, pentru sexul feminin,
numadrul cazurilor de cancer mamar a inregistrat in 2012 cea mai mare crestere la nivel mondial,
cu 1,7 milioane de cazuri noi (cu 20% mai mult fata de 2008) si 522 000 decese (cu 14% mai mult
fata de 2008), fiind principala cauzi de deces la sexul feminin [1]. In Roménia, raportirile
efectuate in 2012, plaseaza cancerul mamar la sexul feminin pe o pozitie “fruntasa” in 2012, ca si
in majoritatea tarilor din Europa, atat la incidenta cazurilor noi de cancer mamar, cu 89 800 de
cazurl, cat si la numarul de decese, fiind inregistrate 32 400, in crestere fata de 2008 [4]. Se impun
in continuare eforturi sporite de cercetare In domeniul patologiei maligne mamare, ca si in celelate
patologii, avand drept scop reducerea morbiditatii si mortalitatii cancerului mamar.

Clasificarea histopatologica actuala, diseminata prin publicatiile OMS din 2003 si apoi din
2012, cuprinde 20 de tipuri principale si 18 subtipuri speciale/ rare si este recunoscuta si acceptata
la nivel mondial, fiind unul dintre cei mai imortanti factori de prognostic alaturi de alti factori
(gradul histopatologic, stadializarea pTNM, dimensiunea maximd a tumorii, statusul
limfoganlionilor axilari, expresia imunohistochimica a ER si a PR, supraexpresia sau amplificarea
oncogenei HER2neu) a caror valoare prognostica si/sau terapeutica a fost demonstrata in timp de
numeroase cercetari si trialuri clinice. Totusi exista si mici dezavantaje, avand in vedere ca marea
majoritate a cazurilor de CM (cca. 75%) sunt cuprinse in categoria CDI-NST, clasa
histopatologica care desi prezintd trasdturi morfologice similare se caracterizeaza totusi printr-o
mare variabilitate a comportamentului biologic si a raspunsului terapeutic[5]. Aceasta constatare
este demonstrata inca din 1998, cand s-a observat ca doar 30% din pacientele cu carcinom mamar
care au fost tratate prin chimioterapie sau hormonoterapie au avut un beneficiu real, restul de 70%
ar fi putut supravietui si fara aceste tratamente [6, 7]. Deasemenea, celelalte forme histopatologice
(CLI, CM mixt sau alte forme rare, incluse in categoria ,,subtipuri speciale”), sunt reprezentate de
un procent mic de cazuri si oferd informatii prognostice si predictive limitate, necesitand studii
suplimentare care sa elucideze mecanismele moleculare complexe implicate in carcinogeneza.

Dezvoltarea tehnicilor moleculare si genetice performante de tip ,high-throughput” din
ultimele decenii impreuna cu utilizarea metodelor analitice complexe de interpretare a datelor au
permis analiza a numeroase gene extrase dintr-o singura proba si dezvoltarea unui nou sistem de
clasificare a carcinomului mamar, bazat pe modificarile transcriptomice[8, 9, 10] si genomice
(modificari ale numarului de copiit ADN) [11, 12]. Astfel clasificarea molecularad a carcinoamelor
mamare propusa initial de Perou et al[8] si Sorlie et al [9] pe baza modificarilor genetice este in
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continud perfectionare cu dezvoltarea mijloacelor de investigare si a numeroaselor studii retro- si
prospective.

Necesitatea descoperiiri mecanismelor ce conduc la un comportament biologic grav al
leziunilor tumorale impun cercetari aprofundate, ample care sa cuprinda esantioane mari,
reprezentative de populatie. Dar acest ,,avant” este franat de costurile enorme pe care tehnicile de
citogenetica moleculara le presupun precum si de dificultatea de a fi aplicate pe un numar mare de
pacienti, a condus la definirea acestor subtipuri moleculare intrinseci pe baza expresiei
imunohistochimici a patru biomarkeri. Astfel Consensul de la St Gallen din 2011 s1 2013 [13,14]
a stablit si a definit 4 subtipuri moleculare: luminal A, luminal B (cu doud subtipuri LumB —
HER2pozitiv si LumB — HER2negativ), HER2pozitiv si triplu negativ (TNP), fiecare dintre
acestea caracterizandu-se prin expresia unui set unic de gene, cu implicatii prognostice si
predicitve distincte. Primele doud sunt asociate cu un prognostic mai bun si cu raspuns favorabil
la terapia hormonald in contrast cu tumorile incadrate in subtipul HER2 pozitiv si TNP, ce se
caracterizeaza printr-un comportament biologic agresiv, cu absenta raspunsului la hormonoterapie
sau chiar si chimioterapie Viabilitatea examenului imunohistochimic drept metodd “surogat”
pentru profilul genic molecular a fost dovedita de studii precedente, acest lucru facilitind
caracterizarea clinico-morfologica a subtipurilor moleculare pentru diferite esantioane de
populatii, ob{indndu-se uneori rezultate diferite.

Studiul actual este structurat in doua parti, repartizate in 10 capitole. Prima parte cuprinde
date din literatura de specialitate referitoare la embriologia, anatomia, histo-fiziologia glandei
mamare, precum si epidemiologia sau aspecte histopatologice ale cancerului mamar. Deasemenea
sunt sintetizate cele mai recente informatii referitoare la toxonomia moleculard a CM. Partea a
doua, structuratd in cinci capitole, se refera la contribufiile proprii in studiul clinico-
morfopatologic, imunohistochimic si molecular al carcinoamelor mamare.

CONTRIBUTII PERSONALE

Capitolul VI - Motivatia, scopul si obiectivele studiului doctoral
VI.1. Motivatia studiului doctoral

Morfologic si biologic CM este o afectiune heterogena ce include numeroase subtipuri
[15]. Clasificarea OMS a CM, cunoscuta si acceptatd pe plan mondial, este indispensabila pentru
stabilirea unui diagnostic histopatologic corect care sa traseze principalele directii de conduitd
terapeuticd. Cu toate acestea, s-a constatat ca acest sistem de incadrare a CM nu este suficient,
existdnd numeroase situatii in care, leziuni tumorale maligne cu acelasi aspect morfologic au
prezentat un comportament biologic diferit [S5]. Aceste situatii de discordantd in ceea ce priveste
prognosticul si capacitatea de a prezice raspunsul favorabil sub tratament a leziunilor tumorale,
similare din punct de vedere al prezentarii clinice si a caracteristicilor morfologice si
imunohistochimice, au condus la necesitatea dezvoltarii unei noi toxonomii a CM care sa ofere
informatii suplimentare ce permit personalizarea protocolului terapeutic [16, 17]. Astfel,
cercetarile genetice i moleculare efectuate pentru cancerul mamar in ultimul deceniu au condus la
conturarea unei nou sistem de incadrare a CM ce se bazeaza pe modaliatea de expresie genica si a
alterarii numarului de copii ADN. Acestea completeaza diagnosticul histopatologic si identifica
pacientii cu prognostic rezervat sau care ar putea beneficia de posibile tratamente tintite. Cele
patru clase moleculare principale stabilite iIn urma Consortiului St. Gallen din 2013 sunt
reprezentate de luminal A, luminal B (cu doua subtipuri: luminal B-HERnegativ si luminal B-
HERpozitiv), HER2 pozitiv si TNP [14].

Desi valoarea informatiilor aduse de aceste cercetdri este inestimabild, totusi studiile pe
loturi mari de pacien{i ce urmaresc corelatiile cu aspectele clinico-patologice si alti biomarkeri
cunoscuti si dovediti cu rol prognostic si predictiv sunt reduse pe plan european, implicit si in
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Romania unde pentru zona dobrogeana lipsesc, constituind un argument puternic in demersul
acestui studiu doctoral.

VL. 2. Scopul si obiectivele studiului doctoral

Scopul studiului actual constd in identificarea subtipurilor moleculare ale carcinoamelor
mamare, folosind criterii imunohistochimice ,,surogat” bazate pe un pannel primar de patru
biomarkeri (ER, PR, HER2neu, KI67), cu stabilirea corelatiilor cu principalii factori clincio —
morfologici §i imunohistochimici precum si cu implicatiile asupra supravietuirii generale pe
termen scurt.

Obiectivele studiului doctoral constau in:

¢ analiza clinico-morfopatologica a cazurilor incluse in studiu

e analiza expresiei imunohistochimice a biomarkerilor utilizati pentru evaluarea cazurilor
incluse in studiu.

e Incadrarea cazurilor in clasele moleculare si caracterizarea lor morfo-imunohistochimica.

e analiza statistica a datelor obtinute.

Capitolul VI MATERIAL SI METODA

VIL 1.1. Descrierea desenului de studiu

Cercetarile personale s-au bazat pe o analizad retrospectivda a carcinoamelor mamare
operate si diagnosticate in clinica de chirurgie a Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf.
Andrei” Constanta, pe o perioadd cuprinsa intre 01.01.2008 si 31.12.2013, si care au beneficiat de
examen histopatologic complet in serviciul clinic de anatomie patologicd a aceluiasi spital.
Realizarea studiului retrospectiv a avut drept baza atat registrul unic din cadrul acestuia cat si baza
de date informatizatd a Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf. Andrei” Constanta, din care au
fost retinute principalele date clinice (varstd, sex, sediul anatomic al tumorilor, data
diagnosticului), aspecte anatomo-patologice reprezentate de tipul specimenelor tisulare (tesut
mamar sau ganglionar), diagnosticul histopatologic, gradul si stadiul pTNM al CM, complicatiile
ce au survenit pe perioada de urmarire a paciengilor.

Din 927 cazuri internate, diagnosticate si tratate chirurgical in cei 6 ani luagi in studiu si
tratate n cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf. Andrei” Constanta (639 - sex feminin,
33 — sex masculin) s-a selectat un lot principal ce a cuprins un numar de 293 de carcinoame
mamare, reprezentand cazurile pentru care diagnosticul histopatologic a fost realizat pe tesut
mamar si/sau ganglionar, iar in cazul tumorilor cu examen extemporaneu, confirmarea prin
examen histopatologic a pieselor incluse la parafina a fost obligatorie. Toate cazurile din acest lot
principal au beneficiat de analiza imunohistochimicd, folosind un pannel obligatoriu, principal,
reprezentat de patru biomarkeri (ER, PR, HER2neu, Ki67), la care s-au adaugat si alti
imunomarkeri fie cu rol complementar in rafinarea diagnosticului histopatologic sau a subtipurilor
moleculare (CK5/6, EGFR, E-cadherina, Sinaptofizind, ENS, Cromogranind, SMA) fie cu rol
prognostic si predictiv (p53).

Din acest lot principal s-a ales un lot secundar alcatuit din 239 de CM ce au apartinut
sexului feminin diagnosticate in perioada de timp 01.01.2008 — 31.12.2012 si la care urmadrirea
postoperatorie s-a putut efectua pe o perioadda minima de supraveghere de 15 luni. Analiza acestui
lot secundar de paciente s-a realizat cu scopul de a stabili impactul pe care-1 prezinta incadrarea
tumorilor mamare in subtipuri specifice moleculare si prognosticul pe termen scurt.

VII. 1.2. Criterii de eligibilitate si de excludere
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Criterii de eligibilitate
1. Cazurile 1inregistrate in cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf. Andrei”
Constanta care au beneficiat de tratament chirurgical.
2. Cazurilele confirmate din punct de vedere histopatologic cu diagnosticul de carcinom
mamar invaziv.
3. Cazurile cu examen imunohistochimic alcatuit dintr-un pannel de anticorpi obligatoriu
(ER, PR, HER 2 neu, Ki67).
Criterii de excludere
1. Cazurile in care diagnosticul histopatolgic a fost reprezentat de un alt tip de tumora
maligna a glandei mamare.
2. Cazurile 1n care diagnosticul histopatologic sau/si imunohistochimic au stabilit prezenta
carcinomului mamar “in sifu” asociat sau nu cu carcinom microinvaziv
3. Cazurile cu diagnosticul de CM la care s-a efectuat tumorectomie sau lumpectomie Intr-un
alt spital si pentru care datele clinico-patologice nu au fost accesibile sau care au beneficiat
de
chimioterapie inainte de efectuarea mastectomiei radicale.
4. Cazurile cu pannel imunohistochimic primar incomplet.
5. Cazurile confirmate cu diagnosticul de boald Paget fara componenta de carcinom mamar
invaziv.
VIIL.2. Prelucrarea materialului histopatologic

Cazurile studiate au fost evaluate atat din punct de vedere macroscopic, microscopic,
imunohistochimic cét si prin citogeneticd moleculara. Pentru realizarea acestui studiu au fost
analizate specimenele chirurgicale obtinute prin mastectomie, sectorectomie, tumorectomie.
Piesele chirurgicale au fost supuse mai Intai examenului macroscopic. Ulterior, piesele au fost
prelucrate prin etape succesive pand la stadiul de preparat histopatologic. Dupa fixarea in solufie
de formaldehida 10% timp de 24 de ore, fragmentele de tesut au fost incluse in blocuri si
deshidrate in solutie de acetond pentru urmatoarele 24 de ore. Sectiunile, cu grosimea cuprinsa
intre 4 si 6 microni au fost intinse pe lame, iar pentru deparafinare au fost introduse in alcool
metilic. Lamele astfel obtinute au fost supuse colorarii cu ajutorul coloratiilor Hematoxilin-Eozina
si van Gieson. Procedeul a fost finalizat cu clarificarea preparatului si montarea
lamelei.Preparatele microscopice astfel obfinute au fost examinate la un microscop Nikon E600.

Studiul imunohistochimic s-a realizat pe blocurile de parafind din care s-au efectuat
sectiunile necesare prelucrarii histopatologice clasice cu hematoxilind-eozind. Prin sectionarea
acestora la microtom, la trei nivele, s-au obtinut sectiuni seriate cu o grosime de 4p care au fost
aplicate pe lame tratate cu substantd adezivd (polilizind). In continuare, metoda
imunohistochimica En Vision (Dako) de amplificare polimerica s-a folosit ca tehnicd de lucru,
aceasta fiind o metoda indirecta in doi timpi, iar ca si cromogen s-a fost folosit diaminobenzidine
— DAB (DAKO). Aceste reactii imunohistochimice s-au finalizat prin vizualizarea antigenelor
investigate in brun (coloratie nucleara, citoplasmatica sau membranara, in functie de antigenul
investigat). Pentru realizarea controlului calitatii s-a efectuat fie controlul extern pozitiv si
negativ (pe sectiuni normale sau patologice), fie controlul intern pozitiv.(Tabel nr. 1).

Tabel nr.1. Markeri imunohistochimici utilizati (sursa, clona, dilutii)

Control
pozitiv

Anticorp primar Clona Dilutie Antigen retrieval

Biomarkeri primari, obligatorii

ER Anticorp monoclonal ~ Ready to EnVision ' FLEX Target Cancer
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Anticorp primar Antigen retrieval Con.t 1:01
pozitiv

de iepure 1D5 use Retrievel Solution, high PH mamar

PR Anticorp monoclonal ~ Ready to EnVision "™ FLEX Target Cancer

de soarece -PgR 636 use Retrievel Solution, high PH mamar

Imunoglobuhna e Ready to Epitope Retrieval Solution Cancer

LI ‘epure use supplied by HercepTest' ™ kit mamar

HercepTest pp y p
. .. ™
Ki-67 Anticorp monoclonal Ready to EnYlslon FLEX Target Limba
de soarece MIB-1 use Retrievel Solution, high PH

Biomarkeri secundari, cu rol in diagnostic sau cu rol prognostic/predictiv

P53 Anticorp monoclonal Ready to EnVision ' FLEX Target Carcinom
de soarece DO-7 use Retrievel Solution, high PH mamar
. Carcinom
Anticorp monoclonal ~ Ready to .
EGFR 4 froees BT, 12 use Proteinase K scuamos
cervical
Anticorp monoclonal .. TM
CKk5/6 de soarece clona D5/16 Ready to EnYISIOn F.LEX Target Limba
B4 use Retrievel Solution, high PH
Ecadherina ({:n%(;?;gel?f:r?:lf%a}l{ Ready to EnVision "™ FLEX Target  Tesut mamar
3 33 use Retrievel Solution, high PH normal
. . Ready to DakoCytomation Target Tesut
Cromogranin A polyclonal rabbit use Retrievel Solution, high PH cerebral
Svnaptophvsin Anticorp monoclonal ~ Ready to DakoCytomation Target Tesut
ynaptophy de soarece, clona SY38 use Retrievel Solution, high PH cerebral
Neuron-specific An;;coorgrgc;n:;gl;?al Dilutie DakoCytomation Target Tesut
enolase NSE BB% /NC/VI-H14 1:100 Retrievel Solution, high PH cerebral
Ready to EnVision ™ FLEX Target Glanda
shila Sl use Retrievel Solution, high PH salivara

Vendor - Dako, Denmark
VIL.4. Determinarea amplificarii genei HER2neu prin hibridizarea in situ cu cromogen
(CISH)

Cazurile in care examenul imunohistochimic de evidentiere a supraexpresiei oncoproteinei
HER2 neu s-au scondat cu un scor HercepTest equivoc (2+), s-au analizat mai departe pentru
amplificarea genei HER2neu s-au c-erbB-2, proto-oncogend localizatd pe cromozomul 17
(17q11.2-21), in special prin tehnica de hibridizare in situ cu cromogen (CISH) sau cu
fluorescentd (FISH), numeroase studii demonstrand o concordantd mare intre CISH sau FISH, cu
valori de la 85% [18] la 100% [19, 20]. Pentru detectia genei HER2neu prin hibridizare
cromogenica in situ s-a utilizat kit-ul ZytoDot SPEC HER?2 Probe Kit de la ZytoVision. Astfel,
starea amplificarii genei HER2, evaluarea si cuantificarea pot fi vizualizate in contextul
morfologiei tesutului inconjurator (Tabel nr 2).

Avantajele metodei CISH fata de FISH:

1. posibilitatea examinarii la microscopul optic obisnuit
identificarea amplificarii genei HER- 2/neu 1n contextul morfologiei CM
semnale permanente ce pot fi arhivate si analizate oricand este necesar
pret mai mic pentru reactivi
mai facil de evaluat ca FISH

A

Tabel nr. 2 Criterii pentru evaluarea si cuantificarea statusului genei HER-2/neu

Amplificarea genei HER- >10 copii sau un grup mare de amplificare per nucleu in peste 50% din
2/neu cu nivel crescut celule canceroase.
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Amplificarea genei HER- 5-10 copii sau un grup mare de amplificare per nucleu in peste 50% din
2/neu cu nivel scazut celule canceroase

Absenta amplificarii genei  1-5 puncte ale genei HER-2/neu prezente per nucleu in >50% din
HER-2/neu celulele carcinomatoase in zona selectata

VILS. Criterii imunohistochimice surogat pentru definirea subtipurilor moleculare

Subtipuri
moleculare Subtipuri moleculare folosind criterii imunohistochimice ,,surogat”
intrinseci
Luminal A Luminal A —like ii ;3*1 PR" pozitiv + HER2 negativ + index Ki67
Luminal B-like ER pozitiv + HER2 negativ si cel putin una din
(HER2 negativ) urmatoarele criterii:index Ki67 mare sau expresia
. redusa sau negativa pentru PR
Luminal B Luminal B-like ER pozitiv
(HER?2 pozitiv) Supraexpresia sau amplificarea HER2neu
Orice index Ki67 sau expresie a PR
Supraexpresia HER 2 pozitiv (enrich,  Supraexpresia sau amplificarea HER2neu
cerb-B2 non-luminal) Expresia ER si PR negativa
Basal-like Triplu negativ (ductal) Expresia ER si PR negativd; HER2 negativ

* Pentru definirea subtipului luminal A, valoarea expresiei PR trebuie sd fie mai mare de 20% [21].
*%Valoarea de cut-off pentru Ki67 este de 14% [14, 20].

VIL6. Prelucrarea si analiza statistica a datelor

Prelucrarea statistica a datelor clince, morfopatologice, imunohistochimice precum si
rezultatele tehnicilor moleculare s-a realizat folosind platforma statisticdi SPSS (Pachet Statistic
pentru Stiinte Sociale; eng - Statistical Package for the Social Sciences). Analiza statistica
descriptiva a furnizat informatii referitoare la medie si mediand pentru variabilele continue si
proportii sau rate pentru variabilele calitative. Stabilirea corelatiilor dintre subtipul molecular al
CM si principalii factori clinio-patologici sau imunohistochimici s-a realizat cu ajutorul diferitelor
teste statistice, fie de tip parametric (atunci cand variabilele dependente au avut o distributie
normald) sau tip non-neparametric atunci cand condifia de normalitate nu era satisfacutd. Astfel,
s-au utilizat urmatoarele metode statistice: testul ANOVA (one way analysis of variance) pentru
variabilele continue (varsta, diametrul maxim al tumorii); testul Chi-patrat a analizat corelatiile
cu variabilele categorice, testul Fisher s-a utilizat atunci cand conditiile de efectuare a testuli Chi
patrat nu au fost Indeplinite (peste 20 % din celule cu valoare mai mica decat 5); testul Kruskal-
Wallis a realizat corelatiile cu variabilele de tip ordinal. Pentru estimarea corelatiilor dintre doua
variabile s-au utilizat coeficientii de corelatie: coeficientul Pearson sau Spearman (r).

Analiza supravietuirii generale pe termen scurt s-a realizat pentru un subgrup de
pacienti inrolati in studiu pe o perioadd de 5 ani si la care perioada de supraveghere dupa
diagnostic s-a realizat pe o perioada de cel putin 15 luni. Curbele de supravietuire s-au obtinut cu
ajutorul metodei Kaplan-Meier, iar pentru a analiza diferentele de supravietuire intre clasele
moleculare, din punct de vedere statistic, s-a utilizat testul Log-rank. Analiza multivariatd a
modelului lui Cox de regresie proportionald a hazardelor s-a folosit cu scopul de a stabili
asocierile dintre timpul de supravietuire si variabilele independente (vérsta, sex, subtipul
histopatologic, gradul) precum si pentru a obtine intervalul de confidentialitate 95%.

Analiza statistica s-a realizat folosind metoda ipotezelor non-directionate (two-tails), iar
pragul de semnificatie statisticd s-a considerat ca fiind in valoare mai micd de 0.05; valorile
cuprinse intre 0.05 s1 0.07 s-au considerat cu valoare semnificativ statisticd intermediard, iar valori

de p = 0.00 s-au raportat ca p < 0.01 [40].
9
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VIIL.1. Rezultate si discutii pe baza studiului clinico-morfopatologic
In perioada 01.01.2008 — 31.12.2013, in cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologica
al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf. Ap Andrei” Constanta au fost diagnosticate prin
examen anatomopatologic complet un numar de 927 de tumori benigne $i maligne mamare, ce au
inclus ambele sexe. Carcinoamele mamare (in situ si invazive) au predominat, inregistrand o
frecventda de 58% (Fig. nr. 1), dar cu un raport dintre sexe disproportionat, cel feminin
»dominand” spectrul leziunilor maligne ale glandei mamare cu un procentaj de 95%.

Fig. nr. 1 Proportia tumorilor " I l I*— I- l-— I

x

maligne si benigne ale Fig. nr. 2 Ponderea cazurilor in ﬁnctie de anul de
glandei mamare pe perioada diagnostic si genul feminin/masculin
studiului

Dintre acestea, pe baza criteriilor de eligibilitate, In studiul prezent s-au inclus 293 de
cazuri dintre care 285 cazuri (97,3%) apartin sexului feminin, restul fiind observate la sexul
masculin (8 cazuri). Analiza cazurilor in functie de anul de includere 1n studiu si gen (Fig. nr. 2) al
lotului principal de pacienti, relevd un varf al cazurilor pentru sexul feminin in anul 2012, cu o
frecventa de 22,8%, fiind urmata de cea inregistrata in anul 2010 cu 18,9% din cazuri.

Varsta medie a pacientelor din lotul studiat este de 60,55+11,4 ani (28 - 87), majoritatea
(80%) avand un status hormonal postmenopauzal, iar pentru sexul masculin varsta medie
inregistrata este de 63,8 = 1,2 ani (58 -78ani), mai mare decat cea observata la sexul feminin.
Diferenta dintre diametrul mediu al leziunilor tumorale ce apartin sexului feminin de2,69+1,9cm
(Icm — 14 cm) nu diferda de cea obtinutd pentru cazurile ce apartin sexului masculin 2,71+1,2cm
(2-5cm).

Din punct de vedere al clasificarii histopatologice s-a remarcat o gama mare, pentru
ambele sexe, a CDI-NST cu o frecventa de 67,0% din cazurile de CM invaziv identificate la genul
feminin si 87,5% din cele observate la sexul masculin. Cu o proportie de 7,2% (19/293) s-au
identificat cazurile de carcinom mixt, majoritatea fiind compuse din CDI-NST si CLI. Formele
morfopatologice speciale s-au observat cu o pondere mult mai redusa decat CDI-NST, acestea
fiind reprezentate de: CLI - 19 cazuri; carcinom mucinos pur §i carcinom cribriform invaziv
fiecare cu cate 10 cazuri; carcinom cu trasdturi medulare - 6 cazuri; carcinom metaplastic - 7
cazuri; carcinom adenoid-chistic si carcinom tubular, fiecare cu cate 3 cazuri; carcinom cu
trasaturi neuroendocrine -2 cazuri, carcinom cu diferentiere apocrind, carcinom cu celule clare si
carcinom secretor cu cite un 1 caz (Fig. nr 3 - 21) . Din punct de vedere al gradului de diferentiere
tumorald s-a Tnregistrat cu o frecventa crescutd de 58% pentru formele moderat diferentiate (Fig.
nr 22), iar asocierea cu componentd de carcinom in situ (Fig. nr 23) s-a remarcat in proportie de
57,1%, aspect morfologic frecvent constatat in literatura de specialitate, cu pana 80% cazuri
raportate [22,23].

10
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a i i i i i 1 I
Fig. nr. 3 CDI- NST —Aspect macroscopic —

leziune tumorala nodulara, cu contur stelat,
consistenta crescuta (Caz nr. 144, Original)

54 55 56 57 58 59 60 E1LERN6S
Fig. nr. 5 Leziune tumorala imprecis

delimitata, de aspect solid cu margini infiltative

la periferie, culoare albicios-cenusie (Caz nr
226,original)

Fig. nr. 6 Carcinom mixt — proliferare
epiteliala maligna cu pattern mixt: CDI —-NST si
CLI (HE 10x, Caz nr.131, original)
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Flg nr. 4 CDI NST bine &iferentiat G1- aspect

microsopic (HE 4x, Caz nr. 262, original)
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Fig. nr. 5 CLI clasic - celule tumorale,
discoezive, cu dispozitie in siruri concentrice
wtargetoid” in jurul unui duct normal (HE 4x,

Caz nr. 226, original)
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Fig. nr. 7 Carcinom tubular invaziv — structuri

tubulare, de forma rotunda sau ovalara,contur

angulat, dispuse intr-o stroma dezmoplazica
(HE 4x, Caz nr. 81, original)
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Fig. nr. 8 Carcinom mucinos- aspect
macroscopic- leziune nodulara, aspect hipocelular (tip A): (HE, 4x, casetd HE 10x,
translucid, cenusiu albicios, consistentd medie Caz nr. 138, original)
(Caz nr 138, original)

Fig. nr. 10 Carcinom papilar intraductal de tip Fig. nr. 11 Carcinom micropapilar invaziv —
solid (—) asociat cu CDI-NST, G3 (—) (HE 4x, in caseta HE 10x, caz nr. 293,
(HE, 4x, caz nr. 283, original) original)

Fig. nr. 12 Carcinom. neuroendocrin bine Fig. nr. 13 Imunomarcaj pozitiv la nivel
diferentiat, cu pattern solid — citoplasmatic pentru sinaptofizind (IHC 10x, in
(HE, 4x, original, caz nr . 88) caseta 20x, caz nr . 88, original 0

12
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Fig, nr. 14 Carcinom apocrin infiltrativ — (HE

4x, in casetd HE 20x, caz nr. 177, original)

Fig. nr. 16 Carcinom adenoid-chistic — aspect
macroscopic: (caz. nr. 136, original)

Fig. nr. 18 Carcinom medular — aspect
macroscopic- leziune nodulara, aspect solid,
Ibicios-cenusie, consistenta ferma (caz nr. 178,
original)

I. r"

Fig. nr. 15 Carcinom cu celule clare, bogat in
glicogen — (HE 4x, caseta HE 20x, caz nr. 236
original)

o -.- ‘ I-l'."_ e y
Fig. nr. 17 Carcinom adenoid-chistic (VG 4x,
in caseta HE 10x, caz nr. 288, original)
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Fig. nr. 19 Carcinom medular invaziv: placarde

de celule tumorale maligne cu aspect sincitial,
(HE, 4x, caz nr. 178, original)
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Fig. nr. 20 Carcinom metaplastlc cu celule Flg nr. 21 Carcmom metaplastlc cu celule
scuamoase - (HE 10x, caz nr. 237, original) fuziforme (HE 4x), a caror natura epiteliala este
demonstrata prin imunomarcaj pozitiv pentru
CK5/6 (in caseta IHC 10x) (caz nr.287,
orlglnal)

Gl EG2 63

Fig. nr.22 Distributia cazurilor cu diagnosticul
morfopatologic de CDI-NST in functie de
gradul histopatologic

Invazia angiolimfatica peritumorala (Fig. nr.24), care constituie deasemenea un factor de

prognostic independent la fel ca si gradul histopatologic, a fost remarcatd in studiul actual in
proportie de 30,0% cazuri. Invazia perineurald (Fig. nr.25) s-a regasit in 17,7% din cazuri, fard a
se indentifica vreo asociere semnificativ statistic cu gradul histopatologic sau cu dimensiunea
tumorala. Totusi s-a observat o asociere importantd cu invazia limfovasculara, cu un nivel al
corela‘;lel p021t1V (Testul Chi patrat r (2) 21 7; p<0,0001; Spearman r = -0,347, p<0 0001.

Fig. nr. 23 Carcinom ductal in situ —
comedocarcinom (HE 4x, Caz nr 163, original)

Flg nr.24. CDI-NST G3 Embol tumoral Fig. nr. 25 CDI-NST G3 Inva21e permeurala
intravascular (HE 20x, Caz. nr.154, original) de celule tumorale epiteliale maligne (HE 20x,
Caz. nr.170, Original)
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VIIL.2. Rezultate si discutii pe baza studiului imunohistochimic si molecular

VIIL.2.1.Evaluarea imunohistochimica a receptorilor hormonali (ER si PR)

In studiul prezent o expresie negativa s-a observat in 21,8% cazuri pentru ER si 24,9%
pentru PR, remarcandu-se un imunomarcaj pozitiv la ER pentru toate cazurile de sex masculin si
in 77,5% pentru sexul feminin, niveluri mai mari fatd de cea pentru PR. Pentru lotul nostru de
cazuri din cazurile cu imunomarcaj nuclear pozitiv pentru ER 84,8% din cazuri s-a observat o
expresie Tnaltd a ER, de peste 10% (Fig. nr. 26), restul fiind reprezentate de absenta unui
imunomarcaj nuclear (Fig. nr. 27). Expresia PR de obicei indica o functionare corectd a cailor de
semnalizare ER-a si este activat de hormonul progesteronic, fiind implicat ca si ER in reglarea
anumitor functii celulare, incluzand proliferarea [24].

_1.‘r',‘

Fig. nr. 26 Examen imunohistochimic - ER Fig. nr.27 Examen 1munohlstoch1mlc ER
Imunomarcaj nuclear pozitiv in peste 90% din imunomarcaj nuclear negativ la nivelul
celulele tumorale (IHC 10x, caz nr. 98, celulelor tumorale (IHC 4x, caz nr. 221,
original) original)

VIIL. 2.2. Evaluarea expresiei imunohistochimice a oncoproteinei HER2neu si/sau
amplificarea genei HER-2/neu prin hibridizarea in situ cu cromogen

In studiul prezent cuantificarea imunohistochimica a oncoproteinei HER2/neu s-a realizat
pentru toate cazurile, din care in 20,8% s-a observat supraexpresia acesteia, obtindndu-se un scor
pozitiv de IHC 3+ (Fig. nr. 28), iar pentru 63,1% din cazuri s-a observat absenta supraexpresiei
obtinandu-se un imunomarcaj de 1+ sau 0 (Fig. nr.29, 30). Pentru 16,0% din cazuri s-a observat
un scor echivoc 2+ (Fig. nr. 31), rezultat care a necesitat cuantificarea suplimentara a amplificarii
genei HER-2/neu prin CISH. Astfel din cele 47 de cazuri la care s-a efectuat determinarea
amplificarii genet HER2/neu 1n 42,6% s-a observat o expresie normald a genei HER2/neu (Fig.
nr.32), iar in 57,4% s-a remarcat amplificarea acesteia (Fig. nr. 33). In urma evaluarii amplificarii
genei HER2/neu pentru cazurile cu rezultat imunohistochimic echivoc, statusul HER2neu pozitiv
s-a observat in 30% din cazuri.

Distributia cazurilor in functie de diagnosticul histopatologic pune in evidenta frecventa
mare a cazurilor cu diagnosticul histopatologic de CDI-NST (85,2%), dintre care in doud situatii
s-a observat asocierea dintre boala Paget si CDI-NST, fiind secondate, la o distanta mare de
carcinoamele mixte cu 5,7% din cazuri.
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Flg r. 28 Examen imunohistochimic Fig. nr. 29 Examen imunohistochimic
HER2/neu — scor IHC 3+ (IHC 10x, caz nr.281, HER2/neu — scor IHC 1+(negativ (IHC 4x,caz
original) nr. 210, original)

- i, 'b a H
Flg nr. 30 Examen 1munohlstoch1mlc Fig. nr. 31 Examen imunohistochimic
HER2/neu, scor IHC 0 (negativ)- (IHC 4x, caz  HER2/neu — scor IHC 2+ (echivoc)- (IHC 10x,

nr. 193, original) caz nr.198, original)
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Flg nr. 32 CISH - expresie normali a genel Fig. nr.33 CISH - amplificare 1naltd a genei
HER2/neu (Ob 40x, Caz nr. 245, original) HER?2/neu (Ob 40x, caz nr. 202, original)

VIII.2.3.Evaluarea imunohistochimica a biomarkerului Ki67s-a efectuat pentru toate cazurile
incluse in studiu, obtinandu-se un index negativ pentru 10,6% (31/293) din cazuri si o valoare
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crescutd pentru 34,1% din cazuri. Diferenta de 162 de cazuri (55,3%) s-a caracterizat printr-un
index de proliferare nucleara scazut (<20%), aceste cazuri fiind preponderente.
VIIL.2.4.Evaluarea imunohistochimica a oncoproteinei P53 - aduce informatii suplimentare
referitoare la caracteristicile moleculare ale unei tumori precum si datorita existentei unei legaturi
direct proportionale cu prognosticul si cu prezicerea la tratament. In studiul actual imunomarcajul
pS53 a fost evaluat in 222 de cazuri, dintre acestea 33,1% au evidentiat o reactie pozitiva
VIII.2.5.Evaluarea imunohistochimica a biomarkerilor de tip bazali (EGFR si CK5/6)

Expresia imunohistochimicd pentru EGFR a fost evaluata in 133 de cazuri din care s-a
remarcat un raspuns pozitiv pentru 39,1% din cazuri. Acest procent este mai mare decat rezulatele
obtinute de Tsutui et al si Walker et al care au demonstrat in studiile lor o frecventa a expresiei
EGFR de 36%, dar 1n literatura de specialitate sunt menfionate si valori mai reduse, de pana la 7%
din cazurile de CM [19, 25]. Studiul efectuat de Lv et al a demonstrat existenta unei corelatii
pozitive intre supraexpresia proteinei EGFR si amplificarea genei EGFR ce se asociaza cu un
prognostic prost [27]

Expresia imunohistochimica a CK5/6 este analizata in 45,4% din cazuri, un imunomarcaj
pozitiv fiind indentificat pentru 39,1% din acestea, valoare ce se suprapune peste datele raportate
de studii similare in care mentioneazd o frecventd a cazurilor cu imunomarcaj pozitiv pentru
CK5/6 variabila, de la 22% la 51 % [28, 29].

Capitolul IX. Rezultate si discutii asupra subtipurilor moleculare
IX.1. incadrarea moleculari conform criteriilor de diagnostic imunohistochimic “surogat”

Analiza cazurilor in functie de expresia markerilor imunohistochimici din pannel-ul de
anticorpi obligatoriu (ER, PR, Ki67, HER2neu) coroborata cu aplicarea criteriilor de clasificare a
subtipurilor moleculare cele mai recente, propusa de Consortiul St Gallen (2013) [14] a evidentiat
o frecventa crescuta a cazurilor cu imunofenotip de tip luminal (luminal A si luminal B - 78,5 %
din cazuri), fatd de subtipurile bazale si triplu negative (non-luminale) reprezentate de 21.5% din
cazuri. Dintre acestea ponderea cazurilor de gen masculin a fost redusa, cu doar 8 cazuri, toate
incadrate in subtipurile luminale, iar pentru genul feminin cea mai mare frecventa a cazurilor s-a
inregistrat in subtipul molecular luminal A.

IX.2. Evaluarea cazurilor de carcinom mamar subtip molecular luminal A

In cadrul lotului principal de pacienti inclusi in studiu, subtipul molecular luminal A a
reprezentat cea mai mare pondere, cu 135 de pacienti dintre care sexul feminin cu o frecventa
97,8% si cu o varsta medie de 61.5 £ 11.6 ani, iar sexul masculin cu o pondere de 3cazuri §i o
varsta medie de 58,3 + 0.58. Studii similare au consemnat valori diferite pentru media varstei din
cadrul subtipului molecular luminal A, genul feminin, de la 47,4% [30] la 61,4 ani [31], rezultatul
studiului nostru incadrandu-se in aceasta variagie. Din punct de vedere a distributiei cazurilor in
functie de grupele de varsta s-a evidentiat, pentru ambele genuri, o frecventa crescutd a cazurilor
cuprinse in categoria de varsta 51- 60 de ani, cu un procentaj de 32,6% mult mai mare comparativ
cu distributia cazurilor in aceeasi categorie de Spitale et al , care au obtinut un procent de 19,1%
[32].

Studiul morfologic al cazurilor din subgrupul luminal A a evidentiat, din punct de vedere
al formelor histopatologice conform clasificarii OMS, o pondere mare a cazurilor cu diagnosticul
de CDI — NST fiind indentificae 84 cazuri, urmate de cazurile cu formele morfologice de de CLI
— 13 cazuri si de carcinom mixt 10 cazuri (Fig. nr.34-42). Cu o frecventd mai mica s-au
consemnat forme histopatologice speciale, rare: carcinom tubular invaziv (2,2%), carcinom
cribriform invaziv (6,7%), carcinom mucinos pur (6,7%), carcinom papilar intraductal cu
componentd invazivd de CDI NST (0,7%) si carcinom neuroendocrin (1,5%). Dintre acestea,
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cazurile ce apartin genului masculin sunt reprezentate, din punct de vedere al diagnosticului
histopatologic, de doua cazuri de CDI-NST si un caz de carcinom cribriform invaziv.

0.8%
0.8% __|

CDI-NOS
Carcinom mixt

B Ca papilar ID asociat cu CDI NOS

= Ca. mucinos
Ca. micropapilar invaziv

. 1.5%

1.5%

mCLI

H Ca. tubular invaziv

B Ca. papilar invaziv
Ca. cribriform invaziv

® Ca neuroendocrin

Fig. nr. 34 Distributia subtipurilor lumA pentru sexul feminin in functie de forma histopatologica a
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Fig. nr.37 Subtip luminal A —carcinom tubular
infiltrativ — imunomarcaj nuclear pozitiv pentru RE
in proportie 90% (IHC 4x, caz nr.174, original).
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Fig. nr.36 Subtip molecular luminal A — CLI-subtip
tubulo-lobular: imunomarcaj intens pozitiv pentru
PR. (IHC 10x caz nr. 278 or1g1nal)
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Fig. nr.38 Subtip molecular luminal A —carcinom
cribriform invaziv: imunomarcaj nuclear pozitiv in
proportie de 90% pentru PR (IHC 10x, caz nr.140,
original)
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Fig. nr.39 Subtip molecular luminal A —carcinom
cribriform invaziv: imunomarcaj membranar
negativ pentru HER2 (IHC 4x); casetd — absenta
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Fig. nr. 40 éubtip molecular luminal A — carcinom
mucinos pur: imunomarcaj nuclear slab pozitiv
pentru Ki67 (IHC 10x; caz nr. 85, original)

imunomarcajului nuclear pentru Ki67 (IHC4x,
caseta 10x; caz nr. 87, original)
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Fig. nr. 42 Subtip luminal A — carcinom

neuroendocrin solid. Imunomarcaj muclear intens,
difuz pentru PR (IHC 4x, caz nr. 88, original)

B i

Fig. nr. 41 Subtip luminal A — carcinom
neuroendocrin solid. Imunomarcaj muclear intens,
difuz pentru ER (IHC 4x, caz nr. 88, original)

Evaluarea imunomarcajului pentru oncoproteina p53 a evidentiat o frecventa crescuta a
cazurilor pozitive pentru CM moderat sau slab diferentiat (52,9% versus 41,2%) fard a se
evidentia o asociere semnificativ statistic. Deasemenea nu s-a remarcat nicio asociere semnificativ
statistic Intre statusul nodular si expresia imunohistochimica a oncoproteinei p53 (testul Chi patrat
' (1)=1,491; p=0.297).

IX. 3. Evaluarea cazurilor de carcinom mamar subtip molecular luminal B

Cazurile de carcinom mamar incadrate in subtipul luminal B pe baza expresiei markerilor
imunohistochimici“surogat”, au reprezentat un procent de 32,4% (95 de cazuri), ocupand locul
doi in cadrul clasificarii moleculare. Acest rezultat este in concordantd cu cele semnalate in
literatura de specialitate desi frecventa acestui subtip molecular prezinta variatii mari, de la 6,9%
[33] la 34 % [30]. In studiu efectuat de Engstrgm et al pe un lot de 909 CM, prevalenta cazurilor
luminal B —HER2negativ inregistrata a fost de 27,4% iar cea pentru luminal B-HER2 pozitiv a
fost de 7,7%, similar cu un alt studiu efectuat de Xue et al care, pe un lot de 5809 de pacienti, a
obtinut un procent de 30,4% pentru primul subgrup si 13,1% pentru cel de-al doilea [34, 35].
Aceste rezultate difera de cele obtinute in studiul actual in care se observa o inversare a raportului
dintre cele doud subtipuri moleculare Luminal B, cu o prevalentd a cazurilor luminal B-HER2
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negativ de 11,9%, iar pentru luminal B-HER2pozitiv de 20,9%, ceea ce demonstreaza marea
heterogenitate a acestui subtip molecular.

Evaluarea morfologica a cazurilor de CM subtip luminal B a evidentiat o frecventa
crescuta a cazurilor de CDI-NST (75,8%), pe urmatoarele locuri aflandu-se carcinomul invaziv
mixt (8,4%), urmate de CLI si carcinom papilar indraductal cu componenta invaziva de CDI NST,
fiecare cu o frecventd de 6,3%. Diferenta a fost reprezentatd de un caz de carcinom mucinos pur
(1,1%) sl doua cazuri de carcinom invaziv micropapilar (2,1%) (Figura nr. 43-46).

Fig. nr.43 Subtlp molecular luminal B- Fig. nr.44 Subtip molecular luminal B -
HER2pozitiv — CDI-NST, G2: imunomarcaj nuclear HER2pozitiv — CDI-NST, G2- HER2 (Scor IHC
intens pozitiv pentu ER (IHC 10x, caz nr.268, 3+) (IHC 10x, caz nr.268,original)
original )
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Fig. nr.45 Subtip molecular luminal B- Fig. nr. 46 Subtip molecular luminal B - carcinom
HER2pozitiv — CDI-NST, G2: imunomarcaj nuclear ~ micropapilar invaziv: HER2 neu -scor IHC 2+ 1n
pozitiv pentu Ki67 (Index Ki67 inalt).(IHC 10x, caz casetd — amplificare Tnaltd pentru oncogena
nr.268, original) HER?neu (IHC 10x,in caseta CISH 40x, caz nr.

247, original)

IX. 4. Evaluarea cazurilor incadrate in subtipul molecular HER2-pozitiv (non-luminal)

Subtipul molecular HER2-pozitiv ocupa ultimul loc din punct de vedere al frecventei in
lotul principal de pacienti investigati, cu un procent de 9,6% si cu numar absolut de 28 de cazuri.
in cadrul acestui subgrup toate cazurile apartin genului feminin cu o varsta medie de 58,71+10,5
ani, cele mai multe paciente fiind incluse in categoria 61-70 de ani (46,4%). Prin analiza
morfologicd a cazurilor incadrate in subtipul molecular s-a remarcat o frecventd crescutd de
78,6% a cazurilor cu forma histopatologica de CDI-NST (22/28) urmata de asocierea dintre Boala
Paget si CDI-NST cu o pondere 3 cazuri. Carcinomul mixt, carcinomul cu celule clare bogat 1n
glicogen si carcinomul apocrin infiltrativ au fost fiecare reprezentate de cate un caz (Fig. nr. 47-
50)
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a . -
Fig. nr. 47 Subtip molecular HERpozitiv- CDI-

NST slab diferentiat. Imunomarcaj negativ pentru

ER. (IHC 4x, caz. nr. 289, original)
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Fig. nr. 49 Subtip molecular HER?2 pozitiv —CDI
NST, moderat diferentiat cu amplificare inalta a

genei HER2/neu. (CISH, 20x, caz nr. 213, original )

Paget - imunomarcaj intens pozitiv pentru HER2neu
la nivelul celulelor tumorale (IHC 10x, caz nr. 222,
original)

DI-
NST slab diferentiat. IHC -HER2neu — scor 3+
(IHC 10x, caz. nr. 289, original)
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Fig. nr. 50 Subtip molecular HERpozitiv- CDI-

NST slab diferentiat. Imunomarcaj intens pozitiv
pentru KI67 (IHC 4x, caz nr. 265, original)
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Fig. nr. 52 Subtip molecular HER2 pozitiv —boala
Paget asociata cu CDI-NST - imunomarcaj intens
pozitiv pentru HER?2 (scor 3+) atét la nivelul
componentei in situ cat si a componentei invazive
(IHC 4x, caz nr. 222, original)
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Fig. nr.53 Subtip molecular HER2pozitiv — Fig. nr.54 Subtip molecular HER 2pozitiv-
forma histopatologica de carcinom ce celule carcinom apocrin infiltrativ. scor

clare. Imunomarcaj intens pozitiv pentru HER2 IHC 2+ pentru HER2neu; caseta -amplificarea
neu — scor 3+ (IHC 10x, caz nr.236, original) genei HER2neu(IHC 4x, caseta CISH 20x, caz
nr.177, original)

IX..5. Evaluarea cazurilor de carcinom mamar incadrate in subtipul molecular TNP

Cancerul mamar - subtipul molecular TNP, corespondentul imunohistochimic pentru
subtipul molecular intrinsec basal-like, reprezinta una dintre cele mai controversate clase a
clasificarii moleculare si care a surescitat interesul cercetatorilor prin caracterul particular al
acestuia, determinat de marea heterogenitate la nivel transcriptomic si molecular, modificarile
genetice fiind mult mai numeroase decat in celelalte subtipuri moleculare [11,12]. Prin evalurea
formelor histopatologice intalnite Tn acest subtip molecular s-a putut remarca frecventa crescuta a
CDI-NST cu 48,6% din cazuri. Deasemenea se observa incadrarea in acest subtip molecular a
tuturor cazurilor incluse in prezentul studiu cu diagnosticul histopatologic de carcinom
metaplastic, ce a inregistrat o pondere de 7 cazuri, carcinom medular (6 cazuri), carcinom adenoid
— chistic (3cazuri) si carcinom secretor (1 caz) (Fig. nr. 55- 58)
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Fig. nr.55 Subtip molecular TNP —carcinom Fig. nr.56 Subtip molecular TNP —carcinom
medular invaziv: imunomarcaj negativ pentru ~ medular invaziv: imunnomarcaj nuclear intens
cerBb2 (IHC 10x, caz nr.289, original ) pozitiv pentru p53 (IHC 10x, caz nr.289,
original )
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Fig. nr. 57 Subtip molecular TNP — Carcinom Flg nr. 58 Subtip molecular TNP Carcinom
metaplastic cu celule fuziforme: imunomarcaj metaplastic cu celule fuziforme: imunomarcaj
intens pozitiv pentru pS3 (IHC 10x, caz nr.287, pozitiv pentru CK5/6 (IHC 10x, caz nr. 287,

original) original)

IX.6.1. Corelatii intre subtipurile moleculare si principalii factori clinico-morfopatologici si
imunohistochimici

Toxonomia moleculara a CM ofera informatii importante asupra mecanismelor
carcinogenezei implicate in aparitia, progresia, metastazarea si rezistenta la tratament, cu valoare
prognostica si predicitva in curs de validare, fiind necesare studii prospective si retrospective care
sda includd esantioane reprezentative pentru populafia respectivd. Folosirea markerilor
imunohistochimici surogat a facilitat analiza subtipurilor moleculare pentru un numar mai mare de
cazuri decat cel folosit in primele studii. De aceea, un prim pas pentru intelegerea acestor
subtipuri moleculare constd 1in stabilirea corelatiilor cu aspectele clinico-morfologice si
imunohistochimice specifice fiecarui subtip. Astfel, evaluarea imunohistochimica a celor patru
anticorpi principali (ER, PR, Ki67 si HER2neu) s-a realizat pentru 285 de paciente, subtipul
luminal A fiind preponderent cu 43,6% urmat de subtipul luminal B cu un procent de 31,6% si
subtipul TNP cu 12,3%, corelatille dintre principalii factori clinico-morfologici i
imunohistochimici cu clasele moleculare sunt redate in Tabelul nr.3.

Tabel nr. 3 Corelatii dintre subtipuri moleculare si principalele caracteristicile clinico-
morfologice si imunohistochimice

Luminal A  Luminal B TER? TNP Ll

it i
n (%) n (%) pozitiv n (%) cazurile

n (%) n(%)
132 (46,3) 90 (31,6) 28 (9,8) 35 (12,3) 285

Varsta (ani)
. 58.71%10, .
Media + DS 61.57%11,6 61.62+11.01 5 55.43£11.3 60.55£114 | 0,022
Amplitudinea 28 — 87 35-83 33-72 32-82 28 - 87
Categorii de varsta
<50 ani 19 (14.4) 14 (15.6) 5(17.9) 10 (28.6) 48 (16.8) 0.071%
50-69 ani 74 (56.1) 51 (56.7) 19 (67.9) 20 (57.1) 164 (57.4) ’
>70 ani 39 (29.5) 25 (27.8) 4(14.3) 5(14.3) 73 (25.6)
Status hormonal n (%) 0.026°
Premenopauza 21 (15.9 16 (17.8) 6(21.4) 14 (40.0) 57 (20.0) ’
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HER2 T
Luminal A  Luminal B = TNP oate
pozitiv cazurile

n (%) n (%) n(%)

132 (46,3) 90 (31,6) 28 (9,8) 35 (12,3) 285
Postmenopauza 111 (84.1) 74 (82.2) 22 (78.6) 21 (60.0) 228 (80.0)
Diametrul maxim tumoral (cm)

n (%) n (%)

Media+SD 2.38%1.5 2.90£1,8 3.21£2.0 3.8242.5 2.80+1,9 0,0001"
Amplitudinea 1-10 1-9 1-11 1-14 1-14
<2cm 25 (18.9) 11 (12.2) 2(7.1) 2(5.7) 40 (14.0)
2 —5cm 99 (75.0) 63 (70.0) 22 (78.6) 26 (74.3) 210 (73.7) | 0,0007
>5 cm 8 (6.1) 16 (17,8) 4 (14,3) 7 (20.0) 35 (12.3)
Lateralitatea

Stang 63 (47,7) 44 (48,9) 15 (53,6) 15 (42,9) 137 (48,1)
Drept 68 (51,5) 46 (51,1) 13 (46,4) 20 (57,1) 147 (51,6) 0,928’

Bilateral 1(0,8) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,4)
Multicentricitatea/multifocalitatea
Da 13 (9,8) 13 (14,4) 2(7,1) 7 (20,0) 35 (12,3) 0.291°
Nu 119 (90,2) 77 (85,6) 26 (92,9) 28 (80,0) 250 (87,7) ’
Localizare
CSE 82 (62,1) 57 (63,3) 12 (42,9) 15 (42,9) 166 (58,2)
CSI 16 (12,1) 11 (29,7) 5(17,9) 5(14,3) 37 (13,0)
ClI 12 (9,1) 4 (4,4) 2(7,1) 6 (17,1) 24 (8,4) 0.171°
CC 16 (12,1) 8 (8,9) 7 (25,0) 6(17,1) 37 (13,0) ’
CIE 3(2,3) 5(5,6) 1(3,6) 0(0,0) 9(3,2)
CE,CC,CI 3(2,3) 5(5,6) 1(3,6) 3 (8,6) 12 (4,2)
Diagnostic histopatologic
CDI NST 82 (62,1) 68 (75,6) 27 (96,4) 16 (45,75) 193 (67,7)
CLI 13 (9,8) 6 (6,7) 0 0 19 (6,7) 0.0001°
Ca mixt 10 (7,6) 7 (7,8) 1(3,6) 12,9 19 (6,7) ’
Grup I 27 (20,5) 9 (10,0) 0 0 36 (12,6)
Grup 11 0 0 0 18 18 (100)

Grad histopatologic Nottingam (Elston-Ellis modificat)
GI-GII 111 (84,1) 64 (71,1) 13(46.4) 8(22,9) 196 (62,1) | 0,0001°
GII  21(15,9) 26 (28,9) 15 (53,6) 27 (77,1) 89 (31,2)

Invazie angiolimfatica peritumorala
Prezent 31 (23,5) 40 (44.,4) 8 (28,6) 7 (20,0) 86 (30,2)

§
Absent 101 (76,5) 50 (55,6) 20 (71,4) 28 (80,0) 199 (69,8) 0,004
Necroza tumorala
Da 8 (6,1) 21(23,3) 5(17,9) 13 (37,1) 47 (16,5) 0.0001°
Nu 124 (93,9) 69 (76,7) 23 (82,1) 22 (62,4) 238 (83,5) ’
Fibroza centrala
Prezent 1(0,8) 4(4,4) 3(10,7) 8 (22,9) 17 (6,0) 0.0001°
Asent 131 (99,2) 86 (95,6) 25 (89,3) 27 (77,1) 268 (94,0) ’
Intensitatea infitratului inflamator limfocitar
Absent 109 (82,6) 46 (51,1) 14 (50,0) 13 (37,1) 182 (64,1)
Redus 18 (13,6) 30 (33,3) 9(32,1) 10 (28,6) 66 (23,2) 0.0001%
Moderat 4 (3,0 3(3,3) 1(3,6) 12,9 9(3,2) ’
Accentuat 1(0,8) 11 (12,2) 4 (14,3) 11 (31,4) 27 (9,5)

Statusul limfoganglionilor regionali
pozitiv 62 (52,5) 62 (73,8) 20 (76,9)  26(83,9) 170 (65,6) | 0.005°
negativ. 56 (47,5) 22 (26,2) 6 (23,1) 5(16,1) 89 (34,4)
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Luminal A Luminal B folill:li TNP caTz(:?rtiele
n (%) n (%) (%) n (%) (%)
132 (46,3) 90 (31,6) 28 (9,8) 35 (12,3) 285
absent 14 6 2 4 26
Stadiul pT
pT1 72 (54,5) 31 (34,4) 7 (25,0) 5(14,3) 115 (40,4)
pT2 44 (33,3) 29 (32,2) 12 (42,9) 15 (42,9) 100 (35,1) 0.0001%
pT3 4 (3,0) 4 (4,4) 0 3 (8,6) 11 (3,9) ’
pT4 12 9,1) 26 (28,9) 9 (32,1) 12 (34,3) 59 (20,7)
Stadiul pN
pNO 60 (50,5) 22 (26,2) 5(19,2) 5(16,1) 92 (35,2)
pN1 36 (30,0) 18 (21,4) 5(19,2) 5(16,1) 64 (24,5) 0.0001%
pN2 21 (17,5) 28 (33,3) 8 (30,8) 13 (41,9) 70 (26,8) ’
pN3 3(2,9) 16 (19,0) 8 (30,8) 8 (25,8) 35 (13,4)
pNx 12 6 2 4 24
Stadiul pTNM
Stadiul I 44 (36,7) 14 (16,3) 3(11,5) 2(6,1) 63 (23,8)
Stadiul I 46 (38,3) 22 (26,7) 4 (15,4) 8 (21,2) 80 (30,2) 0.0001%
Stadiul III 30 (25,0) 37 (41,9) 17 (65,4) 14 (45,5) 98 (37,0) ’
Stadiul IV 0 13(15,1) 2(7,7) 9 (27,3) 24 (9,1)
pTNMx 12 4 2 2 20
Asocierea componentei in situ
Prezent 93 (70,5) 58 (64,4) 18 (64,3) 15 (42,9) 184 (64,6) 0.027"
Absent 39 (29,5 32 (35,6) 10 (35,7) 20 (57,1 101 (35,4) ’
Status PR
Negativ 0(0,0) 10(11,1) 28 (100) 35 (100) 73 (25,6) 0,0001*
Pozitiv 1-10% 2 (1,9) 34 (37,8) 0(0,0) 0(0,0) 36 (12,6)
Pozitiv>10% 130 (98,5) 46 (51,1) 0(0,0) 0(0,0) 176 (61,8)
Status ER
Negativ 0(0,0) 1(1,1) 28(100) 35(100) 64(22,5)
Pozitiv 1-10% 5(3,8) 27 (30,0) 0(0,0) 0(0,0) 32 (11,2) 0,0001%
Pozitiv>10% 127 (96,2) 62 (68,9) 0(0,0) 0(0,0) 189 (66,3)
Imunomarcaj/amplificarea HER2neu
Pozitiv 0(0,0) 57 (63,3) 28 (100) 0(0,0) 85 (29,8) 0.0001°
Negativ 132 (100) 33 (36,7) 0(0,0) 35 (100) 200 (70,2) ’
Index Ki67
Negativ 17 (12,9) 10 (11,1) 2 (7,1) 2 (5,7) 31 (10,2)
Pozitiv <14% 115 (87,1) 28 (31,1) 12 (42,9) 3 (8,6) 158 (55.4) | 0,0001°
Pozitiv >14% 0 (0,0) 52 (57,8) 14 (50,0) 30 (85,7) 96 (33,7)
Imunomarcaj P53
Negativ 61 (75,3) 49 (64,5) 10 (41,7) 1(3,0) 121 (56,5)
Pozitiv 20 (24,7) 27 (35,5) 14 (58,3) 32 (97,0) 93 (43,5) 0,0001°
Absent 51 14 4 2 71
Imunomarcaj EGFR
Pozitiv 10 (20,0) 8 (20,0) 11 (52,4) 21(72,4) 50(35,7) 0,0001*
Negativ 40 (80,0) 32 (80,0) 10 (47,6) 7 (27,6) 90 (64,3)
Absent 82 50 7 6 140
Imunomarcaj CK5/6
Pozitiv 11 (23,9) 12 (30,0) 6 (33,3) 21 (77,8) 50 (38,2) 0.0001°
Negativ 35 (76,1) 28 (70,0) 12 (66,7) 6 (22,2) 81 (61,8) ’
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Do 4 Dot e TNP poate
pozitiv 1 (%) cazurile
n (%) n(%)

132 (46,3) 90 (31,6) 28 (9,8) 35(12,3) 285
Absent 86 50 10 8 154
* - Testul ANOVA: ¥ - testul Kruskal-Wallis; * - testul Chi patrat

n (%) n (%)

IX. 6.2. Supravietiuirea si subtipuri moleculare

Stabilirea ratei supravietuiri generale (OS) pe termen scurt s-a realizat pentru 239 de
cazuri ce au aparfinut sexului feminin, diagnosticate intr-un interval de 5 ani si cu o perioada
medie de urmdrire de 42 de luni (15 - 74). In cadrul acestui lot de pacienti 9,6% de pacienti au
decedat din cauza CM, iar distributia subtipurilor moleculare este reprezentata de 46,9% pentru
luminal A, 29,7% pentru luminal B (10,9% IluminalB-HER2negativ si 18,8% luminal B-
HER2pozitiv) 10,5% pentru HER2pozitiv iar 13,0% din cazuri au revenit subtipului molecular
TNP. Aceasta distributie a cazurilor este similara celei obtinute in cadrul lotului principal de
pacienti, fard a exista diferente semnificativ statistic.
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Fig. nr. 59 Curba de supravietuire Kaplan-Meier pentru subtipurile moleculare

OS pentru toate cazurile anailzate a stabilit o ratd de supravietuire generale, pentru intreg
lotul de pacienti, de 90,4%, iar pentru fiecare subtip molecular in parte s-au obtinut urmatoarele
rate de supravietuire: 96,4% - luminalA, 92,3% - luminal B-HER2negativ, 84,4%- luminalB-
HER2pozitiv, 84,0% - HER2pozitiv si 80,6% pentru TNP. Astfel, se remarca subtipul molecular
TNP cu cea mai scazuta ratd de supravietuire, fiind urmat de subtipurile cu status HER2 pozitiv
(subtipul molecular HER 2 pozitiv si Luminal B- HER pozitiv) iar cea mai buna ratd de
supravietuire se observa pentru cazurile care sunt incadrate in subtipul molecular Luminal A (Fig.
nr. 59), aceste diferente fiind semnificativ statistic (testul Log Rank, p =0, 01).

Dintre factorii clinico -morfologici ce influenteaza nefavorabil prognosticul in esantionul
nostru de pacienfi i cu un impact semnificativ statistic se remarca diametrul maxim tumoral de
peste 2 cm, prezenta invaziei angiolimfatice, indentificarea CM slab diferenfiate, prezenta
metastazelor limfoganglionare regionale inh mai mult de 3 noduli, prezenta invaziei limfovasculare
peritumorale, stadii avansate de boala, expresia oncoproteinei p53 si o rata de proliferare nucleara
mare obiectivizata printr-un indexKi67.

CAPITOLUL X - CONCLUZII
Studiul clinico-statistic s-a efectuat pe un lot de 293 de pacienti cu diagnosticul de carcinom
mamar invaziv $i cu examen imunohistochimic complet pentru un panel alcatuit din patru
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biomarkeri (ER, PR, HER2neu, Ki67) in intervalul de timp 2008 — 2013, care s-a finalizat prin
urmatoarele concluzii:

1. Distributia cazurilor in functie de anii de studiu a remarcat o crestere constantd cu un
,varf” al numadrului de cazuri noi diagnosticate si analizate pentru anul 2012, sexul feminin
dominand spectrul leziunilor maligne (97,3%) in comparatie cu genul masculin reprezentat de
doar 8 cazuri.

2. Analiza morfologica a evidentiat preponderenta cazurilor cu diagnosticul de carcinomul
ductal invaziv, ne-specific (CDI-NST) cu 67,6%, pe locul doi indentificandu-se formele mixte de
carcinom mamar cu un procent de 7,2% din cazuri. Diferenta este reprezentata de forme speciale
sau rare ale carcinomului mamar invaziv, dintre care se remarca carcinomul lobular invaziv cu cea
mai mare pondere - 19cazuri (6,5%). Formele moderat diferentiate au inregistrat cel mai mare
procent de 58%, iar asocierea cu 0 componenta in situ s-a observat in 57,1% din cazuri.

3. Analiza imunohistochimica a permis indentificarea expresiei receptorilor hormonali cu o
frecventa de 78,2% pentru ER si1 74,7% pentru PR. Supraexpresia oncoproteinei HER2neu s-a
remarcat in 20,8% din cazuri, iar un scor echivoc s-a obtinut pentru 16,0% din cazuri.
Cuantificarea expresiei biomarkerului de proliferare nucleara Ki67 a condus la obfinerea unui
index de peste 14% pentru 31,1%, din cazuri din care 56,0% au prezentat forme histopatologice
cu grad scazut de diferentiere. Un imunomarcaj pozitiv pentru oncoproteina p53 s-a obtinut in
33,1% peste 70% din acestea asociindu-se cu grad histopatologic scazut, diametrul tumoral de
peste Scm si cu status limfoganglionar pozitiv.

4. Amplificarea genei HER2/neu s-a evaluat pentru 47de cazuri prin tehnica de citogenetica
moleculara CISH, evidentiindu-se un nivel crescut de amplificare in 40,4% din cazuri si scazut
pentru 17,0%. Per total, statusul HER2pozitiv s-a indentificat cu o pondere de 88 de cazuri, intre
cele doua metode de evaluare existand cu o buna corelatie.

5. Clasificarea moleculara pe baza markerilor imunohistochimici ,,surogat” a demonstrat o
frecventa crescutd a subtipului luminal A cu 46,1%, urmat de luminal B cu o frecventd de 32,4%.
Diferenta a fost reprezentata de subtipul molecular TNP cu 11,9% si HER2pozitiv cu 9,6%, ce au
apartinut in totalitate genului feminin, in contrast cu cel masculin identificat numai in subtipurile
moleculare de tip luminal.

6. Subtipul molecular luminal A a Tnregistrat o medie a varstei la momentul diagnosticului
de 61,5 ani, ponderea cea mai mare a cazurilor regasindu-se in decada a 5-a si a -6-a, cu o valoare
medie a diametrului tumoral de 2,2cm. Forma histopatologica de CDI-NST a constituit 62,1% din
cazuri, restul fiind caracterizate de forme speciale ale CM dintre am remarcat o majoritate a
cazurilor de CLI (9,6%) sau de carcinom mucinos (6,8%) incluse in studiu, precum si de toate
cazurile cu diagnosticul de carcinom neuroendocrin (2 cazuri), carcinom cribriform (10 cazuri) si
carcinom tubular invaziv (3 cazuri) care se asociaza cu un prognostic bun. Asocierea cu o
componentd in situ s-a inregistrat intr-un procent ridicat de 68,9% iar invazia limfovasculara
peritumorala s-a observat in 38,6 % din cazuri. Statusul nodular negativ a constituit 45,3% din
cazuri, iar 27,5% s-au Incadrat 1n categoria pN1. Expresia oncoproteinei pS3 s-a obtinut in 17
cazuri, din care 52,9% pentru formele moderat diferentiate si 41,2% slab diferentiate.

7. Subtipul molecular luminal B reprezintd un grup heterogen de CM alcétuit din 95 cazuri
ce cuprinde doua forme: luminalB-HER2negativ cu o frecventd de 11,9% din toate cazurile
incluse in studiu si luminal B-HERpozitiv cu 20,9% din cazuri. Varsta medie a pacientilor din
acest subtip molecular este similard celei din subtipul luminal A, iar media diametrul maxim
tumoral este de 2,8cm, fara a se identifica diferente semnificative intre cele douda forme ale
subtipului molecular. Formele histopatologice rare incadrate in acest subtip sunt reprezentate de
carcinom micropapilar(2,1%), CLI (6,3%), Carcinom papilar intraductal asociat cu CDI-NST
(6,4%). Formele histopatologice moderat diferentiate au constituit majoritatea cazurilor, iar
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prezenta metastazelor in peste patru limfoganglionilor regionali a fost remarcata intr-un procent
de 70,8% fapt ce contibuie la asocierea cu un prognostic grav. Din punct de vedere al stadiului
tumoral cel mai mare procentaj de de 44% s-a obfinut pentru stadiul IV, urmat de stadiul de
stadiul I cu 24%. Cuantificarea expresiei oncoproteinei p53 a condus la evidentierea unor
diferenete semnificativ statistic intre cele doud subgrupuri, subtipul luminal B — HER2pozitiv
avand ponderea cea mai mare a cazurilor cu imunomarcaj pozitiv de 24 cazuri.

8. Subtipul molecular HER2pozitivs-a caracterizat printr-o medie a diametrului maxim
tumoral de 3,11 cm, mai mare decat a subtipurilor luminale si cu o preponderenta a cazurilor
pentru decada a sasea. Dintre formele histopatologice speciale se remarca incadrarea in acest
subtip a tuturor cazurilor de boala Paget asociatda cu CDI-NST (3cazuri), carcinom apocrin (1 caz)
si carcinom cu celule clare (un caz). Din punct de vedere al gradului histopatologic au predominat
formele slab diferentiate (57,1%), iar stadiul III tumoral a fost cel mai frecvent intalnit (60,7%).
Supraexpresia oncoproteinei pS3 s-a obtinut intr-un procent de 58,3% iar In 50% din cazuri s-a
observat un index Ki67 ridicat.

9. Subtipul molecular TNP s-a caracterizat printr-o frecventd crescutd a cazurilor din
decada a 4-a de viatd, majoritatea leziunilor tumorale (74,3%) avand dimensiuni mari, de peste 2
cm iar 77,1% au fost reprezentate de CM slab diferentiate Formele histopatologice speciale ce s-
au incadrat intotalitate Tn aceastd categorie sunt reprezentate de carcinomul metaplastic (7cazuri),
carcinomul medular (6 cazuri), carcinomul adenoid-chistic (3 cazuri) si carcinomul secretor (un
caz). Dintre caracteristicile morfologice semnificative pentru subtipul molecular TNP s-au
remarcat: necroza tuomorald de tip geografic, tumori slab diferentiate cu dispozitie de tip sincitial
si infiltrat inflamator abundent peri- si intratumoral, fibroza centrald. Din punct de vedere al
imunofenotipului, acest subtip molecular s-a caracterizat printr-o expresie crescutd a
oncoproteinei p53 si a indexului KI67. Analiza suplimentara a biomarkerilor de bazal (EGFR,
CKS5/6)a evidentiat expresia acestora intr-un procent relativ similar(37,4% versus 36,6%) fapt ce a
permis o mai bund indentificare a acestor cazuri.

10.  Stabilirea corelatiilor dintre subtipurile moleculare a evidentiat diferente inalt
semnificativ statistic (p<0, 0001) cu urmatoarele trasaturi morfopatologice: diametrul maxim
tumoral, forma histopatologica, gradul morfologic, invazia angiolimfatica, indexul ki67 , expresia
imunohistochimica pentru EGFR s1 CK5/6. Deasemenea s-au remarcat diferente intre clasele
moleculare si In ceea ce priveste statusul hormonal (p =0,026), varsta medie (p=0,045), statusul
limfoganglionar (p=0,005) si asocierea componentei in situ (p = 0,027).

11. Analiza supravietuirii generale (OS) pe termen scurt s-a realizat pentru 239 de
paciente, cu o perioadd medie de follow-up de 42 de luni (minim 15 luni - maxim 74 luni)
obtinandu-se pentru intreg esantionul o rata de supravietuire de 90,4%. Deasemena s-a remarcat o
ratd de supravietuire redusa pentru subtipul molecular TNP de 80,6%, iar cea mai buna rata s-a
indentificat in cadrul subtipului luminal A (92,3%) si subtipul molecular luminal B- HERnegativ
cu 92,3%. Cu rate aproximativ egale de supravietuire de 84,4%- 84,0% -s-au obfinut pentru
subtipul luminalB-HER2pozitiv si respectiv HER2pozitiv. Aceste diferente s-au dovedit a fi
semnificative statistic (p =0, 01).

12.  Studiul actual complex care a intrunit datele morfopatologice, imunohistochimice si
moleculare ale carcinoamelor mamare invazive pe un esantion reprezentativ demonstreaza
marea heterogenitate a carcinoamelor mamare in care clasificarea moleculara bazata pe
cuantificarea a patru biomarkeri (ER, PR ,KI67, HER2neu) are un rol prognostic
important, fiind complementar cu principalii factori clinico-morfologici si
imunohistochimici.
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