Scoala doctorala in domeniul Stiinte medicale

Cu titlu de manuscris
C.Z.U: 618.19-006.6-091.8:616.379-008.64(043.2)

BRINZA Dumitru

MANIFESTARILE LOCALE ALE IMUNITATII CELULARE

IN CARCINOMUL MAMAR LA PACIENTII CU DIABET
ZAHARAT DE TIP2

311.02 - ANATOMIE PATOLOGICA

Teza de doctor in stiinte medicale

Chisiniu, 2026



Teza a fost elaborata In cadrul Catedrei de histologie, citologie si embriologie si Laboratorului de
morfologie din IP Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, Scoala doctorala
in domeniul Stiinte medicale.

Conducitor

Fulga Veaceslav,

dr. hab. st. med., conf. univ.
Conducitor prin cotutela
Stratan Valentina,

dr. st. biol., conf. cerc.

Membrii comisiei de indrumare:
David Valeriu,

dr. st. med., conf. univ.
Rogojinaru Mariana,

dr. st. med.

Harea Dumitru,

dr. st. med., conf. univ.

Sustinerea va avea loc la 26.06.2026, ora 14:00, in incinta USMF ,Nicolae Testemitanu”, bd.
Stefan cel Mare si Sfant, 165, biroul 205 in sedinta Comisiei de sustinere publica a tezei de
doctorat, aprobata prin decizia Consiliului Stiintific al Consortiului Nr 7 din 05.05.2026.

Componenta Comisiei de sustinere publica a tezei de doctorat:
Presedinte:
Saptefrati Lilian
dr. hab. st. med., prof. univ.

Membrii:

Fulga Veaceslav,

dr. hab. st. med., conf. univ.
Stratan Valentina,

dr. st. biol., conf. cerc.

Referenti oficiali:
David Valeriu,

dr. st. med., conf. univ.
Alexa Zinaida,

dr. st. med., conf. univ.
Izbas Doina,

dr. st. med.

Raica Marius,

dr., prof. univ.

Autor
Brinza Dumitru

© Brinza Dumitru, 2026



CUPRINS

CUPRINS Lttt e ettt e ettt e e ettt e e abe e e s sttt e ettt e ebbeeeabeeennbeeenaneeenanee 3
LiSta @DTE@VICTIIOT .....eeiueeie ittt ettt ettt e e et e e ettt e e et eeennbeeenaneeenns 5
| B I e 111 o) PSPPSR PRSP 6
|5 I 1015 (5] 10 ) PRSPPSO RRPRRRRTPP 7
INETOAUCRTE. ...ttt ettt et e et e e st e e st e e ettt e e bt eeenteeenbeeennneeenns 8
1. CARCINOMUL MAMAR ASOCIAT CU DIABETUL ZAHARAT — PATOLOGII CU
EVOLUTIE COMPLEXA SI INTERACTIUNI BIOLOGICE INCOMPLET ELUCIDATE.....17
1.1. Imunitatea celulard In stroma carcinomului Mamar. ..........c.occueeeeriiiieeiniiiieee e 19
1.2. Profilul molecular al carcinomulul mamar. ............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeec e 30
2. MATERIALE SI METODE CERCETARE ........ooiiiiiiiiiee e 39
2.1. Metodologia generald @ CEICETATI ..uuuvurrreeeerreiiiiiieeeeeeeeeeciiieeeeeeeeeeeeeeraereeeeeeeeeenneaneeeeas 39
2.2. Materialul de STUAIU ......oouuiiiiiiiiiie e e e 39
2.3 Metode histologice s1 ImunohiStOChIMICE ........ccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 40
2.4. Metode de evaluare a markerilor...........oooiiiiiiiiiiiiiiiii e 45
2.5, ANAlIZa SEALISTICA. .. ..eeiiiiiiiiee ettt et e e ettt e e et e e et e e e 46
3. CARACTERISTICA MORFOLOGICA A GLANDELOR MAMARE iN CONDITII DE
NORMA SIPATOLOGIE .......ocooviiiiieeeeeeeeeeeeeeee e se e en s 47
3.1. Morfologia glandei mamare Tn NOTMA. ............oeeeeeeeiiiiiiiiiiereeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeseenreareeeeeeens 47
3.2. Structura carcinomului mamar, 1n absenta dereglarilor metabolismului glucidic.............. 49
3.3. Morfologia carcinomului mamar asociat cu diabet zaharat. ............cccceevviiiiiiiniiiieennne. 53
3.4. Studiul comparativ al morfologiei tumorilor Mamare ..............cceeeveieeeeiiiiiieeeeiiieee e, 57
4. INFLUENTA DIABETULUI ZAHARAT ASUPRA MICROMEDIULUI TUMORAL........ 60
4.1. Identificarea expresiei CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56, CD68 in glanda mamara
11012 Tt - F PSS PPPPR 60
4.2. Evaluarea imunitatii celulare locale si a potentialului angiogen in stroma tumorilor de tip
S USSR 63
4.3. Caracteristica cantitativa a markerilor vizati in carcinomul mamar asociat cu DZT2 ....... 73
4.4. Evaluarea corelatiilor dintre markerii imunitétii celulare si potentialului angiogen in
tumorile mamare cu §1 fard DZT2 @SOCIAL. ....ccovuviiiiiiiiiieeeiiiiee et 82
5. CARACTERIZAREA EXPRESIEI MARKERILOR HORMONALI (ER, PR), HER2 SI Ki67
IN GLANDA MAMARA INTACTA SI IN CARCINOMUL MAMAR .......coooovririririrrianis 86
5.1. Caracteristica cazurilor de CONIOL........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 86
5.2. Tumorile mamare fard DZT2 QSOCIAL ....c..uveiieiiiiiiieiiiiiee ettt e e 87
5.3. Fenotipul tumorilor mamare NST asociate cu DZT2.......c.cccccoviiiiiiiiiiniiiiiiiciieceieeene 90
5.4. Caracteristica comparativd a tumorilor mamare, cu si fard asocierea DZT2.................... 93
5.5. Structura si fenotipul molecular al carcinomului mamar.............ccooceeevvieinniiineeenieeen. 94
6. INFLUENTA DEREGLARILOR METABOLICE DIN DZT2 ASUPRA STATUTULUI
IMUN CELULAR LOCAL DIN CARCINOMUL MAMAR .......coooiiiiiiiiiiiiieeeiiee e 95



CONCLUZII GENERALE ......cooiiiiiiiiiiiii it e 110

RECOMANDARI PRACTICE ....ccoutiuiiiiiiiicieieieie et 111
BIDLIOGIATIC ...ttt et e et e e e tba e e e e etbaaeeas 112
LIStA QNEXEIOT ..eeitiieiiiiie ittt e ettt et e et et e 131
INFORMATII PRIVIND VALORIFICAREA REZULTATELOR CERCETARII.................. 163
CURRICULUM VITAE. ..ottt ettt et ettt st seaeeaeeensaesnneens 167



AJCC
ASCO
AT
BiHC
BRCA
CAFs
CD
CGM
CI

CK
CTLA-4
DCIS
DZ
DZT2
EGFR
ER
ESRI1/ESR2
FFPE
TF
HE
HER2
IHC
IS
LNM
LVI
MHC
MC
NK
NST
PD-1
PI3K/AKT
PNI
pN

PR

PS

pT

SD
TAMs
TDLU
TGF
TILs
™
TME
TNF
TS
WHO

Lista abrevierilor

American Joint Committee on Cancer
American Society of Clinical Oncology
Cellular atypia

T-cell-engaging bispecific recombinant antibody
Breast cancer susceptibility genes
Cancer-associated fibroblasts

Cluster of differentiation

Breast cancer

Confidence interval

Cytokeratin

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
Ductal carcinoma in situ

Diabetes mellitus

Type 2 diabetes mellitus

Epidermal growth factor receptor
Estrogen receptor

Estrogen receptor gene 1 and 2
Formalin-fixed, paraffin-embedded
Tubule formation

Hematoxylin and eosin

Human epidermal growth factor receptor 2
Immunohistochemistry

Intensity score

Lymph node metastasis
Lymphovascular invasion

Major histocompatibility complex
Mitotic count

Natural killer cell

No special type

Programmed cell death protein 1
PI3K—AKT signaling pathway
Perineural invasion

Pathological nodal status
Progesterone receptor

Proportion score

Pathologic tumor stage

Standard deviation

Tumor-associated macrophages
Terminal ductal-lobular unit
Transforming growth factor
Tumor-infiltrating lymphocytes
Tumor

Tumor microenvironment

Tumor necrosis factor

Total score

World health organization



Lista figurilor

Figura 1. Carcinoame mamare de tip NST. Celule tumorale imunomarcate pentru ER si PR. ....43
Figura 2. Carcinoame mamare ductal invaziv de tip NST. Celule tumorale imunomarcate pentru

HERDZ Lo ettt ettt et e et e et e e e naae 44
Figura 3. Structura histologica a glandei mamare 1n lotul de control, la paciente varstnice.
Modificari involutive ductale si glandulara asociatd cu scleroza vasculara.. ....................... 48
Figura 4. Structura histologica a glandei mamare in lotul de control, la paciente varstnice......... 49
Figura 5. Nodul limfatic axilar ipsilateral in carcinom mamar ..............cceevreeeenieeenieeenieeenneen. 50
Figura 6. Carcinoame mamare de tip NST ......ccooiiiiiiiiiiiiieeee e 51
Figura 7. Imagini reprezentative (H&E si IHC: CD3, CD4, CD8, CD34, CD45) in glanda
MAMATA TTACTA. ...eiiiiiiieie ittt e e ettt e e ettt e e sttt e e e e eabbeeeeeeabbeeeeenaneees 62
Figura 8. Imagini IHC reprezentative pentru CD56 s1 CD68 in glanda mamara intacta.............. 63
Figura 9. Repartizarea limfocitelor CD3" in carcinomul mamar. ..............cceevveruerreereeveriennennnns 64
Figura 10. Repartizarea limfocitelor CD4" in carcinomul mamar. .............cccccvevvevieereeeeriennennns 66
Figura 11. Repartizarea limfocitelor T citotoxice CD8" in carcinomul mamar. ........................ 666
Figura 12. Distributia densitatii microvasculare (CD34) in carcinomul mamar...........c....c........ 67
Figura 13. Repartizarea limfocitelor CD45" in carcinomul mamar..............cccccvevvevveereereeriennenens 69
Figura 14. Repartizarea limfocitelor CD56" in carcinomul mamar..............ccccceevvevveereereeriennennns 70
Figura 15. Repartizarea limfocitelor CD68" in carcinomul mamar..............cc.cceevvevveereereeriennenens 72
Figura 16. Repartizarea numerica a principalelor subpopulatii celulare imunofenotipice in
CArCINOMUL MNAIMIAT. ....eeiiiiiiiie ettt ettt e e ettt e e e eabbe e e e s ettt e e e e anbbeeeeeanaaeee 722
Figura 17. Repartizarea limfocitelor CD3" in carcinomul mamar asociat cu DZT2.................... 73
Figura 18. Repartizarea limfocitelor CD4" in carcinomul mamar asociat cu DZT2. ................... 74
Figura 19. Repartizarea limfocitelor CD8" in carcinomul mamar asociat cu DZT2................... 76
Figura 20. Distributia densittii microvasculare (CD34) 1n carcinom asociat cu DZT2. ............ 77
Figura 21. Repartizarea limfocitelor CD45" in carcinomul mamar asociat cu DZT2.................. 78
Figura 22. Repartizarea limfocitelor CD56" in carcinoamele mamare asociate cu DZT2 ........... 79
Figura 23. Repartizarea limfocitelor CD68" in carcinomul mamar asociat cu DZT2................... 80
Figura 24. Repartizarea numerica a principalelor subpopulatii celulare imunofenotipice in
carcinomul mamar asociate cU DZT2 ......ccoooiiiiiiiiiiiiie e 81
Figura 25. Glanda mamard in norma. Celule tumorale imunomarcate pentru ER i PR.............. 87



Lista tabelelor

Tabelul 1. Criteriile de evaluare a gradului histologic in carcinomul mamar-.............ccccceevueeenn. 40
Tabelul 2. Caracteristica anticorpilor, sistemelor de demascare si vizualizare utilizate in studiu 41
Tabelul 3. Evaluarea expresiei ER si PR dupd Allred ...........ooooviiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeee e, 42
Tabelul 4. Evaluarea supraexpresiei HER2..........cccciiiiiiiiiiiiiiiiiceceeeee e 43
Tabelul 5. Caracteristica specimenelor prelevate dupa diagnosticul morfologic si
TMUNONISTOCRIIMIC. .ttt ettt e et e e es 45



Introducere

Actualitatea si importanta problemei abordate. Maladiile oncologice si endocrine
reprezinta o provocare pentru medicina contemporana, reflectand o dinamica Ingrijoratoare in ceea
ce priveste prevalenta si incidenta acestora, care sunt intr-o continui crestere. in oncologie,
cancerul de glandd mamara se distinge drept lider al neoplaziilor depistate la femei, cu o incidenta
globala de 11.4%, aproape similara in Republica Moldova, unde aceasta atinge o rata de 11.9%
[1]. Aceasta statistica nu doar ca subliniaza amploarea problemei, dar pune 1n evidenta si nevoia
acutd de a dezvolta strategii eficiente de preventie si tratament.

Microambianta tumorald reprezintd un element crucial in patogeneza cancerului de san si
este caracterizata printr-o functionare defectuoasd a diverselor tipuri celulare, incluzand
macrofage, fibroblaste, celule endoteliale si leucocite [2, 3]. Aceasta interactiune complexa dintre
celulele tumorale si microambianta lor contribuie la progresia si metastazarea neoplaziei.
Considerata la moment un factor esential in carcinogeneza, inclusiv mamara, inter-relatiile in
cauza prezintd caracteristici complexe si multifactoriale, care sunt influentate de contextul genetic
si fenotipic al tumorii. Conform lui Weber et al. (2006), stroma tumorii nu doar cad manifesta o
semnaturd genetica distinctd in functie de fenotipul carcinomului, dar joacd si un rol activ in
promovarea transformarilor neoplazice [4].

Carcinomul de glanda mamard (CGM) este raportat in literatura de specialitate drept o
tumora cu calitati imunogene, sugerand astfel importanta cuantificarii infiltratului limfocitar in
cadrul rapoartelor histopatologice [5—7]. Prezenta unui numar semnificativ de limfocite in
tumoare, in special de limfocite T cu functie citotoxicd, CD8", este adesea interpretatd drept un
indicator al unui rdspuns imun activ indreptat contra neoplasmului. Totusi, specificitatea si
eficacitatea acestui raspuns imun variaza in functie de particularitatile biologice ale tumorii si de
compozitia infiltratului imun tumoral. In acest context, celulele imune implicate in raspunsul
antitumoral joaca totodatd un rol esential in initierea si perpetuarea inflamatiei cronice, proces
recunoscut drept un mecanism central in patogeneza diabetului zaharat de tip 2 (DZT2). Conform
datelor din literatura de specialitate, particularitdtile procesului inflamator sunt strans corelate cu
activitatea functionald a celulelor imune si cu interactiunile acestora cu componentele stromale, in
special cu celulele adipoase [8—10].

Imunitatea Tnndscuta reprezintd prima linie de aparare a organismului, avand un caracter
rapid si nespecific, si implica diverse populatii celulare, precum macrofagele, neutrofilele, celulele
dendritice si alte celule ale sistemului imun, care recunosc agentii patogeni si rdspund prin
mecanisme de fagocitozd si prin secretia de mediatori inflamatori [11]. Un aspect esential il
reprezintd capacitatea acestor celule de a mentine echilibrul homeostatic intre activarea imuna
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poate favoriza aparitia reactiilor autoimune. Ambele procese sunt recunoscute ca avand un rol
important in carcinogeneza, inclusiv in dezvoltarea si progresia carcinomului mamar.

Diabetul zaharat reprezintd o problema majora de sanatate publica la nivel global, afectand
aproximativ 10% din populatie si prezentand o tendinta de crestere constanta, in special in randul
populatiei vérstnice [12—14]. In context geriatric, acesta prezinta particularititi clinico-biologice
distincte, fiind predominant reprezentat de DZT2, caracterizat printr-o evolutie progresiva si un
risc crescut de complicatii, In special in absenta unui management terapeutic adecvat [15-17].

Activarea celulelor imune in stroma este declansatd de o serie de factori metabolici,
endocrini, biochimici si celulari pro-inflamatori. Acesti factori includ, dar nu se limiteaza la
citokine pro-inflamatorii, factori de stres oxidativ si metaboliti lipidici [18,19]. Drept exemplu,
limfocitele T, frecvent identificate in tesutul celulo-adipos al glandei mamare, prezinta un subiect
de interes sporit in cercetarea legata de inflamatia sistemica si DZT2. Studiile realizate de
McLaughlin ef al. (2014) asupra profilului celulelor T in tesutul adipos, au pus in evidentd
implicarea acestora In dezvoltarea rezistentei la insulina si inflamatiei sistemice [20].

In concluzie, datele acumulate in domeniile oncologiei si endocrinologiei evidentiazi
existenta unei relatii complexe si bidirectionale intre DZT2 si carcinogeneza. Studiile axate pe
interactiunile dintre celulele imune, in special limfocitele T, si tesutul adipos in contextul diabetic
sustin ipoteza unei interdependente stranse intre mecanismele imunologice si cele metabolice.
Totodatd, interactiunile dintre celulele tumorale si microambianta tumorala, incluzand
fibroblastele, macrofagele si limfocitele T, sunt recunoscute ca factori determinanti ai progresiei
tumorale, metastazarii si raspunsului terapeutic in carcinomul mamar. Cu toate acestea, in pofida
rolului bine documentat al imunitatii in carcinogenezad, pand in prezent lipsesc date cantitative
sistematizate privind caracteristicile locale ale infiltratului imun celular in carcinomul mamar, atat
in formele dezvoltate solitar, cat si in cele asociate diabetului zaharat de tip 2. Aceasta lacuna de
cunoastere justificd necesitatea unor investigatii aprofundate, orientate spre elucidarea relatiilor
dintre statusul imun local, metabolismul glucidic si procesele carcinogenetice. In contextul
cresterii continue a morbiditatii, abordarile multidisciplinare si inovatoare in cercetarea si
managementul cancerului mamar asociat diabetului zaharat de tip 2 devin imperativ necesare.

Scopul acestei lucrari a constat in studierea carcinomului mamar invaziv de tip ductal asociat

cu DZT2 in vederea evaluarii profilului molecular al tumorii si statusului imun celular local.



Obiectivele studiului:

1. Analiza comparativa a modificérilor morfologice ale glandei mamare in postmenopauza si
ale carcinomului mamar invaziv de tip NST, in functie de prezenta DZT2;

2. Evaluarea statusului imun celular local prin cuantificarea subpopulatiilor leucocitare
(CD3", CD4", CD8", CD45", CD56") si a macrofagelor CD68", in tesutul mamar non-neoplazic si
tumoral, la paciente cu si fara DZT2;

3. Determinarea potentialului angiogen local prin analiza expresiei markerului CD34 in
carcinomul mamar, in functie de asocierea cu DZT2;

4. Caracterizarea fenotipului molecular tumoral prin evaluarea expresiei markerilor ER, PR,
HER?2 51 K167, la paciente cu si fard DZT2;

5. Stabilirea corelatiilor statistice dintre statusul imun celular local, angiogeneza si fenotipul
molecular tumoral, in vederea evidentierii influentei DZT?2 asupra a microambiantei tumorale.

Metodologia cercetarii stiintifice. Specimenele biologice si datele clinice ale pacientelor
au fost selectate din arhiva fiselor medicale si a blocurilor histopatologice ale IMSP Institutul
Oncologic din Republica Moldova, Serviciul de Anatomie Patologicd. Fragmentele tisulare
prelevate au fost fixate in solutie de formalina tamponata 10%, cu un pH de 7.2-7.4 (6 — 36 ore).
Prelucrarea tesuturilor a inclus etapele de deshidratare, eliminarea agentilor de deshidratare si
infiltrarea in parafind, utilizdnd BioWax Plus 56/58 (Biognost, HR). Ulterior, au fost obtinute
sectiuni tisulare cu grosimea de 3—5 pm utilizand microtomul Accu-Cut® SRM™ 200 Rotary
Microtome (Sakura, Japonia). Sectiunile destinate coloratiei cu hematoxilind—eozina (HE) au fost
montate pe lame de sticla standard, iar cele utilizate pentru analiza imunohistochimica (IHC) au
fost aplicate pe lame de sticla pretratate cu adeziv tisular 3-aminopropil-trietoxisilan (S3003,
Dako, Danemarca), urmate de uscarea la 59°C timp de 8 ore. Evaluarea histopatologica a tumorilor
a fost realizatd prin examinarea sectiunilor colorate cu hematoxilind—eozina (HE), in vederea
identificarii si evaluarii componentelor morfologice relevante pentru studiu. Profilul molecular al
tumorilor a fost stabilit prin tehnici imunohistochimice, utilizdnd un sistem automatizat Dako
Autostainer Link 48 (Dako Colorado, Inc., Ft. Collins, SUA) si un panel de anticorpi specifici
pentru ER, PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56 si CD68.

Deparafinarea sectiunilor a fost efectuatd cu ajutorul sistemului PT Link (Dako Colorado,
Inc.), utilizand solutie tampon preincalzitd, iar demascarea antigenica a fost realizata prin incubare
in solutie Target Retrieval Solution (EnVision™ FLEX, K8000) timp de 60 de minute. Ulterior,
sectiunile au fost supuse unui proces de rehidratare prin trecerea succesiva prin bai de alcool etilic
cu concentratii descrescatoare (100%, 90% si 70%) timp de cate doud minute, urmat de rehidratare

in apa timp de cinci minute.
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Pentru blocarea activitatii peroxidazice endogene, sectiunile au fost tratate timp de cinci
minute cu solutia Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution (S2023, Dako). Contracolorarea
nucleilor a fost realizatd cu hematoxilind Mayer, modificatd dupa Lille (HMMS500, ScyTek
Laboratories). La final, preparatele histologice au fost deshidratate manual prin serii crescatoare
de alcool etilic (70-100%), clarificate cu xilol si montate utilizind mediul de montare BioMount
New (Biognost, BMN)

Datele obtinute au fost inregistrate intr-o baza de date MS Excel 2016 si au fost analizate
statistic cu ajutorul programului SPSS. Acestea au inclus calculul mediei, deviatiei standard,
medianeli, intervalului intercuantilic si intervalului de variatie (range: valoarea minima si maxima),
precum si coeficientului de corelatie Spearman/Pearson. Diferentele dintre variabile au fost
evaluate folosind testele Mann-Whitney U si t-Student, cu o semnificatie statisticd stabilitd la
p=<0.05. Cercetarea a fost desfasurata la Catedra de histologie, citologie si embriologie, Laboratorul
de morfologie din cadrul Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
Republica Moldova. Protocolul studiului a fost aprobat de Comitetul de Etica al Universitatii de
Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” (nr. 7/ 70/ 12.11.2021).

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute. In cadrul cercetirii a fost
realizatd o analizd comparativa a statusului imun celular local in carcinomul mamar la paciente cu
si fard diabet zaharat de tip 2, fiind evidentiate, in premierd, modificdri semnificative ale
infiltratului imun tumoral 1n contextul dereglarilor metabolice. S-a demonstrat, ca DZT2
influenteaza compozitia si distributia subpopulatiilor leucocitare (CD3", CD4", CD8", CD68"),
determinidnd un profil imun caracterizat prin reducerea raspunsului citotoxic si intensificarea
componentelor pro-tumorale. Totodata, au fost identificate corelatii specifice intre statusul imun
celular, angiogenezd (CD34) si markerii moleculari tumorali (ER, PR, HER2, Ki67), evidentiind
rolul DZT2 in remodelarea a microambiantei tumorale.

Problema stiintifico-aplicativd solutionata. Prezenta cercetare vizeaza -elucidarea
modificarilor sistemului imun celular local in carcinomul mamar si analiza influentei diabetului
zaharat de tip 2 asupra mecanismelor locale de aparare din micromediul tumoral.

Studiul realizat confirma ipoteza initial formulata, potrivit careia dereglarile metabolice
sistemice caracteristice diabetului zaharat de tip 2 influenteazd semnificativ microambianta
tumorald, determinand modificari ale statusului imun celular local in carcinomul mamar invaziv
de tip ductal. Prin evaluarea cantitativd a componentelor vasculare (CD34), a subpopulatiilor de
limfocite T (CD3, CD4, CD8) si a altor populatii celulare imune (CD45, CD56, CD68) din
compartimentele stromale intra- si peritumorale, cercetarea oferd date originale privind posibilele

mecanisme prin care DZT2 moduleaza procesele carcinogenetice.
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Rezultatele obtinute evidentiazd necesitatea unui management integrat al pacientelor cu
carcinom mamar, in special in contextul asocierii cu DZT2, si fundamenteaza propuneri de
adaptare a protocoalelor terapeutice si de monitorizare. Impactul aplicativ si clinic al studiului este
semnificativ, avand potentialul de a contribui la optimizarea strategiilor terapeutice si la
imbunatatirea calitdtii vietii pacientelor. Prin furnizarea unor date relevante privind dinamica
factorilor imuni in conditii de comorbiditate oncologica si metabolica, cercetarea ofera un suport
stiintific valoros pentru practicieni, cercetatori si factori decizionali din domeniul sanatatii,
facilitand adoptarea unor decizii clinice informate in managementul neoplasmelor asociate
diabetului zaharat de tip 2.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Rezultatele obtinute prezintd un aport semnificativ pentru
optimizarea managementului clinic si terapeutic al pacientelor cu carcinom mamar, in special in
contextul asocierii cu comorbiditati metabolice, precum DZT?2. Studiul contribuie la aprofundarea
intelegerii mecanismelor prin care deregldrile metabolice si raspunsul imun, independent sau
concomitent, influenteaza procesele carcinogenetice, oferind premise pentru dezvoltarea unor
strategii terapeutice personalizate.

Datele obtinute demonstreaza cd DZT?2, prin modificarile sale metabolice specifice, poate
induce alterari ale imunitatii celulare locale in micromediul carcinomului mamar, evidentiind
potentialul de a influenta practicile clinice curente. In acest context, rezultatele studiului pot
contribui la adaptarea protocoalelor de tratament si monitorizare, cu impact pozitiv asupra
prognosticului si calitatii vietii pacientelor.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. DZT2 constituie un factor activ de remodelare a microambiantei tumorale n carcinomul
mamar, influentdnd semnificativ statusul imun celular local si dinamica procesului tumoral.
Dereglarile metabolice sistemice caracteristice DZT2, precum hiperglicemia si inflamatia cronica,
moduleaza interactiunile dintre celulele neoplazice epiteliale si structurile stromale, favorizand
mecanisme implicate in progresia neoplazica.

2. Din punct de vedere histopatologic, asocierea DZT?2 cu carcinomul mamar se coreleaza cu
dimensiuni tumorale mai mari, evidentiind totodata o relatie stransa intre gradul histologic si
activitatea mitotica, ceea ce sugereazd o interdependentd accentuatd a acestor factori de
agresivitate tumorala in contextul metabolic diabetic.

3. DZT2 determind modificari semnificative ale profilului infiltratului limfocitar T in
carcinomul mamar, caracterizate printr-o tendintd de reducere a densitatii limfocitelor T citotoxice
CD8" intratumorale, in special in tumorile de grad inalt (G3), precum si prin sldbirea corelatiei
dintre subpopulatiile CD3it si CD8it. Aceste modificari sugereaza un raspuns imun antitumoral

compromis, compatibil cu o stare de imunosupresie accentuata in contextul diabetic. In plus, n
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prezenta DZT2, CD3it coreleaza pozitiv cu varsta pacientelor, scorul Nottingham si expresia
HER2, in timp ce CD4it prezintd o corelatie negativa cu expresia ER.

4. DZT?2 favorizeaza infiltrarea macrofagelor CD68" in microambianta tumorala, atat la nivel
intratumoral, cat si peritumoral. Densitatea intratumorala a macrofagelor CD68" coreleaza pozitiv
cu extinderea nodala (pN), iar populatia peritumorald CD68" se coreleaza pozitiv cu activitatea
mitotica si dimensiunea tumorald (pT), sustinand rolul pro-tumoral al macrofagelor in carcinomul
mamar asociat diabetului zaharat.

5. In contextul DZT2 se evidentiazi o disfunctie a celulelor endoteliale progenitoare CD34",
cu alterarea angiogenezei tumorale. Spre deosebire de pacientele non-diabetice, la care
vascularizatia intratumorald CD34it coreleaza pozitiv cu agresivitatea tumorald, la pacientele cu
DZT2 se constata corelatii negative intre CD34it si gradul histologic, scorul Nottingham si indicele
de proliferare Ki67, sugerand existenta unei angiogeneze ineficiente, favorizand dezvoltarea unei
microambiante hipoxice.

6. Din perspectiva moleculara, desi DZT2 nu modifica distributia subtipurilor moleculare ale
carcinomului mamar, acesta influenteaza relatiile dintre markerii hormonali si cei de proliferare.
In context diabetic se accentueazi corelatia pozitiva dintre HER2 si Ki67 si se evidentiazi o
corelatie negativa semnificativa intre expresia PR si Ki67, mentinandu-se totodata o coexpresie
puternica ER—PR. Aceste interactiuni sugereaza un potential comportament biologic mai agresiv
al tumorilor HER2" si o activitate proliferativd mai redusa a tumorilor PR+ in context metabolic
diabetic.

7. DZT2 se asociaza cu o acumulare crescuta de celule CD56" la nivel peritumoral, densitatea
acestora coreland negativ cu activitatea mitotica si expresia HER2 si pozitiv cu vascularizatia
intratumorala (CD34it). Aceste rezultate evidentiaza rolul complex al celulelor CD56" in reglarea
mecanismelor imune de la periferia tumorii si influenta lor asupra angiogenezei in microambianta
tumorala modificata de diabet.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute au fost implementate in
activitatea stiintifici a Laboratorului de morfologie al Universitatii de Stat de Medicind si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, precum si in activitatea practici a Sectiei de Anatomie
Patologicad a IMSP Institutul Oncologic.

Aprobarea rezultatelor: Rezultatele obtinute si ideile de baza ale tezei au fost prezentate
si discutate in cadrul urmatoarelor reuniuni stiintifice:

- National Scientific Conference with International Participation ,,Cells and tissues
transplantation. Actualities and perspectives. The 3rd edition”, dedicata aniversarii a 80 de ani
de la fondarea Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” (Chisinau,

2025):

13



- Conferinta Nationald Stiintifico-Practica cu participare internationala ,,Istoria, actualitati si
perspective ale serviciului de anatomie patologica in Republica Moldova” (Chisinau, 2025);

- Congresul National de Oncologie, editia VI (Chisinau, 2025);

- Congresul aniversar ,,80 de ani de inovatie in sanatate si educatie medicala” (Chisinau, 2025);

- 2nd International Cappadocia Scientific Research Congress (Nevsehir, Turcia, 2022);

- 2nd International Siirt Conference on Scientific Researches (Siirt, Turcia, 2022);

- ISPEC 13th International Conference on Engineering & Natural Sciences (Burdur, Turcia,
2022);

- 4th International Congress of Multidisciplinary Studies in Medical Sciences (Antalya, Turcia,
2022);

- 3rd International Conference on Medical & Health Sciences (Bingol, Turcia, 2021);

- Conferinta ,,Integrare prin cercetare si inovare” (Chisinau, 2021);

- II International Halich Congress on Multidisciplinary Scientific Research (Istanbul, Turcia,
2021);

- International Harran Health Sciences Congress-11I (Sanliurfa, Turcia, 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 12.02.2026) si
Seminarului stiintific de profil 311. ANATOMIE SI MORFOLOGIE; 351. MEDICINA
INTERDISCIPLINARA (proces verbal din 01.04.2026).

Publicatii la tema tezei.

La tema tezei au fost publicate 40 lucrari stiintifice, dintre care 3 articole in reviste
internationale, 4 in reviste nationale si 33 rezumate In materialele conferintelor stiintifice nationale
si de peste hotare.

Sumarul compartimentelor tezei.

Lucrarea include lista tabelelor, lista figurilor, lista abrevierilor, introducere, 6 capitole, 5
concluzii generale si 7 recomandari practice. Bibliografia cuprinde 330 surse, fiind urmata de 16
anexe, informatii despre valorificarea rezultatelor cercetdrii, declaratia privind asumarea
raspunderii si CV-ul autorului.

In Introducere au fost descrise in sumar actualitatea si importanta problemei abordate in
teza (particularitatile imunitatii celulare locale In carcinomul mamar la pacientele cu diabet zaharat
de tip 2 si impactul acestei comorbiditati), scopul si obiectivele studiului, metodologia generald de
cercetare, noutatea stiintifica, importanta teoreticd si valoarea aplicativd a lucrdrii, precum si

mentionarea aprobdrii rezultatelor obtinute.
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Capitolul 1. Carcinomul mamar asociat cu diabetul zaharat — patologii cu evolutie
complexii si interactiuni biologice incomplet elucidate. in acest capitol a fost realizati o analiza
ampla a datelor din literatura de specialitate privind etiopatogenia carcinomului mamar si a
diabetului zaharat de tip 2, cu accent pe interconexiunile cunoscute dintre aceste doud patologii.
Totodata, au fost examinate rolul imunitatii celulare In tumori, precum si structura si functiile
microambiantei tumorale, incluzand componentele celulare (limfocite T, macrofage, celule NK)
si vasculare. O atentie deosebita a fost acordatd modului in care DZT2, prin dereglarile metabolice
si statusul proinflamator cronic, poate modula raspunsul imun local si caracteristicile
micromediului tumoral (tumor microenvironment — TME), contribuind la carcinogenezd si la
progresia tumorald. De asemenea, au fost identificate principalele controverse existente n
literatura de specialitate si domeniile care necesitad investigatii suplimentare.

Capitolul 2. Materiale si metode cercetare. Acest capitol a fost dedicat design-ului
studiului, cu descrierea loturilor de cercetare (paciente cu carcinom mamar invaziv de tip ductal
NST cu si fara DZT2, si un grup de control cu tesut mamar neafectat), a criteriilor de includere si
excludere. Au fost detaliate metodele de prelevare si procesare a materialului tisular (fixare,
parafinare, sectionare), tehnicile histologice uzuale (coloratia HE) si imunohistochimice (panelul
de anticorpi anti- ER, PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CDS8, CD34, CD45, CD56, CD68), incluzand
protocoalele de demascare si vizualizare. De asemenea a fost descris modul de cuantificare a
markerilor si metodele de analiza statistica a datelor obtinute.

Capitolul 3. Caracteristica morfologicii a glandelor mamare in normi si patologie. in
cadrul acestui capitol a fost realizatd o caracterizare morfologica detaliata a glandei mamare
neafectate (grupul de control), urmata de analiza particularitatilor histopatologice ale carcinomului
mamar la pacientele fard DZT?2 si, comparativ, la cele cu diabet asociat. Ulterior, a fost efectuata
o evaluare imunohistochimicd ampla a statusului imun celular local si a potentialului angiogen,
prin analiza expresiei markerilor CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56 si CD68 in glanda mamara
intactd, precum si In compartimentele intra- si peritumorale ale carcinomului mamar, in ambele
grupuri de paciente.

De asemenea, au fost investigate interrelatiile, exprimate prin corelatii statistice, dintre
markerii imunitatii celulare si ai angiogenezei si caracteristicile clinico-patologice (grad
histologic, stadiu, invazie), respectiv moleculare (ER, PR, HER2, Ki67) ale tumorilor, fiind
realizatd o analizd comparativa detaliatd menitd sd evidentieze influenta specificd a diabetului
zaharat de tip 2 asupra microambiantei tumorale.

Capitolul 4. Influenta DZT2 asupra micromediului tumoral. Initial, am realizat o
evaluare imunohistochimica amplad a statusului imun celular local si a potentialului angiogen,

descriind expresia markerilor CD3, CD4, CDS8, CD34, CD45, CD56, CD68 in glanda mamara
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intacta si in compartimentele intra- si peritumorale ale carcinomului mamar la ambele grupuri de
paciente. De asemenea, au fost evaluate interrelatiile (corelatiile statistice) dintre markerii
imunitatii celulare, potentialul angiogen si caracteristicile clinico-patologice (grad, stadiu, invazie)
si moleculare (ER, PR, HER2, Ki67) ale tumorilor, cu o analizd comparativa detaliata pentru a
evidentia influenta specifica a DZT2.

Capitolul 5. Caracteristica expresiei markerilor hormonali (ER, PR) HER?2 si Ki67 in
glanda mamara intactad si carcinomul mamar. Capitolul vizeazd evaluarea expresiei
receptorilor hormonali, HER2 si Ki67 in glanda mamara al femeilor aflate in postmenopauza,
precum si In carcinomul mamar, la paciente cu si fard DZT2.

Lucrarea se finalizeaza cu un capitol de Discutii, In cadrul caruia a fost analizata in detaliu
influenta deregldrilor metabolice caracteristice diabetului zaharat de tip 2 asupra statusului imun
celular local in carcinomul mamar. A fost realizata o sinteza comprehensiva a rezultatelor obtinute
privind profilul imun si molecular al tumorilor asociate diabetului zaharat de tip 2, fiind discutat
modul in care prezenta diabetului poate modifica structura tumorald si interactiunile dintre
markerii biologici, cu evidentierea implicatiilor potentiale asupra agresivitdtii tumorale si a
raspunsului la terapie.

De asemenea, a fost efectuatd o analizd comparativa a tumorilor mamare dezvoltate in
absenta si in prezenta diabetului zaharat de tip 2, prin integrarea datelor obtinute in cadrul studiului

cu rezultatele raportate in literatura de specialitate.

Cuvinte cheie: carcinom mamar, profil hormonal, HER2, Ki67, DZT2, imunitate locala, T

limfocite, macrofage.
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1. CARCINOMUL MAMAR ASOCIAT CU DIABETUL ZAHARAT -
PATOLOGII CU EVOLUTIE COMPLEXA SI INTERACTIUNI
BIOLOGICE INCOMPLET ELUCIDATE

Cancerul constituie o patologie complexa cu impact major asupra sandtdtii publice, care
poate afecta indivizi indiferent de varsta, sex, apartenenta etnica sau localizare geografica. Dintre
neoplaziile maligne, cancerul de san reprezintd una dintre cele mai frecvente forme, fiind
caracterizat prin proliferarea necontrolata a celulelor cu origine primara la nivelul glandei mamare.
Aceastd entitate nozologicd prezintd particularitati histopatologice, moleculare si clinico-
imagistice distincte, care reflecta comportamentul biologic agresiv specific procesului neoplazic
malign. Conform estimarilor GLOBOCAN 2018, incidenta cancerului mamar este de aproximativ
10%, atat la nivel global cat si in Republica Moldova [1,21]. In contextul patologilor cronice
netransmisibile, numeroase dovezi stiintifice evidentiaza existenta unor mecanisme patogenetice
comune intre bolile neoplazice si afectiunile metabolice. Dereglarile metabolice sistemice,
inflamatia cronica de grad scazut, stresul oxidativ si disfunctiile microvasculare reprezinta
elemente convergente implicate atat in initierea si progresia procesului neoplazic, cat si in evolutia
diabetului zaharat. In acest cadru, diabetul zaharat se contureazi nu doar ca o afectiune metabolica
distinctd, ci si ca un factor cu potential rol modulator asupra dezvoltarii, evolutiei si prognosticului
anumitor tipuri de cancer.

In acest context al interactiunii dintre patologiile cronice sistemice si mecanismele
metabolice dereglate, diabetul zaharat se defineste ca o afectiune metabolica cronicd, complexa si
eterogend, determinata de alterari genetice si/sau dobandite ale secretiei de insulind, precum si de
rezistenta celulelor periferice la actiunea acestui hormon. Patologia se caracterizeaza prin
perturbdri sistemice majore ale metabolismului glucidic, lipidic, proteic si ionic, asociate frecvent
cu disfunctii ale sistemului imun. Complicatiile cronice ale diabetului zaharat implica afectarea
progresiva a multiplelor tesuturi si organe, mecanismul patogenetic central fiind reprezentat de
disfunctia microcirculatorie indusa de hiperglicemia cronica persistenta. Aceastd conditie are un
impact semnificativ, afectand aproximativ 9% din populatie la nivel global si national [13,21,22].

In cadrul comorbidititilor metabolice, diabetul zaharat reprezinti o conditie frecvent
intalnita la femeile recent diagnosticate cu cancer al glandei mamare. Studiile efectuate de Wang
et al. (2020) au demonstrat o crestere a riscului de dezvoltare a diabetului zaharat la femeile aflate
in postmenopauza si recent diagnosticate cu carcinom mamar primar [23]. Aceasta corelatie este
sustinutd si de alte cercetari, cum ar fi cele efectuate de Cazet et al. (2010), care au explorat
asocierea statistica dintre markerii metabolismului glucidic si cancerul mamar [24]. Mai mult, Zhu
si Qu (2022) au prezentat dovezi privind relatia dintre diabetul zaharat si cancer, subliniind

mecanismele subiacente care asociaza aceste doud afectiuni [25]. Asocierea dintre diabetul zaharat
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si neoplazii a fost documentatd si in cazul altor localizari tumorale, nu doar la nivelul glandei
mamare, conform studiului realizat de Halamkova et al. (2021), care au examinat impactul
diabetului zaharat asupra dezvoltarii tumorilor secundare la pacientii cu cancer colorectal [26].
Cercetarea efectuatd de Vincent si Yaghootkar (2020) a adus contributii remarcabile in Intelegerea
cauzelor genetice in diabetul de tip 2 si cancer, punand 1n evidentd mecanisme comune si influente
reciproce [27].

Diabetul zaharat cuprinde mai multe subtipuri etiopatogenice, dintre care cele mai frecvent
intalnite sunt diabetul zaharat de tip 1, DZT2 si diabetul zaharat gestational [13,21]. Aceasta
afectiune se caracterizeaza prin niveluri ale glicemiei bazale peste 5,6 mmol/l in sangele periferic
[21].

Atat diabetul zaharat, cat si cancerul mamar exercitd un impact major asupra morbiditatii si
mortalitdtii populatiei generale. Cancerul mamar reprezinta cea mai frecventd neoplazie maligna
la sexul feminin, cu o incidentd in crestere odata cu inaintarea in varsta, fiind predominant
diagnosticat dupa varsta de 50 de ani [23]. In mod similar, incidenta diabetului zaharat creste odati
cu Tnaintarea in varsta, fapt ce subliniaza necesitatea unei monitorizari riguroase si a unei gestiondri
adecvate a starii de sdnatate in randul acestor grupuri populationale [13]. Aceste observatii sunt
sustinute de rezultatele cercetarilor realizate de Wang et al. (2020), care au evidentiat o crestere a
riscului de dezvoltare a diabetului zaharat in contextul asocierii dintre statusul postmenopauzal si
cancerul de san [23]. Situatia descrisd existenta unor interconexiuni complexe intre cele doua
afectiuni si necesitatea unei abordari integrate in preventia si tratamentul lor.

In prezent, sunt descrise multiple sisteme de clasificare ale carcinomului mamar; cu toate
acestea, in practica morfologica curentd, clasificarea patologica postchirurgicald reprezinta
standardul utilizat in evaluarea primara a acestei neoplazii. Aceasta clasificare are un rol esential
in asigurarea unei colaborari eficiente intre medicii anatomopatologi si clinicieni, intrucat sistemul
TNM constituie un limbaj standardizat care faciliteaza stabilirea diagnosticului si elaborarea
strategiilor terapeutice adecvate [28].

In cadrul clasificarii TNM, componenta de stadializare primara ,, T” descrie dimensiunea

2

tumorii, fiind precedatd de prefixul ,,¢” pentru stadiul clinic sau ,,p” pentru stadiul
patologic/postchirurgical. Notarea ,,Tis” corespunde carcinomului ductal in situ, In absenta
invaziei. Ulterior, tumorile sunt incadrate de la T1 la T4, 1n functie de dimensiunea acestora (de la
sub 2 cm pana la peste 5 cm), precum si de gradul de implicare a peretelui toracic si a tegumentelor
[29].

Similar cu clasificarea ,,T”, stadializarea implicd si caracteristica nodulilor limfatici, cu

categorii variind de la NO la N3 [29]. NO indica absenta implicarii nodulilor limfatici, in timp ce

categoria N1 desemneazd prezenta metastazelor la nivelul nodulilor limfatici axilare ipsilaterale
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de nivel I-1I, mobile. N2 se refera la metastaze in nodulii limfatici axilare ipsilaterale de nivel I-
I, fixate clinic sau aglomerate, sau la afectarea nodulilor limfatici mamari interni ipsilaterali
detectate clinic, In absenta metastazelor axilare evidente clinic. Categoria N3 indica metastaze la
nivelul nodulilor limfatici de nivel III (infraclaviculari, ipsilaterali), precum si afectarea nodulilor
limfatici mamari interni ipsilaterali asociatd cu metastaze axilare de nivel I-II sau a nodulilor
limfatici supraclaviculari ipsilaterali. In ceea ce priveste evaluarea metastazelor, stadializarea ,,M”
include prezenta sau absenta metastazelor, clasificate ca MO sau M1 [29].

1.1. Imunitatea celulara in stroma carcinomului mamar

Sistemul imun are un rol fundamental in mentinerea homeostaziei tisulare, iar disfunctiile
sale contribuie semnificativ la initierea si progresia proceselor neoplazice [30—32]. Acest complex
de mecanisme celulare este crucial in lupta organismului Tmpotriva evolutiei tumorale.

Conform cercetarilor lui Law et al. (2017), celulele imune infiltrate in tumori reprezinta tinte
importante pentru dezvoltarea imunoterapiei cancerului mamar [33]. Aceasta opinie este sustinuta
si de studiul lui Koeck et al. (2017), care au explorat influenta celulelor stromale si a citokinelor
derivate din micromediul tumoral asupra subpopulatiilor limfocitare CD3"CD8" infiltrate in
tumoare [34].

Mecanismele imunologice implicate in carcinogeneza sunt mediate de multipli factori a
microambiantei tumorale, incluzand celulele rezidente si migratoare ale tesutului conjunctiv,
precum si componentele vasculare si continutul acestora. Componentele mentionate pot exercita
efecte sinergice sau antagoniste ori pot avea un comportament imunologic silentios pe parcursul
dezvoltérii tumorale, asa cum a fost descris in lucrarile lui Bates ef al. (2018) si Glajcar ef al.
(2019), care au analizat compozitia infiltratelor de celule T in stroma tumorala si posibilele
mecanisme de evitare in carcinogeneza [35,36].

In opinia lui Li ef al. (2021) micromediul tumoral reprezinta un element de interes major cu
implicatii semnificative in dezvoltarea strategiilor de tratament [37]. Acest fapt subliniaza repetat
necesitatea unei intelegeri aprofundate a imunitatii celulare si a rolului sdu in progresia si
tratamentul cancerului mamar. Imunitatea celulara in tumorile mamare reprezintd un domeniu
complex si diversificat, implicand o varietate larga de celule imune, impartite in 15 subseturi
diferite, asa cum au fost caracterizate de Klopfenstein er al. (2021) [38]. Aceastd diversitate
celulard reflecta complexitatea problemei si multiplele moduri prin care sistemul imun poate
raspunde la prezenta tumorii. Raspunsul imun asociat tumorii poate fi organizat in doua tipare
principale: un tipar stromal, caracterizat prin prezenta infiltratului inflamator la nivelul stromei
peri- si intratumorale, si un tipar intratumoral, definit prin infiltrarea directd a parenchimului

tumoral de catre celulele imune. Populatiile leucocitare implicate in aceste tipare pot fi identificate
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si cuantificate prin coloratii histologice de rutind, precum hematoxilindi—eozina (HE), precum si
prin tehnici imunohistochimice (IHC) [39—41].

Limfocitele constituie populatia leucocitard cel mai frecvent analizatd la nivel intra- si
peritumoral. In literatura de specialitate infiltratul stromal este reprezentat preponderent de
limfocitele care se afla In stroma, dar nu intrd in contact direct cu celulele tumorale. Pe de alta
parte, poate fi Intlnit si infiltratul limfocitar intratumoral, cu vizualizarea contactului direct dintre
celule, fira implicarea stromei, asa cum a fost descris de Salgado et al. (2015) [42]. In ceea ce
priveste cancerul mamar, nu existd o opinie unica ce tine de continutul limfocitar intra- si
peritumoral, iar rezultatele existente sunt contradictorii, avand la baza profilul molecular diferit si
metodele de cuantificare. Dupa Hendry ef al. (2017), mai frecvent este descris continutul
intratumoral in carcinoamele Triplu-negative si HER2 pozitive [43]. Diversitatea opiniilor
existente subliniazd complexitatea si importanta intelegerii imunitatii celulare in contextul
cancerului mamar, precum si necesitatea unor metode standardizate pentru evaluarea infiltratelor
limfocitare.

Prin urmare, evaluarea infiltratului limfocitar stromal in cancerul mamar se realizeaza pe
baza unor criterii specifice, dintre care pot fi mentionate:

1. Conform recomandarilor formulate de Salgado er al. (2015), evaluarea infiltratului
limfocitar necesita utilizarea unor puteri de marire adecvate pentru o observare detaliata, fiind
considerate optime mariri cuprinse intre 20-40x [42];

2. Potrivit Hendry et al. (2017), consistenta si calitatea sectiunilor de tesut fixat in formalina
si inclus 1n parafind sunt esentiale pentru realizarea unei evaluari precise, grosimea optima a
sectiunilor fiind de 4-5 um. [43];

3. Pruneri et al. (2017) au indicat a fi necesara evaluarea tuturor celulelor mononucleare,
inclusiv a limfocitelor si celulelor plasmatice [44];

4. Folosirea markerilor imunohistochimici este absolut necesard pentru acuratetea
experimentelor [43];

5. Indicarea tipului de infiltrat: circumferential minim, partial, subtotal si total. Dupa Salgado
et al. (2015) aceasta este important pentru determinarea gradului de implicare a tumorii [42].
Totusi, infiltratul leucocitar este un factor variabil in tumorile maligne ale glandei mamare, fiind
mai accentuat in cancerul Triplu-negativ, HER2 pozitiv si mai redus in tumorile hormon pozitive.
Rolul infiltratului este semnificativ, chiar daca prezenta acestuia este mai putin discutatd
comparativ cu alte caracteristici tumorale [45-47].

Limfocitele T. CD3 reprezintd o proteind esentiala pentru functionarea celulelor T, avand un
rol crucial in activarea acestora [48,49]. Aceasta reprezintd o proteina transmembranara complexa,

prezentd pe suprafata celulelor T si formeaza un complex cu receptorul celulelor T (TCR). CD3
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constd din patru izoforme distincte de proteine de membrana: CD3-delta (5), CD3-epsilon (g),
CD3-gamma (y) si CD3-zeta ({). Aceste subunititi se organizeaza intr-un complex care include
trei seturi de dimeri: CD3-epsilon-delta, CD3-epsilon-gamma si CD3-zeta-zeta. Cunoasterea
acestora devine importanta, fiindca deficientele de structura a CD3, 1n special in subunitatile delta
si epsilon, pot conduce la probleme in diferentierea limfocitelor T. Dupa Fischer et al. (2005)
aceste deficiente afecteaza profund imunitatea celulara si pot avea multiple repercusiuni clinice
[50].

In contextul oncologic, CD3 a fost studiat pentru implicarea sa in diferite tipuri de cancer.
De exemplu, in cancerul de prostatda, CD3 a fost identificat ca un factor prognostic in predictia
dezvoltdrii de metastaze [51]. Dupa Mao et al. (2013) in carcinomul colorectal, prezenta
limfocitelor CD3™ a fost asociata cu o supravietuire mai indelungata [52].

Evaluarea infiltratului tumoral cu CD3, in special a peptidelor legate de CD3, precum iRGD-
antiCD3, este un domeniu de cercetare emergent si promitator in tratamentul cancerului. iRGD-
antiCD3 faciliteaza infiltrarea tumorald cu limfocite si este considerat o tinta potentiala pentru
terapia antitumorald [53—-55]. Aceste peptide au fost studiate in combinatie cu alti markeri
imunohistochimici in tumorile gastrice, colorectale si pulmonare.

Studiile recente sugereaza ca, infiltratul peritumoral format de celulele T CD3", reprezinta
un factor prognostic mai bun. Initial, Li ef al. (2017) au raportat, ca prezenta infiltratului limfocitar
tumoral (TILs), in special cu celule T CD3", coreleaza pozitiv cu supravietuirea pacientilor, ceea
ce subliniaza importanta determinirii subpopulatiilor limfocitare in tumori. Insa ulterior, Li et al.
(2020) au declarat ca odata cu cresterea numerica a limfocitelor T in infiltrat, sporeste gradul de
invazie al tumorii in diverse tipuri de cancer, inclusiv mamar [56]. Rezultatele prezentate de
Hiraoka et al. (2016) sugereaza ca prezenta infiltratelor limfoide Tn zona peritumorala indica faptul
ca sistemul imun este activat insa ineficace contra tumorii [57]. Mai mult, conform lui Werner et
al. (2021) infiltratele limfocitare trebuie sa fie asociate cu o activitate imunologica sporita, fapt ce
poate fi utilizat pentru a influenta raspunsul la tratamentele imunoterapeutice. Intr-un mod similar,
Kim et al. (2019) au observat ca infiltratele cu limfocite CD8" in cancerul pulmonar au fost
predominant limitate la stromd, ceea ce sugereaza ca microambianta tumorald joaca un rol crucial
in modularea interactiunilor dintre limfocitele T CD3" si celulele neoplazice [58]. Aceastd
observatie poate fi relevanta si pentru cancerul mamar, unde interactiunile complexe dintre
celulele T si celulele stromale, nestudiate incd, pot modula raspunsul imun si progresia tumorii,
consolidand importanta cercetarii acestui mediu dinamic. Yu ef al. (2015) au subliniat ca prezenta
limfocitelor T in tumora, inclusiv CD3", este asociata cu un prognostic mai bun in cancerul mamar,
evidentiind importanta formarii unui infiltrat mai consistent TILs dupa terapia neoadjuvanta [59].

Aceste date sunt in acord cu observatiile lui Mao et al. (2016), care sugereaza cd TILs CD3" pot
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fi utilizati ca indicatori prognostici, completand astfel importanta evaludrii continutului de celule
T CD3" in cazul examenului histologic [60]. Conform datelor prezentate de Nair-Gupta et al.
(2020) reiese, ca prezenta celulelor T CD3" in tumora coreleaza cu o activitate imunologica
sporitd, fapt ce poate Tmbunatati raspunsul la imunoterapiile bazate pe inhibitori in punctele
checkpoint ale mitozei [61]. Similar, datele prezentate de Liang et al. (2020) sustin ideea cd o
densitate mai mare de CD3" este asociatd cu un raspuns mai bun la chimioterapia neoadjuvanta
[62].

Un alt aspect important al microambiantei tumorale reprezintd expresia PD-L1 de catre
celulele tumorale si numarul de celulele T CD3" infiltrate. Parra et al. (2016) au demonstrat ca in
cancerul pulmonar non-microcelular, combinatia dintre expresia PD-L1 si densitatea celulelor
CD3" poate fi utilizata pentru a identifica subtipuri distincte de microambiantd tumorala. Acest
model ar putea fi extrapolat si la cancerul mamar, unde astfel de caracteristici ar putea avea
implicatii majore in stratificarea pacientilor si in selectarea strategiilor de tratament personalizat
[63].

Aceste constatdri se aliniazd cu dovezile anterioare care subliniaza rolul important al
infiltratului CD3+ in microambianta tumorala al cancerului mamar. De exemplu, Kim et al. (2022)
au evidentiat cd expresia antigenelor B7-H3 si B7-H4 este negativ corelatd cu densitatea
infiltratului CD3" si CD8", indicand o posibild suprimare a activitatii celulelor T la prezenta
acestor molecule [64]. In completare, Taki et al. (2015) au demonstrat potentialul terapeutic al
anticorpilor specifici care vizeaza CD3, indicand ca activarea directa a celulelor T prin intermediul
CD3 poate spori actiunea citotoxicd impotriva celulelor tumorale [65]. Rezultatele prezentate
permit si presupunem, ca celulele T CD3"au un rol cheie in modularea raspunsului imun, fapt ce
poate fi utilizat si in optimizarea strategiilor terapeutice. Drept exemplu, studiile lui Tchou ef al.
(2017) indica, ca injectarea intratumorala a celulelor T CAR poate stimula semnificativ raspunsul
imun contra tumorii in cancerul mamar [66].

Rolul subclaselor de limfocite T este intens studiat in diverse neoplasme. Recent, Hillen et
al. (2021) au grupat neoplasmele melanocitare spitzoide in functie de continutul infiltratului
inflamator tumoral, definitivaind 6 subtipuri: CD3"/CD8" si CD3"/CD4" (din limfocite T), CD68"
(macrofage), CD3"/TIA-1" (limfocite T citotoxice), CD3"/pan B" (limfocite B) si CD138"
(plasmocite) [67]. Aceasta diferentiere descrie natura complexa a imunitatii celulare intratumorale,
posibili si in cazul altor neoplasme. In cancerul colorectal, dupa Barbosa et al. (2021), infiltratul
limfocitar CD3, CD8 si FoxP3 pozitiv a fost asociat cu un prognostic favorabil de supravietuire.
Interesant este ca infiltratul pozitiv la FoxP3 in marginea de rezectie a fost, de asemenea, asociat

cu un prognostic favorabil, sugerand o implicare activa in patogeneza cancerului [68].
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Dupa Koeck et al. (2017) un rol important in dezvoltarea microambiantei tumorale 1l are si
raportul CD3/CDS8 al limfocitelor T [34]. Diminuarea a CD3 poate indica la o reducere a
infiltratului inflamator tumoral si poate fi interpretatad ca o deficientd in raspunsul imun limfocitar
tumoral [69]. Evidentierea rolului infiltratului limfocitar CD3 1n aceste procese sugereaza, ca un
raspuns imun robust poate avea un impact semnificativ asupra evolutiei tumorii. Exista studii care
ilustreaza complexitatea si importanta raspunsului imun in contextul cancerului mamar, in special
in cazurile de regresie spontana [70—72]. Acest fenomen rar este atribuit diferitor mecanisme, iar
studiile in cauza subliniaza importanta intelegerii parghiilor imune in lupta impotriva cancerului
mamar.

Infiltratul intratumoral limfocitar (TILs) in cancerul mamar frecvent a fost caracterizat prin
determinarea a doud tipuri de celule, CD4" si CD8". Aceste celule au fost descrise drept esentiale
pentru raspunsul imun al organismului impotriva tumorilor. Desi prezenta limfocitelor in cauza a
fost identificata in diverse studii, a rdmas incert mecanismul de actiune a acestora, in special in
contextul diabetului zaharat, o afectiune metabolica cronicd, influentatd de mecanismele imune si
capabila, la randul sdu, sd modifice raspunsul imun si evolutia tumorald [73]. Prin urmare,
infiltratul limfocitar stromal in cancerul mamar este considerat drept marker prognostic si
predictiv, in special in cazurile de cancer Triplu-negativ si HER2 pozitiv [46,74—76]. Acest tip de
infiltrat, alcatuit din subclase limfocitare localizate in stroma tumorii joaca un rol crucial in
modularea raspunsului imun al organismului la prezenta tumorii. Studiile in domeniu ne permit sa
presupunem ca prezenta acestor celule in stroma tumorii poate oferi informatii valoroase despre
evolutia bolii si raspunsul la tratament.

Cazurile la care este prezent infiltratul limfocitar stromal tumoral prezinta, in general, un
raspuns terapeutic superior comparativ cu cei la care acesta este absent. Studiile realizate de
Barbosu Angelis et al. (2020) si Goff et al. (2021) au demonstrat ca prezenta infiltratului limfocitar
stromal in tumorile mamare poate constitui un indicator al eficacitatii terapeutice [77,78]. Cu toate
acestea, identificarea si caracterizarea specifica a subgrupurilor limfocitare infiltrate si relatia lor
cu tipurile diferite de tumori raman a fi neclare.

Compozitia limfocitara din tumorile mamare este complexd si variazd in functie de
localizarea infiltratului. Studiul lui Verma et al. (2020) a evidentiat ca predominanta celulelor
CD4" in zona extratumorala si a limfocitelor CD8" in zona intratumorald este mai accentuata in
tumorile de grad G3 si hormon negative. Aceasta observatie sugereaza, ca tipul si localizarea
celulelor limfocitare ar putea influenta agresivitatea si raspunsul tumorii la tratament. De exemplu,
prezenta crescutd a celulelor CD8" in interiorul tumorii ar putea indica un raspuns imun mai activ,
in timp ce predominanta limfocitelor CD4" in aria extratumorald poate fi asociata cu o activitatea

mai eficienta a raspunsului imun [79].
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Modificarile genetice la nivelul CTLA-4, in special variantele CTLA-4c.49A si CTLA-4c.-
319 in limfocitele T efectoare CD4", sunt de un interes deosebit pentru domeniul oncologiei si
imunologiei. Studiul efectuat de Gu-Trantien et al. (2013) subliniaza, cd anumite variante genetice
ale CTLA-4 pot creste susceptibilitatea la dezvoltarea tumorilor maligne. Acest lucru a fost marcat
ca relevant in cazul cancerului mamar, cervical si cel hepatocelular [80]. Rezultatele in cauza
sugereaza, ca mutatiile sau polimorfismul genelor care codificdi CTLA-4 pot influenta modul in
care sistemul imunitar interactioneazi cu celulele tumorale. in mod specific, variantele CTLA-
4¢.49A si CTLA-4c.-319 ar putea reduce capacitatea sistemului imunitar de a suprima proliferarea
celulelor tumorale, crescand astfel riscul de expansiune a tumorii. Aceste modificari genetice nu
prognostice importante, sugerand ca profilul genetic al unui individ poate sustine dezvoltarea
neoplasmului si influenta raspunsului la tratament [80]. Astfel, analiza geneticd a CTLA-4 si a
altor gene implicate in reglarea imunitdtii ar putea oferi informatii valoroase pentru personalizarea
terapiilor oncologice si pentru dezvoltarea unor strategii preventive mai eficiente in cazurile cu
risc genetic crescut.

Celulele CD8", cunoscute si sub denumirea de limfocite T citotoxice, reprezintd un element
esential al imunitatii celulare, avand un rol determinant in modularea si eficienta raspunsului imun
antitumoral, prin recunoasterea si eliminarea celulelor neoplazice. Multiple studii recente au
subliniat importanta acestor celule in modularea raspunsului la chimioterapie si la tratamentele
tintite in imunoterapie [81-85]. Este dovedit cd, celulele CD8" recunosc si distrug celulele
canceroase prin identificarea antigenilor tumorali specifici prezenti pe suprafata acestora. In opinia
autorilor, prezenta unui infiltrat dens de celule CD8" in tumord dupa chimioterapie poate fi
considerat drept un raspuns mai bun la tratament. Acest lucru se datoreaza faptului ca
chimioterapia induce moartea celulelor tumorale, eliberand antigeni care stimuleaza celulele CD8"
sd atace si mai eficient tumoarea. Efectele benefice ale celulelor CD8" in tratamentul tumorilor au
fost evidentiate in numeroase tipuri de neoplasm, inclusiv in cancerul mamar, colorectal si
melanom. Capacitatea limfocitelor T CD8" de a recunoaste si elimina celulele tumorale le confera
un rol central att ca tintd terapeutica in strategiile de imunoterapie, cat si ca marker prognostic
relevant in evolutia bolilor neoplazice. In contextul imunoterapiei, celulele CD8" sunt deosebit de
importante, deoarece multe terapii imune vizeaza activarea si amplificarea raspunsului acestor
celule. De exemplu, inhibitorii punctelor de control imun (cum ar fi inhibitorii PD-1 si CTLA-4)
pot elimina franele impuse de celulele tumorale asupra celulelor CD8", permitandu-le sd atace mai
eficient neoplasmul [86]. Corelarea populatiei de limfocite T, atat peri-, cit si intratumorale, are o
importantd semnificativa in contextul tratamentului oncologic, In special pentru cancerul mamar.

Studiul efectuat de Terranova-Barberio et al. (2020) a evidentiat, cd prezenta si distributia acestor
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celule imune in si In jurul tumorilor pot fi indicatori critici ai rdspunsului la tratament si pot avea
implicatii prognostice [83].

Limfocitele T peritumorale se localizeaza in tesuturile din jurul tumorii si pot avea un rol
crucial in limitarea raspandirii tumorii. Pe de altd parte, limfocitele T intratumorale sunt celule
imune care au patruns in tesutul tumoral, iar prezenta lor este considerata drept indicator al unui
raspuns imun activ si eficient impotriva neoplasmului [84]. La moment, exista opinii precum ca
evaluarea cantitativd a acestor tipuri de populatii limfocitare poate oferi informatii valoroase
referitor la natura raspunsului imun al organismului fata de tumoare [85]. Drept exemplu, un numar
semnificativ de limfocite T intratumorale ar putea indica un raspuns imun robust si prin urmare,
un prognostic mai favorabil. In contrast, un numar scazut de limfocite T intratumorale, chiar si in
prezenta unui numdr mare de limfocite T peritumorale, ar putea sugera o capacitate redusa a
sistemului imunitar de a lupta eficient impotriva tumorii.

Raportul dintre populatiile de limfocite T peri- si intratumorale s-a dovedit a fi important si
in cazul carcinomului mamar. Conform rezultatelor prezentate de Banin-Hirata et al. (2018),
prezenta unui numdr mare de limfocite T intratumorale in tumoare a fost asociatd cu un raspuns
mai bun la chimioterapie si imunoterapie, precum si cu un prognostic general mai bun. Mai mult,
astfel de rezultate nu sunt izolate, fiind raportate in mod consecvent in literatura de specialitate. In
literatura de specialitate sunt prezentate date precum ca, infiltratul limfocitar este un factor de
prognostic independent, favorabil pentru tratamentul tumorilor mamare [87,88]. Aceste cercetari
sugereaza ca prezenta unui infiltrat limfocitar bogat, in anumite contexte, poate fi un semn al unui
raspuns imun eficient, care contribuie la o evolutie mai favorabila a bolii si la un raspuns mai bun
la tratament. Totusi existd si exceptii. Banin-Hirata ef al. (2018) au subliniat, ca tumorile HER2
pozitive, infiltrate intens cu limfocite au tendinta de a avea un prognostic mai rezervat si un
potential mai mare de metastazare comparativ cu cele care prezinta o cantitate redusa de limfocite
[89]. Constatarea respectiva evidentiazd caracterul ambivalent al rolului limfocitelor in context
tumoral si subliniazd complexitatea fenomenului, a carui Intelegere necesita o evaluare integrata a
caracteristicilor biologice tumorale si a distributiei subpopulatiilor limfocitare.

Cele relatate permit sa presupunem, ca evaluarea distributiei si densitatii limfocitelor T atat
in interiorul, cat si in jurul tumorilor mamare poate juca un rol important in personalizarea
tratamentului si in imbunatatirea rezultatelor clinice.

Angiogeneza (celule CD34") este un alt factor important care influenteaza gradul de
proliferare al tumorii si prognosticul. Exprimarea CD34 in cancerul mamar reprezinta un subiect
de interes major pentru intelegerea angiogenezei in cadrul procesului de carcinogeneza. Studiul
efectuat de Catteau et al. (2013) a explorat acest aspect, concentrandu-se pe expresia periductald

a CD34 1n tesutul stromal din carcinomul ductal al sanului. Rezultatele sugereazd, ca existd o
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variatie semnificativd in ceea ce priveste expresia markerului CD34. Aceasta sugereaza o alterare
variatd a structurii vasculare in tesutul afectat de tumoare, indicand posibile modificari in
arhitectura vaselor si in mecanismele de vascularizare [90]. Pe de alta parte, studiul anterior condus
de Teo et al. (2002) care a avut ca scop evaluarea densitdtii vasculare in tumorile mamare a
concluzionat, cd numarul vaselor nu depinde de stadiul tumorii, avand cote similare in DCIS
(carcinom ductal in situ) si carcinoamele avansate [91]. Mai mult, acesti cercetatori au constatat
ca proliferarea vasculara nu este direct corelata cu gradul histologic al tumorii. Aceasta descoperire
poate fi considerata drept una semnificativa deoarece contrazice presupunerea comund, precum ca
o densitate vasculari mai mare este asociatd cu un grad mai inalt de agresivitate tumorala. In plus,
apare suspiciunea ca alti factori, in afara de densitatea vasculard, pot influenta dezvoltarea tumorii.
Aceste rezultate contradictorii subliniazd necesitatea unor evaludri suplimentare, mai detaliate a
rolului angiogenezei in evolutia si tratamentul cancerului mamar.

Studiul efectuat de Frangou et al. (2005) a pus in evidentd o crestere semnificativa a
vascularizarii In tumorile mamare avansate, in special in cele cu un grad de diferentiere scazut.
Aceasta observatie indica faptul, ca angiogeneza poate avea un rol crucial in evolutia si progresia
cancerului de san, deoarece acest proces nu numai cd furnizeazd nutrientii necesari cresterii
tumorale, dar poate facilita si metastazarea prin oferirea unei cdi pentru diseminarea celulelor
canceroase. Astfel, o intelegere mai aprofundatd a angiogenezei in tumorile mamare poate oferi
indicii importante si pentru dezvoltarea unor strategii terapeutice tintite [92].

Multiplele cercetari existente la moment, prezinta ca CD34 nu este doar un marker vascular,
ci poate servi si ca un indicator prognostic valoros In cancerul mamar avansat, in special in subtipul
Bazal-like [93-95]. Densitatea CD34 s-a dovedit a fi un criteriu ce coreleaza cu dimensiunea
tumorii, gradul histologic si nivelul de exprimare a receptorilor hormonali, oferind astfel indicii
despre agresivitatea tumorii si potentialul siu de rispandire. In consecinti, evaluarea CD34 ar
putea contribui la estimarea prognosticului si la personalizarea planurilor de tratament pentru
pacientii cu carcinom mamar.

Cuantificarea si caracterizarea vaselor in stroma tumorald s-a dovedit a fi o metoda
importantd pentru evaluarea agresivitatii tumorii si viitorului prognostic. La ziua de azi, cea mai
frecvent utilizata este metoda ,,h0f spot" de cuantificare [96]. Totusi important s-a dovedit a fi nu
numai numarul vaselor. Verheul ef al. (2004) au subliniat cd existd variatii in caracteristicile
vascularizarii tumorale, care pot fi influentate de mai multi factori, inclusiv de gradul de maturitate
al vaselor nou-formate [97]. Imaturitatea acestora poate influenta eficacitatea tratamentelor bazate
pe inhibarea angiogenezei. De asemenea, specificul de vascularizare al fiecarei tumori poate varia,
ceea ce Tnseamna cd structura si densitatea vaselor de sange pot varia semnificativ de la o tumora

la alta, influentand astfel rdspunsul la tratament si evolutia bolii. Aceste evidente sugereaza ideea
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ca fiecare tumoare este unica dupd gradul de vascularizare si necesitd o atitudine terapeutica
personalizata.

Expresia antigenului CD34 este recunoscutd ca marker caracteristic al celulelor stem
hematopoietice, fiind totodata prezentd la nivelul unor subpopulatii de celule stromale implicate
in sustinerea microambiantei tisulare. Studiile lui Diaz-Flores et al. (2014, 2021) subliniaza faptul
ca CD34 este exprimat de celule stromale si progenitoare din diverse tipuri de tesuturi, inclusiv
cel adipos si stroma tumorald, ceea ce evidentiazd versatilitatea si implicarea acestor celule in
dezvoltarea tumorii [98,99]. in completare, Westhoff et al. (2020) au demonstrat ca celulele
stromale CD34" pot fi precursorii fibroblastelor asociate tumorii, care joaca un rol esential in
remodelarea tesutului si progresia cancerului, in special in carcinomul lobular invaziv al sanului.
Aceste observatii sustin importanta studiului stromei tumorale, fapt ce va oferi noi directii pentru
explorarea mecanismelor prin care microambianta tumorald poate fi considerata drept tinta
terapeutica [100].

Conform datelor prezentate de Kishaba et al. (2010) rezultd ca fibroblastele stromale
exprimd atdt CD34, cat si a-SMA, ceea ce indica la heterogenitatea complexa nu numai in
interactiunile dintre celule, dar si in structura fiecdrei celule asociate tumorii. Datele existente
subliniaza rolul crucial al celulelor stromale in remodelarea stromei tumorale si dezvoltarea
tumorii [101]. Studiul realizat de Tremp et al. (2016) sugereazi ca CD34" poate servi drept marker
al starii de imaturitate a celulelor stromale, fiind asociat cu o capacitate replicativa crescutd a
acestor celule. Aceasta capacitate proliferativa poate contribui semnificativ la progresia tumorilor,
evidentiind potentialul celulelor stromale CD34" ca tinta in strategiile terapeutice. Prin urmare,
evaluarea expresiei CD34 in celulele stromale din cancerul mamar ofera o perspectiva valoroasa
asupra modului in care aceste celule influenteaza microambianta tumorald si progresia bolii [ 102].

Datele obtinute evidentiaza caracterul multifunctional al celulelor stromale CD34" in stroma
glandei mamare neafectate, indicand contributia acestora la arhitectura si functionalitatea a
microambiantei tisulare. Khan ef al. (2017) au raportat prezenta celulelor CD34" in stroma inter-
si intralobulara, asociind prezenta expresiei difuze drept caracteristica a tesutului neafectat. Cu alte
cuvinte, acest aspect histologic sugereaza ca prezenta celulelor CD34" poate constitui un marker
al unei stari homeostatice tisulare normale. Astfel, putem presupune, ca modificarile expresiei
CD34 in stroma tumorala va reflecta tranzitiile functionale care apar odata cu progresia bolii si vor
pune in evidenta diferenta dintre statusul tisular normal si cel patologic [103]. De exemplu,
Mamoor (2023) a accentuat cd markerul CD34 este diferentiat exprimat in metastazele cerebrale
ale cancerului mamar, sugerand un posibil rol al acestui marker in procesele de migrare si invazie
celulara, aspecte esentiale pentru progresia tumorala si diseminare[104]. Forsare et al. (2022) si

Nakagawa et al. (2015) au evidentiat ca distributia spatiala si continutul celulelor stromale CD34"
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pot avea un impact semnificativ asupra caracteristicilor histopatologice ale tumorii, oferind indicii
valoroase despre agresivitatea tumorii si prognostic [105,106]. In plus, studiile realizate de Kagar
et al. (2011) au demonstrat ca prezenta celulelor CD34" in stroma tumorald poate reflecta
recrutarea celulelor progenitoare circulante, care joacd un rol crucial in procesul de
neovascularizare [107].

CD45RO0 reprezinta un marker pentru celulele T activate, identificat si ca fiind un indicator
valoros in predictia evolutiei tumorilor solide. Studiul efectuat de Hu si Wang (2017) a demonstrat
cd o densitate crescutd a limfocitelor T CD45RO" la nivel tumoral se coreleaza cu o ratd mai buna
de supravietuire, sugerand cd prezenta acestor celule reflectd existenta unui raspuns imun
antitumoral activ si eficient. Aceastd observatie s-a dovedit a fi relevantd in cazul unui sir de
tumori, inclusiv in neoplaziile cu localizare primara hepatica, colo-rectala, esofagiana, renald si
mamara, in special in cele hormon-pozitive [108]. Studiile suplimentare realizate de Peng et al.
(2010) si Schnellhardt ef al. (2020) au confirmat importanta celulelor CD45R0 pozitive, subliniind
ca acest marker joaca un rol crucial in evaluarea raspunsului imun si a evolutiei tumorilor, fiindca
reflectd un rdspuns imun activ la dezvoltarea tumorii si presupune un tratament mai efectiv
[109,110].

Figenschau ef al.(2015) au explorat legatura dintre infiltratele limfocitare si gradul tumorii,
constatadnd ca prezenta acestor structuri este asociata cu celulele T CD45R0". Aceasta relatare
sugereaza ca, in contextul unui raspuns imun activ, caracterizat printr-o infiltrare abundenta cu
limfocite T activate, pot fi identificate tumori cu un grad histologic inalt. [111]. Astfel putem
concluziona, ca CD45R0 reprezintd un marker valoros pentru evaluarea raspunsului imun in
tumorile solide si pentru predictia prognosticului. Mai mult, extinderea abordarilor conceptuale
privind relevanta scorului imun si a expresiei CD45RO in multiple entitdti neoplazice contribuie
la o Intelegere mai profunda a interactiunilor dintre sistemul imun si a microambiantei tumorale,
precum si a impactului acestora asupra progresiei si prognosticului bolii.

Fernandes et al. (2021) recent au introdus conceptul de "immunoscore", care utilizeaza
cuantificarea celulelor CD45RA", CD45RO", CCL20" si CCR6", pentru a prezice evolutia
cancerului cervical indus de HPV. Aceasta abordare inovatoare sugereaza ca analiza detaliatd a
profilului imun al tumorii poate oferi informatii valoroase privind agresivitatea cancerului si
raspunsul la tratament, facilitand astfel elaborarea unor strategii terapeutice personalizate [112].
In cancerul mamar, prezenta infiltratului tumoral stromal din celule CD45R0" a fost corelati cu
riscul crescut de progresie a bolii. Studiul realizat de Smolkova et al. (2020) a pus in evidentd un
numar crescut de celule T activate in tumorile agresive, ceea ce in opinia autorilor sugereaza si o
posibild rezistenta la tratamentele conventionale [113]. Date contradictorii au prezentat Landskron

et al. (2017) care au examinat rolul acestui marker in contextul cancerului ovarian concluzionand
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cd expresia acestuia este asociatd cu o forma mai putin agresiva a bolii [114]. Intr-un studiu recent
efectuat de Kwiecien et al. (2022), a fost observata o crestere numerica a celulelor marcate cu
CD45RO 1in metastazele pulmonare [115]. Zeitoun et al. (2019) au demonstrat ca densitatea
celulelor CD45" din microambianta tumorald este asociatd cu un raspuns imun favorabil si o
supravietuire imbunatatitd la pacientii cu cancer colorectal. Aceste rezultate evidentiaza rolul
important al CD45 in orchestrarea raspunsului imun antitumoral [30].

Studiile recente au evidentiat rolul complex si uneori contradictoriu al celulelor CD45" in
microambianta tumorald, subliniind cd acestea pot influenta atat raspunsul imun, cat si
metabolismul tumoral. Hardy ef al. (2017) sustin, cd interactiunile dintre fibroblastele asociate
tumorii si celulele tumorale pot induce adaptari metabolice ale tumorii, permitdndu-i sa
supravietuiasca si sa prolifereze [116]. Acest mecanism indica, ca celulele CD45" pot avea un
impact indirect asupra cresterii tumorale prin modularea interactiunilor dintre diferitele
componente stromale. Ye et al. (2022) au evidentiat cd CD45" joaca un rol critic in microambianta
tumorala, fiind implicat in reglarea atat a rdspunsurilor pro-inflamatorii, cit si a celor anti-
inflamatorii [117]. Julia et al. (2013) au identificat un subset de celule CD45" care co-exprima si
proteine de activare a fibroblastelor, sugerdnd ca acestea sunt macrofage specializate in
remodelarea stromei tumorale, un proces care contribuie direct la progresia cancerului [118].

Datele disponibile evidentiaza rolul complex al celulelor CD45" in microambianta tumorala.
Détzer et al. (2019) au demonstrat cd prezenta sporitd a celulelor CD45" in stroma intratumorala
este asociatd cu un raspuns imun favorabil si cu o supravietuire mai buna la pacientii cu cancer
colorectal. Aceste afirmatii sugereazi, ca prezenta celulelor CD45" poate servi drept marker
relevant si in alte tipuri de tumori, inclusiv mamar, avand potentialul de a ghida stratificarea
prognostica si selectarea strategiilor terapeutice personalizate [119]. Astfel, datele disponibile in
prezent, desi partial contradictorii, sugereazd cd limfocitele T pot fi activate in contextul
expansiunii tumorale; cu toate acestea, impactul final al acestei activari ramane incert, fiind
dependent de originea si tipul neoplasmului. Totusi, aceste studii evidentiaza rolul important al
CD45R0 in evaluarea severitdtii evolutiei carcinogenezei si prognosticului.

CD56, reprezintd un marker ce pune 1n evidenta killerii naturali (NK), celule din sistemul
imun inerent. Aceste limfocite au capacitatea sa identifice celulele alterate, exercitand un rol
crucial in stoparea cresterii tumorale. Astfel, s-a constatat ca prezenta celulelor NK in tumorile
renale este sporadicd, si caracterizata printr-o expresie variabild, mai accentuatd la nivelul
metastazelor [108]. Un studiu realizat de Hong et al. (2016) a demonstrat experimental ca celulele
NK pot inhiba metastazele pulmonare [120]. Totodata, Lee ef al. (2021) au constatat ca diminuarea
activitatii celulelor NK este asociata cu un risc crescut de recurenta in cancerul hepatic [121]. La

moment existd un sir de dovezi referitor la potentialul celulelor NK in tratamentul tumorilor solide,
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sugerand cd acestea pot prezenta o noud tintd in terapia neoplasmelor [122,123]. in particular,
aceste terapii celulare au reusit in tratamentul tumorilor ginecologice [124]. Totusi exista si un sir
de evidente ce pun la indoiald eficacitatea terapiilor bazate pe utilizarea celulelor NK 1n diverse
tipuri de tumori, ceea ce indica la necesitatea continudrii cercetdrilor in domeniu [125-127].

Rolul celulelor NK in carcinomul mamar inca nu a fost elucidat. Conform lui Yang et al.
(2019) celulele CD56" pot fi cruciale in determinarea prognosticului pacientelor si a raspunsului
la terapie, mai ales la supra-exprimarea HER2 [128]. Toate aceste date sugereaza ideea ca
intelegerea modului 1n care celulele NK interactioneaza cu diferite tipuri de tumori poate contribui
la optimizarea abordarilor imunoterapeutice si la imbunatatirea rezultatelor clinice pentru pacientii
cu cancer.

CD68 este considerat un marker specific macrofagelor, celule frecvent descrise in patologia
neoplazicd [129]. Aceste celule constituie o componentd frecventa a infiltratului imun din
majoritatea neoplaziilor, iar diversitatea functionald a acestor celule, fluctuand intre fenotipurile
M1 si M2, determina variabilitatea raspunsurilor in contextul tumoral [129-132]. Macrofagele pot
adopta fenotipuri distincte, manifestand, in functie de microambianta, atat activitati pro-tumorale,
cat si antitumorale [133,134]. Carcinomul mamar, in dependentd de subtipul histologic si
molecular, este variabil in ceea ce priveste infiltratul macrofagal [135-137]. Mai mult, densitatea
macrofagelor CD68" este corelata cu stadiul clinic, gradul histologic si raspunsul la terapie [135].

Dincolo de rolul sdu drept marker al macrofagelor, CD68 este considerat si un indicator al
statusului imun In neoplazie. Exista opinii cd aceste celule pot influenta agresivitatea tumorii,
raspandirea acesteia si susceptibilitatea la terapie [138,139]. Modularea activitatii macrofagelor,
in special a celor pozitive pentru CD68, este in prezent exploratd ca o potentiald strategie
terapeutica in neoplazii, inclusiv in carcinomul mamar [118,129,132,140]

Interactiunea dintre diabetul zaharat, macrofage si cancerul mamar este una complexa si
neelucidata [141,142]. Modificdrile metabolice induse de diabet pot influenta functionalitatea
macrofagelor in microambianta tumorala, ceea ce poate avea implicatii directe asupra evolutiei
neoplaziei [35,91]. Dupa Hu et al. (2019) diabetul zaharat poate modula activitatea macrofagelor,
influentand astfel agresivitatea tumorii si raspunsul la terapie [143].

1.2. Profilul molecular al carcinomului mamar

Receptorii pentru estrogeni (ER) mediaza efectele biologice ale estrogenilor asupra
celulelor. La moment sunt descrise doud categorii de receptori estrogenici, in functie de
localizarea lor celular, receptori nucleari si receptori asociati membranei. Ultimii, ER-a si ER-f,
sunt frecvent descrisi cu lux de amanunt in diverse patologii.

Expresia ER nu este limitatd doar la tesutul mamar, fiind frecvent raportata si in patologiile

hepatice si endometriale, unde s-a demonstrat ca joaca un rol important in reglarea proceselor
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metabolice si a functiilor reproductive [144]. Drept exemplu, Cavener et al. (2010) au mentionat
ca semnalizarea prin receptorii ER influenteaza metabolismul lipidic si sensibilitatea la insulina,
procese cruciale in patologia DZ [145]. Astfel putem presupune, cd implicarea ER in caile
metabolice poate fi deosebit de relevanta pentru intelegerea modului in care DZT2 poate influenta
riscul si progresia cancerului mamar.

In tesutul glandei mamare neafectate, ER este exprimat in mod variabil, ceea ce indici ci
nu toate celulele sunt sensibile la estrogen in acelasi mod, desi majoritatea (60-70%) tumorilor
mamare sunt ER" [146]. Expresia acestui marker este esentiald pentru mentinerea homeostaziei
tesutului mamar, iar intelegerea variatiilor de intensitate si exprimare ar permite prevenirea
proliferarii necontrolate a celulelor [147]. Datele din literaturd sugereaza ca expresia ER in glanda
mamara este limitatd la anumite subpopulatii de celule epiteliale, iar nivelurile scdzute de expresie
a ER sunt corelate cu un risc redus de dezvoltare a cancerului [148]. Celulele epiteliale din glanda
mamara sunt specializate si pot fi impartite in celule bazale si apicale. Ultimele exprimd ER intr-
o masurd variabild si sunt cele mai susceptibile la influenta hormonala, deoarece receptorii de
estrogen regleaza multiple procese legate de crestere si proliferare celulara. Expresia restrictiva a
receptorilor estrogenici doar la nivelul unor epiteliocite apicale poate contribui la explicarea
predispozitiei diferentiate a anumitor regiuni glandulare pentru transformarea malignd. Astfel,
zonele in care existd o expresie diminuatd a ER par a fi mai protejate de stimularea excesiva de
catre estrogen si, implicit, de riscul crescut de dezvoltare a tumorilor.

In dependentd de expresia ER, putem clasifica tumorile mamare in ER* si ER negative,
fiecare categorie prezentand caracteristici morfologice si clinice diferite. Tumorile ER", exprima
receptorii in cauza si pot rdspunde la terapiile hormonale. Totusi, In cazul carcinomului mamar
invaziv, se observa adesea o scadere sau chiar o pierdere a expresiei ER, ceea ce sugereaza o
evolutie catre un fenotip mai agresiv al tumorii, caracterizat printr-o capacitate mai mare de a se
dezvolta independent de semnalizarea hormonald. Conform studiului lui Erkiniiresin ez al. (2021),
expresia receptorului de estrogen in epiteliul mamar neafectat, asociat cu carcinomul ductal
invaziv este mai frecvent redusa sau absentd in tumori agresive. Aceasta subliniaza faptul ca, pe
masurd ce cancerul de san progreseaza de la stadii initiale catre forme mai avansate si mai
ER-e sa fie mai dificil de tratat, deoarece nu raspund la remediile care vizeaza blocarea actiunii
hormonilor estrogeni. [149]. Aceastd pierdere a expresiei ER, dupa Bjorner et al. (2017) este
corelatd cu un prognostic mai rezervat si o agresivitate tumorald sporita, subliniind importanta
cuantificarii ER Tn managementul cancerului mamar [150].

Un alt aspect important al expresiei ER este influenta sa asupra a microambiantei tumorale

si In special a componentei imune. Jaini et al. (2017) sugereaza ca semnalizarea modulata de ER

31



poate modula infiltrarea si activitatea celulelor imune [151]. Conform datelor raportate de Katsuta
et al.(2019), tumorile ER" sunt adesea asociate cu un profil imun favorabil, caracterizat printr-o
infiltrare limfocitara crescuta si o evolutie biologica mai putin agresiva [152]. Pe de alta parte,
tumorile ER-e, in opinia lui O’Brien ef al.(2011) tind sa dezvolte un mediu cu potential inhibitor
asupra imunitatii, ceea ce se poate reflecta prin expansiunea acerba a tumorii [153]. Eterogenitatea
a microambiantei imune subliniazd importanta determindrii expresiei ER nu doar in dorinta de a
caracteriza tumoarea, ci si In contextul intelegerii dezvoltarii rezistentei la terapie. Pe de alta
parte, Monteiro ef al. (2014) au specificat cd hormonul in cauza reduce inflamatia sistemica, ceea
ce poate fi crucial in contextul cancerului, deoarece inflamatia cronicad este un factor de risc
binecunoscut pentru dezvoltarea tumorilor [154]. Aceastd interactiune dintre estrogeni si sistemul
imun dupd Rose ef al. (2012) este deosebit de importantd pentru pacientii cu DZT?2, care adesea
prezintd un profil inflamator accentuat, ceea ce agraveaza simtitor riscurile asociate carcinomului
mamar [155].

Conform datelor prezentate de May et al. (2014) rezultd, cd estrogenul influenteaza
metabolismul glucozei prin interactiunea cu receptorii sai, efect soldat cu o Imbunatétire a
Aceastd influentd s-a dovedit a fi deosebit de importanta in cazul femeilor in postmenopauza, la
care majoritar se determina o diminuare a nivelurilor de estrogen si prin urmare, ceea ce afecteaza
metabolismul glucozei, astfel sporind simtitor riscul de a dezvolta DZT2 si neoplasm mamar
[157].

In sumar putem constata, ci interactiunea dintre ER, factorii metabolici si imuni, poate fi
esentiald pentru intelegerea influentei DZT2 asupra carcinomului mamar. Astfel expresia ER in
patologia mamara devine un factor important care influenteaza atat biologia tumorii, cét si
raspunsul la tratament.

Conform datelor lui Werner ef al.(2021), un alt hormon cu influentd majord asupra
glandelor si tumorilor mamare, este progesteronul, care isi exercita functia asupra celulelor tinta
prin receptorii omonimi [158]. Acestia apartin clasei receptorilor nucleari si sunt implicati in
reglarea unei game largi de procese biologice fundamentale, inclusiv cele asociate diferentierii
tisulare si dezvoltarii organogene. In prezent, sunt descrise doua izoforme principale ale acestui
receptor: izoforma PR-A, consideratd a avea un rol predominant in controlul expresiei genelor
implicate 1n reglarea proliferarii celulare, si izoforma PR-B, care este corelata in principal cu
mecanismele de stimulare a cresterii celulare [159].

Conform datelor lui Kim et al. (2020), PR este esential pentru mentinerea structurii si
functiei glandelor mamare [160]. Totusi, Need et al.(2015) considera ca ER si PR prezinta

interrelatii functionale stranse: expresia PR in tesutul glandular s-a dovedit a fi dependenta de
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nivelurile serice ale estrogenilor [161], iar o interactiune complexd dintre acesti hormoni s-a
adeverit a fi cruciald in dezvoltarea glandei mamare, inclusiv a componentelor epiteliale si
stromale.

Totusi, functia PR nu se limiteaza exclusiv la parenchimul mamar, acesta fiind frecvent
exprimat la nivelul diverselor organe, cu predilectie al celor ce apartin sistemului reproductiv.
Conform datelor prezentate de Margina et al. (2021), la nivel uterin PR exercitd un rol crucial in
mentinerea sarcinii i precum in reglarea ciclului menstrual [162]. Dupa Jaini ef al. (2017), in
ficat PR influenteaza metabolismul lipidic si glucidic, ambele afectate in cazul DZT2 [151]. Mai
mult, conform lui Li et al. (2022), PR joacd un rol subtil si foarte important in neuroprotectie
[163]. Anterior, Li et al. (2020) au evidentiat faptul ca activarea receptorului progesteronic (PR)
contribuie nu doar la proliferarea cardiomiocitelor, ci si la procesele de regenerare ale acestora,
un efect similar fiind descris si in contextul mecanismelor de protectie neuronald [164].

Un alt aspect interesant, ce tine de PR, este influenta acestuia asupra raspunsului imun, care
devine din ce in ce mai relevant in contextul carcinomului mamar, in special in cazul tumorilor
PR". Ples et al. (2018) au sugerat, cd PR poate modula activitatea celulelor imune, inclusiv a
limfocitelor T si a celulelor NK in microambianta tumorala [165]. In opinia lui Luo et al. (2023),
tumorile PR" par sa aiba un profil imun mai favorabil, cu o infiltrare sporitd a celulelor imune,
ceea ce poate aparent contribui si la un raspuns terapeutic mai bun [166]. Conform datelor lui
Godbole et al. (2018), receptorul pentru PR actioneaza sinergic cu ER, iar activarea PR poate
modula efectele estrogenului asupra celulelor tumorale [167,168], prin inhibarea invaziei si
migrarii celulare [169]. Aceastd interactiune complexa dintre evidentiazd in mod constant
importanta studierii expresiei si functiei receptorilor hormonali in contextul patologiei tumorale.

Kim et al. (2015) si Godbole et al. (2018) considera ca, PR are un rol important si in
patogeneza DZT2. Aceste afirmatii se bazeazd pe observatia conform careia, pacientii cu diabet
prezintd adesea un profil hormonal alterat, iar aceste modificari pot influenta comportamentul
carcinomului mamar. In baza datelor existente, rezultd ca pacientii cu diabet au un risc sporit de
a dezvolta carcinom mamar. Mai mult, expresia PR din tumorile mamare poate influenta
semnificativ raspunsul la terapiile hormonale si poate constitui o tintd relevanta in dezvoltarea
strategiilor terapeutice anti-PR. [170,171]. Aceste considerente sugereaza ca evaluarea expresiei
PR ar putea reprezenta un instrument util in stratificarea riscurilor si in personalizarea strategiilor
terapeutice pentru pacientii cu DZT2 si carcinom mamar [168]. Aceste ipoteze sunt raportate si
de Godbole et al. (2017), care au demonstrat cd progesteronul poate inhiba migrarea si invazia
celulelor canceroase, chiar si in absenta receptorilor PR, ceea ce sugereazd existenta unor
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Ki67, reprezinta unul dintre cei mai frecvent utilizati markeri al proliferdrii celulare, care
oferd informatii valoroase privind gradul de agresivitate tumorald si permite estimarea
raspunsului la tratamentele oncologice. Acest marker are sediu nuclear si este exprimat de celulele
aflate in ciclu celular, iar nivelul de expresie al acestuia este utilizat pentru evaluarea activitatii
proliferative a tumorilor. Conform unui sir impunator de studii, a fost demonstrat ca un indice
Ki67 sporit este asociat cu un prognostic mai rezervat in diverse subtipuri de carcinom mamar,
cum ar fi in Luminal B, HER2" si Triplu-negative [172—-174]. Khan et al. (2018) au determinat
ca pacientii cu un indice crescut al Ki67 in timpul sau dupa tratamentul antitumoral au un risc
sporit de recidiva [175]. Conform datelor lui Pathmanathan et al. (2014), rezulta ca scorul
Ki67>14% permite diferentierea tumorilor de tip Luminal A de cele incadrate in subtipul Luminal
B/Ki67, avand implicatii decisive in conduita terapeuticd [174]. Mai mult, Ki67 de obicei este
analizat impreuna cu alti markeri cu valoare prognosticd, cum ar fi ER, PR si HER2, ceea ce
permite o stratificare mai precisd a pacientilor [176]. Conform datelor prezentate de Hashmi et
al. (2019), un nivel sporit al expresiei Ki67 este asociat cu o expresie redusd a receptorilor
hormonali, ceea ce sugereaza un comportament mai agresiv al tumorii [177]. Spre exemplu, in
carcinomul mamar Triplu-negativ, Ki67 este adesea utilizat drept un indicator al agresivitatii
tumorale si al riscului de recidiva [178,179]. Pe de altd parte, Ki67 nu are exclusiv valoare
prognosticd, dar poate influenta si deciziile terapeutice. Drept exemplu, pacientii cu carcinom
mamar HER2" si un indice Ki67 diminuat pot beneficia de tratamente hormonale, cum ar fi
tamoxifenul, in loc de chimioterapie [180,181].

Un alt aspect important care trebuie luat in considerare este heterogenitatea expresiei Ki67
in cazul tumorilor mamare. Tokuda et al. (2017) au demonstrat, existenta unor variatii
semnificative n expresia Ki67 din diverse regiuni ale aceleasi tumori, ceea ce poate complica
evaluarea prognostica si interpretarea rezultatelor imunohistochimice [182].

Caracterizand in sumar rolul lui Ki67, putem spune cd acesta reprezinta un marker esential
in evaluarea activitatii proliferative a tumorilor, inclusiv mamare, oferind informatii valoroase
pentru prognostic si raspunsul la tratament. Nivelul sporit al Ki67 este asociat cu un prognostic
mai rezervat si un risc mai mare de recidiva. Heterogenitatea expresiei Ki67 in cadrul tumorilor
complica evaluarea acestora, subliniind necesitatea unor metode standardizate de masurare.
Integrarea Ki67 in protocoalele clinice poate contribui la personalizarea si imbundtatirea
tratamentului. Mult mai incerta 1nsd ramane rolul acestui marker in tumorile asociate cu diabetul.

Cercetdrile recente au evidentiat asocieri relevante intre prezenta diabetului zaharat si
nivelurile de expresie ale Ki67 in cancerul mamar, sugerand cd dereglarile metabolice pot avea un
impact direct asupra comportamentului biologic al tumorilor. Astfel, studiul realizat de Ali et al.

(2020) a evidentiat cd pacientii cu DZT2 care dezvolta carcinom mamar prezinta un Ki67 mai

34



ridicat comparativ cu pacientii fara diabet, ceea ce indica o ratd mai mare de proliferare si este
considerat un semn distinctiv al unui comportament tumoral agresiv si, prin urmare, al unui
prognostic mai nefavorabil [183]. Pe langa aceste constatari, alte studii, precum cel realizat de Li
et al. (2018), au evidentiat faptul cd diabetul nu influenteaza doar riscul de aparitie a cancerului
mamar, ci si multiple caracteristici biologice si clinice ale tumorilor. Astfel au fost descrise
modificarile metabolice si inflamatorii asociate diabetului zaharat, precum hiperinsulinemia,
rezistenta la insulind si inflamatia cronica sistemica, care individual sau in ansamblu pot favoriza
proliferarea celulara si progresia maligna [184].

in mod similar, alte studii au confirmat aceastd asociere nefastd, subliniind faptul ca DZT2
poate influenta nu doar riscul de a aparitie a cancerului mamar, ci si parametri precum stadiul
tumorii la momentul diagnosticarii si gradul de agresivitate al acestuia. Aceste date sustin ideea ca
diabetul nu este doar o conditie metabolicd asociatd cu cancerul, ci si un factor care poate modifica
direct comportamentul tumorii [181,185]. Relatia complexa intre diabet si expresia Ki67 este
sustinutd si de dovezi care implica utilizarea terapiei antidiabetice in modularea raspunsului
tumoral. De exemplu, metformin, un medicament antidiabetic utilizat pe scara larga, a demonstrat
potential antitumoral in studiile preclinice si clinice. Min et al. (2020) au demonstrat ca
metforminul poate reduce nivelurile de expresie a Ki67, sugerand un efect inhibitor asupra
proliferarii celulare prin mecanisme ce implica diminuarea hiperinsulinemiei [186].

De asemenea, prezenta diabetului poate complica managementul clinic al pacientelor cu
carcinom mamar. Luo et al. (2014) au raportat ca femeile cu diabet zaharat prezinta rate mai
scazute de participare la programele de screening pentru carcinom mamar, ceea ce duce adesea la
diagnosticarea bolii in stadii mai avansate. Mai mult, tumorile diagnosticate tardiv pot prezenta
niveluri mai ridicate de Ki67, ceea ce sugereaza un comportament tumoral agresiv si limiteaza
optiunile terapeutice [187].

Markerul HER2/neu, cunoscut si sub denumirea de ErbB2, reprezintd un receptor
transmembranar, cu o greutate moleculard de aproximativ 185 kDa, care nu are un ligand natural
identificat, dar care poate forma dimeri cu alti receptori din familia EGFR [188].

In conditii fiziologice, HER2/neu (in continuare HER2) prezintd o expresie scizuti in la
nivelul mai multor organe, inclusiv in tesutul glandular mamar [189]. Functia acestuia consta in
activarea unor cdi de semnalizare implicate in reglarea cresterii si supravietuirii celulare [190].
Conform datelor lui Koman et al. (2012) receptorul HER2 este implicat in procesele de dezvoltare
a tesutului mamar si in mentinerea homeostaziei acestuia [191].

In aproximativ 20% din cazurile de carcinom mamar, HER2 prezinti amplificare, fenomen
asociat cu cresterea agresivitdtii tumorale [192,193]. Supra-exprimarea HER2 este asociata cu

stimularea proliferdrii celulare si cresterea invazivitatii tumorale, ceea ce coreleaza cu un
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prognostic mai rezervat [194,195]. Rezultate contradictorii au fost raportate de Wuellner et al.
(2015) care au demonstrat, ca celulele tumorale cu o intensitate sporita a expresiei HER2 sunt
mai susceptibile la atacul sistemului imunitar prin activarea celulelor T, ceea ce subliniaza
importanta evaluarii expresiei HER2 in contextul terapiei imune [195]

Expresia HER2 nu este uniforma in toate tumorile, iar heterogenitatea prezentarii HER2
poate influenta raspunsul la tratamentele existente [194,196,197]. Aceasta variabilitate a fost
evidentiatd si de Yan ef al. (2011), care au demonstrat, ca blocarea interactiunii dintre HER2 si
proteina Hsp90 poate induce degradarea HER2, sugerand posibilitatea dezvoltarii unor strategii
terapeutice tintite in cazul tumorilor HER2" [198]. De asemenea, studiile recente au pus in
evidenta faptul, ca HER2 poate varia in functie de subtipul molecular al cancerului mamar, ceea
ce complicd evaluarea prognostica si deciziile terapeutice [199,200]. Un alt aspect important al
expresiet HER2 este prezentat de implicarea acesteia in dezvoltarea rezistentei la terapiile
existente. Onsum et al. (2013) au documentat faptul ca pacientii cu tumori care exprimd forme
mutate sau truncate ale HER2 pot dezvolta o rezistentd semnificativa la tratament, aspect care
subliniazd necesitatea evaludri nu doar a nivelului de expresie, ci si a formei structurale a
receptorului implicat [194]. Mai mult, evaluarea expresiet HER2 poate fi influentata si de
metodele de testare utilizate. Drept exemplu, metoda imunohistochimicd desi relativ bine
standardizatd, prezinta variatii semnificative de aplicare si interpretare a rezultatelor in functie de
laboratorul in care este utilizata [201].

Importanta HER2 a fost evidentiatd nu doar in carcinomul mamar ci si in alte tipuri de
neoplazii, precum cancerul gastric si cel vezical, avand implicatii statistice semnificative asupra
prognosticului si asupra strategiilor terapeutice [202]. Pe langa efectele directe exercitate asupra
celulelor tumorale, HER2 s-a dovedit a avea si functii suplimentare. Park et al. (2010) au
demonstrat cd HER2 poate modula atat raspunsul imun inndscut, cat si pe cel adaptiv. Autorii au
demonstrat, cd tratamentele cu anticorpi anti-HER2 depind de activitatea sistemului imun,
inclusiv de celulele T citotoxice si de un sir de anticorpi specifici [203,204]. Fuenmayor et al.
(2010) au concluzionat dupa experimente in vitro, ca anticorpii anti-HER2 fuzionati cu produsul
de scindare al complementului (C5a) isi sporesc efectele citotoxice, facilitand totodata si activarea
celulelor imune rezultatul fiind moartea celulelor tumorale [205]. Un alt aspect important este
modul in care raspunsul imun poate fi influentat de caracteristicile tumorii. De exemplu, Datta et
al. (2015) au observat, ca raspunsul celulelor Th1 (T-helper tip 1) care este adesea compromis in
tumorile HER2", poate fi restabilit prin vaccinarea cu celule dendritice ,,pulsed” (,,activate
antigenic,,) cu HER2 [206]. Astfel, imunoterapia bazatd pe vaccinuri care vizeazd HER2 devine
un domeniu atractiv pentru cercetare. Vaccinurile bazate pe peptide derivate din HER2 au

demonstrat capacitatea de a induce raspunsuri imune specifice, atat de tip umorale, cat si celular,
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impotriva tumorilor HER2". Wang et al. (2013) au demonstrat, ca vaccinarea cu peptide derivate
din HER2 poate stimula raspunsul celulelor T citotoxice (CTL), considerate o veriga esentiala in
mecanismele de recunoastere si distrugere a celulelor tumorale [207].

Un alt aspect important al interactiunii dintre HER2 si raspunsul imun reprezinta influenta
microambiantei tumoral asupra eficientei terapiilor strategiilor terapeutice. Conform rezultatelor
prezentate de Mortenson si Fu (2013) rezulta, ca celulele tumorale dezvoltd un micromediu cu
caracteristici imunosupresoare, capabile de a limita activitatea celulelor T si a altor componente
ale sistemului imun [208]. In opinia lui Nguyen-Hoai et al. (2012), aceasti imunosupresie poate
f1 depadsita prin utilizarea adjuvantilor care stimuleaza raspunsurile imune, prin activarea celulele
Thl [209].

Studiile recente au evidentiat potentialul anticorpilor bispecifici care vizeaza simultan HER2
s1 CD3 in eficientizarea strategiilor terapeutice prin recrutarea celulelor T si stimularea raspunsului
imun impotriva celulelor tumorale HER2". Astfel, anticorpul anti-HER2/anti-CD3, denumit
BiHC, a demonstrat o activitate citotoxica semnificativa, activand si orientdnd celulele T catre
celulele tumorale. Acest mecanism de actiune evidentiaza existenta relatiilor dintre HER2 si1 CD3,
capabile de a modula infiltrarea celulelor T in microambianta tumorald si distrugerea celulelor
canceroase [210-213]. Mecanismul presupune activarea celulelor T prin intermediul CD3 ceea ce
induce o secretie sporita de citokine proinflamatorii, care la rindul sau pot modula expresia HER2
de catre celulele tumorale. Aceasta modificare a expresiei HER2 poate crea un circuit de feedback
imunologic, influentand atit comportamentul celulelor tumorale, cat si recrutarea suplimentara a
celulelor T in microambianta tumorald [213,214]. Mai mult, prezenta celulelor T CD3" in tumoare
este documentat ca fiind un factor prognostic pozitiv in cancerul de sin HER2". Studiile efectuate
de Okabe ef al. (2017) si Hou et al. (2018) au demonstrat, cd densitatea sporitd a celulelor T, in
special a celor CDS8", este corelatd cu o ratd de supravietuire mai bund, sugerand ca activarea
acestora se produce prin intermediul receptorului pan-T (CD3). Aceasta corelatie sustine relevanta
evaluarii simultane a expresiei HER2 si CD3 1n scopul evaluarii riscurilor, identificarii pacientilor
eligibili pentru imunoterapie si personalizdrii tratamentului [215,216].

Conform opiniei exprimate de Kaplan et al. (2012), DZT2 poate fi considerat drept factor
de risc pentru dezvoltarea si progresia cancerului, inclusiv a carcinomului mamar [217]. Anterior,
Kaplan ef al. (2011) au afirmat, cd femeile cu carcinom mamar in stadiu incipient si diabet
prezintd o supravietuire mai redusd comparativ cu pacientele cu niveluri glicemice normale,
sugerand asocieri nefavorabile dintre aceste doud patologii. Autorii considera, ca
hiperinsulinemia si rezistenta la insulind, caracteristici comune ale DZT2, pot stimula proliferarea

celulara si astfel pot contribui la progresia tumorilor HER2" [217].
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Datele prezentate de Wang et al. (2016) sugereaza ca DZT?2 poate influenta expresia HER2
si precum si raspunsul la tratamentele anti-HER2. De exemplu, activarea caii PI3K/AKT, frecvent
implicata Tn mecanismele de rezistentd la terapiile antitumorale, poate fi modulata de statutul
metabolic al pacientului [218]. Mai mult, conform lui Xie et al. (2013), rezistenta la insulina,
caracteristicd DZT2, poate influenta semnalizarea prin HER2, contribuind astfel la progresia
cancerului [219]. Sow et al. ( 2020) sugereaza, ca inflamatia cronica asociatd cu DZT2 poate
influenta expresia receptorului HER2. Inflamatia asociata, in opinia autorilor poate activa cai de
semnalizare care promoveaza proliferarea si supravietuirea celulara, facilitand astfel dezvoltarea
tumorilor HER2" [204]. Mai mult, in opinia lui Choi et al. (2017), procesele metabolice din DZT2
pot influenta negativ raspunsul imun prin diverse mecanisme de evaziune, ceea ce poate duce la
o eficientd redusd a tratamentelor imune [220]. Aceste afirmatii sunt sustinute si de datele
prezentate de Wang et al. (2013), unde pacientii cu DZT2 care au dezvoltat un rdspuns imun
robust la HER2 au putut beneficia de terapii adjuvante mai eficiente, cum ar fi inhibitorii
punctelor de control imun [207].

Astfel, interactiunea complexa dintre receptorul HER2 si factorii imunologici influenteaza
atat dezvoltarea tumorald, cat si raspunsul la tratament, in special in cazul carcinoamelor HER2".
Desi teoretic stimularea HER2 ar putea activa un raspuns imun antitumoral, neoplasmele dezvolta
adesea mecanisme de evaziune care limiteazd eficacitatea strategiilor terapeutice. Totusi,
cercetdrile actuale asupra utilizérii anticorpilor monoclonali, a combinatiilor de terapii si a
vaccinurilor terapeutice oferd perspective promititoare pentru pacient. In plus, o mai buni
intelegere a variabilitatii expresiei HER2 si a interactiunii sale cu factori metabolici, din diverse
patologii, inclusiv DZT?2 si inflamatia cronica poate facilita dezvoltarea unor strategii terapeutice
personalizate, capabile sa contracareze rezistenta la tratament si sd Tmbunatateasca prognosticul

pacientilor, in special in subtipurile HER2 pozitive.
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2. MATERIALE SI METODE CERCETARE

2.1. Metodologia generala a cercetarii

Progresele realizate n ultimii ani in domeniul tratamentului cancerului de glanda mamara
(CGM) au contribuit semnificativ la imbundtatirea metodelor de diagnostic si a strategiilor
terapeutice, avand drept consecintd reducerea mortalitatii asociate acestei neoplazii. Totusi,
cancerul mamar ramane una dintre cele mai frecvente si letale afectiuni maligne. O problema cheie
in intelegerea si combaterea acestei boli o reprezinta variatia sa celulara si moleculara, mai ales in
contextul comorbiditatilor letale, precum DZT2. Scopul cercetarii in cauza a constat in analiza
detaliatd a manifestdrilor imunitatii celulare locale in carcinomul mamar, punand un accent
deosebit pe relatia dintre fenotipul molecular al tumorii si microambianta imuna locala la pacientii
cu DZT2.

Pentru realizarea scopului si obiectivelor, a fost elaborat planul metodologic, care a inclus:
argumentarea problemei;
elaborarea si aprobarea protocolului de studiu;
selectarea si colectarea materialului de studiu;
realizarea procedeelor histologice si imunohistochimice;
colectarea, analiza si sinteza rezultatelor obtinute;

elaborarea recomandarilor si aplicarea lor 1n practica;

AN NI N N N NN

formularea concluziilor.

Lucrarea a fost realizata in cadrul Catedrei de histologie, citologie si embriologie si in
Laboratorul de morfologie din cadrul Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” din Chisinau, Republica Moldova. Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica al
Cercetarii al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” (avizul favorabil
nr.7 din 12.11.2021).

2.2. Materialul de studiu

In calitate de obiect de cercetare au servit piesele histopatologice de glandd mamara
prelevate postoperatoriu mastectomie totala in cadrul IMSP Institutul Oncologic din RM pe
parcursul anilor 2018-2020. Materialul prelevat, carcinom mamar invaziv de tip ductal NST (No
special type sau NOS), de la paciente care nu au fost supuse chimioterapiei sau radioterapiei
preoperatorii a fost divizat in 2 loturi: lotul I a inclus tumori colectate de la 43 paciente cu tumori
mamare fard DZT?2 ; lotul Il — 29 tumori mamare de la paciente cu DZT2. In calitate de control au
servit mostre de glandd mamara (bilateral), prelevate in incinta Centrului de Medicina Legala din
RM (2021-2022), de la 30 femei, decedate accidental, materialul fiind prelevat in primele 24 ore
dupa deces.

Cazurile au fost selectate in baza urmatoarelor criterii de includere si excludere:.
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A. Criterii de includere:

- diagnosticul confirmat de cancer de tip ductal NST;

- cu sau fara diagnosticul confirmat de DZT2, in dependenta de grup;

- varsta >50 ani;

In cazul lotului de control — femei decedate accidental.

B. Criterii de excludere, in cazul grupelor cu tumori:

- pacientele diagnosticate cu diabet zaharat tip 1;

- boli autoimune;

- varsta pana la 50 ani.

Nivelul seric al glicemiei a fost evaluat a jeun, pre-operator (la internare) in sangele venos,
prin metoda colorimetricd (analizatorul biochimic Selectra Pro XL, NL) la toate pacientele cu
tumori.

2.3 Metode histologice si imunohistochimice

Toate sectiunile au fost colorate initial prin metoda clasicd, cu hematoxilina-eozina utilizadnd
hematoxilind Harris (HEMH-OT, BioGnost, HR) si eozind (EOYK-OT, BioGnost, HR).
Caracteristica histopatologicad detaliatd a fost realizata dupa gradul de diferentiere (WHO, editia

5) si TMN (AJCC, editia 8) [28,221] (Tabelul 1).

Tabelul 1. Criteriile de evaluare a gradului histologic in carcinomul mamar

Caracteristica
Gradul de afectare | Cantitativ \ Scor
Formarea tubulilor (Ft)
Majoritatea tumorii (> 75%) 1
Grad moderat (10-75%)
Putin sau deloc (< 10%) 3
Pleomorfismul nuclear (At)

Celule mici, regulate si i 1
uniforme
Crestere moderatd 1n

< L - 2
marime i variabilitate
Variatie pronuntata - 3

Figuri mitotice(Mt)

Numarul de mitoze (la >5 mitoze 1
obiectiv N-Plan 40x/0,65 6-10 mitoze 2
WD-0,44) in 10 HPF <11 3

Pentru determinarea gradului global al neoplasmului, am sumat scorurile atribuite pentru
fiecare criteriu evaluat, rezultand un punctaj total (3 — 9). Gradul tumorii a fost ulterior stabilit

conform urmatorului scor:

Gradul I (bine diferentiat): 3-5 puncte;
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Gradul IT (moderat diferentiat): 6-7 puncte;

Gradul III (slab diferentiat): 8-9 puncte.

Cazurile au fost examinate de 2 medici morfopatologi independent, iar sectiunile potrivite

au fost alese pentru THC.

In corespundere cu numarul de markeri utilizati in studiu, au fost preparate 11 lame silanate

pentru fiecare caz, sectiunile fiind realizate din acelasi bloc, ca si pentru HE.

Tabelul 2. Caracteristica anticorpilor, sistemelor de demascare si vizualizare utilizate

1:600/ 20 min

in studiu

Anticorpii Solutia de demascare Sistemul de vizualizare
ER/ clona 1D5/ RTU/ 20 | Dako EnVision FLEX target | Dako EnVision FLEX
min retrieval solution, High pH/ 20 min | /HRP/ 20 min
PR/ clona PR 636/ RTU/ | Dako EnVision FLEX target
20 min retrieval solution, High pH/ 20 min
HER?2 / Polyclonal rabbit | Dako EnVision™ FLEX Target | Dako Real™ EnVision™
anti-human Retrieval Solution, Low pH/ 20 min | Detection Kit/ 30 min
c-erbb-2 oncoprotein/

Ki67/ clona MIB-1/ RTU/
30 min

Target Retrieval Solution, High pH,
x50, 20 min

CD3/ clona 123C3/ 1:100/
15 min

Target Retrieval Solution, High pH,
x50, 20 min

CD4/ clona4B12/RTU/ 15
min

Target Retrieval Solution, High pH,
x50, 20 min

CD8/ clona Cg8/144B /
RTU/ 15 min

Target Retrieval Solution, High pH,
x50, 20 min

CD68/ clona Pg-M1/ RTU/
1:2/ 15 min

Target Retrieval Solution, High pH,
x50, 20 min

CD56/ clona 123C3/ RTU/
30 min

Tris EDTA, High pH, 20 min

Dako EnVision
HRP, 20 min

FLEX,

CD34/ clona Trist QBEnd
10/ RTU/ 30min

CD45/ 2B11+PD7/26 /
30min

Dako EnVision™ Flex Target
Retrieval Solution, High pH/20
min/

Dako EnVision FLEX+,
Mouse, High pH, 30 min

Nota: RTU — ready to use, min — minute.

Toate procedeele de deparafinare (PT Link (Dako Colorado, USA)), demascare si
vizualizare s-au efectuat automat, utilizand Autostainer Link 48 (Dako Colorado, USA). Pentru
demascare am utilizat diversi agenti, in dependenta de markerul utilizat. Demascarea a fost urmata
de 3 bai in etanol de 100%, 90% si 70% de 2 minute fiecare, procedeul fiind finalizat cu rehidratare

de 5 minute 1n apa distilatd. Pentru blocarea activitdtii peroxidazei endogene sectiunile au fost
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tratate timp de 5 minute cu Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution (S2023, Dako, USA).
Contracolorarea nucleilor s-a efectuat cu hematoxilind Mayer, modificata dupd Lille (HMMS500,
ScyTek Laboratories, Inc., USA). Sectiunile histologice au fost deshidratate manual 1n serii
crescute de alcool etilic (70-100%), clarificate cu xilen. Pentru montarea pieselor am folosit solutia
BioMount New (BioGnost, HR). Caracteristica detaliatd a markerilor utilizati si conditiile de
aplicare au fost redate in Tabelul 2.

Cuantificarea expresiei markerilor utilizati in studiu. Evaluarea expresiei receptorilor a
fost realizata prin intermediul unei tehnici semi-automate, dezvoltata de Suciu et al. (2014) [222].
Aceastd metodd constd in cuantificarea celulelor imunomarcate in cel putin 10 cAmpuri vizuale
(sau un total de cel putin 1000 de celule), la obiectiv de 40x, urmata de calculul mediei procentuale.
Pentru facilitarea analizei numerice, zonele tumorale au fost fotografiate. Cuantificarea a fost
efectuata folosind microscoapele Axio Imager A2 (Carl Zeiss, Germania) si Olympus BX53
(Japonia). Imaginile de ansamblu au fost captate cu AxioZoom.V16, folosind obiectivul
PlanNeoFluar Z1x/0,25, camerele video AxioCam MRc (Carl Zeiss, Germania) si foto UC90
(Olympus, Japonia).

Evaluarea expresiei receptorilor pentru ER si PR a fost efectuatd dupa Allred, ludnd in

considerare numarul de celule colorate si intensitatea marcajului [223], conform Tabelul 3.

Tabelul 3. Evaluarea expresiei ER si PR dupa Allred

Criteriul evaluat Scorul Definitie
0 Nici o celuld nu este
pozitiva
1 <1%
Proportia (SP) 2 2%—10%
3 11%-33%
4 34%—66%
5 67%—-100%
0 Negativ
. 1 Slab
Intensitatea(SI) 5 Intermediar
3 Puternic

Scorul total (ST) a fost calculat Insumand proportia si intensitatea. Cazurile cu scorul 0-2 au

fost considerate negative, iar cele cu scorul 3-8 — pozitive (Figura 1).
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Figura 1. Figura 1. Carcinoame mamare de tip NST. Celule tumorale imunomarcate
pentru ER si PR

Nota: SP — proportia celulara, SI - intensitatea colorarii nucleare, ST — scor total.
Coloratie THC, contracolorare cu hematoxilind Lille (20x).

Supraexpresia factorului uman de crestere epidermala 2 (HER2) a fost evaluatd conform
criteriilor expuse in Tabelul 4. In calitate de control extern pozitiv au fost utilizate preparate
histologice cu linii celulare de control (Leica Biosystems, Germania), cu scor HER2 pre-
determinat (Figura 2).

Tabelul 4. Evaluarea supraexpresiei HER2

[224]
Scor Criterii
0 Absenta colordrii sau colorare incompletd, slaba si abia perceptibild in <10% din

celulele tumorale

1+ Colorare membranara incompletd, slaba si abia perceptibild in >10% din celulele
tumorale

2+ Colorare membranara circumferentiala care este incompleta sau slabd/ moderata in
>10% din celulele tumorale invazive; sau colorare membranard completd si
circumferentiala care este intensad in <10% din celulele tumorale invazive

3+ Colorare membranara circumferentiala, completa si intensd in >10% din celulele
tumorale
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Tumorile 2+ si 3+ au fost considerate HER2 pozitive. In toate cazurile HER2 pozitive s-au
utilizat tehnici de hibridizare in situ cromogena in dubld culoare, cu kitul INFORM HER2 Dual ISH
DNA Probe Cocktail (cat. nr. 800-4422; producator Ventana Medical Systems, Inc., Roche
Diagnostics), rulat pe platforma BenchMark ULTRA.

A
T
50 ym
HER2, scor 0 HER?2, scor 1
g 4 R3S P M 1
b, 3 . ." { k &
P'.A ';4\'}‘ ‘ : __:,'-", 3 7_, ,4“‘;
P_ V.0 b ‘
3 e ) i
3 g 5~ s ot
2 ok 8 LD .
% 50 pm 200 um T, 50 um |/ - !
HER2, scor 2 HER2, scor 3

Figura 2. Carcinoame mamare ductal invaziv de tip NST. Celule tumorale imunomarcate
pentru HER2.
Nota: Celule tumorale imunomarcate pentru HER2, scor 0 - +3. Coloratie IHC, contracolorare
cu hematoxilina Lille (20x).

La evaluarea expresiei CD3, CD4, CDS8, CD34, CD45, CD56, CD68 si Ki67 au fost selectate
initial regiunile de interes intra- si peritumorale (CDit/CDpt), alegand-se ariile cele mai reprezentative
ale preparatului, inclusiv cele cu grade diferite de imunopozitivitate. Rezultatele au fost prezentate ca
media procentuala calculata din 10 campuri microscopice / 1000 celule. Pentru markerul Ki67 a fost
considerat pragul de pozitivitate >14%. Evaluarea scorurilor imunohistochimice a fost realizata de 2
cercetatori independenti, utilizand-se amigdala palatina drept tesut de control pentru validarea
reactiilor. Cazurile cu interpretare discordanta au fost reexaminate prin consens, in vederea diminuarii
variabilitatii inter-observator. In baza imunoexpresiei ER, PR, HER2 si Ki67, cazurile au fost atribuite
unui anumit subtip molecular (Luminal A, Luminal B/HER2", Luminal B/HER2-, HER2", Triplu-
negativ) [29], caracteristica detaliatd a carora va fi redata in Capitolul 3. Ulterior, cazurile au fost
repartizate pe grupe in functie de diagnostic, prezenta/lipsa DZT?2 si subtipului molecular (tabelul 5).
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Tabelul 5. Caracteristica specimenelor prelevate dupa diagnosticul morfologic si

imunohistochimic.
Subtipul CGM (43 cazuri) CGM + DZT2 (29 cazuri) Total
molecular G1 G2 G3 G1 G2 G3 (72
cazuri)
Luminal A 2 2 1 2 7
(4.7%) | (4.7%) (3.4%) | (6.9%) (9.7%)
Luminal B, 14 4 12 2 32
HER2- (32.5%) | (9.3%) (41.3%) | (6.9%) | (44.4%)
Luminal B, 1 3 5 5 14
HER2+ (2.3%) | (7.0%) | (11.6%) (17.2%) (19.4%)
HER2+ 3 3 3 9
(7.0%) | (7.0%) (10.3%) | (12.5%)
Triplu-negativ 2 4 1 3 10
4.7%) | (9.3%) (3.4%) | (10.3%) | (13.9%)
Total 3 24 16 1 20 8 72
(7%) | (55.8%) | (37.2%) | (3.4%) | (68.9%) | (27.6%) | (100%)

Nota: G1-G3 — gradul de diferentiere al tumorii; CGM — carcinom de glandd mamara; DZT2 —
diabet zaharat de tip 2.
2.4. Metode de evaluare a markerilor

Pentru realizarea scopului si obiectivelor cercetdrii, a fost planificat un studiu observational,
retrospectiv, transversal, comparativ, de tip caz—martor (3 grupe: control, CGM fara DZT2, CGM cu
DZT2) care vizeaza determinarea caracteristicilor clinice, microscopice si imunohistochimice ale
tumorilor mamare in asociere sau nu cu DZT2. Calcularea numarului necesar de unitati pentru acest
studiu s-a bazat pe formula pentru variabile cantitative exprimate prin coeficientul de variatie (Cv),
recomandata in ghidurile OMS de determinare a dimensiunii esantionului in studiile de sanatate[225—
227]. Formulan=d - [(Z1-0/2 - Cv)/ €]* reprezinta extensia formulei clasice no=[(Z - Cv) / €]* utilizate
pentru variabile cantitative, prin introducerea factorului de design (d) care tine cont de structura pe trei
grupe a esantionului.

Formula utilizata a fost: n=d*[(Za*Cv)/g]"2

unde n reprezintd numarul de preparate histopatologice;

Z1-a/2=1,96 pentru un interval de incredere de 95.0%; In unele surse aceeasi valoare este notat
simplificat Za, Insd numeric corespunde aceleiasi valori de 1.96 pentru un interval de incredere de
95%.

Cv=0.14 (14.0%) — coeficientul de variatie estimat pe baza datelor preliminare si a valorilor
raportate in literatura de specialitate;

€=0.05 — eroarea relativa admisibila (5.0%);

d=3 — design effect, avand in vedere existenta a trei grupe de preparate.

Introducand aceste valori in formula, s-a obtinut: n=3 - [(1.96 - 0.14) / 0.05]* = 90 de preparate
histopatologice.

Ajustand pentru o ratd de non-raspuns/non-includere de 10.0%, numarul minim necesar a fost

rotunjit 1a 99 de preparate histopatologice.
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2.5. Analiza statistica

In studiu au fost incluse in total 102 preparate histopatologice, repartizate in trei grupe: Grupa 1
— lot de control (mostre de glandd mamara de la femei fara cancer, decedate accidental), n=30; Grupa
2 — carcinom mamar de tip NST fard DZT2, n=43; Grupa 3 — carcinom mamar de tip NST asociat cu
DZT2, n=29. Aceasta depaseste pragul minim estimat prin calculul dimensiunii esantionului. Avand
in vedere ca numarul de preparate histopatologice din cele trei grupe nu a fost echilibrat, la evaluarea
semnificatiei statistice a diferentelor dintre grupe s-a utilizat testarea posthoc Bonferroni. Datele
colectate au fost initial consolidate folosind MS Access 2016 si apoi transferate pentru analiza detaliatd
in SPSS (SPSS Statistics 23.0; IBM, Chicago, IL, USA). in procesul de analizi, au fost determinat
indicatori statistici, precum media aritmetica, deviatia standard, mediana (Me), intervalul interquantilic
(IQR) si intervalul de incredere (CI). De asemenea, in functie de tipul datelor au fost aplicate testele
de corelatie a rangurilor (Spearman) sau lineara (Pearson), astfel evaluand gradul de asociere dintre
variabilele studiate, considerand semnificativ din punct de vedere statistic valoarea p egald sau mai
micd de 0.05. Conform recomandarilor Lovakov si Agadullina (2021) [228], am clasificat puterea de
corelare precum:

Sub 0.12 — corelatie extrem de redusa;

Intre 0.12 si 0.24 — corelatie redusi;

Intre 0.24 si 0.41 — corelatie de nivel mediu;

0.41 sau mai mare — corelatie semnificativa [228].

Variabilele obtinute au fost organizate in grupuri relevante reiesind din obiectivele cercetarii.
Astfel, am diferentiat subtipurile tumorale de carcinom, cu si fara diabet zaharat, am divizat limfocitele
dupa localizare, intra-tumorala si peri-tumorala etc.

Diferentele dintre grupurile analizate au fost evaluate in functie de tipul si distributia datelor,

utilizand testul 7 pentru esantioane independente sau testul Mann—Whitney U, dupa caz. [229,230].

In sumar:

1.  Studiul in cauzd a fost realizat pe material biologic (glandda mamard) de la 72 paciente cu
carcinom de san, (43 cazuri) sau in asociere (29 cazuri) cu DZT2. In calitate de control au servit
mostre de glanda mamara recoltate de la 30 femei, decedate accidental.

2. Aceasta cercetare a fost conceputd ca o analizd morfologica, retrospectiva, avand la baza
descrierea rezultatelor histologice si imunohistochimice. Studiul a inclus utilizarea coloratiei
histologice standard cu hematoxilind-eozind, precum si un panel extins de 11 markeri
imunohistochimici, cu potential de a caracteriza tumoarea sau imunitatea celulara, precum ER,
PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56 si CD68. Descrierea macro-
microscopica a fost efectuatd in baza recomandarilor OMS (2022) [29]. Pentru cuantificare si
scorificare au fost utilizate metodele propuse de Allred ef al. (1998) si Suciu et al. (2014)
[222,223]

3. In dependenti de expresia ER, PR, HER2 si Ki67 tumorile au fost grupate in 5 subtipuri
moleculare avand la baza recomandarile OMS [29].

4.  Rezultatele au fost sistematizate in MS Access 2016, iar analiza statistica efectuata cu sofiware-
ul SPSS (versiunea 23.0). Au fost determinate media aritmetica, deviatia standard, mediana,
intervalele interquantilice, intervalul de variatie (range: valorile minima si maxima) si de
incredere, corelatiile dupa Spearman sau Pearson si diferentele dintre grupe dupa Mann-Whitney
U si t-Student.
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3. CARACTERISTICA MORFOLOGICA A GLANDELOR MAMARE iN
CONDITII DE NORMA SI PATOLOGIE

Analiza morfologica a glandelor mamare reprezinta un element fundamental in intelegerea
mecanismelor de carcinogeneza mamara, oferind informatii esentiale privind arhitectura tisulara
normald, modificdrile structurale induse de procesul neoplazic si factorii care pot influenta
comportamentul biologic al tumorilor. Conform protocolului de examinare histopatologica in
vigoare, caracteristica morfologicd a carcinomului mamar evidentiazd o serie de parametri
histopatologici esentiali, incluzand tipul si gradul histologic, scorul Nottingham, precum si
prezenta histiocitozei sinusale, hiperplaziei nodulilor limfatici, invaziei limfovasculare si
perineurale. Distinctia dintre tumorile bine fata de cele slab diferentiate, evaluata prin cuantificarea
structurilor tubulare, pleomorfismului nuclear si a activitatii are o importantd majora, Intrucat
contribuie semnificativ la aprecierea prognosticului [231].

Dereglarile metabolice asociate diabetului zaharat de tip 2, descrise pe larg in literatura de
specialitate, sustin ipoteza conform cdreia aceste modificdri pot favoriza dezvoltarea si mentinerea
unei componente inflamatorii Tn micromediul tumoral. Totodatd, nu exista date despre influenta
acestei maladii endocrine asupra caracteristicilor morfologice ale tumorilor mamare.

In cadrul acestui capitol, am prezentat structura histologica a glandelor mamare din grupul de
control, precum si morfologia carcinoamelor mamare, analizate atat ca entitati izolate, cat si n
asociere cu DZT2. Influenta diabetului va fi testatd si prin stabilirea asocierilor statistice dintre
nivelul de glucoza sericd si parametrii morfologici al tumorilor.

3.1. Morfologia glandei mamare in norma.

Examinarea parenchimului mamar din lotul de control a evidentiat o serie de particularitati
morfologice relevante, care reflectd modificarile fiziologice asociate procesului natural de
dezvoltare si involutie dependent de varstd. In mostrele colectate au fost determinate un sir de
schimbari precum fibroza periductala, involutia glandulard, cresterea proportiei tesutului
conjunctiv stromal, reducerea cantitatii de tesut adipos, scleroza vasculard, depuneri de calciu si
infiltrate limfocitare discrete

Fibroza periductala a fost determinata in 15 cazuri (50%) din totalul probelor analizate.
Gradul fibrozei a fost apreciat ca fiind unul usor prezentand o distributie uniforma. Un alt aspect
morfologic relevant identificat a fost involutia componentelor glandulare, observatd in 11 cazuri,
corespunzand unei frecvente de 36.7%. Acest proces caracterizat prin inlocuirea progresiva a
tesutului glandular activ cu tesut conjunctiv, a fost considerat un fenomen fiziologic, reprezentativ
pentru senescenta tesutului mamar, in contextul varstei pacientelor de la care au fost recoltate

probele (>50 de ani).
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In 14 cazuri (46.7%) a fost descrisa o sporire a cantititii de tesut conjunctiv stromal. Observatia
formulata sugereaza ca, pe masura ce glandele mamare involueaza si isi reduc activitatea, acestea
sunt inlocuite cu stromad. Fenomenul descris poate fi interpretat drept raspuns adaptativ al
organului la reducerea activitatii glandulare, contribuind la mentinerea integritatii structurale si
sustinerii parenchimului mamar.

Micsorarea cantitatii de tesut adipos a fost constatata in 11 cazuri, reprezentand 36.7% din totalul
probelor examinate, ceea ce corespunde procesului natural de involutie asociat varstei.

Scleroza vasculara a fost descrisa in 13 cazuri, corespunzand unei frecvente de 43.3%.
Modificarile asociate au inclus ingrosarea peretilor vasculari si/sau reducerea diametrului
lumenului vascular. Depunerile de calciu au fost identificate in 11 cazuri (36.7%), fiind considerate
markeri frecventi ai procesului de imbatranire a parenchimului mamar si pot aparea in urma
microleziunilor repetate sau a unor procese inflamatorii de intensitate redusa, asociate inaintarii in
varsta. In contextul imbatranirii, eficienta mecanismelor de regenerare tisulari se reduce progresiv,
favorizdnd acumularea depozitelor de calciu, si formarea calcificarilor vizibile la nivel tisular
Figura 3. Desi depunerile nu sunt intotdeauna asociate cu patologia malignd, prezenta lor impune
monitorizare in practica clinica, Intrucat acumularea acestora poate masca sau mima alte leziuni
mamare 1n cadrul investigatiilor imagistice.

Infiltratul limfocitar a fost prezent in 15 cazuri, ceea ce reprezintd 50% dintre cazurile
examinate. Intensitatea infiltratului a fost apreciatda ca fiind discretd, sugerdnd o reactie
imunologicd de grad redus, fara caracteristicile unei inflamatii acute, interpretatd ca expresie a

unui proces de remodelare tisulara asociat inaintarii in varsta (Figura 4).
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Figura 3. Structura histologica a glandei mamare in lotul de control, la paciente varstnice.
Modificari involutive ductale si glandulara asociata cu scleroza vasculara.
Nota: (A) Fibroza. (B). Calcinate. Coloratie HE (10x).
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Figura 4. Structura histologica a glandei mamare in lotul de control, la paciente varstnice.
Nota: (A) Modificari involutive ductale cu cresterea componentei stromale (B). Involutie
glandulara asociatd cu scleroza vasculard. Coloratie HE (20x).

3.2. Structura carcinomului mamar, in absenta dereglarilor metabolismului glucidic

In cadrul acestui studiu au fost incluse pacientele diagnosticate cu carcinom mamar de tip
NST, cu varsta medie de 63.746.9 ani. Nivelul glicemiei determinate in sangele periferic a
constituit 5.04+1.10 mmol/L cu o Me de 4.7 mmol/L. Dimensiunile tumorilor evaluate la examenul
macroscopic au variat, Intr-un interval larg, cuprins intre 0.70 — 5.00 cm, media constituind
2.10+£0.80 cm cu o Me de 2.0 cm.

e In urma stratificarii lotului de studiu in functie de categoriile de varsta ale pacientelor am
determinat ca dimensiunile tumorii variaza, precum:

¢ 51-60 ani: media=1.98+0.2 cm, Me=2 cm (15 cazuri/ 34.9%);

¢ 61-70 ani: 2.21+0.3 cm, Me=2.1 (23 cazuri/ 53.5%);

¢ 71-80 ani: 2.0+0.3 cm, Me=2 (5 cazuri/ 11.6%).

Analiza comparativa preliminara a rezultatelor sugereaza ca dimensiunile tumorilor mamare
tind sa fie mai mari la pacientele incadrate in grupa de varsta 61-70 de ani. Analiza statistica nu a
evidentiat diferente semnificative intre grupele de varsta comparate, valorile p fiind urméatoarele:
51-60 ani vs 61-70 ani, p=0.792; 61-70 ani vs 71-80 ani, p=0.888 si 51-60 ani vs 71-80 ani,
p=0.951. Testul Pearson de asemenea nu a pus 1n evidenta asocieri statistic semnificative dintre
varsta pacientelor si dimensiunea tumorilor prelevate (r=-0.098, p=0.53).

In urma analizei caracteristicilor tumorale am determinat predominarea valorilor pT1 — 23
de cazuri (53.5%), urmata de pT2 — 18 cazuri (41.9%) si cel mai rar fiind determinat pT3 — 2 cazuri
(4.7%). Aceasta distributie denota o prevalenta a stadiilor incipiente si intermediare de dezvoltare
a tumorii in cadrul lotului studiat. Frecventa redusa a categoriei pT3 reflecta o proportie scdzutd a

tumorilor aflate in stadii avansate de evolutie.
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Analiza distributiei cazurilor in functie de prezenta metastazelor in noduri limfatici regionali
(pN) a pus in evidenta predominarea categoriei pNO — 20 de cazuri (47.62%). pN1 a fost observata
in 10 cazuri (23.81% ), indicand o diseminare limitatd Tn noduri limfatici regionali. pN2 si pN3 au
fost determinate In 6 cazuri fiecare (14.29%). Caracterizarea cazurilor in functie de statusul
limfonodal a permis concluzionarea, ca in studiu au prevalat cazurile fara afectarea regionala a
nodurilor limfatici.
Ulterior am caracterizat si reactia nodurilor la prezenta procesului tumoral. Astfel,
hiperplazia foliculara a fost descrisa in 5 cazuri/11.6%, histiocitoza sinusald — in 23 cazuri (53.5%),

iar lipomatoza limfonodulara a fost prezenta in 8 cazuri (18.6%) (Figura 5).

Hiperplazia folicul limfoizi - Nodul limfoid primar

Figura S. Nodul limfatic axilar ipsilateral in carcinom mamar.

Nota: A — Dilatarea sinusurilor medulare, umplute cu histiocite mari, cu citoplasma abundenta,
usor eozinofila, si nucleu rotund sau oval, central. B — Adipocitele mature distribuite difuz in
nodul limfatic. C — Nodul limfoid secundar. D— Nodul limfoid primar.

Coloratie HE (20x).

Analiza trasaturilor microscopice ale tumorii, respectiv formarea de tubuli, atipia celulara si

activitatea mitotica) realizatd conform protocoalelor in vigoare [29] a evidentiat urmatoarele
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aspecte: distributia scorului pentru formarea de tubuli (Ft) a aratat predominanta gradului 3 in 34
cazuri (79.1%), urmat de gradul 2 — 8 cazuri (18.6%) si gradul 1 — 1 caz (2.3%).

Distributia cazurilor in functie de a doua trasaturd microscopica a tumorii, respectiv atipia
celulard (At) a pus in evidenta prevalenta cazurilor At 3 — 29 cazuri (67.4%), urmatd de At2 — 13

cazuri (30.2%) si At 1 — 1 caz ( 2.3%) (Figura 6).

Figura 6. Carcinoame mamare de tip NST.
Nota: (A) Formarea structurilor tubulare tumorale. (B) Activitate mitoticd accentuata, cu
prezenta mitozelor atipice. (C, D) Atipie celulard marcata, caracterizata prin pleomorfism
nuclear si modificari de arhitectura celulard. Coloratie HE (20x).

La caracterizarea tumorilor dupa activitatea mitoticd am determinat prevalenta cazurilor cu
Mc de gradul 1 — 21 de cazuri (48.8%), urmata de Mc 2 — 17 cazuri (39.5%) si Mc de gradul 3 — 5
cazuri (11.6%).

Ulterior a fost realizata scorificarea Nottinghem si determinarea gradului histopatologic.
Cazurile au fost repartizate precum: G1 a fost determinat in 4 cazuri (9.5%), G2 in 22 cazuri

(52.4%), iar G3 in 16 cazuri (38.1%). Pentru a determina dacd dimensiunea tumorii depinde de
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gradul ei de diferentiere am realizat testul de corelare stabilind asociere pozitiva si semnificativa
statistic (r=0.35, p=0.021), ceea ce sugereaza ca tumorile agresive au dimensiuni mai mari.

Totodata, a fost formulata ipoteza conform careia gradul de diferentiere tumorala ar putea fi
influentat de varsta pacientelor. Analiza stratificata in functie de grupele de varsta incluse in studiu
a evidentiat urmatoarele rezultate:

- Neoplasmele G1 (4 cazuri/ 9.3%) au afectat afectand paciente cu varste cuprinse intre 63
si 70 de ani, media constituind 67+2.3 ani, cu o Me de 67.5;

- Tumorile G2 (23 cazuri/ 53.5%), la paciente cu varsta medie de 63.6+9.67 ani, cu o Me de
64 ani, varstele variind intre 51-80 ani;

- Carcinoamele G3 (16 cazuri/ 37.2%) au afectat femeile cu varsta cuprinsa intre 54-73 ani,
media constituind 63+6.33 ani, cu o Me de 63.5.

In urma realizirii testului statistic de asociere am stabilit o corelatie foarte slaba si
nesemnificativa statistic dintre gradul tumorii si varsta pacientelor (rs=0.13, p=0.21).

Analiza comparativd a activitatii mitotice raportate la gradul de diferentiere a tumorii a
permis constatarea prezentei variatiilor semnificative. In cadrul activititii mitotice 1,
corespunzatoare unui indice scazut de proliferare celulard, au fost identificate 4 cazuri (9.3%) de
tumori G1 si 15 cazuri (34.9%) de carcinoame G2, fara determinarea de tumori G3. Toate cazurile
relatate, insumeaza 44.2% ceea ce indica o tendintd a tumorilor mai diferentiate de a manifesta o
activitate mitotica redus, activitatea mitotica de gradul 2, asociatd cu un nivel intermediar de
diviziune celulard, a fost mai frecventa in tumorile de G2 (6 cazuri/ 13.95%) si G3 (13 cazuri/
30.2%), fara a fi identificata in tumori G1. Activitatea mitotica de gradul 3, corespunzatoare celui
mai inalt nivel de proliferare celulara, a fost identificata intr-un numar redus de cazuri, respectiv
in 2 tumori G2 (4.65%) si 3 tumori G3 (6.98%), reprezentand in total 11.63% din lotul analizat.
Aceste date delimiteazd o categorie relativ rard, insa relevanta din punct de vedere biologic,
sugerand o sugerand o asociere intre gradul tumoral inalt si intensificarea activitdtii proliferative
si, implicatii potentiale asupra comportamentului biologic mai agresiv al tumorilor Ipoteza
conform careia un grad scazut de diferentiere tumorald este asociat cu o activitate mitotica crescuta
a fost sustinuta de analiza de corelatie, care a evidentiat o asociere pozitiva, semnificativa statistic
(r=0.54; p=0.0002).

De asemenea, in cadrul acestui studiu au fost analizate si alte caracteristici ale agresivitatii
tumorale, precum invazia limfovasculara (LVI) si perineurald (Pn).

Distributia cazurilor in functie de prezenta invaziei LVI a fost urmatoarea: LVIO — 17 cazuri
(39.5%), LVI1 — 26 cazuri (60.5%). Aceste date indica faptul cd carcinomul NST dezvoltd in
majoritatea cazurilor invazie limfovasculara, ceea ce denota tendinta sa acerbad spre diseminare

sistemica. Distributia cazurilor in functie de prezenta invaziei perineurale (Pn) a fost precum: Pn0
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— 28 cazuri (65.1%), Pnl — 15 cazuri (34.9%). Aceste date sugereaza ca invazia perineurala spre
deosebire de cea limfovascularad nu este calea preferata de diseminare a carcinomului mamar.

Urmand protocolul standard de examinare microscopicd am evaluat incidenta invaziei
tumorale in structurile adiacente in dependenta de gradul de diferentiere al carcinomului. In cazul
tumorilor G1 (4 cazuri) doar 2 cazuri (4.7%) au prezentat invazie limfovasculara, iar un singur caz
a fost asociat cu invazie perineurala (2.3%). Este important de mentionat, cd un caz a prezentat
concomitent ambele tipuri de invazie. Din totalul celor 23 de tumori G2, LVI a fost identificata in
15 cazuri (34.9%), iar semne distincte de invazie perineurald au fost observate n 8 cazuri (18.6%),
analizate separat. Invazia cumulativd, de tip vascular si perineural, a fost prezenta in 7 cazuri
(16.3%). In contrast, dintre cele 16 tumori cu grad de diferentiere G3,caracterizate printr-un nivel
scazut de diferentiere si un potential biologic mai agresiv, invazia limfovasculara (LVI) a fost
identificata in 9 cazuri (20.9%). Invazia limfovasculara si perineurald simultana in tumorile slab
diferentiate a fost identificatd in 6/14% cazuri.

Astfel, am evidentiat cd cel putin unul dintre tipurile de invazie a fost identificat in
aproximativ 27 de cazuri (62.5%). Cazurile caracterizate prin prezenta concomitentd a invaziei
limfovasculare si perineurale au fost Tn numar de 14 (32.6%) din total. Eseurile de corelare au
demonstrat, ca intre invazia limfovasculard si cea perineuralda exista o asociere semnificativa
statistic (1:=0.492, p=0.001).

Rezultatele in cauza permit sa sustinem ca tumorile G1 au o activitate mitotica si o capacitate
invaziva redusd, sugerand un comportament biologic mai putin agresiv si un prognostic mai
favorabil. Carcinoamele G2, care domind numeric, prezinta activitate mitoticd de grad mediu si
incidente mai mari de invazie LVI si Pn, corespund definitiei de tumori cu agresivitate moderata.
Neoplasmele G3 au prezentat cea mai mare capacitate proliferativa si invaziva, cu activitate
mitotica intensa si frecventa ridicatd a invaziei perineurale si limfovasculare.

In vederea evaluarii posibilelor asocieri dintre gradul histologic de diferentiere si
caracteristicile de agresivitate tumorala, am realizat testul de corelare. Rezultatele au indicat
absenta unor asocieri semnificative statistic intre gradul de diferentiere si invazia limfovasculara
(r=—0.03; p=0.84), precum si intre gradul de diferentiere si invazia perineurala (r=0.06; p=0.71),
sugerand lipsa unei relatii relevante din punct de vedere statistic in ambele cazuri.

3.3. Morfologia carcinomului mamar asociat cu diabet zaharat.

In continuare sunt analizate caracteristicile morfologice ale carcinomului mamar in contextul
asocierii cu diabetul zaharat, cu scopul de a evidentia particularitétile structurale si histopatologice
ale tumorilor dezvoltate pe fond metabolic alterat.

Varsta medie a pacientelor incluse in acest grup a constituit 64.5+7.9 ani, iar nivelul mediu

al glicemiei determinate din sangele periferic a constituit 9.943.1 mmol/L, cu 0 Me de 9.0 mmol/L.
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Dimensiunile tumorilor in grupul analizat au variat intre 1.0 si 12.0 cm, cu o dimensiune medie de
2.9+£2.2 cm si 0 Me de 2.2 cm. Analiza dimensiunilor tumorale stratificata in functie de varsta
pacientelor a avut urmatoarea distributie:

e 51-60 ani: 10 cazuri/ 34.5%, 2.67+1.3 cm;

e 61-70 ani: 15 cazuri/ 51.7%, 2.92+1.5 cm;

¢ 71-80 ani: 4 cazuri/ 13.8%, 3.1£1.4 cm.

Analiza descriptiva sugereaza ca pacientele cu carcinom mamar asociat diabetului zaharat,
incadrate in grupa de varstd 71-80 de ani, prezinta tumori cu dimensiuni medii mai mari, aceasta
categorie fiind nsd numeric mai redusa. Totusi, testul de corelare dintre vérsta pacientelor si
dimensiunea tumorii a rezultat cu asocieri foarte joase si nesemnificative statistic (r=-0.04,
p=0.84). Evaluand pT am determinat, ca in 13 cazuri (44.8%) caracteristicile corespund la pT1, 12
cazuri (41.4%) la pT2, in 3 cazuri (10.3%) la pT3 si intr-un singur caz (3.4%) la pT4. Aceasta
distributie reflecta prevalenta stadiilor incipiente si intermediare (pT1 si pT2), care impreuna
constituie majoritatea cazurilor. Categoriile pT3 si pT4 au fost mai putin frecvente, sugerand o
incidenta scdzutd a cazurilor cu extensie tumorala avansata.

La evaluarea prezentei metastazelor limfonodale regionale, am determinat 11 cazuri (37.9%)
drept pNO, 8 cazuri (27.6%) au fost apreciate ca pN1, 7 cazuri (24.1%) au prezentat o implicare
moderata a nodurilor regionali (pN2) si 3 cazuri (10.3%) au fost identificate ca pN3. In sinteza,
rezultatele obtinute indica prevalenta cazurilor pNO si pN1. reflectand un grad relativ redus de
afectare limfonodala regionald in carcinomul mamar asociat diabetului zaharat.

Similar cazurilor de carcinom mamar solitar, neasociat diabetului zaharat, am caracterizat
reactia nodurilor limfatice regionale la procesul tumoral. Din cele 29 de cazuri studiate, in 6 cazuri
(27.6%) a fost descrisa hiperplazia foliculard, in 13 cazuri (44.8%) histiocitoza sinusala si in 7
cazuri (24.1%) au fost determinate semne distincte de lipomatoza limfonodala.

Analiza caracteristicilor microscopice ale tumorilor, realizatd conform protocoalelor
internationale in vigoare [231] si bazatd pe evaluarea formarii de tubuli, a atipiei celulare si a
activitatii mitotice, a evidentiat urmatoarele aspecte:

- Gradul Ft3 a fost stabilit in 19 cazuri (65.5%), indicand predominanta tumorilor cu formare
redusa de structuri tubulare, caracteristica unui nivel scazut de diferentiere celulara si asociata, in
general, cu un comportament tumoral mai agresiv;

- Gradul Ft2 a fost identificat in 8 cazuri (27.6%), formare moderatad de structuri tubulare.
Frecventa acestor tumori a fost semnificativ mai redusa (p=0.001) comparativ cu Ft3, sugerand ca
in contextul asocierii neoplasmele cu diferentiere de grad intermediar sunt mai putin frecvent

intalnite;
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- Gradul Ftl a fost identificat In 2 cazuri (6.9%), indicand o frecventa foarte redusid a
tumorilor cu formare intensd de structuri tubulare, care sunt in general considerate drept bine
diferentiate si mai putin agresive, sunt foarte rar intalnite in cadrul lotului studiat.

Distributia cazurilor 1n functie de a doua trasaturd microscopica evaluatd, respectiv atipia
nucleara (At), a pus 1n evidentd o predominanta clarda — 21 cazuri (72.4%) a cazurilor At de gradul
3. Aceasta distributie reflectd o frecventa crescuta a unui grad ridicat de atipie celulara, asociat in
mod uzual cu un comportament biologic tumoral mai agresiv. Cazurile cu At de gradul 2 au fost
descrise in 8 cazuri (27.6%). Trebuie de mentionat, cd in cadrul acestui studiu nu au fost
identificate cazuri cu atipie de gradul 1. Aceste rezultate sugereaza ca in tumorile asociate
diabetului celulele canceroase dezvolta mai frecvent trasaturi celulare agresive.

La caracterizarea activitatii mitotice am stabilit, ca 17 cazuri (58.6%) poseda capacitati
proliferative reduse, asociate cu gradul Mcl. Alte 7 cazuri (24.1%) au fost evaluate drept tumori
cu activitate mitotica moderatd (sau Mc2). Cea mai Tnaltd activitate proliferativa (Mc3) a fost
descrisd in 5 tumori (17.2%).

Aplicarea criteriilor Nottingham a evidentiat faptul ca, in cazul carcinoamelor mamare de
tip NST asociate cu DZT2 a predominat gradul moderat de diferentiere (G2), identificat in 19
cazuri (65,5%). Urmatorul dupa frecventd a fost gradul G3 corespunzator tumorilor slab
diferentiate a fost stabilit in 8 cazuri (27.6%). La polul opus, gradul G1, caracteristic tumorilor
bine diferentiate, a fost cel mai rar Intalnit, fiind identificat in doar 2 cazuri (6.9 %).

La stabilirea asocierilor dintre gradul histopatologic si dimensiunea tumorii am stabilit
corelatii slabe si nesemnificative din punct de vedere statistic (r=0.13, p=0.48), ceea ce sugereaza
ca aceste doua caracteristici ale neoplasmului nu sunt interdependente.

Analiza datelor a evidentiat urmatoarele rezultate privind distributia varstei pacientilor in
functie de gradul histopatologic al tumorii:

- Pentru tumorile G1 (2 cazuri/ 6.9%), varsta medie a pacientelor a fost de 65+7.1 ani, cu o
Me de 65 ani, variind intr-un interval cuprins Intre 60 si 70 ani;

- Pacientele cu carcinoame G2 (19 de cazuri/ 65.5%), au avut varsta medie de 65+£9.4 ani
(Me=62 ani), intervalul de varsta variind intre 50 si 86 de ani.

- Carcinoamele G3 (8 cazuri/ (27.6%) au afectat femeile cu varsta cuprinsa intre 57 — 69 ani
(63+4 ani, Me=64.5 ani).

Eseul statistic de corelare nu a stabilit corelatii semnificative statistic dintre varsta
pacientelor si gradul histopatologic al tumorii la femeile cu diabet (r=-0.10, p=0.593).

Ulterior a fost analizata distributia cazurilor in dependentd de activitatea mitoticd (Mc).
Astfel Mc1 a fost descrisa in 2 cazuri (6.9%) de tumori G1 si 15 cazuri (51.7%) de carcinoame

G2. Activitatea proliferativa medie (Mc2) a fost raportatd in 3 cazuri (10.3%) de tumori G2 si 4
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cazuri (13.8%) de neoplasme G3. Cea mai inalta activitate mitotica (Mc3) a fost identificata intr-
un caz(3.45%) de carcinom G2 si 4 cazuri (13.8%) de tumori G3. Aceste 2 caracteristici tumorale,
respectiv gradul de diferentiere si activitatea mitoticd s-au dovedit a fi interdependente, testul de
corelare punand 1n evidenta asocieri pozitive, puternice, semnificativ statistic (r=0.69, p=0.0001).
Rezultatele in cauza sugereaza cd, odatd cu agresivitatea tumorii creste si activitatea proliferativa
a celulelor.

in cadrul acestui studiu, au fost analizate si alte caracteristici microscopice ale tumorilor,
precum invazia limfovasculara (L'VI) si invazia perineurald (Pn).

Invazia limfovasculara a fost depistata in 18 cazuri (62.7%), ceea ce sugereaza ca majoritatea
tumorilor asociate cu DZT2 au tendinta de a disemina pe cale limfovasculara. in ceea ce priveste
invazia perineurald, rezultatele indicd prezenta acesteia doar in 10 cazuri (34.5%), prezenta
simultana a fost determinata in 8 cazuri (27.6%). Rata inalta a cazurilor cu invazie limfovasculara
indicd un risc nalt de diseminare sistemica in randul pacientelor cu tumori asociate cu DZT2.

Totodata a fost analizatd distributia LVI si Pn 1n functie de gradul de diferentiere al tumorii.
Astfel, in carcinoamele G1, caracterizate printr-un nivel Tnalt de diferentiere celulara si un
comportament biologic mai putin agresiv, invazia limfovasculara (LVI) a fost identificata intr-un
singur caz din totalul de doua cazuri analizate. Invazia perineurala nu a fost identificata in tumorile
de grad G1, observatie concordanta cu tendinta generala a neoplasmelor bine diferentiate, inclusiv
in contextul asocierii cu DZT2, de a prezenta un potential invaziv redus. in cazul tumorilor G2,
care au dominat numeric lotul de studiu, invazia LVI a fost observata in 12 cazuri (41.4%), in timp
ce invazia Pn a fost identificatd in 8 cazuri (27.6%). Tumorile G3, cele mai slab diferentiate si
caracterizate clinic printr-o agresivitate mai pronuntatd, au prezentat invazie LVI in 5 cazuri
(17.2%) s1 Pn in 2 cazuri (6.9%). Aceste rezultate indica faptul ca, desi tumorile G3 au o capacitate
invaziva crescutd, acestea disemineaza cu predilectie pe cale limfovasculara. Totusi, testul de
corelare nu a stabilit asocieri semnificative statistic dintre gradul de diferentiere al tumorii atat cu
LVI (r=0.03, p=0.85) cat si Pn (r,=-0.009, p=0.963). Rezultatele in cauza sugereaza ca, desi
tumorile slab diferentiate tind sa dezvolte frecvent invazie LVI si Pn, aceste tipuri de diseminare
nu depind, cel putin statistic de gradul histopatologic. Invazia tumorala pare sa fie influentata de
alti factori, iar rezultatele subliniaza complexitatea comportamentului tumoral si necesitatea
studiilor in domeniu.

In ceea ce priveste posibila influentd a DZT?2 reflectata prin valorile crescute ale glicemiei,
analiza cantitativa a stabilit, cd) pacientele cu tumori de grad G1 au prezentat o valoare medie a
glicemiei serice de 9.7+3.5 mmol/L, cu o mediani (Me) de 9.7 mmol/L. in cazul carcinoamelor
G2 —nivelul mediu al glicemiei a fost de 9.94+3.1 mmol/L (Me=8.4) iar la pacientele cu neoplasme

G3 s-a Inregistrat o valoare medie de 10.0+3.2 mmol/L, cu o mediand de 10.3 mmol/L. Totusi,
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trebuie de subliniat ca testul de corelare nu a atins pragul statistic semnificativ scontat la verificarea
asocierilor dintre nivelul seric al glucozei si gradul de diferentiere al tumorii (r=0.02, p=0.88).
Aceasta sugereaza ca valorile glicemiei nu influenteazd diferentierea, agresivitatea tumorii si
potentialul ei invaziv, toate apreciate prin eseuri clasice.

3.4. Studiul comparativ al morfologiei tumorilor mamare

In cadrul acestui subcapitol a fost pus in evidentd modul in care diabetul zaharat poate
influenta tumorile mamare, iar evidenta acestor actiuni poate fi vizualizata si sau cuantificatd de
medicul patolog. Rezultatele obtinute au dezviluit diferente semnificative in caracteristicile
tumorale, sugerand un impact potential al diabetului asupra progresiei bolii.

Astfel, in ceea ce priveste dimensiunile tumorale, scontat desi valorile medii au fost mai mari
la pacientele cu diabet zaharat, diferenta observatd nu a atins pragul de semnificatie statistica
(p=0.089). Totusi valoarea p apropiata de nivelul conventional de semnificatie p=0.05 sugereaza
existenta unei tendinte, indicdnd o posibila asociere intre diabetul zaharat si cresterea tumorala
mai accelerata n carcinomul mamar.

Intervalul de varstd 61-70 de ani a inregistrat cea mai mare frecventd a cazurilor de
carcinom mamar in ambele grupuri analizate, fiind asociat totodatd cu dimensiuni tumorale mai
mari comparativ cu celelalte categorii de varsta. Totusi, testele de corelatie au prezentat, ca varsta
nu influenteazd in mod semnificativ statistic dimensiunea tumorilor in niciunul dintre grupurile
analizate, indicand ca factorul de varsta nu este un predictor relevant al dimensiunii tumorale.

Analiza comparativa a extensiei tumorale (pT) pus in evidenta faptul, cd in ambele grupuri
predomina stadiile incipiente si intermediare (pT1 si pT2). Cu toate acestea, pacientele cu diabet
au prezentat o frecventa semnificativ mai mare a tumorilor in stadii avansate (pT3 si pT4),
diferenta fiind semnificativa statistic (p=0.035). In ceea ce priveste metastazele nodale (pN), s-a
observat o incidentd mai mare (p=0.04) de cazuri pNO si pN1, ceea ce indicd un grad redus de
afectare nodala in majoritatea cazurilor. Incidenta mai mare a cazurilor incadrate in categoria pN2
la pacientele cu diabet zaharat (p=0.016) poate reflecta un risc crescut de diseminare pe cale
limfovasculara in acest grup. Studiul a evaluat, de asemenea, trasaturile microscopice ale nodurilor
limfatice, cum ar fi hiperplazia folicular, histiocitoza sinusald si lipomatoza limfonodulard. In
grupul cu diabet, histiocitoza sinusald a fost cea mai frecventa caracteristica, dar a fost observata
in mai putine (p=0.02) cazuri comparativ cu pacientele fara diabet. Hiperplazia foliculard si
lipomatoza limfonodulara au fost rar intalnite, dar distributia lor a fost similara intre cele doua
grupuri (p=0.67 Formarea tubulilor (Ft) a fost caracterizatd de predominanta gradului Ft3 in
ambele grupuri analizate, reflectind un nivel scazut de diferentiere in majoritatea cazurilor.

Prezenta Ft 1 a fost extrem de rard, reflectdnd un numar redus de tumori bine diferentiate.
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Analiza atipiei celulare (At) a pus 1n evidentd o frecventa mai mare a gradului At 3 in ambele
grupuri, dar pacientele cu diabet au prezentat o incidentd mai inalta (p=0.025) de At 2, indicand
astfel un profil morfologic usor diferit.

In ceea ce priveste activitatea mitotica (Mc), gradul redus (Mcl) a fost identificat cu o
frecventa semnificativ mai mare la pacientele cu diabet zaharat (55.2%) comparativ cu cele fara
diabet (41.4%), diferenta fiind semnificativa statistic (p=0.03). In schimb, activitatea mitotica
moderatd (Mc 2) a fost predominanta (p=0.001) la pacientele fara diabet, cu o proportie de 44.8%
comparativ cu 27.6% la cele cu diabet. In cazul activitatii mitotice crescute (Mc 3), proportia a
fost mai mare (p=0.05) la pacientele cu diabet (17.2% vs 13.8%). In ansamblu, rezultatele obtinute
sugereaza existenta unor diferente in rata de proliferare celulara, pacientele cu diabet zaharat
prezentand o tendinta catre modificari ale activitatii mitotice.

Evaluarea distributiei gradului histopatologic a pus in evidenta o prevalentd a tumorilor G2
in ambele grupuri, ceea ce sugereaza o predominantd a neoplasmelor cu agresivitate moderata.
Tumorile G3 au fost mai frecvente (p=0.012) la pacientele fara diabet (37.2%) comparativ cu cele
cu diabet (27.6%), ceea ce poate indica diferente in comportamentul tumoral dintre cele doua
grupuri.

Desi s-a observat o asociere descriptivd intre gradul histopatologic G3 si dimensiuni
tumorale mai mari, analizele statistice nu au evidentiat corelatii semnificative, sugerdnd ca
dimensiunea tumorala nu este direct dependenta de gradul histopatologic.

Analiza activitatii mitotice a evidentiat predominanta unui nivel scdzut de proliferare
celulara in tumorile de grad G1 si G2, in ambele grupuri studiate, reflectand un profil biologic mai
putin activ din punct de vedere proliferativ. Cu toate acestea, distributia activitatii mitotice
moderate (Mc 2) si crescute (Mc 3) a relevat diferente semnificative intre pacientele cu diabet si
cele fara diabet. Astfel, activitatea mitotica moderata (Mc 2) a fost mai frecvent (p=0.001) intalnita
la pacientele fara diabet, cu o proportie de 44.8%, comparativ cu 24.1% la pacientele cu diabet. in
schimb, activitatea mitoticd crescutd (Mc 3) a inregistrat o incidentd mai mare (p=0.05) la
pacientele cu diabet, respectiv 17.2% fata de 13.8% la cele fara diabet.

Corelatii statistice dintre gradul tumorii si activitatea mitotica a fost depistatd in ambele
grupuri (r=0.69, p=0.00002 in DZT2 vs r=0.65, p=0.00015 fara diabet).

Invazia limfovasculara (LVI) a fost mai frecvent descrisd decat invazia perineurald (Pn) in
ambele grupuri. Tumorile G2 si G3 au prezentat. o frecventd mai ridicata a invaziei limfovasculare,
in timp ce invazia perineurala a fost mai rar identificata, fiind observata cu o incidenta mai mare
in carcinoamele de grad G2. Corelatiile statistice Intre gradul tumorii si prezenta invaziei LVI si
Pn au fost nesemnificative in ambele grupuri, sugerdnd ca alti factori, cum ar fi moleculari,

metabolici etc., ar putea influenta comportamentul invaziv al carcinoamelor mamare.
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In sumar:
1. Morfologia glandei mamare in norma a evidentiat modificari involutive dependente de
varsta (fibroza periductald, involutie glandulara, cresterea componentei stromale, reducerea
tesutului adipos, scleroza vasculard, calcificari si infiltrat limfocitar discret), interpretate ca
expresii ale proceselor fiziologice de senescenta si remodelare tisulara.
2. Carcinoamele mamare de tip NST, indiferent de statusul metabolic, au fost caracterizate
prin predominanta stadiilor tumorale incipiente si intermediare (pT1—pT2), a statusului limfonodal
pNO—pNI1 si a scorurilor histologice sugestive pentru un grad moderat spre redus de diferentiere
(T13, At3, G2).
3. Activitatea mitotica si gradul histopatologic au prezentat o asociere semnificativa statistic
in ambele grupuri, tumorile slab diferentiate (G3) fiind caracterizate prin indici proliferativi mai
crescuti, ceea ce confirma relatia dintre agresivitatea tumorala si intensitatea proliferdrii celulare.
4. Invazia limfovasculara a fost mai frecvent identificatda decat invazia perineurala, sugerand
ca diseminarea pe cale limfovasculard reprezintd mecanismul predominant de extensie tumorala;
corelatiile directe dintre gradul histologic si tipul de invazie nu au fost semnificative statistic.
5. Influenta diabetului zaharat de tip 2 s-a reflectat prin dimensiuni tumorale medii mai mari,
frecventa crescuta a stadiilor tumorale avansate (pT3—pT4) si a implicarii limfonodale de tip pN2,
precum si prin diferente in distributia activitatii mitotice, sugerand un impact al statusului

metabolic asupra progresiei tumorale.
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4. INFLUENTA DIABETULUI ZAHARAT ASUPRA MICROMEDIULUI
TUMORAL

Importanta acestei cercetari rezida in intelegerea microambiantei tumorale, care influenteaza
atat progresia cancerului mamar, cat si raspunsul la tratament. Limfocitele, macrofagele (CD68)
si celulele endoteliale (CD34), ca si componente ale sistemului imun, au fost identificate drept
factori locali esentiali in interactiunea dintre tumoare si microambiantd. Datele controversate
atestate 1n literatura de specialitate, privind densitatea si distributia acestor celulele stromale, in
special 1n contextul modificarilor metabolice induse de DZT2, sugereaza faptul ca dinamica si
comportamentul procesului neoplazic pot diferi semnificativ [232-234]. In acest context,
angiogeneza tumorald, evidentiatd prin expresia markerului CD34, precum si activitatea
proinflamatorie a macrofagelor, contribuie In mod esential la stimularea si mentinerea
vascularizatiei neoplazice. Investigarea acestor interactiuni complexe oferd posibilitatea de a
intelege mai bine mecanismele complexe ale procesului neoplazic, inclusiv la nivel de glanda
mamara.

Totusi Intelegerea mecanismelor complexe implicate necesitd o evaluare initiald la nivelul
stromei glandei mamare neafectate.

4.1. Identificarea expresiei CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56, CD68 in glanda
mamara intacta

Prezenta limfocitelor T CD3" a fost determinatd atat intraepitelial, precum si in stroma
periductala. Astfel rezulta, ca limfocitele T populeaza ambele zone, insa cu variatii cantitative in
ceea ce priveste densitatea acestora. Astfel continutul mediu al limfocitelor CD3" la nivelul
epiteliului intraductal a constituit 21.7+18.5, cu o Me de 16. In zona periductald media acestor
limfocite a fost 22.2+15.7 la o Me de 16.5%. Aceastd similaritate (p=0.91) sugereaza, ca
limfocitele T prezintd o distributie similard in stroma fibroasa si in epiteliu. Cu toate acestea, n
pofida distributiei globale comparabile, intervalele de variatie au fost mai largi la nivelul epiteliului
ductal intraepitelial, unde numadrul limfocitelor a variat intre 0 si 55, comparativ cu zona
periductald, care a prezentat o distributie mai uniforma, cu valori cuprinse intre 14 si 54.

In cazul limfocitelor T helper CD4", continutul mediu a fost de 8.5+6 (Me=8) la nivelul
epiteliului ductal si comparativ cu 20.2+8.1 (mediana=21) 1n stroma periductala. Intervalele de
variatie ale limfocitelor CD4" au fost de 216 in epiteliul ductal si de 8-28 in stroma conjunctiva
periductald. Datele in cauza sugereazd ca celulele CD4" constituie populatia predominantd a
infiltratului limfocitar din jurul ductelor. Analiza comparativd a continutului a evidentiat o
densitate semnificativ mai mare de limfocite CD4" in stroma periductald (p=0.011).

La analiza distributiei limfocitelor T supresoare CD8" am determinat un continut practic

similar (p=0.25) in zonele intraepiteliald (10.8+6.7, Me=11.5) si periductald (10.2+£5.6, Me=8.5).
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In ceea ce priveste limitele fluctuatiilor numerice, acestea au variat intre 2 — 18 in epiteliu si 4 —
17 in zona periductald. Astfel datele sugereaza, ca populatia limfocitelor T CD8™ este identica in
ambele compartimente histologice analizate, fara o preferinta regionald evidenta.

Evaluarea expresiei markerului CD34 a fost necesard pentru determinarea gradului de
vascularizare 1n diferite regiuni ale parenchimului mamar. La nivelul epiteliului ductal nu au fost
determinate celule CD34", aceea ce sugereaza lipsa vascularizarii si/sau celulelor stem in aceastd
regiune. In schimb, in zona periductala, densitatea medie a vaselor de sange a fost de 24.8+11.2
(Me=21), indicand la o vascularizare activa si variabild. Densitatea vasculard in aceastd zona a
variat de la un minim de 16 pana la un maxim de 45 vase CD34". Analiza comparativa a
continutului a evidentiat o diferenta statistica evidenta intre cele doud regiuni (p=0.001), atribuibila
absentei totale a vascularizatiei in epiteliul ductal. Aceste date reflectd o organizare topografica
clard a retelei vasculare, limitata la nivelul stromei periductale.

Analiza expresiei markerului CD45 a fost realizatad in vederea evaluarii densitatii infiltratului
leucocitar in diferite regiuni ale parenchimului mamar. Intraepitelial, densitatea medie a celulelor
CD45" a constituit 30.3+14.2 (Me=31.5), cu variatii numerice cuprinse intre 13 si 48. In schimb,
in zona periductald, densitatea medie a acestor celule a fost de 36.2+13.1 (Me=34.5), cu valori
cuprinse intre 21 si 60 de celule. Rezultatele obtinute sugereaza un continut aparent mai crescut
de leucocite la nivel periductal. Totusi, analiza comparativa intre cele doud compartimente nu a
evidentiat o diferenta statistic semnificativa (p=0.48), ceea ce indica faptul ca variatiile observate
pot fi atribuite unei dispersii naturale si nu unei diferente sistematice. Astfel, distributia leucocitara
ramane relativ omogena intre compartimentele examinate (Figura 7).

Evaluarea expresiei markerului CD56 a fost necesara pentru vizualizarea celulelor NK.
Eseurile imunohistochimice au permis sa stabilim, cd killerii naturali populeaza zonele
intraepiteliale, numeric constituind 15.3+11.7 (Me=14.5), variind in limitele 0 — 27. Totodata,
numarul acestora In stroma periductala a fost evaluat la 5.543.7 (Me=6), cu variatii numerice Intre
1 — 11. Aceste rezultate indica la o necesitate sporita a controlului epitelial de catre celulele NK.
Totusi, analiza comparativda nu a evidentiat diferente statistic semnificative intre cele doua
compartimente (p=0.14), fapt ce poate fi atribuit variabilitatii largi a valorilor, cuprinse intre 0 si
27 la nivel epitelial.

Markerul CD68 a fost utilizat pentru a pune in evidenta macrofagele. Desi acestea sunt in mod
clasic considerate celule rezidente ale tesutului conjunctiv, in studiul de fatd au fost identificate in
ambele compartimente analizate, inclusiv la nivel intraepitelial. Astfel, in stroma periductald
densitatea medie a constituit 29.5+10.3 (Me=29), continutul variind Intre 16 si 41 celule. Totodata,
in epiteliu au fost determinate 11.8+8.1 (Me=12.5) celule CD68", continutul numeric osciland de

la null la 24.
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Figura 7. Imagini reprezentative (H&E si IHC: CD3, CD4, CD8, CD34, CD45) in glanda
mamara intacta.
Nota. Sectiuni din glanda mamara intactd, CD3, CD4 si CD8 evidentiaza limfocite T rare,
predominant periductal/ perilobular; CD45 marcheaza leucocite rare, dispersate;
CD34 evidentiaza endoteliul vascular al capilarelor si venulelor din stroma.
Coloratii: HE, IHC (contracolorare cu hematoxilind Lille), (20x).

Analiza comparativa de distributie intre cele doud compartimente nu a evidentiat diferente statistic
semnificative (p=0.33). Astfel, desi datele indicd o densitate mai mare a macrofagelor in stroma
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periductala, aceste rezultate trebuie interpretate cu prudenta si nu permit formularea unei concluzii
statistice robuste (Figura 8).
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Figura 8. Imagini IHC reprezentative pentru CD56 si CD68 in glanda mamara intacta.
Nota. Sectiuni din glanda mamara intactd la CD68 evidentiazd macrofage rare, dispersate in
stroma si ocazional periductal/ perilobular. CD56 marcheaza celule NK izolate, fara agregate,
predominant stromal/perivascular. Coloratie IHC, contracolorare cu hematoxilina Lille (20x).

4.2. Evaluarea imunitatii celulare locale si a potentialului angiogen in stroma tumorilor
de tip NST

Analiza expresiei markerului CD3 1n carcinomul mamar a evidentiat variatii semnificative
ale densitatii limfocitelor T in functie de localizarea acestora in parenchimul tumoral. Totodata, la
omogenizarea datelor am exclus un caz, care prezenta continut neobisnuit de mare de limfocite
intratumorale CD3" (CD3it=62). Aceastd ajustare a fost necesard pentru a asigura acuratetea
statisticd si a evita distorsionarea mediei si SD. Astfel rezultatele obtinute au constituit 25.1+15.6.
Analizele statistice au relevat existenta unor corelatii de intensitate moderata intre densitatea
limfocitelor T la nivel intra- si peritumoral si un set de parametri clinici si clinico-patologici,
incluzand gradul tumoral, statusul receptorilor hormonali, indicele proliferativ, nivelul glicemiei,
precum si alti factori relevanti evaluati in cadrul studiului. Totodata, circa 16.7+14.8 limfocite
CD3 pozitive (Me=14.5) au fost depistate printre celulele canceroase, numeric variind de la 0 la
57. In contrast, densitatea limfocitelor T din zona peritumorald (CD3pt) a fost de 33.6+16.3
(Me=29), cu variatii numerice cuprinse intre 6 si 72 de celule. Rezultatele obtinute sustin ipoteza
conform careia limfocitele T infiltreaza cu predilectie stroma peritumorala (Figura 9). Analiza
comparativa a densitatii acestor celule intre compartimentele intra- si peritumoral a evidentiat
diferente statistic semnificative (p=0.05). Analiza asocierii dintre densitatea limfocitelor T
intratumorale (CD3it) si gradul atipiei nucleare a indicat absenta unei corelatii statistic
semnificative, desi valorile obtinute s-au situat in proximitatea pragului de semnificatie (r,=0,08;

p=0.34). In schimb, densitatea peritumorala a limfocitelor T CD3" a prezentat asocieri pozitive cu
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indicele de proliferare (rs=0.32, p=0.05).
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Figura 9. Repartizarea limfocitelor CD3" in carcinomul mamar.
Nota. Se evidentiaza o densitate semnificativ mai crescuta a limfocitelor T CD3™ in stroma
peritumorald comparativ cu zona intratumorald (p=0.05), sugerand o infiltrare preferentiald in
jurul tumorii.
Analiza expresiei markerului CD3 1in carcinoamele mamare a evidentiat asocieri de

intensitate variabila cu diferite caracteristici tumorale, atat la nivel intratumoral, cét si peritumoral
(Anexa 1). La nivel intratumoral, densitatea limfocitelor T CD3" a prezentat o corelatie inversa
semnificativa cu indicele de proliferare tumorala Ki67 (r~=—0.37; p=0.02), sugerand ca tumorile
cu activitate proliferativa redusa sunt asociate cu un infiltrat imun mai accentuat, in timp ce un
continut crescut de limfocite T CD3" in stroma tumorala se coreleaza cu o proliferare tumorala
diminuata. In contrast, densitatea peritumorald a limfocitelor T CD3" a prezentat o corelatie
pozitiva semnificativa cu activitatea proliferativa tumorala evaluata prin Ki67 (rs=0.35; p=0.03).
Aceste rezultate sugereaza ca un infiltrat peritumoral mai dens de limfocite poate fi asociat cu o
activitate mitotica crescuta, indicand posibilitatea ca, in anumite contexte biologice, limfocitele T
sd contribuie la sustinerea proliferarii tumorale prin mecanisme paracrine la nivelul stromei
peritumorale. De asemenea, a fost identificatd o corelatie negativa semnificativa intre densitatea
limfocitelor T CD3" din stroma peritumorald si varsta pacientelor (r,=—0.45; p=0.01), sugerand o
diminuare a capacitatii de infiltrare a celulelor T odata cu Tnaintarea in varsta.

Analiza expresiei markerului CD4 a permis cuantificarea si determinarea distributiei
limfocitelor T helper. De mentionat cd densitatea limfocitelor T helper a prezentat o variabilitate

larga, cu valori cuprinse intre 0 si 62 de celule la nivel intraepitelial, respectiv intre 0 si 47 de
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celule in compartimentul peritumoral (Figura 10). La nivel intratumoral, densitatea limfocitelor T
CD3" a prezentat o corelatie inversd semnificativd cu indicele de proliferare tumorald Ki67
(r=—0.37; p=0.02), sugerand ca tumorile cu activitate proliferativa redusa sunt asociate cu un
infiltrat imun mai accentuat, in timp ce un continut crescut de limfocite T CD3" in stroma tumorala
se coreleazi cu o proliferare tumorala diminuata. In contrast, densitatea peritumorala a limfocitelor
T CD3" a prezentat o corelatie pozitiva semnificativa cu activitatea proliferativa tumorald evaluata
prin Ki67 (r=0.35; p=0.03). Aceste rezultate sugereaza cd un infiltrat peritumoral mai dens de
limfocite poate fi asociat cu o activitate mitotica crescutd, indicand posibilitatea ca, in anumite
contexte biologice, limfocitele T sd contribuie la sustinerea proliferarii tumorale prin mecanisme
paracrine la nivelul stromei peritumorale de asemenea, a fost identificata o corelatie negativa
semnificativa intre densitatea limfocitelor T CD3" din stroma peritumorald si varsta pacientelor
(rs=—0.45; p=0.01), sugerand o diminuare a capacitatii de infiltrare a celulelor T odata cu inaintarea
in varsta.

Analiza expresiei markerului CD4 a permis cuantificarea si determinarea distributiei
limfocitelor T helper. De mentionat ca densitatea limfocitelor T helper a prezentat o variabilitate
largd, cu valori cuprinse intre 0 si 62 de celule la nivel intraepitelial, respectiv intre 0 si 47 de
celule In compartimentul peritumoral.

In etapa urmitoare a studiului, a fost analizata influenta factorilor clinico-patologici asupra
continutului de limfocite T helper, datele rezultate fiind sintetizate in Anexa 2. Trebuie de
mentionat faptul, ca densitatea numerica a limfocitelor CD4it a prezentat o corelatie statistic
semnificativa cu varsta pacientelor (rs=0.36, p=0.03), ceea ce sugereaza ca odata cu Tnaintarea in
varstda, se contureazd o tendintd de crestere a infiltrarii limfocitelor T helper randul celulelor
maligne. Densitatea numerica a limfocitelor CD4" in zona peritumorald, nu a prezentat o asociere
statistic semnificativa cu varsta pacientelor.

CD8. Analiza expresiei acestui marker in carcinoamele mamare a permis cuantificarea limfocitelor
T citotoxice (CD8") in functie de localizarea acestora in compartimentele tumoral si peritumoral.
Evaludrile statistice au evidentiat ca densitatea numericd a CD8" este semnificativ mai mare in
zona peritumorala (29.4+15.2, Me=28) comparativ cu cea intratumorala (17.5£13.4, Me=14)
diferenta fiind statistic semnificativa (p=0.0005).

Trebuie de mentionat ¢ numarul limfocitelor CD8" a prezentat o variabilitate larga, cu valori
cuprinse intre 0 — 57 la nivel intraepitelial si intre 7 s1 66 In compartimentul peritumoral (Figura
11). Densitatea numerica intratumorala a limfocitelor CD8" s-a dovedit a fi dependentd de
infiltrarea limfocitard periferica, fapt sustinut de o corelatie pozitiva, statistic semnificativa

(r=0.68; p=0.001).
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Figura 10. Repartizarea limfocitelor CD4" in carcinomul mamar.

Nota. Graficul ilustreaza distributia limfocitelor T helper CD4" in compartimentele intratumoral
si peritumoral. Se observa o densitate numerica mai crescuté a limfocitelor CD4" la nivel
peritumoral (20.3+13.7; Me=20) comparativ cu zona intratumorala (10.4+9.6; Me=8), diferenta
fiind statistic semnificativa (p=0.04). Aceste rezultate indicd o acumulare preferentiala a
limfocitelor T helper in stroma peritumorala.
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Figura 11. Repartizarea limfocitelor T citotoxice CD8" in carcinomul mamar.
Nota. Se evidentiazd un continut semnificativ mai Inalt al limfocitelor T citotoxice/supresoare
CD8" in stroma peritumorald (29.4+15.2; Me=28) comparativ cu zona intratumorala (17.5+13.4;
Me=14) (p=0.0005), sugerand o infiltrare preferentiald peritumorala.
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Analiza statistica a expresiei markerului CD8 in raport cu factorii clinico-patologici ai
tumorii este prezentatd detaliat in Anexa 3. Rezultatele au evidentiat o variabilitate numerica
semnificativi a parametrilor analizati. Astfel, densitatea numericd a limfocitelor CDS8"
intratumorale s-a asociat semnificativ cu nivelul seric al glucozei, evidentiindu-se o corelatie
pozitiva, statistic semnificativa (rs=0.37; p=0.02). De asemenea, densitatea numerica a limfocitelor
CD8" intratumorale a prezentat o corelatie pozitivd cu densitatea limfocitelor CD4 din zona
peritumorald (rs=0.30, p=0.05). In ceea ce priveste limfocitele CD8" din zona peritumorala
(CD8pt), densitatea numerica a acestora a prezentat o corelatie pozitiva, statistic semnificativa,
atat cu expresia receptorului pentru ER (rs=0.33, p=0.04), cat si cu expresia markerului HER2
(rs=0.33, p=0.04).

CD34. Analiza expresiei markerului CD34 in carcinoamele mamare a permis determinarea
diferentelor in distributia vascularizatiei dintre zona intratumorald si stroma peritumorala.
Cuantificarea densitatii microvasculare a evidentiat valori semnificativ mai crescute in zona
peritumorald (14+8.5; Me=14) comparativ cu compartimentul intratumoral (10.5+8.3; Me=9),
diferenta fiind statistic semnificativa (p=0.003) (fFigura 12). Densitatea numerica a vaselor a
prezentat o variabilitate larga in ambele compartimente analizate, cu valori cuprinse intre 0 si 30
in zona intratumorald si intre 2 si 45 in stroma peritumorald. Analiza corelationala a evidentiat o
asociere pozitiva, de intensitate moderata, intre densitatea microvasculara intratumorala (CD34it)
st cea peritumorala (CD34pt) (1,=0.64; p=0.002). Aceastd asociere sugereaza o relatie stransa Intre

vascularizatia intratumorald si cea peritumorala.
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Figura 12. Distributia densititii microvasculare (CD34) in carcinomul mamar.
Nota. Densitatea microvasculard evaluatd prin CD34 este mai mare in compartimentul
peritumoral comparativ cu cel intratumoral (14+8.5; Me=14 vs 10,5£8,3; Me=9).
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Analiza expresiei markerului CD34 a evidentiat asocieri de intensitate variabila cu diversi
factori clinico-patologici (4dnexa 4), atat in zona tumorala (CD34it), cat si in cea peritumorala
(CD34pt). In stroma tumorald (CD34it), densitatea vasculard a demonstrat o corelatie pozitiva
statistic semnificativa cu indicele proliferativ Ki67 (rs=0.49, p =0.001), sugerand o asociere intre
activitatea proliferativd tumorald crescutd si intensificarea vascularizatiei. De asemenea,
continutul de vase a corelat pozitiv cu stadiul tumoral pT (r<= 0.54, p=0.001), indicand o crestere
a vascularizatiei odatd cu avansarea tumorii. In plus, a fost evidentiati o corelatie pozitiva de
intensitate moderatd intre densitatea microvasculard intratumorald si invazia limfovasculara
(rs=0.34, p=0.03), sugerand o asociere intre intensificarea neoangiogenezei intratumorale si
potentialul de diseminare tumorala.

Pe de alta parte, la nivelul stromei peritumorale (CD34pt), corelatiile identificate au fost de
sens negativ si nu au atins pragul de semnificatie statistica. Astfel, a fost evidentiatd o corelatie
negativa de intensitate moderata intre densitatea microvasculara peritumorald si varsta pacientelor,
situatd n proximitatea pragului de semnificatie statistica (r,=—0.30; p=0.06), sugerand o tendinta
de reducere a vascularizatiei peritumorale odatd cu inaintarea in varstd. De asemenea, a fost
observatd o asociere negativd intre densitatea CD34pt si intensitatea scorului Allred pentru
receptorii de estrogen (ERis) (rs =-0.28, p=0.07), ceea ce indicad la o potentiald legatura dintre
vascularizatia peritumorala si expresia receptorilor hormonali.

CD45. Analiza expresiei markerului CD45 in carcinoamele mamare a pus in evidenta diferente
notabile a continutului celulelor CD45 pozitive intre compartimentele intratumoral (CD45it) si
peritumoral (CD45pt).

In stroma tumorald (CD45it), numarul mediu al leucocitelor a constituit 40.5+29 (C195%),
ceea ce sugereazi o distributie eterogend a infiltratului leucocitar la nivel intratumoral. In contrast,
in stroma peritumorald (CD45pt), densitatea medie a celulelor CD45" a fost semnificativ mai mare
(58.7429.6, CI195%) (p=0.01), indicdnd o variabilitate relativ comparabila, insd asociatd cu o
intensitate crescutd a infiltratului celular in compartimentul peritumoral. Valorile mediane au
evidentiat un model similar, cu o0 Me de 38 pentru CD45it si 57 pentru CD45pt, confirmand o
tendinta de acumulare mai pronuntatd a fagocitelor n compartimentul peritumoral, comparativ cu
cel intratumoral. Analiza intervalelor a demonstrat un spectru larg de valori, de la 0 la 147 1n zona
tumorala si de la 3 la 155 in stroma peritumorala, subliniind o recrutare mai intensa (p=0.05) a

celulelor imune in jurul leziunilor tumorale (Figura 13).
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Figura 13. Repartizarea limfocitelor CD45" in carcinomul mamar
Nota. Se evidentiaza un continut mediu semnificativ mai inalt al celulelor CD45" in stroma
peritumorala (58.7£29.6; Me=57) comparativ cu zona intratumorala (40.5+29; Me=38) (p=0.01),
indicand o acumulare mai pronuntatd a leucocitelor in jurul tumorii.

Analiza statistica a evidentiat o corelatie pozitivd moderatd si semnificativa intre densitatea
celulelor CD45it si CD45pt (1s=0.43, p=0.01), sugerand existenta unei interdependente intre
infiltratul leucocitar intratumoral si cel peritumoral. Totodatd, densitatea celulelor CD45" in stroma
peritumorala a demonstrat o corelatie pozitiva de intensitate moderatd, cu prezenta invaziei limfovasculare
(r=0.34, p=0.03).

Analiza expresiei markerului CD45 in carcinoamele mamare a pus 1n evidenta un sir de asocieri cu
factorii clinico-patologici din ambele zone studiate (4nexa 5). In stroma tumorald (CD45it), densitatea
leucocitelor a corelat pozitiv cu dimensiunea tumorii (pT) (r=0.54, p=0.001). De asemenea, a fost
evidentiatd o corelatie pozitiva de intensitate moderata intre densitatea celulelor CD45it si indicele de
proliferare celulara Ki67 (rs~=0.49, p=0.001), sugerand ca tumorile cu activitate proliferativa crescutd sunt
asociate cu un infiltrat leucocitar intratumoral mai abundent.

In zona peritumorald (CD45pt), densitatea leucocitelor CD45" nu a prezentat asocieri semnificative

statistic cu parametrii clinico-patologici analizati.
CD56. Analiza expresiei markerului CD56 a evidentiat o densitate medie redusa a celulelor CD56" in zona
intratumorala (2.541.7), comparativ cu stroma peritumorala, unde valorile medii au fost semnificativ mai
ridicate (5.044.8) (p=0.013). Valorile mediane au fost de 2.5 pentru CD56it si 3.0 pentru CD56pt.
Intervalele de variatie au fost cuprinse intre 1 si 4 pentru CD56it si 1 — 11 pentru CD56pt (Figura 14).

Analiza corelationald a demonstrat absenta unei asocieri statistic semnificative intre densitatea

celulelor CD56" din compartimentul intratumoral si cea din stroma peritumorald (r;=0.29; p=0.126). Cu
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toate acestea, densitatea medie mai mare a celulelor CD56" in zona peritumorald (M=5) comparativ cu cea
intratumorala (M=2.5) sugereaza existenta unei microambiante tumorale distincte, posibil influentata de
factorii locali specifici.
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Figura 14. Repartizarea limfocitelor CD56+ in carcinomul mamar.
Nota. Se evidentiaza o densitate semnificativ mai crescuta a celulelor NK CD56" in stroma
peritumorald comparativ cu zona intratumorala (5.0+4.8; Me=3.0 vs 2.5£1.7; Me=2.5; p=0.013),
sugerand o microambianta imunad diferita, cu infiltrare preferentiala peritumorala.

Analiza expresiei markerului CD56 in carcinoamele mamare a evidentiat o serie de asocieri
statistice intre parametrii imunohistochimici investigati, atat in compartimentul intratumoral
(CD56it), cat si in stroma peritumoralda (CD56pt).

In compartimentul intratumoral CD56it, densitatea celulelor CD56" a prezentat o corelatie
pozitiva, de intensitate moderata, cu expresia markerului HER2 la nivelul celulelor tumorale
(rs=0.36, p=0.03). O asociere aflata In proximitatea pragului de semnificatie statisticd a fost
observatd intre densitatea celulelor CD56it si gradul histologic Nottingham al tumorii (rs=0.28,
p=0.07), sugerand o tendintd de crestere a infiltratului de celule NK odatd cu accentuarea
agresivitatii tumorale. Ipoteza conform careia tumoarea initiaza un raspuns imun citotoxic este
sustinutd si de observatia cd densitatea celulelor NK este corelatd invers cu dimensiunea
neoplasmului (pT), astfel odata cu avansarea in dimensiuni a tumorii, se constata o reducere a
infiltratului NK in parenchimul tumoral (rs=-0.31, p=0.05).

Spre deosebire de populatia intratumorala de celule killeri naturali, densitatea celulelor
CD56pt a prezentat o tendintd de diminuare odatd cu cresterea gradului histologic Nottingham.
Este de remarcat faptul ca, desi coeficientul de corelatie a avut un sens negativ (rs=-0.28, p=0.07),
magnitudinea asocierii a fost comparabild cu cea observatd la nivelul compartimentului

intratumoral. De mentionat este faptul cd, densitatea numerica a celulelor CD56pt a prezentat o
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corelatie pozitiva, insa nesemnificativa statistic cu expresia markerului HER2 la nivelul celulelor
tumorale (r:=0.25, p=0.10) (4nexa 6).

Analiza densitatii numerice de macrofage (CD68") in carcinoamele mamare a pus in
evidentd diferente statistic semnificative (p=0.02) dintre zona intratumorala (CD68it) si stroma
peritumorald (CD68pt). Astfel, in situsul tumoral densitatea medie a celulelor CD68" a constituit
9.5£7.5 (Me=6, CI95%: 6.3-12.7) comparativ cu stroma peritumorald, unde numarul mediu al
macrofagelor a atins 12.4+12.2 (Me=11, CI95%: 7.7-17). Intervalele de valori au variat intre 1 si
27 pentru CD68it si 0 — 36 pentru CD68pt. Rezultatele obtinute sugereaza ca in carcinomul mamar
se formeaza o acumulare peritumorald de macrofage, cu potential rol de barierd imund, insa
probabil, putin eficienta in limitarea progresiei tumorale (fFigura 15).

Pentru a creste acuratetea analizei statistice si a reduce influenta valorilor extreme, au fost
excluse 12 cazuri din cohorta initiala in care nu s-au depistat celule CD68 pozitive. Pentru a
identifica o posibila sursa de macrofage intratumorale a fost analizatd corelatia statistica dintre
densitatea macrofagelor CD68" din compartimentul intratumoral si cea a macrofagelor
corespunzatoare din stroma peritumorald. Astfel am determinat cd, odatd cu cresterea infiltratiei
peritumorale, creste si continutul acestora in stroma intratumorala (r=0.40, p=0.02).

Continutul numeric al celulelor CD68 pozitive a fost dependent de diverse caracteristici ale
tumorii, la nivelul ambelor situsuri studiate (4nexa 7). In stroma tumorald (CD68it), continutul
macrofagelor a corelat pozitiv si semnificativ statistic cu activitatea mitotica (rs=0.33, p=0.04) si
dimensiunea tumorii (pT) (rs=0.51, p=0.001). Aceste date permit sa presupunem ca, odata cu
cresterea agresivitatii tumorii si dimensiunilor sale concentratia macrofagelor recrutate de stimulul
antigenic creste proportional. In sustinerea acestei ipoteze analiza statistici a evidentiat o corelatie
negativa intre numarul celulelor CD68" si capacitatea tumorii de a forma structuri tubulare (Ft)
(rs=-0.32, p=0.05).

Rezultate asemanatorii au fost determinate si in cazul stromei peritumorale (CD68pt), unde
continutul macrofagelor a prezentat asocieri semnificativ statistice cu activitatea mitotica (rs=0.44,
p=0.01), subliniind faptul ca prezenta unui infiltrat peritumoral poate fi un indice ca tumoarea este
una agresiva. Rezultate similare au fost obtinute si la nivelul stromei peritumorale (CD68pt), unde
continutul macrofagelor a prezentat o asociere pozitivd, semnificativad statistic, cu activitatea
mitotica (r,=0.44; p=0.01). In sustinerea acestei ipoteze, analiza statistici a evidentiat ca nivelul
celulelor CD68" din stroma peritumorald se asociaza pozitiv atat cu dimensiunea tumorii (r,=0.33;
p=0.04), cat si cu activitatea proliferativa evaluata prin indicele Ki67 (r,=0.31; p=0.05). Trebuie
de mentionat, cd odata cu cresterea nivelului de expresie a markerului HER2 de catre celulele
tumorale, se constatd o crestere a numadrului de macrofage creste, asociere evidentiata statistic

(1,=0.34, p=0.04).
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Figura 15. Repartizarea limfocitelor CD68" in carcinomul mamar
Nota. Se evidentiaza o densitate semnificativ mai crescutd a macrofagelor CD68" in stroma
peritumorala (12.4£12.2; Me=11) comparativ cu zona intratumorala (9.5+7.5; Me=6), cu o
diferentd statistic semnificativa (p=0.02), sugerand formarea unei bariere peritumorale din
macrofage.
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Figura 16. Repartizarea numerica a principalelor subpopulatii celulare imunofenotipice in
carcinomul mamar.

Nota: graficul ilustreaza distributia numerica a celulelor CD3", CD4*, CD8", CD34", CD45",
CD56" si CD68" la nivel intratumoral (it) si peritumoral (pt). Pentru majoritatea markerilor
analiza descriptiva evidentiaza valori mai ridicate ale parametrilor de tendintd centrala si o

variabilitate crescuta in compartimentul peritumoral comparativ cu cel intratumoral.
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4.3. Caracteristica cantitativa a markerilor vizati in carcinomul mamar asociat cu DZT2
Analiza continutului celulelor CD3" nu a evidentiat diferente semnificative intre zona
intratumorala (CD3it) si stroma peritumorald (CD3pt) (p=0.98). Astfel, continutul celulelor T in
zona intratumorala (CD3it) a variat in limitele de 17.9£15.9 (CI95%: 12.0- 23.8), in timp ce in
stroma peritumorald (CD3pt) s-a inregistrat o valoare medie de 35.7+18.9 (CI195%: 28.4-43).
Valorile mediane au fost de 19 pentru CD3it si 31 pentru CD3pt, ceea ce sugereazd o
prezentd mai intensd a celulelor T in jurul tumorii. Intervalele de valori au variat intre 0 si 48
pentru CD3it si intre 5 si 71 pentru CD3pt, reflectdnd o heterogenitate mai pronuntata a infiltrarii
peritumorale (Figura 17). Populatia numericd a celulelor T din zona intratumorald (CD3it) a

demonstrat dependente numerice cu cea din stroma peritumorala (rs=0.4, p=0.01).
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Figura 17. Repartizarea limfocitelor CD3" in carcinomul mamar asociat cu DZT2.
Nota: graficul ilustreaza distributia limfocitelor T CD3" in compartimentul intratumoral (CD3it)
si In stroma peritumorald (CD3pt). Continutul mediu al celulelor T in zona intratumorald a fost
de 17.9£15.9 (Me=19), comparativ cu 35.7£18.9 (Me=31) in stroma peritumorala, fara diferente
semnificative statistic intre cele doud compartimente.

Trebuie de mentionat, cad numarul de limfocite T determinat in focarul tumoral (CD3it), a
prezentat o corelatie pozitivd si semnificativa statistic cu varsta pacientului evaluatd prin
coeficientul Spearman (r:==0.47, p=0.01). In cadrul analizei statistice a continutului peritumoral de
limfocite T (CD3pt) au fost identificate mai multe asocieri care au atins pragul de semnificatie
statistica.

Astfel, cresterea capacitatii de formare a tubulilor de catre tumoare s-a asociat cu o crestere
a numarului de limfocite T, evidentiata printr-o corelatie pozitivd moderatd (rs=0.48; p=0.01).

Totodata, concentratia limfocitelor T CD3" s-a corelat pozitiv si semnificativ statistic cu scorul
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Nottingham (rs=0.44, p=0.01) si cu gradul tumoral (rs=0.39, p=0.02). Prezenta expresiei
markerului HER2 a nivelul celulelor tumorale s-a asociat de asemenea cu o crestere a infiltrarii
limfocitelor T in stroma peritumorald, evidentiata printr-o corelatie pozitiva semnificativa statistic
(1:=0.33, p=0.04). In ceea ce priveste indicele de proliferare Ki67, numarul limfocitelor T a
prezentat o tendintd de crestere cu odatd agresivitatea tumorald, nsd fara atingerea pragului de
semnificatie statistica (rs=0.26, p=0.08) (4Anexa 9).

Limfocitele T helper. Dupa ajustarea valorilor extreme, analiza a evidentiat faptul ca
densitatea limfocitelor T helper din compartimentul intratumoral (CD4it) a fost mai redusa, cu o
valoare medie de 7.8+5.5 (Me=6; C195%: 5.3—10.3), comparativ cu stroma peritumorala (CD4pt),
unde s-a inregistrat o medie de 14.8+14.3 (Me=13; CI95%: 9.1-20.5). Aceasta diferentd a
prezentat o tendinta spre semnificatie statisticd, fard a atinge insa pragul conventional (p=0.09)
Figura 18. Pentru a reduce influenta valorilor extreme asupra distributiei si a asigura o analiza
statisticd mai robusta a fost efectuatd o ajustare a setului de date. Astfel, au fost excluse au fost
excluse 15 cazuri cu valori nule ale densitatii limfocitelor T helper in zona intratumorala (CD4it),
precum si doud cazuri cu valori extreme (40 si 58), identificate ca outlieri. O abordare similara a
fost aplicatd si pentru datele din stroma peritumorala, unde a fost exclus un caz cu o valoare
extremd de 72 pentru CD4pt. Astfel, valorile numerice ale limfocitelor T helper din
compartimentul intratumoral (CD4it) au variat intre 0 si 22, si respectiv intre 0 si 43 in stroma
peritumorald (CD4pt), sugerand o distributie mai eterogena a acestora in stroma din jurul tumorii.
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Figura 18. Repartizarea limfocitelor CD4" in carcinomul mamar asociat cu DZT2.
Nota. Se observa o tendintd de densitate mai crescuta a limfocitelor T helper CD4" in stroma

peritumorala (14.84+14.3; Me=13) comparativ cu zona intratumorala (7.8+5.5; Me=6), fard a
atinge pragul de semnificatie statistica (p=0.09).
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Analiza corelationald a evidentiat faptul cd numarul limfocitelor T helper din
compartimentul intratumoral nu s-a corelat semnificativ statistic cu cel al limfocitelor T helper din
stroma peritumorala (rs=0.12, p=0.09).

Evaludrile statistice au demonstrat ca continutul numeric de celule CD4" este in functie de
diferiti parametri clinico-patologici, reprezentati cu lux de améanunt in Anexa 10. Rezultatele
studiului au evidentiat o asociere intre densitatea limfocitelor T helper intratumorale (CD4it) si
profilul molecular al tumorii, exprimarea receptorilor estrogenici (ER) fiind corelata negativ cu
continutul de limfocite T helper (r=—0.32; p=0.04). Date asemanatoare au fost prezentate si la
asocierea cu scorul Allred pentru ER (rs=-0.30, p=0.06).

In stroma peritumorald (CD4pt), densitatea celulelor T helper nu a prezentat asocieri
semnificative statistic cu majoritatea parametrilor clinico-patologici analizati.

Cu toate acestea, o corelatie apropiata de pragul de semnificatie statistica a fost observata
intre densitatea limfocitelor T helper din stroma peritumorala CD4pt si prezenta invaziei
perineurale (rs=0.27, p=0.08), sugerand o posibild asociere intre caracteristicile invazive ale
tumorii si infiltrarea peritumorald cu limfocite T helper. Totodata, trebuie de mentionat ca
densitatea celulelor CD4" din ambele zone nu a prezentat corelatii semnificative statistic cu alte
caracteristici tumorale, inclusiv cu parametrii de agresivitate.

Limfocite T citotoxice CD8*. Analiza imunohistochimica a limfocitelor T citotoxice CD8"
a evidentiat particularititi distincte ale infiltrarii imune in compartimentele intratumoral si
peritumoral, precum si asocieri cu parametrii clinico-patologici ai tumorii. Astfel, numarul
acestora in zona intratumorala a fost mai redus, cu o valoare medie de (15.2+11.3, Me=12, CI195%:
10.4-20), comparativ cu stroma peritumorala, unde s-a inregistrat o medie de (28+18.3, Me=25,
CI95%: 21-35) diferenta fiind semnificativa statistic (p=0.02). Intervalele de valori au variat intre
0 s1 40 pentru CD8it si intre 0 si 72 pentru CD8pt. Aceste date sugereaza o distributie eterogena a
celulelor CD8" in special in jurul tumorii.

Continutul limfocitelor T CD8"din parenchimul tumoral s-a dovedit a fi dependent de
populatia acestora din jurul tumorii (rs=0.37, p=0.02). Aceste rezultate sugereaza, ca infiltrarea
limfocitelor T citotoxice nivel intratumoral ar putea fi influentata de compartimentul peritumoral,
unde densitatea acestora este mai ridicatd (Figura 19). Analiza corelationald a pus in evidenta
diverse asocieri dintre zona intratumorald (CD8it) si stroma peritumorala (CD8pt). Astfel, numarul
acestor limfocite a sporit odatd cu cresterea proprietatilor invazive, in special cea perineurala
(rs=0.42, p=0.01). Totusi, odata cu cresterea activitatii mitotice a tumorii, populatia T supresorilor
din tumoare a diminuat (rs=-0.29, p=0.06).

Prezenta celulelor CD8 in stroma peritumorald nu a corelat statistic semnificativ cu

caracteristicile tumorale analizate. Totusi, au fost observate asocieri apropiate de pragul de
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semnificatie statistica intre densitatea limfocitelor T citotoxice CD8" si dimensiunea tumorii (pT)
(rs=0.25; p=0.10), precum si stadiul nodal (pN) (r:=0.27; p=0.08) (4dnexa 11).

Markerul angiogenic CD34. Evaluarea expresiei markerului CD34 a permis aprecierea
densitatii microvasculare tumorale si analiza relatiei acesteia cu parametrii clinico-patologici ai
carcinomului mamar asociat cu DZT2. Continutul mediu a vaselor CD34" in parenchimul tumoral
a constituit 12.8+12.7, cu o valoare mediana de 12.

Valorile numerice au variat intre 0 si 59, reflectdind grade diferite de vascularizare in
carcinomul mamar. In contrast, la nivelul stromei peritumorale (CD34pt) s-a inregistrat o densitate
medie mai ridicatd a vaselor de sange, de 16+7.2, cu o valoare mediand de 16, diferenta fatd de
parenchimul tumoral nu a fost semnificativa statistic (p=0.194).Valorile numerice au variat intre
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Figura 19. Repartizarea limfocitelor CD8" in carcinomul mamar asociat cu DZT?2.
Nota. Se evidentiazd un continut semnificativ mai Tnalt al limfocitelor T citotoxice/ supresoare
CD8" in stroma peritumorald (28+18.3; Me=25) comparativ cu zona intratumorala (15.2+11.3;

Me=12) (p=0.02), sugerand o infiltrare preferentiala peritumorala.

Markerul angiogenic CD34. Evaluarea expresiei markerului CD34 a permis aprecierea
densitatii microvasculare tumorale si analiza relatiei acesteia cu parametrii clinico-patologici ai
carcinomului mamar asociat cu DZT2. Continutul mediu a vaselor CD34" in parenchimul tumoral
a constituit 12.8+12.7, cu o valoare mediana de 12.

Valorile numerice au variat intre 0 si 59, reflectdnd grade diferite de vascularizare in

carcinomul mamar. in contrast, la nivelul stromei peritumorale (CD34pt) s-a inregistrat o densitate
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medie mai ridicatd a vaselor de sange, de 16+7.2, cu o valoare mediand de 16, diferenta fatd de
parenchimul tumoral nu a fost semnificativa statistic (p=0.194).Valorile numerice au variat intre
0si27.

Desi din punct de vedere biologic ar putea fi anticipatd o relatie intre vascularizatia
intratumorala si cea peritumorald, analiza statistica nu a evidentiat o asociere semnificativa intre
cele doua compartimente, coeficientul de corelatie fiind foarte scazut (r=0.023; p=0.194) (Figura

20).
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Figura 20. Distributia densititii microvasculare (CD34) in carcinom asociat cu DZT2.

Nota. Se observi o densitate medie aparent mai mare a vaselor marcate CD34" in stroma
peritumorala (16+7.2; Me=16) comparativ cu parenchimul intratumoral (12.8+12.7; Me=12),
fard diferenta statistic semnificativa (p=0.194).

Analiza expresiei markerului CD34 a evidentiat diferente descriptive intre compartimentul
intratumoral (CD34it) si stroma peritumorald (CD34pt) precum si patternuri distincte de asociere
statistica in functie de localizare. Datele analizate au evidentiat corelatii negative semnificative
statistic intre densitatea vasculard intratumorala evaluatd prin markerul CD34it si gradul tumoral
(rs=-0.33, p=0.04), scorul Nottingham (rs=-0.34, p=0.04) precum si capacitatea tumorii de a forma
tubuli (Ft) (rs=-0.34, p=0.04).

De asemenea, densitatea vasculard intratumorala evaluata prin markerul CD34 (CD34it) s-a
corelat negativ si semnificativ statistic cu indicele de proliferare Ki67 (rs=-0.37, p=0.02).

La nivelul stromei peritumorale (CD34pt), densitatea vasculara evaluata prin markerul CD34

nu a prezentat asocieri semnificative statistic cu parametrii tumorali analizati (4dnexa 12).
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CD45. Rezultatele acestui studiu demonstreaza ca in zona intratumorala (CD45it) cantitatea
numerica a leucocitelor variaza in limite largi, media constituind 43.1£35.1 (Me=32). Intervalul
valorilor inregistrate a variat intre 6 si 125, ceea ce reflectd o distributie neuniforma a infiltrarii
leucocitare la nivel intratumoral. In contrast, la nivelul stromei peritumorale (CD45pt), continutul
leucocitar a fost mai crescut comparativ cu zona intratumorald, insa diferenta nu a atins
semnificatie statistica (p=0.126), valorile variind in jurul mediei 50.1£34.6, cu o Me de 45.
Valorile determinate la nivelul acestei zone au oscilat intre 9 si 158, sugerdnd o infiltrare
leucocitara mai intensd in stroma peritumorald comparativ cu zona intratumorald. Testele de
asociere nu au atins pragul de semnificatie statistica, ceea ce sugereaza ca nivelul infiltrarii
leucocitare intratumorale nu este influentat de continutul celulelor imune omonime din stroma

peritumorala (r=0.29, p=0.126) (Figura 21).
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Figura 21. Repartizarea limfocitelor CD45" in carcinomul mamar asociat cu DZT2.
Nota. Se observa un continut leucocitar mediu usor mai inalt al celulelor pan-leucocitare CD45"
in stroma peritumorala (50.1+£34.6; Me=45.0) comparativ cu zona intratumorala (43.1£35.1;
Me=32), fara diferenta statistic semnificativa (p=0.126).

Totusi, trebuie de mentionat cd nivelul de expresie al CD45it nu a Inregistrat asocieri statistic
semnificative cu toti markerii si parametrii analizati. Cele mai apropiate de pragul de semnificatie
statistica au fost corelatiile dintre CD45pt si varsta pacientelor (r:==0.37, p=0.02). (dnexa 13). In
contrast, continutul celulelor CD45" in stroma peritumorald (CD45pt) a inregistrat corelatii
pozitive semnificative cu gradul de diferentiere tumorala (rs=0.48, p=0.001) si scorul Nottingham
(rs=0.34, p=0.03). De asemenea, au fost identificate corelatii negative intre CD45pt si expresia

receptorilor hormonali ER si PR (rs=-0.41, p=0.01, pentru ambii), indicand valori mai reduse ale
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infiltrarii leucocitare n tumorile cu fenotip luminal. Diminuarea continutului leucocitar din stroma
peritumorala se asociaza cu un profil tumoral caracterizat prin proprietati biologice mai agresive.

CD56. Analiza expresiei markerului CD56 in carcinoamele mamare asociate cu diabetul
zaharat a evidentiat o variabilitate semnificativa a nivelului de expresie in functie de localizarea
intratumorala (CD56it) si peritumorala (CD56pt). Evaludrile statistice au demonstrat cd numarul
de celule CD56 pozitive este semnificativ mai mare in stroma peritumorald comparativ cu cea
intratumorala (p=0.03). Astfel, continutul celulelor CD56 pozitive in zona intratumorald (CD56it)
a prezentat valori medii de 0.58+0.42 (ME=0.60, CI95%: 0.40-0.76), in timp ce 1n stroma
peritumorald (CD56pt) valoarea medie a fost de 12.92+7.62 (ME=11, CI95%: 10.50-15.34).
Analiza corelationald a evidentiat o asociere puternica intre continutul celulelor CD56+ din ambele
zone analizate, corelatia fiind pozitivd si semnificativa din punct de vedere statistic (r=0.97,

p=0.006) (Figura 22).
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Figura 22. Repartizarea limfocitelor CD56" in carcinoamele mamare asociate cu DZT2.
Nota. Se evidentiazd un numar semnificativ mai inalt al celulelor NK CD56" in stroma
peritumorala (12.92+7.62; Me=11) comparativ cu zona intratumorala (0.58+0.42; Me=0.60)
(p=0.03), sugerand o infiltrare preferentiald peritumorala.
Expresia markerului CD56 a prezentat variatii in functie de localizare si de parametrii

analizati. Datele obtinute au indicat ca densitatea celulelor CD56it prezintd corelatii negative cu
prezenta invaziei limfovasculare (rs=-0.35, p=0.03) si cu indicele Allred pentru receptorii PR (rs=-
0.30, p=0.05).

De asemenea, a fost identificatd o corelatie pozitiva intre densitatea CD56it si dimensiunea

tumorii (pT), situatd in proximitatea pragului de semnificatie statistica (rs=0.29, p=0.06).
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In contrast, continutul celulelor CD56pt pozitive din stroma peritumorala (CD56pt) a
prezentat corelatii negative semnificative cu activitatea mitotica (rs=-0.37, p=0.02) si expresia
HER2 (rs=-0.38, p=0.02). Aceste date sugereaza ca prezenta unui infiltrat dens de celule CD56" la
nivel peritumoral se asociaza cu parametri tumorali corespunzatori unui profil biologic mai putin
agresiv. Totodatd, rezultatele obtinute in zona peritumorald au fost, in general, mai putin
consistente din punct de vedere statistic (Anexa 14).

CD68. Numarul celulelor care au exprimat markerul pan-macrofagal CD68 in zona
intratumorala a prezentat o variabilitate largd, cu o valoare medie de 10.61+9.85 si 0 mediand de
(ME=9). Continutul de macrofage a variat intre 0 si 27, reflectand o distributie heterogend in
functie de caz. In contrast, zona stromei peritumorala (CD68pt) a inregistrat o densitate medie mai
mare a macrofagelor diferenta situdndu-se la limita semnificatiei statistice (16.3+16.1, ME=13;
p=0.05). Valorile determinate in aceastd zond de asemenea, intr-un interval larg, cuprins intre 0 si
36. Analizand asocierile statistice In functie de localizare, am observat ca in zona intratumorala
(CD68it) corelatiile cu caracteristicile tumorale nu au atins pragul de semnificatie statistica
(1:=0.25, p=0.15). In schimb, in zona peritumorala (CD68pt), aceste asocieri au atins pragul de
semnificatie statistica (rs=0.38, p=0.05) (Figura 23).
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Figura 23. Repartizarea limfocitelor CD68" in carcinomul mamar asociat cu DZT2.
Nota. Se evidentiaza o densitate medie semnificativ mai crescutd a macrofagelor CD68™ in
stroma peritumorald (16.3+16.1; Me=13) comparativ cu zona intratumorala (10.61+9.85; Me=9)
(p=0.05), sugerand o acumulare preferentiala peritumorala.

Evaludrile statistice realizate au evidentiat existenta unor corelatii pozitive semnificative
intre continutul macrofagelor intratumorale si varsta pacientelor (rs=0.40, p=0.02) precum si cu

extinderea nodald a neoplasmului (pN) (rs=0.42, p=0.01). Totusi, alte caracteristici tumorale,
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precum gradul de diferentiere (rs=-0.22, p= 0.13), expresia HER2 (rs=-0.15, p=0.22) si alti
parametri analizati (4dnexa 15), nu au atins pragul de semnificatie statistica. O tendinta similara a
fost observata si in cazul macrofagelor din stroma peritumorald: unde asocierile dintre CD68pt si
expresia markerului HER2 (r.=0.29, p=0.07) precum si prezenta invaziei limfovasculare (LV) (rs=-

0.25, p=0.09) nu au atins pragul de semnificatie statistica de 95%.
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Figura 24. Repartizarea numerica a principalelor subpopulatii celulare imunofenotipice in
carcinomul mamar asociate cu DZT2.

Nota. Graficul ilustreaza distributia numerica a celulelor CD3", CD4", CD8", CD34", CD45",
CD56" si CD68" la nivel intratumoral (it) si peritumoral (pt). Analiza descriptiva evidentiaza o
distributie eterogena pentru markerii CD3", CD4", CD8" si CD68" se observa valori mai ridicate
ale parametrilor de tendintd centrald in compartimentul peritumoral, in timp ce pentru markerii
CD34", CD45" si CD56", atét valorile mediane, cat si variabilitatea, sunt mai crescute in
compartimentul intratumoral.

Corelatiile statistice dintre markerii imunohistochimici analizati in cancerului mamar
asociat cu diabet zaharat. Analiza corelatiilor dintre markerii imunohistochimici a evidentiat
existenta unor relatii statistice variate Intre parametrii analizati. A fost evidentiatd coexpresia
receptorilor hormonali, reflectata printr-o corelatie pozitiva foarte puternica si semnificativa din
punct de vedere statistic Intre ER si PR (rs=0.78, p=0.001). Acest tipar este specific subtipurilor
Luminale, in special Luminal A, care. sunt asociate cu un prognostic favorabil si un raspuns
terapeutic bun la tratamentul endocrin. Mentinerea acestei corelatii chiar si in prezenta diabetului
sugereaza pastrarea functionalitatii axului hormonal tumoral, ceea ce poate reprezenta o
oportunitate terapeutica relevanta. Pe de alta parte, a fost evidentiata o relatie inversa intre indicele
de proliferare celulara (Ki67) si expresia receptorilor PR (rs=0.49, p=0.007), ceea ce sugereaza o
tranzitie catre un fenotip tumoral mai agresiv, caracterizat prin pierderea expresiei PR si

intensificarea activitatii mitotice. Aceastd asociere dintre diminuarea expresiei PR si cresterea
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indicelui Ki67 reflectd un status biologic tumoral mai instabil si un risc prognostic crescut, posibil
influentat de dereglarile metabolice caracteristice diabetului zaharat.

Un alt aspect relevant il reprezintd corelatia pozitivd semnificativa dintre indicele de
proliferare Ki67 si expresia HER2 (rs=0.52, p=0.004), sustinand caracteristicile biologice agresive
ale tumorilor HER2", cunoscute printr-o activitate proliferativa crescuta. in contextul diabetului
zaharat, aceastd asociere ar putea reflecta existenta unei interactiuni patologice Iintre
hiperinsulinemie, inflamatia cronicd si expresia crescutd a unor oncogene precum HER2,
contribuind la accentuarea comportamentul invaziv al tumorii. In ceea ce priveste celelalte
corelatii analizate, nu au fost identificate relatii semnificative din punct de vedere statistic intre
indicele de proliferare Ki67 si expresia receptorilor ER (rs=0.30, p=0.12), precum nici intre
expresia HER2 si markerii hormonali (HER2 vs ER: rs=0.05, p=0.80; HER2 vs PR: rs=0.29,
p=0.13). Rezultatele obtinute sugereaza ca, In acest subgrup de paciente, expresia HER2 se
mentine relativ independenta de axul hormonal, iar activitatea proliferativa nu este strans corelata
cu expresia receptorilor estrogenici, aspecte ce pot reflecta o heterogenitate biologica tumorala
crescuta.

Cu toate acestea, intensificarea proliferdrii tumorale, asociatd cu pierderea expresiei PR si
cu supraexpresia HER2 contureaza un fenotip caracterizat printr-un grad crescut de agresivitate
biologica (4nexa 16).

4.4. Evaluarea corelatiilor dintre markerii imunitatii celulare si potentialului angiogen in
tumorile mamare cu si fara DZT2 asociat.

Carcinomul mamar fara diabet zaharat. Evaluarea asocierilor dintre markerii inclusi in
studiu a evidentiat existenta mai multor relatii statistice semnificative, sugerand prezenta unor
interactiuni celulare complexe la nivelul stromei intratumorale si peritumorale.

Astfel continutul total de celule T intratumorale (CD3it) a corelat pozitiv cu CD4it (r=0.48,
p=0.01), ceea ce sugereaza un raspuns imun, predominant mediat de limfocitele T helper.
Totodatd, a fost identificatd o corelatie pozitivd semnificativd intre CD3it si CDS8it (r=0.62;
p=0.01). Corelatia pozitiva dintre continutul limfocitelor T si densitatea vasculara intratumorala
(r=0.43; p=0.01) sugereaza ca intensificarea potentialului angiogen poate fi asociatd cu o prezenta
crescutd a limfocitelor T Tn microambiantad tumorala. Corelatia pozitiva semnificativa dintre CD3it
si CD68it (r=0.60; p=0.01) sugereaza o posibila conlucrare intre limfocitele T si macrofage in
microambiantd tumorala.

Corelatiile pozitive semnificative dintre CD3pt si CD4pt (r=0,36; p=0,03), respectiv dintre
CD3pt si CD45pt (r=0.40; p=0.02), sugereaza existenta unui proces de recrutare leucocitara

accentuata la nivel peritumoral, din care o proportie importanta este reprezentata de limfocitele T.
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Un alt rezultat relevant a fost identificarea unei corelatii pozitive semnificative intre CD4it
si CD34it (r=0.59, p=0.01). Aceasta asociere indica faptul ca o vascularizatie intratumorald mai
intensa se insoteste de o prezentd numerica crescutd a limfocitelor T helper, sugerand existenta
unei interactiuni functionale intre compartimentul vascular si cel imun la nivelul microambiantei
tumorale. Gradul de vascularizare intratumorald, evaluat prin expresia (CD34it) s-a asociat cu
variatii ale numarul macrofagelor CD68it identificate la nivelul parenchimului tumoral. De
asemenea, a fost evidentiatd o corelatie pozitivd semnificativd Intre gradul de vascularizare
intratumorald CD34it si continutul celulelor din stroma peritumorala CD56pt (r=0.36, p=0.03).
Aceastd asociere sugereazd supra expresia existenta unei relatii bidirectionale intre
compartimentul vascular tumoral si infiltratul de celule NK peritumorale, in cadrul careia
intensificarea angiogenezei poate fi Insotitd de o prezentd crescutd a celulelor cu potential
antitumoral, iar activitatea acestora ar putea influenta, la rdndul sau, remodelarea vasculara
tumorala.

Continutul limfocitelor T helper din stroma peritumorala (CD4pt) a corelat pozitiv cu
densitatea limfocitelor T citotoxice intratumorale (CD8it) (r=0.31, p=0.05), sugerand existenta
unei relatii functionale intre compartimentul imun peritumoral si rdspunsul citotoxic intratumoral.
Corelatia negativa dintre densitatea limfocitelor T citotoxice si numarul de vase peritumorale
(CD34pt) (r=—0.34; p=0.03) sugereazd o posibila relatie inversd intre infiltratul citotoxic si
potentialul angiogen peritumoral. Un alt marker analizat, CD68it, a prezentat o corelatie pozitiva
puternica cu continutul limfocitelor T intratumorale CD3it (r=0.60, p=0.01), sugerand existenta
unor interactiuni stranse intre populatiile macrofagice si limfocitare T la nivelul microambiantei
tumorale.

Carcinomul mamar asociat cu DZT2. Analiza datelor obtinute, a evidentiat o serie de
corelatii statistice relevante, care contribuie la o intelegere mai aprofundata a interactiunilor dintre
sistemul imun si microambianta tumorald, modificata in contextul dereglarilor metabolice induse
de DZT2. Astfel, continutul de celule CD3" din compartimentul intratumoral a prezentat corelatii
pozitive semnificative statistic cu subpopulatiile CD4it (r=0.46, p=0.01) si CD8it (r=0.48, p=0.01).
Asocierea pozitiva dintre CD3it si CD68it (1=0.49; p=0.01) sustine ipoteza unei conlucrari
sinergice Intre celulele imune, sugerand un rol potential al macrofagelor in medierea raspunsului
imun antitumoral prin recrutarea limfocitelor T in compartimentul intratumoral. In plus, numarul
celulelor (CD3it) a prezentat o corelatie pozitiva, semnificativa statistic cu continutul total de
leucocite CD45pt din stroma peritumorald (r=0.38, p=0.02). Aceastd asociere sugereazd ca
infiltratul limfocitar T intratumoral este influentat de gradul de infiltrare imuna a stromei
peritumorale, evidentiind interdependenta dintre compartimentele tumoral si peritumoral in

organizarea raspunsului imun. De asemenea, s-a evidentiat o corelatie pozitivd, semnificativa
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statistic, intre CD3it si CD34it (r=0.38; p=0.02), sugerand ca un grad mai ridicat de vascularizare
intratumorald poate facilita recrutarea si infiltrarea limfocitelor T in compartimentul tumoral.

La nivelul stromei peritumorale, markerul CD3 a prezentat corelatii pozitive, semnificative
statistic cu subtipurile sale, CD4pt (1=0.32, p=0.04) si CD8pt (r=0.37, p=0.02).

Continutul celulelor CDSit a prezentat o corelatie pozitiva, semnificativa statistic, cu gradul
de vascularizare intratumorald evaluat prin (CD34it) (r=0.49, p=0.01), sugerand ca intensificarea
proceselor angiogenice poate favoriza afluxul limfocitelor T CD8+ cu potential citotoxic in
compartimentul tumoral. Corelatia pozitiva semnificativa statistic, dintre CDSit si CD68it (r=0.45,
p=0.01) reflecta o asociere semnificativa intre infiltratul macrofagic si cel al limfocitelor T CD8"
cu potential citotoxic, sugerand implicarea unor mecanisme complexe de interactiune in medierea
raspunsului citotoxic antitumoral. De asemenea, populatia limfocitelor T CD8" intratumorale a
prezentat o asociere pozitiva, semnificativa statistic, cu continutul celulelor CD56" din stroma
peritumorald (CD56pt) (r=0.41; p=0.01), sugerand existenta unor interactiuni functionale, posibil
de tip paracrin, intre limfocitele T citotoxice si celulele NK.

La nivelul stromei peritumorale, celulele NK (CD56") au prezentat o corelatie pozitiva,
semnificativa statistic, cu prezenta vaselor intratumorale evaluate prin CD34it (r=0.44; p=0.01),
sugerand ca reteaua vascularad tumorala poate constitui o poartad de acces pentru infiltrarea celulelor
imune, inclusiv a celor provenite din compartimentul peritumoral. In plus, numairul vase
intratumorale a crescut proportional cu nivelul CD68it (r=0.51, p=0.01), fapt ce subliniaza, ca
macrofagele pot contribui la remodelarea microambiantei tumorale, si pot influenta infiltrarea
celulelor imune prin intermediul neoangiogenezei. Nivelul celulelor CD56pt din stroma
peritumorala a inregistrat o asociere pozitiva, semnificativa statistic, cu CD68it (r=0.50, p=0.01),
ceea ce presupune existenta unor interactiuni functionale la distantd intre celulele NK si
macrofage.

Un alt aspect relevant a fost reprezentat de asocierea pozitiva, semnificativa statistic, dintre
CD45pt si CD8it (1=0.34, p=0.04), sugerand ca infiltratul leucocitar peritumoral poate influenta

nivelul celulelor T citotoxice in compartimentul intratumoral.

In sumar:

l. Glanda mamard normald dispune de un repertoriu complex de celule implicate in
mentinerea imunitatii locale. Studiul efectuat a evidentiat prezenta mai multor populatii celulare
cu rol imun atat la nivel stromal, cat si epitelial al glandei mamare neafectate. Astfel, s-a constatat
ca limfocitele CD3" si CD8" sunt localizate predominant in stroma glandulara, in timp ce celulele
CD4" si CD56" sunt identificate mai frecvent la nivelul epiteliului glandular.

2. In carcinomul mamar neasociat cu DZT2, se contureaza un model distinct de infiltrare
imund tumorald. Rezultatele obtinute indica o infiltrare predominant intratumorald a limfocitelor

CD3" si CD8", in timp ce celulele CD4" si leucocitele CD45" sunt mai abundente in stroma
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peritumorald, sugerand un rol potential al acestui compartiment in organizarea si modularea
microambiantei tumorale.

3. In contextul dereglarilor metabolice induse de DZT2, se constati modificari semnificative
ale distributiei si continutului numeric al celulelor imune in compartimentele tumoral si
peritumoral. Analiza a demonstrat un continut numeric mai redus al celulelor CD8" si CD68" la
nivel intratumoral comparativ cu stroma peritumorala. In schimb, vascularizatia evidentiatd prin
markerul CD34", precum si celulele NK (CD56"), au fost mai frecvent identificate in stroma
conjunctiva peritumorald, sugerand existenta unor mecanisme adaptative compensatorii,

caracterizate prin intensificarea angiogenezei si a activitatii efectoare a celulelor NK.
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5. CARACTERIZAREA EXPRESIEI MARKERILOR HORMONALI (ER, PR),
HER2 SI Ki67 iIN GLANDA MAMARA INTACTA SI IN CARCINOMUL
MAMAR

In cancerul de san, expresiile markerilor pentru ER, PR, HER2 si Ki67 reprezinti
caracteristici cheie ale tumorii si sunt baza prognosticului predictiv [23,235,236]. Pe de alta parte,
DZT2, o afectiune metabolicad cronica, este asociat cu un risc crescut de inflamatie sistemica si
modificari profunde, severe ale microambiantei tumorale, ceea ce ar putea modifica si expresia
receptorilor sus-mentionati de catre celule canceroase.

5.1. Caracteristica cazurilor de control

Studiile in domeniu ce tin de histologia glandei mamare, in special la femeile aflate in
menopauza, evidentiaza importanta receptorilor hormonali in mentinerea arhitecturii si
functionarii acestui tesut. Acesti receptori, in special pentru estrogen (ER) si progesteron (PR),
sunt cei mai mediatizati, fiindca sustin dezvoltarea si functionarea glandei in norma sau prezinta o
verigd importanta in tratamentul antihormonal al carcinomului.

In glanda mamara neafectati, receptorii ER au fost predominant localizati in celulele
epiteliale luminale ale ductelor si portiunilor secretorii, unde conform datelor literaturii regleaza
procesele de crestere si diferentiere [237]. Rezultatele existente subliniaza, ca odata cu instalarea
menopauzei, diminuarea nivelurilor de estrogen seric conduce si la reducerea expresiei receptorilor
omonimi.

Similar cu ER, receptorii pentru PR sunt localizati in celulele epiteliale luminale si sunt esentiali
pentru procesele de proliferare si remodelare tisulara [238]. In perioada menopauzei, odati cu
reducerea generala a activitatii hormonale expresia PR de asemenea scade semnificativ.

Pe masura trecerii in perioada de postmenopauza, glanda mamara sufera schimbari morfologice
profunde. Din cele descrise anterior in Capitolul 3, involutia tesutului glandular s-a manifestat
printr-o scadere a densitatii lobulilor si o crestere a proportiei de tesut adipos si conjunctiv.
Conform datelor literaturii, aceste transformadri reprezintd un raspuns al glandei la reducerea
stimuldrii hormonale [239-241]. Ca rezultat, tesutul epitelial al lobulilor a prezentat semne
distinctive de reducere a activitatii, ductele devenind mai Inguste, iar tesutul conjunctiv fibros mai
pronuntat, modificand densitatea parenchimului. Aceste schimbari morfologice induc modificari
si in expresia receptorilor hormonali, presupunand o reducere a expresiei receptorilor si ca rezultat

o sensibilitate hormonala mai diminuata (Figura 25).

86



I ; ; -
e ‘*—»\‘ ' :
Z i
D SO
8 G e
N O BTV L
» ¥ty % o . .”: . A
O .l 1 X
e Rt e
ot r‘s-‘m_h ".',:-/\ 4 A”'
v G I LT
5 o v Yy & o
B ALY b
, i TN 4 v
) > ‘ - § n Yo %
v 3 ¢ "‘h,__"u /i 2
¢ ) ._‘.»\ 248 N a1
o' . % - vle‘
'l e g s [ e |
" «*.50 ym - 17200 um r’ =58 %50 pm 200 um
i ol | [ o £ :
ER PR

Figura 25. Glandad mamara in norma. Celule tumorale imunomarcate pentru ER si PR.
Nota: Celule tumorale imunomarcate pentru ER: scor +2 (a) si PR, scor +3 dupa Allred (b).
Coloratie IHC, contracolorare cu hematoxilina Lille (20x).

5.2. Tumorile mamare fara DZT?2 asociat
media valorilor obtinute in lotul studiat fiind de 57.2%+41.6%. Analiza statisticd a evidentiat o
distributie larga si asimetrica, fapt sustinut de valoarea medianei (Me=80%). Expresia ER a variat
intre 0% s1 95%. Analiza statistica a pus 1n evidenta, ca la percentila 75%, in aproximativ un sfert
dintre cazuri, expresia ER a depasit 90%. La percentila 25%, circa 25% dintre cazuri au prezentat
valori de 0%, indicand absenta completa a expresiei receptorului.

In cadrul studiului am evaluat atat proportia celulelor care exprima receptorul (ERps), cét si
intensitatea acestei expresii (ERis), rezultatele fiind sumate intr-un scor total (ERts) pentru a oferi
0 imagine mai completa a profilului hormonal al tumorilor studiate.

Din totalul de 30 de cazuri, in 13 tumori (43.3%) nu am determinat prezenta receptorului
pentru ER, ceea ce inseamna ca aproape jumatate dintre tumorile NST analizate sunt hormon-
independente. In restul cazurilor, am observat o variabilitate semnificativd a nivelurilor de
expresie: In 6 cazuri (20%) s-a Inregistrat un nivel extrem de ridicat al receptorului ER (95%), iar
in alte 13 cazuri (43.3%) nivelul de expresie a fost de circa 90%.

Pentru o caracterizare mai detaliatd a expresiei ER, am aplicat scorurile ERps, ERis si ERts.
Analiza proportiei de celule pozitive (ERps), a pus 1n evidentd 28 de cazuri( 65.1%) cu un scor
maxim de 5. La aprecierea intensitdtii expresiei ER am determinat ca 23 de tumori (53.5%) au
prezentat o intensitate maxima de 3.

Trebuie de subliniat ca au fost descrise si 13 cazuri ( 30.2%) in care intensitatea ER a fost
evaluata cu zero, ceea ce Inseamna ca, desi unele tumori ar putea prezenta receptorul in proportie

mare, intensitatea acestuia poate fi foarte slaba.
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La evaluarea scorului total Allred (ts), care combind proportia de celule pozitive si
intensitatea de colorare, am determinat ca 14 tumori (32.6%) au obtinut un scor maxim 8, iar 16
cazuri (37.2%) au fost evaluate cu un scor de 7, ceea ce indica o expresie hormonala puternica si
relevanta din punct de vedere clinic.

Evaluarea expresiei PR a evidentiat valori medii mai scazute comparativ cu cele ale ER
(35.2+£35.01%), cu o Me de 30%. La percentila 75%, valorile PR nu au depasit 62.5%, iar la
percentila 25%, numeroase tumori au prezentat valori 0%. Trebuie Tnsd de mentionat, ca atat
valoarea maxima (95%), cat si valoarea minima (0%) pentru PR au coincis cu cele Inregistrate
pentru ER, insda distributia valorilor a fost semnificativ mai restransd pentru PR. Astfel,
aproximativ jumadtate dintre cazuri au prezentat o expresie a PR sub 30%, sugerand o potentiala
rezistenta la terapiile care vizeaza receptorii de progesteron. Analiza statistica a relatiei dintre ER
si PR, utilizand coeficientul de corelatie, a indicat o asociere pozitiva puternica (rs=0.74, p=0.001)
dintre cei doi receptori. Din aceste date rezulta, ca desi receptorii in cauza pot coexista in celulele
tumorale, ER este expresat cu predilectie de catre carcinomul NST, comparativ cu PR. Per
ansamblu, datele obtinute indicad faptul ca tumorile NST sunt in majoritate hormon-dependente,
prezentand o expresie semnificativa a ER, aspect care sustine utilizarea acestuia ca tintd terapeutica
in cadrul terapiei antihormonale.

Utilizdnd o abordare complexd, am cuantificat prezenta si intensitatea expresiei PR prin
intermediul scorurilor PRps, PRis si PRts (Allred scor).

Datele obtinute au pus In evidentd o expresie variabila a receptorului PR, cu o medie a
valorilor de 35.2%=+35%. Astfel, distributia a fost una neuniforma, expresia variind de la absent la
intens pozitiv. Aproximativ 37.2% dintre cazuri nu au prezentat nici o expresie detectabila vizual
a PR (valoare inregistrata ca 0%). In ceea ce priveste distributia scorurilor, Me a fost de 30%, iar
percentila 75% a indicat o valoare de 62.5%, ceea ce sugereaza ca doar un grup minor de tumori
prezintd PR. In 4 cazuri( 9.3%) circa 60% din celulele tumorale au expresat PR, iar 90% din
celulele tumorale PR" au fost descrise in 3 cazuri (7%). Trebuie de mentionat cd in 16 cazuri
(37.2%) celulele tumorale au fost completamente PR negative.

Pentru a obtine o perspectiva mai detaliata asupra profilului hormonal, am cuantificat scorul
total PRts, care combina rezultatele PRps si PRis. Media scorului total per grup a fost de 4+3.2 si
o Me de 5. Un scor null al expresiei PR fost obtinut in 15 cazuri( 34.9%). Pe de alta parte, scorurile
elevate (PRts=7 si 8) au fost mai rare, fiind descrise In Scazuri ( 9.3%) din cazuri. Astfel rezultatele
in cauza indica o expresie redusa a PR Tn majoritatea cazurilor de tumori NST, in contrast cu ceea
ce am observat pentru ER, unde expresia a fost mai frecventa si evaluatad ca una puternica.

Pe langa evaluarea expresiei receptorilor hormonali, a fost analizat si markerul activitatii

proliferative a celulelor tumorale sau Ki67. Analiza distributiei valorilor Ki67 a ardtat o
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variabilitate semnificativa a nivelurilor de expresie. Media procentuala a valorilor Ki67 a constituit
35.2%+19%, ceea ce reflecta o variabilitate 1naltd a activitatii mitotice In tumorile studiate.
Mediana, situata la 35%, sugereaza ca 13 dintre cazuri prezinta o rata de proliferare celulara egala
sau mai mare decat acest nivel. Analiza percentilelor de 15% si 50% a pus 1n evidenta o distributie
asimetrica, cu o concentrare mai mare a cazurilor la valori medii si nalte. De asemenea, analiza
intervalului de valori, cuprins intre un minim de 10% si un maxim de 70%, a sustinut prezenta
unei heterogenitati crescute a activitatii proliferative in cadrul tumorilor NST. Cea mai frecvent
intalnita valoare a Ki67 a fost de 60%, observata in 7 cazuri(16.3%). Pe de alta parte, valorile
scazute cum ar fi de 10% s1 15%, apropiate de pragul de pozitivitate (14%) au fost observate cate
14 cazuri (33%). Valorile intermediare (20% si 50%), au fost intalnite fiecare in 4 cazuri (9.3%),
subliniind faptul cd majoritatea tumorilor au activitate proliferativd moderata. Aceastd distributie
neuniformad a valorilor Ki67 sugereaza o diversitate largd in comportamentul proliferativ si clinic
al tumorilor analizate.

Caracteristica de bazd a tumorilor mamare a necesitat si evaluarea expresiei HER2,
consideratd a fi una variatd. Me a constituit 1, cu valori cuprinse intre O (absenta expresiei HER2)
si 3 (expresie Tnaltd). Percentila 25% a fost de 1, iar percentila 75% de 2, sugerand ca majoritatea
cazurilor au o expresie redusd a acestui marker. Distributia scorurilor HER2 a evidentiat
predominanta scorului +1, identificat in 20 de cazuri (46.5%), sugerand o expresie joasd a
markerului HER2, interpretati ca negativa conform criteriilor clinice curente. In alte 9 cazuri
(20.9%) a fost inregistrat scorul ,,0”, de asemenea considerate negative. In 6 cazuri (14%) acest
marker a fost evaluat cu un grad intermediar, echivoc (+2). In contrast, 8 cazuri (18.6%) au
prezentat scor HER2 +3, corespunzator unei expresii intense si asociat, potrivit literaturii de
specialitate, cu un grad inalt de agresivitate tumorala. Astfel, datele prezentate indica ca
majoritatea tumorilor de tip NST 22 cazuri (81.4%) au o expresie diminuata sau absentd a HER2.

Rezultatele privind expresia ER, PR, Ki67 si HER2 sugereaza existenta unei heterogenitati
pronuntate in cadrul tumorilor mamare. Pentru a obtine o imagine completd asupra structurii
carcinoamelor mamare si posibilelor interactiunii moleculare am evaluat si asocierile statistice.
Astfel, rezultatele au indicat o corelatie pozitivda puternicd intre ER si PR (rs=0.67, p=0.001).
Aceasta asociere este importantd, deoarece indica ca tumorile care sunt ER" tind sa fie si PR".

In schimb, relatia dintre ER si HER2 a fost apreciati ca foarte slaba (r,=-0.09, p=0.31),
sustinand ideea cd acesti receptori activeazd independent unul fatd de altul. Aceasta sugereaza ca
expresia ER si amplificarea HER2 sunt, in general, independente una de cealalta, fapt des Intalnit
in tumorile de sin, unde statusul HER2" este de multe ori asociat cu un profil hormonal negativ.
Astfel, pacientii cu tumori ER™ si HER2" ar necesita terapii tintite anti-HER2, si mai putin terapii

hormonale.
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O alta observatie importanta a fost absenta unei corelatii semnificative statistice intre ER si
Ki67 (rs=-0.11, p=0.29). Acest rezultat indica faptul ca expresia receptorului pentru estrogen nu
rata de proliferare a tumorilor ER". Altfel spus, prezenta ER, cunoscut pentru efectele sale
proliferative nu garanteaza dezvoltarea de tumori agresive si.

Corelatiile dintre PR si HER2 (rs=-0.04, p=0.42), PR si Ki67 (r:=-0.06, p=0.39) au fost de
asemenea, foarte slabe si nu au atins cote semnificativ statistice, confirmand ca expresia
receptorului pentru progesteron pledeaza in favoarea unor tumori mai putin agresive. Aceasta
sustine observatia c¢d tumorile PR™ si HER2" reprezinta profile distincte, ceea ce poate avea
implicatii asupra prognosticului si al rdspunsului la tratament.

In ceea ce priveste relatia dintre HER2 si Ki67, analiza statistica a pus in evidenti o corelatie
pozitiva slaba (rs=0.18, p=0.17). Desi aceasta nu a atins cote statistic semnificative, tendinta
pozitivd poate reflecta faptul ca tumorile cu expresie ridicatd de HER2 tind sa aiba o ratd de
proliferare mai mare.

Astfel, analiza corelatiilor markerilor tumorali relevd asocierea pozitivd a ER si PR,
sustinand utilizarea terapiilor hormonale in tumorile estrogen/ progesteron pozitive. In schimb,
restul markerilor nu prezintd corelatii semnificative statistic, ceea ce indica faptul cad acestia
variazd independent si contribuie fiecare, in mod unic, la caracterizarea tumorii. Aceste rezultate
subliniazd importanta unei abordari multidimensionale in evaluarea profilului tumoral, utilizind
ER, PR, HER?2 si Ki67, ceea ce va asigura alegerea strategiei terapeutice personalizate si va oferi
un prognostic precis pentru fiecare pacienta.

5.3. Fenotipul tumorilor mamare NST asociate cu DZT?2

In cadrul acestui lot de paciente, am observat ci tumorile in cauzi sunt preponderent
hormonal-dependente. Analiza cantitativa a expresiei ER a pus in evidentd o variabilitate
considerabild, media constituind 60.2%+37.8%. Totodata, Me de 80% sugereaza ca majoritatea
dintre tumorile studiate sunt ER pozitive. In plus, percentila 75% a pus in evidenti ca in 8 cazuri,
tumorile au fost intens ER pozitive (90%). Pe de alta parte, in cazul percentilei de 25%, un sfert
dintre tumori au avut valori ale ER sub 32.5%.

Analiza expresiei receptorului pentru progesteron, spre deosebire de ER, a pus in evidenta
un profil diferit, unde media valorilor a fost de 39.7%+38.3%, cu o Me de 35%, expresia osciland
0-95%. In timp ce Me de 75% prezinta ca doar 33.3% dintre cazuri (10 cazuri) au avut o expresie
ER de peste 80%, Me 25% indica o absentd completd a receptorului in 36.7% dintre cazuri (11
cazuri), subliniind astfel frecventa mare a tumorilor PR".

Receptorii pentru ER si PR s-au dovedit a fi dependenti unul de altul, cel putin statistic, unde

s-au determinat asocieri pozitive, inalte (rs=0.77, p=0.01). Trebuie Insad de subliniat, ca desi exista
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o corelatie semnificativa intre ER si PR, nivelul de expresie al PR este considerabil mai scazut
decat cel al ER (p=0.00084). Rezultatele in cauzad indicd ca tumorile asociate cu DZT2 sunt
preponderent hormon-dependente, iar sensibilitatea la tratamentul corespunzator va fi dictatd de
prezenta cu predilectie a receptorului pentru estrogen.

Ulterior am evaluat expresia ER folosind scorurile ERps, ERis si scorul total Allred pentru
ER. Astfel am constatat, ca in 7 cazuri (23.3%) nu a fost detectata nici-o o celuld ER pozitiva.

Analiza ERps, care evalueaza proportia celulelor ER pozitive, a permis sa concluzionam, ca
18 cazuri (60%) au obtinut valoarea maxima de 5, ceea ce indica ca tumorile in cauza abunda in
receptori pentru estrogen, totusi, in restul de 11 cazuri (40%), expresia ER a fost sub nivelul
maxim, cu o distributie variabild: 7 cazuri (24 %) au prezentat absenta completd a receptorilor
(scor 0), 2 cazuri (6 %) au obtinut scorul 4, iar cate un caz a Inregistrat scorurile 3 s1 2 (2,5 %
fiecare). In ceea ce priveste intensitatea expresiei (ERis), 8 tumori (26.7%) au prezentat
intensitatea maxima de 3, in timp ce 7 cazuri (23.3%) au avut o intensitate evaluati cu 0. In ceea
ce priveste scorul total Allred ER, care combina proportia celulelor pozitive si intensitatea lor, 8
tumori (26.7%) au obtinut scorul maxim de 8, iar 10 (33.3) au fost inregistrate cu un scor de 7,
indicand la o expresie hormonald puternica si clinic relevantd pentru tratamentul tintit.

Identic cu ER, am evaluat si expresia receptorului pentru PR. Rezultatele obtinute au
evidentiat o variabilitate considerabild in expresia acestui receptor, cu o distributie neuniforma
intre cazuri. In 11 cazuri (37.9%) nu a fost detectati nici-o celuld PR pozitiva. In schimb, in 7
cazuri (24.1%) tumorile au fost scorificate ca PRts=7, iar in 4 cazuri (13.8%) au atins scorul maxim
de 8, indicand o expresie puternica a PR. In ceea ce priveste proportia celulelor pozitive (PRps),
11 tumori (37.9%) au atins valoarea maxima de 5. Totusi, acest rezultat a fost contrastat de
nivelurile scazute observate in 13 cazuri (44.83%), care au prezentat scoruri de 2 sau mai mici,
reflectand o expresie slaba sau absenta a receptorului pentru PR.

La evaluarea intensitatii expresiei (PRis), 4 tumori (13.8%) au prezentat valori maxime 3, n
timp ce in 11 cazuri (37.9%) intensitatea a fost egald cu zero, ceea ce indica ca, desi receptorul
poate fi prezent, activitatea acestuia poate fi considerata nula. In ceea ce priveste scorul total PRts,
media a fost de 3.9+3.4, iar Me egala cu 5, sugerand o expresie moderatd in majoritatea cazurilor.
Percentila 25% a fost egald cu 0, in timp ce percentila 75% a fost de 7, sugerand o intensitate
moderatd 1n cazurile pozitive. Valoarea maxima a fost 8, iar valoarea minima de 0, subliniind
variatia pronuntatd a expresiei PR 1n tumorile NST asociate cu DZT?2.

In cazul markerului Ki67, rezultatele au pus in evidenti o variabilitate semnificativa in
activitatea mitoticd a tumorilor analizate. Media procentuala a valorilor Ki67 a fost de 30.6%+
17.8%, cu o Me de 27.5%. Evaluarea percentilelor a evidentiat o distributie asimetrica a datelor:

percentila 25% a fost de 20%, iar percentila 75% de 40%, ceea ce sugereazd o concentrare a
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tumorilor in intervale moderate de activitate proliferativd. Valorile Ki67 determinate in acest
studiu au variat de la un minim de 7% la un maxim de 80% celule activ proliferative. Cea mai
frecventa rata in functie de pragul de 20%, de trecere: astfel, 22 de cazuri (76%) au prezentat o
expresie Ki67>20%, ceea ce sugereazd o ratd de proliferare crescutd si un potential biologic
agresiv; n schimb, 7 cazuri (24%) au avut valori sub 20%, reflectand o activitate mitoticd mai
diminuata. Astfel, rezultatele obtinute indica la existenta unei variabilitati marcate in activitatea
proliferativa a tumorilor NST, in pofida dereglarilor metabolice induse de DZT?2.

Pentru o caracterizare completd a tumorii, am evaluat si expresia HER2. Astfel Me a fost
egald cu 1, la valori care au oscilat intre 0 (absenta expresiei HER2) si 3 (expresie inaltd).
Percentila 25% a fost de 0, iar percentila 75% de 1.75, ceea ce sugereaza ca majoritatea cazurilor
au o expresie redusa a acestui marker. Distributia valorilor HER2 a demonstrat ca scorul 1 a fost
intalnit, in 11 cazuri (36.7%). In alte 11 cazuri (36.7%) tumorile au fost HER2 negative, iar 3
cazuri (10%) au inregistrat scorul HER2 +2. In schimb, 5 cazuri (16,7%) au obtinut scorul +3,
semnaland o expresie ridicata si asociatd cu o agresivitate tumorald mai mare. Astfel, putem
constata cd in 25 cazuri (83.3%) celulele tumorale au prezentat o expresie absentd sau scazuta a
HER?2, in timp ce 16.7% au indicat o expresie inalta, sugerand o agresivitate mai mare a acestor
tumori.

Ulterior am analizat interactiunile dintre markerii tumorali evaluand asocierile dintre ER,
PR, HER?2 51 Ki67. Astfel, rezultatele au pus 1n evidenta asocieri puternice intre ER si PR (1:=0.78,
p=0.001). In contrast, asocierea statistica dintre ER si HER2 a fost considerati ca foarte slaba si
nesemnificativa statistic (rs=-0.05, p= 0.40). Apropiata de pragul statistic scontat, a fost corelatia
negativa dintre ER si Ki67 (r:=-0.30, p=0.06). Astfel, acest rezultat sugereaza ca tumorile cu o
expresie crescutd de ER tind sa aiba un indice de proliferare mai scazut. Identic, aproape de pragul
statistic propus a fost si asocierea PR cu HER2 (1r:=-0.29, p=0.07), ceea ce indica faptul ca celulele
tumorale progesteron pozitive tind sd nu expreseze HER2. Aceeasi relatie de sens negativ, insa
statistic semnificativa a fost inregistrata Intre PR si Ki67 (rs=-0.49, p=0.001). Aceasta indica faptul
ca tumorile PR+ tind sa fie mai putin agresive.

In ceea ce priveste relatia dintre HER2 si Ki67, rezultatele au pus in evidentd o corelatie
pozitiva moderat-puternica (rs=0.52, p=0.001), rezumand ca tumorile cu expresie ridicata a HER2
au o rata inaltd de proliferare.

In sumar, rezultatele acestui studiu indica faptul ¢ tumorile NST asociate cu DZT2 sunt
preponderent ER si PR pozitive, ceea ce sugereaza utilizarea terapiilor antihormonale. Totodata,
expresia HER2 1n cazul acestor tumori este asociatd cu un indice proliferativ Ki67 inalt, ceea ce

implicd un comportament mai agresiv al tumorii. La polul opus, am dovedit statistic (rs=-0.44,
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p=0.018), cé carcinoamele PR tind sa aiba un Ki67 diminuat, ceea ce sugereaza un comportament
mai putin agresiv al tumorii.
5.4. Caracteristica comparativa a tumorilor mamare, cu si fira asocierea DZT2

Pentru determinarea variatiilor posibile dintre cazurile de carcinom, cu sau fara asocierea DZT?2
am utilizat un sir de teste de comparatie, in urma cérora am determinat o serie de diferente in expresia
markerilor tumorali utilizati.

In cazul receptorului pentru estrogeni (ER), am constatat ci tumorile din lotul non-diabetic au o
medie a expresiei de 572%+41.6%, cu o Me situatd la 80% si o percentild de 90%. Aproximativ 30.2%
dintre aceste tumori nu au exprimat ER deloc. Corelatia dintre ER si receptorul pentru progesteron
(PR) in acest grup a fost pozitiva si puternica (r;=0,74, p=0.001), sugerand o coexistenta frecventd a
acestor receptori in tumorile hormon-dependente. In contrast, in lotul diabetic, media expresiei ER a
fost usor mai mare (60.2%+37.8%), iar proportia tumorilor ER™ a fost mai mica (23.3%). Corelatia
dintre ER si PR a fost, de asemenea, puternica (r;=0.77, p=0.01), indicand o sensibilitate hormonala
pronuntata si in acest grup.

Referitor la receptorul pentru progesteron (PR), expresia medie in lotul fard diabet a fost de
35.2%+35.2%, cu o Me de 30% si o percentila superioara de 62.5%, iar aproximativ 37.2% dintre
cazuri nu au exprimat deloc acest receptor. Corelatia cu indicele Ki67 in acest lot a fost nesemnificativa
(1=-0.06). In schimb, in lotul diabetic, expresia medie a PR a fost aparent (p=0.78) usor mai mare
(39.7%+38.3%), iar procentul de cazuri fara expresie a fost similar (37.9%). Totusi, aici am observat
o corelatie negativa moderata si semnificativa statistic intre PR si Ki67 (rs=-0.49, p=0.001), sugerand
ca tumorile PR" au o rata de proliferare mai scazutd, ceea ce poate reflecta un comportament mai putin
agresiv in prezenta diabetului.

In ceea ce priveste activitatea proliferativi, masurati prin expresia markerului Ki67, am remarcat
diferente intre cele doud grupuri. In lotul non-diabetic, media a fost de 35.2%+19%, cu 0 Me la 35%
si o percentila superioara de 50%. Corelatia cu HER2 in acest lot a fost nesemnificativa (r,=0.18). in
contrast, in lotul diabetic, activitatea proliferativa a fost usor (p=0.06) mai scazutd, cu o medie de
30.6%+17.8% si 0 Me de 27.5%, sugerand o ratd de proliferare mai redusa. Totodata, corelatia dintre
HER?2 si Ki67 in acest grup a fost pozitiva (r:=0.52, p=0.001), indicand o tendinta a tumorilor HER2+
de a avea un comportament mai agresiv atunci cand sunt asociate cu diabetul. Expresia markerului
HER2 nu a prezentat diferente majore (p=0.12) intre cele doud grupuri. In lotul non-diabetic, 46.5%
dintre cazuri au avut un scor HER2 de egal cu +1, iar 18.6% dintre tumori au fost HER2" (scor de +3).
In lotul diabetic, aceste proportii au fost usor mai mici, de 36.7% cu scor HER2 de +1 si 16.7% fiind
HER2". Desi procentul de cazuri cu expresie ridicatd a HER2 (scor de +3) este similar intre grupuri,
corelatia cu Ki67 inregistrata in lotul diabetic sugereaza ca tumorile HER2" din acest grup sunt mai

prolifice si pot avea un comportament mai agresiv.
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Concluziile acestui subcapitol pun in evidenta cateva aspecte cruciale cu importantd predictiva.
Astfel, tumorile mamare NST, cu sau fara asociere cu DZT2 majoritar sunt hormon dependente. Insa,
conform eseurilor statistice, lotul cu DZT2 tinde si fie mai sensibil la influentele hormonale. In al
doilea rand, desi diferenta dupa activitatea proliferativd nu a atins cote semnificative (p=0.226),
asocierea statisticd puternicd intre HER2 si Ki67 sugereaza cd tumorile HER2" pot avea un
comportament mai agresiv in prezenta dereglarilor metabolice induse de DZT2 (r,=0.52, p=0.004).
5.5. Structura si fenotipul molecular al carcinomului mamar.

Subtipurile au fost structurate in baza expresiei markerilor hormonali (ER, PR), HER2 si Ki67,
conform recomandarilor existente in literatura [231].

Subtipurile moleculare in carcinoamele mamare fara DZT2. Analiza incidentei subtipurilor
moleculare n lotul initial de paciente a indicat o distributie variatd. Subtipul Luminal B/HER2-negativ
a fost cel mai frecvent, identificat in 21 de cazuri (48.8%), urmat de Triplu-negativ, inregistrat in 9
cazuri (20.9%). Subtipul Luminal B/ HER2" a fost intalnit in 5 cazuri (11.6%), urmat de Luminal A in
4 cazuri (9.3%). Cel mai rar subtip observat a fost HER2" descris in 3 cazuri (7%).

Profilul molecular al tumorilor asociate cu DZT2. Analiza incidentei subtipurilor moleculare a
pus in evidenta faptul cd subtipul Luminal B/HER2™ predomina numeric, fiind identificat in 17 din 29
de cazuri (58.6%). Urmatorul, subtipul Triplu-negativ a fost observat in 5 cazuri (17.2%). Subtipurile
Luminal A si Luminal B/ HER2" au fost inregistrate fiecare in 3 cazuri (10.3%). Cel mai rar intalnit a
fost subtipul HER2" observat intr-un singur caz (3.5%).

Caracteristica comparativd. in cadrul analizei comparative a subtipurilor moleculare ale
carcinomului mamar la paciente cu si farda DZT2, am comparat distributia subtipurilor in cele doua
loturi pentru a evalua daca prezenta diabetului influenteaza profilul tumoral. in urma evaluarilor
statistice am determinat ca subtipurile moleculare ale tumorilor NST nu sunt influentate de DZT2
(p=0.48) (Anexa 8).

In sumar:

1. Tumorile mamare de tip NST expreseaza predominant receptorul pentru estrogen, incidenta
caruia (70%) este mai mare decat pentru progesteron (35%) (r.=0.67, p=0.0001). Aceste tumori per
general (18.6%) sunt HER2" si active mitotic;

2. Carcinoamele mamare asociate cu DZT2 de asemenea expreseaza cu predilectie ER (60%) fata
de PR (39.7%), (r=0.78, p=0.0001). Tumorile in cauza sunt frecvent Ki67 active (media per grup
30.6%) si HER2 (16.7%);

3. Subtipul Luminal B/HER2" este cel mai frecvent intalnit atat la pacientele cu carcinom fara
diabet (48.8%), cat si la cele cu DZT2 asociat (58.6%). Tumorile HER2" sunt cel mai rar intilnite in
ambele grupuri;

4. Dereglarile metabolice induse de DZT2 influenteaza incidenta subtipurilor moleculare.
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6. INFLUENTA DEREGLARILOR METABOLICE DIN DZT2 ASUPRA
STATUTULUI IMUN CELULAR LOCAL DIN CARCINOMUL MAMAR

Datorita cresterii incidentei ambelor afectiuni, DZT2 si carcinom mamar la nivel mondial,
acest subiect devine tot mai important pentru pacient si medic [1,13,15]. Coexistenta acestor boli
poate sa influenteze evolutia si asa nefastd a ambelor maladii, punand accent pe modificarea
expresiei markerilor tumorali si activitatea sistemului imun [23,235].

Datele din literatura indica faptul, cd diabetul zaharat poate afecta expresia receptorilor
hormonali in cancerul mamar, observandu-se o posibila tendinta de crestere a fenotipurilor cu
expresia pozitivd a receptorilor pentru ER si PR [223,242]. In opinia autorilor aceasti influenti
poate modifica semnificativ abordarile terapeutice si prognosticul. Pe de alta parte, exista rapoarte
contradictorii privind legatura dintre DZT2 si incidenta crescutd a expresiet HER2in cancerul
mamar [28]. Aceasta asociere complicata ar putea fi explicatad prin alterarea cailor de semnalizare
ale insulinei, care sunt frecvent modificate in DZT2. In plus, DZT2 este cunoscut prin faptul ci
induce o stare de inflamatie cronicd, care poate transforma TME, influentand astfel progresia
cancerului mamar.

Un alt aspect de interes este modul in care densitatea si tipul limfocitelor tumorale infiltrative
(TILs) pot fi afectate de prezenta DZT2 [2,5,6], Aceastd observatie subliniazd legatura profunda
dintre starea metabolicd indusa de diabet si raspunsul imun al organismului la tumoare. Totodata,
rezistenta la tratament dezvoltatd in contextul coexistentei cancerului mamar si DZT2 complica si
mai mult prognosticul. Ideile lansate in spatiul medical sustin ca diabetul zaharat are potentialul
de a altera eficacitatea terapiilor anticanceroase uzual utilizate, cum ar fi terapia hormonala si
chimioterapia [17,236,243]. Rezultatele in cauzd sustin necesitatea de a dezvolta abordari
personalizate a tratamentului pentru pacientii cu DZT2 si carcinom mamar, tinand cont de starea
generald de sanatate si de prezenta comorbiditatilor [235,236].

Rezultatele expuse in studiul nostru au pus in evidenta relatii statistice, specifice in cazurile
cu diabet asociat. Initial, dupa cum si era de asteptat, corelatia dintre prezenta diabetului si nivelul
seric al glucozei (rs=0.74) a fost una pozitiva. Totusi, relatia dintre prezenta diabetului si
caracteristicile tumorale, precum stadiul tumorii (pT) si implicarea limfonodala (pN), a fost relativ
slabd, sugerand ca impactul metabolic al diabetului asupra progresiei cancerului nu este
semnificativ. In sustinerea acestei idei vine si corelatia slabd intre nivelul de glucoza si stadiul
tumorii (pT). Insa la asocierea diabetului am observat o crestere a invaziei limfovasculare (LVI)
si perineurale (PN), ceea ce sugereaza o posibila implicare a dereglarilor metabolice in progresia
si diseminarea tumorii.

Interesant este faptul cd gradul de diferentiere a cancerului nu a prezentat corelatii statistice

semnificative cu celelalte variabile din acest grup.
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Si daca morfologic nu au fost determinate diferente multiple dintre grupuri, acestea s-au
manifestat in cazul markerilor celulari. Astfel, expresia pentru ER si PR, a fost influentata de
prezenta DZT2. In cercetarea noastri, cazurile cu diabet s-au asociat mai frecvent cu subtipurile
Luminal (ER" si PR"). Acest fapt sugereazd cd diabetul poate modifica raspunsul la terapiile
hormonale, astfel avand implicatii semnificative In managementul clinic al acestor pacienti, idee
sustinuti si de alte date din literaturd [244,245]. In cazul studiului curent, incidenta tumorilor ER+
a fost de 60.2% la cei cu diabet, comparativ cu 52.2% la cei non-diabetici, in timp ce expresia PR
a fost 35.2% la non-diabetici vs 39.7% la diabetici. Aceste date sustin rezultatele anterioare. De
exemplu, Berstein ef al. (2010) si Bronsveld ef al. (2017) au determinat, ca pacientii cu diabet au
prezentat tumori ER™ in 60% comparativ cu 40% la cei non-diabetici, iar expresia PR a fost de
50% fata de 30% in grupul non-diabetic [246]. Un argument prezentat de Wu ef al. (2015, 2017)
referitor la influenta diabetului asupra markerilor hormonali sunt rezultatele conform carora
pacientii cu diabet au o incidentd mai mare a cancerului mamar luminal, care dupd definitie este
asociat cu o expresie crescutd a ER si PR [180,247], observatie confirmata si in studiul nostru unde
Luminalele au constituit 59.5% la non-diabetici vs 68.9% la diabetici. Totusi trebuie de mentionat
ca existd date care sustin cd influenta diabetului asupra markerilor hormonali nu este atat de
directd. Drept exemplu, Michailidou et al. (2013) si ulterior Kuol ef al. (2022) au afirmat, ca desi
existd anumite asocieri statistice Intre diabet si cancerul mamar, mecanismele prin care DZT2 ar
putea afecta expresia ER si PR nu sunt inca descifrate [248,249]. Mai mult, Barr et al. (2011) care
au investigat expresia receptorilor pentru ER, nu au determinat asocieri plauzibile la prezenta
diabetului, ceea ce limiteaza aplicabilitatea concluziilor lansate anterior [250]. In plus, Kim et al.
(2012) care nu au abordat direct influenta diabetului asupra subtipurilor de carcinom mamar, ci au
discutat despre clasificarea acestora la asocierea DZT2, face ca referinta sa nu fie pe deplin
relevanta pentru discutia privind raspunsul la terapiile hormonale in context diabetic [251]. De
asemenea, este important de mentionat ca, n opinia lui Stevens et al. (2012) si Michailidou et al.
(2013), dar si 1n studiul nostru, nu toti pacientii cu diabet, dezvolta tumori ER+, ceea ce sugereaza
ca alti factori, precum predispozitia genetica sau stilul de viata, pot influenta rezultatele [249,252].

Complexitatea problemei se agraveaza la prezentarea argumentelor care sustin ca diabetul
poate avea un impact negativ asupra eficacitdtii terapiilor hormonale. Crispo et al. (2016) au
raportat cd diabetul influenteaza negativ prognosticul pacientilor cu carcinom mamar, iar prezenta
acestuia poate fi asociatd cu o rezistentd mai mare la tratamentele hormonale. Aceasta sugereaza
ca exista interactiuni complexe intre metabolismul glucozei si mecanismele de actiune ale
hormonilor [253].

Astfel, in sumar, datele studiului nostru si cele din literatura de specialitate sugereaza ca

diabetul zaharat influenteazd expresia markerilor hormonali In cancerul mamar, in special in
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subtipurile ER" si PR", ceea ce poate avea implicatii majore in managementul clinic al acestor
pacienti. Totusi, aceasta influentd este mult mai complexa si poate varia in functie de alti factori
clinici si biologici.

Analizand activitatea proliferativa, am constatat anumite diferente ce tin de expresia Ki67 la
pacientii cu carcinom mamar si diabet zaharat. Per total, Ki67 reprezinta un marker de proliferare
celulard, iar nivelurile sale ridicate sunt asociate cu un prognostic nefavorabil [185].

Pacientii din cohorta noastra cu diabet au prezentat o expresie a Ki67>14% in proportie de
9,5%, comparativ cu lotul non-diabetic, unde frecventa a fost de 10,3%. Aceste diferente nu au
atins pragul de semnificatie statistica (p = 0.91), sugerdnd o distributie relativ omogend a
activitatii proliferative inalte Intre cele doud grupuri, indiferent de statusul metabolic.

Trebuie Insd de mentionat ca existd studii care sustin ideea ca diabetul poate exacerba
cresterea tumorald si riscul de recurenta [254,255]. Astfel, Hashmi ez al. (2019) au demonstrat ca
un index Ki67 crescut este frecvent intalnit in subtipurile agresive de carcinom mamar, cum ar fi
cele HER2" si Triplu-negative, asociate cu un comportament clinic mai agresiv si o ratd mai mare
de recidiva [177]. Studiul recent efectuat de catre Sun ef al. (2022) a pus 1n evidenta faptul ca, desi
diabetul este corelat cu un prognostic mai slab, aceastd asociere poate fi influentatd si de alti
factori, precum tratamentul antidiabetic si stilul de viatd. De exemplu, Tobe et al. (2022) au
evidentiat cd pacientii diabetici cu insulinorezistentd au un prognostic mai slab, subliniind
importanta unei abordari complexe in tratamentul cancerului mamar, care sa ia in considerare si
controlul medicamentos cu metformina sistematic al diabetului [243,246,256].

HER?2 si Ki67 reprezintd markeri esentiali ce caracterizeaza tumorile mamare. Conform
datelor literaturii, pozitivitatea HER2 este observata in aproximativ 11.5% - 13.9% dintre cazurile
de carcinom mamar. In studiul nostru, pacientii cu DZT2 si pozitivitate HER2 au prezentat 13.8%,
comparativ cu pacientii non-diabetici cu HER2+, care au constituit 19%. In unele studii, pacientii
cu carcinom mamar HER2+ asociat cu diabetul zaharat au avut un prognostic mai nefavorabil fatd
de cei fard diabet. Rezultatele Tn cauzd sustin ca diabetul poate influenta expresia HER2,
contribuind la un comportament tumoral mai agresiv. Drept exemplu, Kucukzeybek (2024)
sustine, cd inflamatia cronicd din DZT2 poate contribui la un comportament tumoral mai agresiv
in cancerul mamar [234,236,257]. Ideea in cauza este sustinutd si de studiile lui Pottgen et al.
(2015), care au determinat, ca un index Ki67 crescut este frecvent Intdlnit in subtipurile agresive
de carcinom mamar, inclusiv cele HER2+ [258], iar eterogenitatea intratumorald a expresiei HER2
poate influenta raspunsul la tratamentele anti-HER2. Rye et al. (2018) au subliniat ca modificarile
in statutul HER2 pot complica evaluarea prognostica, fapt ce sugereaza ca pacientii cu diabet care
prezintd o expresie heterogena a HER2 ar putea beneficia de o abordare terapeutica personalizata

[259]. Desi exista dovezi ca diabetul poate influenta negativ evolutia cancerului mamar HER2",
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nu toate studiile sustin o asociere consistentd. De exemplu, Liu et al. (2023) au raportat ca pacientii
cu carcinom mamar HER2" nu au prezentat diferente semnificative in supravietuire in functie de
prezenta diabetului, sugerdnd ca alti factori, cum ar fi tratamentele utilizate, pot influenta
rezultatele [260].

Influenta diabetului zaharat asupra prognosticului pacientilor cu carcinom mamar HER2"
reprezintd un subiect complex si controversat. in cazul studiului nostru, am observat o serie de
interactiuni relevante intre cele doud afectiuni. Unul din aceste aspecte tine de influenta diabetului
asupra comportamentului tumorilor HER2". Trebuie de mentionat insa, ca in cazul pacientilor
diabetici am identificat o proportie semnificativ mai mare de celule Ki67 pozitive [261].
Diferentele observate subliniaza necesitatea unor studii suplimentare.

Evaluarea profilului hormonal al tumorii a permis personalizarea tratamentului,
imbundtdtind si prognosticul, aceste rezultate sunt in concordantd cu cele raportate de Leong &
Zhuang (2011), care au subliniat importanta monitorizarii continue a acestor markeri pentru
ghidarea optimi a tratamentului [262]. Pe de alti parte, existd si date contradictorii. In studiul
realizat de Liu et al. (2018), a fost evidentiat faptul ¢ pacientii cu tumori ER", dar PR", pot
dezvolta o forma de rezistenta la tratamentele endocrine, in special la modulatoarele receptorilor
de estrogen [263]. In mod similar, alte studii au aritat ci pacientii cu profil hormonal mixt
(ER'/PR") nu raspund intotdeauna la fel de bine la terapiile hormonale comparativ cu cei care
exprimd ambii receptori [262, 264]. Aceste observatii sugereazd cd prezenta ER si PR nu este
intotdeauna un indicator complet fiabil al succesului terapeutic, si cd pot exista mecanisme
suplimentare care contribuie la dezvoltarea rezistentei la tratament [262, 264]. Cu toate acestea,
Inkov et al. (2016) sugereaza ca pacientii la care se atesta pierderea PR, desi prezintad un risc mai
mare de rezistenta la terapia endocrind standard (precum tamoxifenul), ar putea totusi sd raspunda
la inhibitorii de aromataza sau la terapiile combinate care vizeaza caile de semnalizare alternante
(PI3K/Akt/mTOR). Aceasta observatie subliniaza necesitatea unei profilari moleculare detaliate
Evaluarea subtipurilor moleculare in contextul DZT2 reprezinta un aspect relevant al studiului
nostru, cu implicatii prognostice si de management clinic. Subtipurile B-like, caracterizate prin ER
si/sau PR pozitive, HER2 pozitiv si Ki67 mai mare de 14%, sunt asociate in literatura cu un risc
mai mare de recurentd si o supravietuire mai slabd comparativ cu subtipurile A-like, care sunt ER
si PR pozitive, HER2 negative si Ki67<14% [265]. Importanta acestei distinctii rezidda in
observatiile lui Shao et al. (2018) si Abubakar et al. (2019). Acestia au raportat trdsdturi clinice
comparabile pentru subtipurile A-like si B-like, insd au demonstrat ca prognosticul este
considerabil mai nefavorabild in cazul pacientilor cu profil B-like [266,267]. Pe de o parte,

argumentele in favoarea acestei corelatii sunt sustinute de datele din literatura de specialitate, care
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sugereaza ca subtipurile B-like sunt mai agresive si raspund diferit la tratamentele standard. De
exemplu, studiile de specialitate sustin cd pacientii cu subtip B-like au o ratd mai mare de recidiva,
ceea ce subliniazd necesitatea unor strategii terapeutice personalizate [268]. In studiul nostru,
persoanele cu diabet au prezentat o prevalentd mai mare a subtipurilor B-like, sugerand un
potential impact negativ al DZT2 asupra prognosticului. in cohorta analizati, proportia tumorilor
B-like a fost de 58.9% in randul cazurilor diabetice, comparativ cu 50% in grupul non-diabetic,
sustinand astfel observatiile anterioare [269]. Pe de alta parte, exista si date care indica ca nu toate
subtipurile B-like sunt afectate Tn mod egal de prezenta diabetului. Drept exemplu, Shao et al.
(2018) au determinat, ca pacientii cu subtipuri A-like pot avea, de asemenea, un prognostic mai
rezervat la asocierea diabetului, in special in cazul in care exista si alte comorbiditati [267]. Acest
lucru sugereaza, ca impactul diabetului asupra prognosticului cancerului mamar poate varia in
functie de caracteristicile individuale ale pacientilor si de tipul specific de cancer. Similar, Bosco
et al. (2011) sugereaza ca preparatele antidiabetice, cum ar fi metforminul, pot avea un efect
protector asupra evolutiei cancerului mamar, ceea ce complica interpretarea rezultatelor [270].

Astfel, asocierile dintre diabetul zaharat si subtipurile moleculare de carcinom mamar, in
special B-like si A-like reprezinta un subiect complex si deseori controversat. Desi exista dovezi
ca subtipurile B-like sunt asociate cu un prognostic mai slab, impactul diabetului asupra acestor
subtipuri poate varia in functie de caracteristicile individuale ale pacientilor si de tratamentele
utilizate. Aceasta complexitate subliniazd necesitatea unor studii suplimentare pentru a intelege
mai bine interactiunile dintre diabet si tumorile mamare. Pe de alta parte, este important sa se
recunoascd si limitdrile studiilor efectuate. De exemplu, clasificarea subtipurilor de carcinom
mamar poate fi influentatd de variabile precum varsta pacientului, stadiul bolii si tratamentele
anterioare, ceea ce poate complica interpretarea rezultatelor. De asemenea, este esential sa se ia in
consideratie faptul cd nu toate tumorile, chiar de acelasi subtip molecular se comportd in mod
uniform, iar heterogenitatea biologicd poate afecta rdspunsul la tratament as pune o sursa
bibliografica.

Relatia dintre gradul histologic, subtipurile moleculare si markerii predictivi in cancerul
mamar ramane un subiect complex si controversat.

Determinarea gradului histologic reprezintd un aspect esential al agresivitatii tumorilor.
Conform datelor literaturii, tumorile bine diferentiate (G1) constituie aproximativ 15.8%-19.1%,
cele moderat diferentiate (G2) 54.2%-54.8%, iar tumorile slab diferentiate (G3) se intalnesc in
21.7%-23.7% din cazuri [271]. Bloom si Richardson au demonstrat ca gradul histologic, evaluat
prin diferentierea nucleara si infiltrarea limfocitara, este un predictor semnificativ al prognosticului
in cancerul mamar [272]. Aceste date au fost confirmate de Kurozumi et al. (2023) care au

determinat, ca gradul histologic influenteaza raspunsul la tratamentele neoadjuvante, in special in
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cazul pacientilor cu cancer HER2" [273], iar Wang ef al. au evidentiat ca evaluarea histologica
este esentiald pentru aprecierea riscurilor [274].

Studiul realizat de Zhen et al. (2017) a pus in evidenta asocieri importante dintre Nottingham
Prognostic Index, gradul histologic si subtipurile moleculare, evidentiind cad expresia pozitiva a
receptorilor hormonali si un indice Ki67<14% sunt asociate cu un prognostic favorabil [275]. De
asemenea, Wojnar et al. (2010) au observat o corelatie pozitiva Intre expresia markerilor
proliferativi, cum ar fi Ki67, MCM-2 si gradul histologic al tumorilor, sugerand ca tumorile cu
grad inalt (G3) au o activitate proliferativd mai mare [276]. Mamoor et al. (2022) recent au
determinat, ca subtipurile Bazal-like sunt asociate cu un grad histologic mai ridicat si cu un
prognostic mai rezervat [277]. Rezultatele lui Kurozumi ef al. (2023) sugereaza, ca caracteristicile
moleculare ale tumorilor pot influenta nu doar gradul histologic, ci si raspunsul la tratamentele
specifice, cum ar fi chimioterapia [273]. De asemenea, Rakha et al. (2008) au demonstrat ca gradul
histologic, conform sistemului Nottingham, este un predictor puternic in cancerul invaziv [278].

Pe de alta parte, exista studii care contrazic aceste date, sugerand ca gradul histologic nu este
intotdeauna un predictor fiabil al prognosticului. De exemplu, Desmedt et al. (2008) au determinat,
ca semnaturile biologice asociate cu rezultatele clinice depind de subtipurile moleculare, iar gradul
histologic poate si nu ofere informatii complete despre prognostic in anumite subgrupuri [279]. In
plus, studiile lui Ma ef al. (2008) sugereaza ca raportul HOXB13/IL17BR poate oferi informatii
prognostice suplimentare in cancerul ER", independent de gradul histologic [280].

In studiul nostru, am observat ca pacientii cu diabet zaharat au avut o proportie mai mica de
tumori G3 (27.6%) comparativ cu pacientii fard diabet (37.2%). Aceasta observatie particulara,
care pare a contrasta cu unele asteptari privind agresivitatea indusd de diabet, necesita o analiza
mai aprofundatd in contextul Intregului profil clinico-patologic si molecular al lotului studiat.
Conform datelor lui Pal si Gupta (2016) corelarea gradului histologic cu alte caracteristici clinice
ramane problematica. Conform autorilor, acestea pot influenta deciziile terapeutice si conduce la
tratamente inadecvate pentru pacienti [281]. De asemenea, studiile lui Kurozumi et al. (2023)
sugereaza cd microARN-urile asociate cu gradul histologic pot oferi o perspectiva mai buna asupra
raspunsului la tratamentele neoadjuvante, ceea ce indica faptul cd gradul histologic, de unul singur,
poate sa nu fie suficient pentru a prezice rezultatele clinice [273].

Un alt aspect important tine de markerii predictivi, care pot varia semnificativ in functie de
subtipul molecular. In acest context, expresia PD-L1 a fost asociati cu un grad histologic inalt si
cu o densitate crescutd a limfocitelor infiltrante tumorale, sugerand, conform studiului realizat de
CD et al. (2021), un prognostic mai favorabil in subtipurile HER2" [282]. Insa Kim et al. (2017)
au determinat [283], ca expresia PD-L1 nu a avut o semnificatie prognostica in toate subtipurile

HER2", ceea ce subliniaza complexitatea interpretarii acestor markeri [282]. Aceasté variabilitate
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sugereaza cd markerii predictivi nu sunt Intotdeauna fiabili in caracterizarea subtipurilor
moleculare.

Rezultatele studiului nostru indica faptul cd diabetul zaharat influenteaza caracteristicile
tumorilor mamare. Desi am observat o prevalentd crescutd a subtipului molecular Luminal B la
pacientele cu DZT2, traditional asociat cu un comportament mai agresiv, incidenta gradului
histologic G3 in studiul nostru a fost mai mica in lotul respectiv. Aceste date sugereaza ca diabetul
poate amplifica agresivitatea biologica a cancerului mamar prin anumite mecanisme (de exemplu,
favorizarea subtipului Luminal B), dar interactiunile sunt mult mai complexe si necesitd o
monitorizare continud a acestor factori. Integrarea gradului histologic si a subtipurilor moleculare
in planurile terapeutice poate facilita personalizarea tratamentelor pentru pacientii cu comorbiditati
metabolice.

Astfel, relatia dintre gradul histologic si subtipurile moleculare este una complexa; cu toate
acestea, 1n literatura de specialitate prevaleaza studiile ce evidentiaza gradul ca fiind un predictor
important al prognosticului si al rdspunsului la tratament.

Infiltrarea tumorii de catre limfocitele T, in special a subpopulatiilor CD3", CD4" si CDS8",
joaca un rol critic in modularea raspunsului imun antitumoral. Aceste celule sunt responsabile de
coordonarea si eficacitatea raspunsului imun, iar studiul lor in TME poate oferi perspective
importante asupra prognosticului. In cancerul mamar, densitatea acestor limfocite variazi si in
functie de factorii sistemici, precum diabetul zaharat si de particularititile tumorale, cum ar fi
gradul histologic [261,284].

In cazul celulelor T CD3", rezultatele studiului nostru au pus in evidenta populatii numerice
diferite a acestora in functie de coexistenta diabetului si gradul tumorii, sustinand ideile anterioare
din literatura [48, 49]. Date similare cu rezultatele altor studii au fost obtinute in cazul celulelor T
CD4" si CD8" [75,76].

Limfocitele T CD4" sunt considerate a avea un rol de sustinere in orchestrarea raspunsului
imun. In studiul lui Li ef al. (2023), ele au fost clasificate in diverse subtipuri, inclusiv celule Th1,
care stimuleaza activitatea altor limfocite si Tregs, care suprimd activitatea imund [285]. Dupa
Wang ef al. (2021), echilibrul dintre aceste subpopulatii este crucial fiindca o crestere a Tregs in
TME poate conduce la o diminuare a rdspunsului antitumoral, deoarece acestea inhiba si activitatea
limfocitelor T efectoare [286]. Aceste date sugereaza ca in TME se produce un dezechilibru, cel
putin cantitativ, al populatiilor de celule imune [287].

Problema devine mai complexa, sustin Huang et al. (2015) si Tawfeik et al. (2020), fiindca
limfocitele CD4" joacd un rol dual in TME. Conform autorilor, populatia Tregs, cunoscutd pentru
capacitatea de a suprima raspunsurile imune si de a promova progresia tumorii, poate domina

numeric [287-289]. Astfel, studiile in cauza au demonstrat ca un raport dezechilibrat intre celulele
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CD4" efectoare si Tregs poate conduce la dezvoltarea unui mediu imun supresor, favorizand astfel
dezvoltarea tumorilor [288, 289]. Mai mult, nu doar numarul acestor celule este important. Dupa
Huang et al. (2015) si Liu et al. (2014) incidenta numerica a celulelor CD4" poate fi asociatd cu
rezultate clinice duale in functie de starea lor functionald si de contextul imun general [288, 290].

In studiul dat, am identificat o asociere statisticd moderati dintre numarul celulelor CD4" si
prezenta diabetului, ceea ce sugereaza cd aceastd interactiune necesitd studii addugatoare.
Rezultatele anterioare prezentate de Hinshaw & Shevde (2019) si Jiao X et al. (2022), sugereaza
ca hiperglicemia poate duce la o crestere a numarului de Tregs si la o scadere a activitatii celulelor
T citotoxice, ceea ce poate contribui la un mediu favorabil pentru progresia tumorii [291, 292].
Aceasta sprijind ideea ca pacientii cu diabet pot prezenta raspunsuri imune diferite in contextul
cancerului mamar, ceea ce ar putea conduce la prognostice diferite si va necesita optiuni
terapeutice individualizate.

In cercetarea dati, la pacientii cu DZT2, populatiile limfocitare au inregistrat variatii
numerice sugestive, ceea ce necesiti continuarea studiilor. In mod particular, in ceea ce priveste
densitatea limfocitelor T citotoxice (CDS8it), a fost observata o tendinta de diminuare a continutului
CDS8it la pacientele cu DZT2 (15.2+11.3; mediana 13.5) comparativ cu cele non-diabetice
(17.5+13.4; mediana 19.5).

In afara de factorii sistemici, cei locali la fel pot influenta nemijlocit statutul imun. Astfel,
CAFs pot influenta infiltrarea cu celule T. De exemplu, studiul realizat de Koeck et al. (2017) a
demonstrat cd fibroblastele pot promova infiltrarea limfocitelor T CD8" activate, sugerand ca
interactiunile dintre celulele stromale si limfocitele T sunt cruciale pentru raspunsul imun
antitumoral [34]. Autorii sustin ca citokinele produse in cadrul TME pot influenta recrutarea si
activarea subpopulatiilor de limfocite T[34]. Celulele CD8" sunt extrem de relevante si in
contextul cancerului mamar. Densitatea crescutd a celulelor T CD8" observatd in studiile
anterioare este asociatd cu un prognostic mai favorabil [85, 89, 293, 294], fapt sustinut si de
Nedergaard et al. (2007) care sugereaza ca prezenta acestui infiltrat reprezintd un indicator
important al unui raspuns imun eficient [295].

Dupa Le et al. (2010), limfocitele T CD8" sunt esentiale pentru distrugerea celulelor
tumorale, iar eficienta procesului depinde de capacitatea de a infiltra tumora si de a recunoaste
antigenele tumorale prezentate prin intermediul moleculelor MHC. Studiile in cauzd au
demonstrat, ca niveluri sporite ale limfocitelor T CD8" sunt corelate cu un prognostic mai favorabil
in diverse tipuri de cancer, inclusiv mamar [296]. Dar, pe de alta parte, TME poate crea un mediu
imun supresor care limiteaza infiltrarea cu limfocite T si functia acestora [287]. Datele recente
indicd cd anumite componente ale TME, cum ar fi CAFs si TAMs, pot remodela matricea

extracelulard Intr-un mod special, ceea ce Tmpiedica infiltrarea cu limfocite T [297]. Aceasta
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remodelare creeaza o bariera care limiteaza accesul limfocitelor T la celulele tumorale, facilitand
astfel progresia tumorii si evaziunea imuna. In plus, prezenta limfocitelor Tregs in TME dupa
studiul lui Wang et al. (2021) poate suprima activitatea limfocitelor T efectoare, contribuind la un
mediu imun supresor [286]. Prezenta moleculelor reglatoare de checkpoint imun, cum ar fi PD-1
si CTLA-4, relateaza Blasi et al. (2020), poate inhiba functia limfocitelor T CD8", conducand spre
epuizarea si reducerea activitatii antitumorale [298]. In contrast, dupa definitia generala, reducerea
numarului de CD8" se echivaleaza cu imunosupresie, ceea ce poate accelera progresia bolii si
agrava prognosticul [83, 84, 140]. Rezultatele studiului nostru sustin dualitatea si complexitatea
rolului CD8". Astfel, am observat cd in tumorile G3 pacientii diabetici au avut 13.5 celule CD8"
vs 19.5 la non-diabetici.

Astfel, sumariznd, inflamatia cronica si modificarile metabolice asociate diabetului si
obezitatii pot afecta activitatea si recrutarea limfocitelor T in tumorile mamare [18, 299]. Acest
fenomen sugereaza ca procesele inflamatorii cronice legate de diabet pot compromite functionarea
sistemului imun in combaterea tumorilor. Desi densitatea sporitd a limfocitelor T in tumori este
privitd in general drept un indicator promitator, rezultatele controversate indicd la necesitatea
continudrii studiilor In domeniu pentru o mai buna intelegere a mecanismelor prin care cancerul
poate evita raspunsul imun si a modului in care diabetul influenteaza aceste interactiuni [36, 37,
78]. Standardizarea metodologiilor pentru evaluarea celulelor imune si o investigare mai profunda
a acestor interactiuni vor fi esentiale pentru dezvoltarea unor terapii mai eficiente, adaptate
caracteristicilor individuale ale fiecarui pacient.

Celulele CD45" si CD56" au fost identificate ca avand roluri importante pentru TME. In
contextul diabetului, aceste celule pot suferi modificari care afecteaza evolutia cancerului mamar.
In cadrul studiului curent, am investigat heterogenitatea celulelor CD45" si CD56" in
microambianta carcinomului mamar, evaludnd impactul acestora asupra progresiei tumorale.

CDA45, un pan-marker leucocitar, joaca un rol important in activarea si reglarea activitatii
imune. Acest marker s-a dovedit a fi si o tintd potentiald pentru noi strategii de imunoterapie.
Studiile indica, ca celulele CD45" sunt implicate in modularea raspunsului imun in diverse tipuri
de tumori, inclusiv mamare. Drept exemplu, Menyailo et al. (2022) au identificat ca, celulele
CD45" circulante au caracteristici moleculare distincte care le permit si evite supravegherea
imund, ceea ce contribuie la progresia tumorii [300]. Aceastd heterogenitate celulara poate
influenta nu doar evolutia cancerului, ci si raspunsul la terapiile imune. Unele cercetéri in domeniu
sugereaza, cd heterogenitatea celulelor CD45" nu este intotdeauna asociatd cu o progresie mai
rapida a cancerului. Astfel, Mati¢ et al. ( 2018) indica ca anumite subpopulatii de celule CD45"
pot avea efecte imuno-regulatorii care limiteaza progresia tumorii, ceea ce este contrar asteptarilor.

Aceasta sugereazd cd, in functie de contextul specific al tumorii si de interactiunile cu
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microambianta, heterogenitatea acestor celule poate avea efecte variate asupra evolutiei cancerului
[301]. Studiul recent efectuat de Han ef al. (2022) rezulta cu ideea ca celulele CD45", care includ
de fapt si limfocitele T, si celulele NK, pot media un raspuns imun eficient impotriva tumorilor.
Mai mult, a fost demonstrat c¢a inhibarea SRC-3 duce la recrutarea celulelor imune CD4", CD8" si
CD56" in tumorile mamare, generand o microambianta imuna favorabila, antitumorald, cu tendinta
clard de a suprima progresia neoplasmului [302]. In cercetarea noastrd, am observat ¢a pacientii
diabetici au prezentat o densitate medie a celulelor CD45" (43 celule/cAmp) usor mai mare
comparativ cu cei non-diabetici (40 celule/camp). Aceste rezultate sugereaza ca CD45 ar putea fi
utilizat nu doar ca marker pentru infiltratul imun, ci si ca o potentiald tintd pentru reactivarea
imunitatii tumorale, in ambele grupuri de pacienti. in alt studiu, prezentat de Raiter ez al. (2021),
a fost demonstrat ca reactivarea semnalizarii prin CD45 poate conduce la o crestere a activitatii
celulelor T-CD69" si NK-CD69", declansand in final apoptoza celulelor tumorale [303]. Aceasta
observatie sugereaza ca o infiltrare crescutd a celulelor CD45" si CD56" poate fi benefica in
combaterea cancerului mamar. Celulele CD56°, sunt cunoscute pentru functia lor citotoxica
impotriva tumorilor. Datele din literatura insa sunt contradictorii. Studiile recente arata ca
subpopulatiile imature de celule CD56°"8"CD16~ pot promova progresia tumorali prin activarea
celulelor stem canceroase utilizand semnalizarea pe cale Wnt [304]. Depletia acestor celule sau
inhibarea functiei lor ar putea reprezenta o strategie terapeuticd promitatoare pentru incetinirea
progresiei tumorale si optimizarea raspunsului la imunoterapiile actuale, precum agentii anti-PD-
L1. Interesant este faptul ca prezenta markerului CD56 a fost corelatd semnificativ cu expresia
receptorilor de estrogen (ER) p = 0,022, sugerand ca densitatea celulelor NK poate fi un indicator
indirect al unui prognostic mai favorabil in tumorile ER+ [305].

Acker et al. (2019) au concluzionat, cd celulele CD56" au capacitatea de a media
citotoxicitatea naturald impotriva celulelor tumorale. Insd, heterogenitatea acestor celule poate
influenta eficienta raspunsului imun. Astfel, existd date precum ca homodimerizarea CD56 este
asociatd cu o activitate crescutd a celulelor NK, ceea ce sugereaza ca expresia CD56 poate
imbunitati formarea conexiunilor imunologice citotoxice [306]. Insa, dupa Aloysius ez al. (2010),
in contextul cancerului colorectal, expresia CD56 nu este asociatd cu invazia tumorald sau
prognostic global favorabil, sugerand ca rolul sau poate fi limitat [307]. Deci, nu toate tipurile de
carcinom mamar pot raspunde similar la modificarile ce tin de expresia CD56. De asemenea, un
studiu realizat de Kerekes ef al. (2017) prezinta ca in tesuturile mamare cu modificari fibrochistice,
nivelurile de CD56 sunt semnificativ mai scdzute, ceea ce ar putea indica o capacitate redusa de a
media eficient raspunsurile imune [308]. Datele respective pun in evidenta ideea cd scaderea
expresiel CD56 nu este neapdrat un factor favorizant pentru progresia cancerului, ci mai degraba

o consecintd a modificarilor TME.
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La ziua de azi exista dovezi care sugereaza, cd diabetul poate compromite functia celulelor
CD45" si CD56". De exemplu, Siddiqui et al. (2022) au observat ca diabetul de tip 2 are un impact
negativ asupra caracteristicilor clinice ale pacientilor cu carcinom mamar, sugerand ca
mecanismele biologice asociate cu diabetul pot influenta negativ prognosticul cancerului [309]. in
plus, un studiu realizat de Tobe et al. (2022) indica ca pacientii cu diabet au un risc crescut de
aparitie si dezvoltare a cancerului mamar, ceea ce sugereaza ca conditiile metabolice pot afecta
negativ raspunsul imun. Aceste concluzii au fost legate diminuarea numarului de celule Totusi,
studiul nostru a demonstrat cd in DZT2 nu este vorba doar de o simpla scadere, ci de o distributie
alteratd: celulele NK se acumuleaza in stroma peritumorala (blocaj), fiind incapabile sd penetreze
tumora, ceea ce explicd lipsa controlului imun local.

Desi exista dovezi care indica ca heterogenitatea celulelor CD45" si CD56" poate influenta
progresia cancerului mamar, in special in contextul diabetului, interactiunile dintre aceste celule
s1 microambianta tumorald rdmén a fi neelucidate[310]. Din studiul nostru au derivat cateva
constatari: o densitate semnificativ mai mare a celulelor CD56" in zona peritumorala la pacientele
cu DZT2, corelata negativ cu markerii de agresivitate. Aceste observatii sugereaza ca diabetul
poate modula distributia si functia acestor celule imune.

Astfel, heterogenitatea celulelor CD45" si CD56" pare sa aiba un actiuni dublu, contribuind
atat la stimularea, cat si la inhibarea rdspunsului imun, in functie de contextul metabolic al
pacientului. Aceastd nuantare este sustinutd de studii anterioare, insd rezultatele noastre aduc
dovezi suplimentare privind modul in care diabetul poate amplifica influenta acestor celule asupra
evolutiei bolii.

Celulele CD34 pozitive, recunoscute pentru rolul lor esential in angiogeneza si regenerare
vasculara, au o contributie majora si in procesele de vascularizare a tumorilor si in dezvoltarea
metastazelor, conform studiilor realizate de Chen et al. (2013) si Gutiérrez et al. (2023), rezulta,
ca celulele CD34" joaca un rol crucial in angiogeneza tumorald, ceea ce poate influenta progresia
si metastazarea [311], [312]. In mod similar, Ch'ng et al. (2012) au evidentiat importanta acestui
marker pentru evaluarea potentialului metastatic al tumorilor sugerdnd ca densitatea
microvasculard crescutd sustin angiogeneza, care este esentiala pentru cresterea tumorilor si
metastazare [313]. Pe de alta parte, exista studii care contesta ideea ca celulele CD34" au un impact
semnificativ asupra progresiei cancerului mamar in special in contextul diabetului. De exemplu,
Nakayama et al. (2000) au sugerat, ca expresia CD34 poate varia semnificativ in diferite tipuri de
cancer si tumorile mamare prezinta asocieri diferite dintre celulele CD34" si progresia bolii [314].
In acelasi context, Rossini et al. (2012) au evidentiat ca celulele CD34", derivate din sangele
cordonului ombilical si transduse cu un vector adenoviral pentru a exprima TRAIL (TNF-related

apoptosis-inducing ligand), prezintd o activitate citotoxica semnificativd impotriva celulelor de
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carcinom mamar. Acest lucru sugereaza cd astfel de celule modificate ar putea fi utilizate ca
vehicule pentru livrarea terapiilor tintite, contribuind activ la supravegherea imuna si la inducerea
apoptozei tumorale [315]. Astfel, acest marker oferd o oportunitate terapeutica pentru utilizarea
celulelor CD34" in tratamentele tintite.

CD34 nu este exprimat exclusiv de celulele stem si cele angiogene. De exemplu,
fibroblastele CD34" in anumite cazuri pot avea un efect protector. Westhoff er al. (2020) au
observat cd disparitia fibroblastelor CD34" in cancerul lobular invaziv este asociatd cu un
prognostic mai slab, ceea ce sugereaza ca prezenta acestor celule poate fi benefica in anumite
contexte [100, 284].

In cazul studiului nostru, la pacientii cu diabet, am constatat ci expresia si functionalitatea
celulelor CD34 pozitive sunt profund afectate, ceea ce poate avea consecinte negative asupra
evolutiei cancerului mamar[287]. Pacientii diabetici au prezentat o capacitate redusa de regenerare
vasculard, iar raspunsul lor la tratament a fost semnificativ mai slab in comparatie cu pacientii fara
diabet [316,317]. Aceste rezultate sustin datele prezentate de Foca et al. (2023), care demonstreaza
ca diabetul influenteazad negativ functionalitatea celulelor CD34 pozitive, afectdnd posibil
mecanismele autocrine si paracrine responsabile de angiogenezi [234]. In plus, Lin et al. (2020)
sustin cd disfunctia vasculara la pacientii diabetici poate agrava progresia cancerului mamar prin
limitarea angiogenezei eficiente [316].

La moment existd un sir de evidente precum ca diabetul poate afecta numarul si functia
celulelor CD34". Fadini ef al. (2010) au concluzionat, cd pacientii cu diabet de tip 2 prezinta o
diminuare a numarului celulelor CD34" circulante, ceea ce poate influenta negativ capacitatea
organismului de a riaspunde la tumori [317]. In opinia autorilor, aceastd scidere a cantitatii de
celulele CD34" poate contribui la o progresie rapida a cancerului mamar in randul pacientilor
diabetici, deoarece aceste celule joacd un rol important in repararea tesuturilor si in raspunsurile
imune. In studiul nostru, am identificat variatii semnificative ale densititii microvasculare, ceea
ce indicd faptul cd interactiunea dintre carcinomul mamar si diabetul zaharat este mediata de
procese de angiogeneza intensificate Tn prezenta hiperglicemiei. Aceste evidente arata, cd diabetul
poate modifica TME prin diverse mecanisme, contribuind la un prognostic nefavorabil. In mod
similar, Chen et al. (2017) au subliniat, ca DZT?2 este asociat cu un risc crescut de carcinom mamar,
iar aceasta legatura este determinata de mecanismele care afecteaza angiogeneza si functionalitatea
celulelor CD34 [318]. Siddiqui et al. (2022) au confirmat, de asemenea, ca diabetul poate influenta
caracteristicile clinice ale pacientilor cu carcinom mamar, determindnd o evolutie mai rapida a
bolii [287,309]. Astfel, reiese ca nivelul celulelor CD34 pozitive poate servi drept biomarker util
in evaluarea riscului de recurentd si a progresiei bolii. Pacientii cu o densitate sporitd de celule

CD34 pozitive in tumorile lor au un risc mai mare de a dezvolta metastaze si un prognostic mai
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slab in comparatie cu cei cu o densitate scazuta de astfel de celule. Aceste constatari sunt sustinute
si de studiile lui Westhoff et al. (2020), care subliniazd importanta celulelor CD34 in predictia
evolutiei clinice a cancerului mamar [100].

Constatam, ca celulele CD34 pozitive joacad un rol complex si tot odatd ambiguu in cancerul
mamar, cu potential atat benefic, cat si distructiv, in functie de contextul microambiantei tumorale
TMA. In mod particular, aceste celule sunt implicate in procese critice precum angiogeneza,
sustinerea celulelor stem si remodelarea tesutului, contribuind la dezvoltarea si progresia
tumorilor. Determinarea 1n premiera a corelatiilor negative statistic semnificative dintre CD34it
precum gradul histologic, scorul Nottingham si indicele de proliferare Ki67 la pacientele cu DZT?2,
sugereazd o ,angiogenezad disfunctionald", unde densitatea numericd joasd a vaselor sangvine
poate fi asociatd cu un prognostic mai nefavorabil din cauza calitatii precare a acestora si a hipoxiei
induse. Diabetul, prin influentele sale metabolice, adauga o noud dimensiune acestor interactiuni
complexe, perturband echilibrul angiogenic si contribuind la imunosupresie. Este evident ca relatia
dintre celulele CD34", microambianti tumorala si diabet este una complicata. Intelegerea mai buni
a modului in care diabetul influenteaza functia celulelor CD34" in cancerul mamar va permite
dezvoltarea unor strategii terapeutice eficiente.

Macrofagele CD68" reprezinta celule controversate din perspectiva continutului si a functiei.
Unul din obiectivele acestei lucrari a fost de a intelege mai bine modul in care diabetul influenteaza
activitatea TAM-urilor si de a identifica posibile strategii terapeutice care sa tind cont de aceasta
comorbiditate.

Studiile recente i1n domeniu au demonstrat, ca densitatea celulelor CD68 pozitive difera
semnificativ la pacientii diabetici si cei non-diabetici. Muppala et al. (2020) au determinat, ca in
tumorile mamare la pacientii cu diabet, nivelurile de celule CD68" sunt semnificativ elevate, ceea
ce sugereaza o infiltrare mai intensd a macrofagelor in microambianta tumorald [319]. Acest
infiltrat poate fi asociat cu un raspuns inflamator exacerbat, care poate influenta progresia
cancerului. In literatura de specialitate, densitatea celulelor CD68 pozitive este discutati si in
contextul unor aspecte clinice si patologice. De exemplu, Abbasi ef al. (2023) au demonstrat ca
tumorile cu un grad histologic inalt au o densitate mai mare de celule CD68", sugerand o asociere
dintre inflamatie si agresivitatea tumorii [320]. Aceastd observatie este relevantd in contextul
pacientilor diabetici, care prezintd inflamatie sistemica, influentand posibil si densitatea celulelor
CD68" in tumorile mamare. De asemenea, Chen et al. (2023) au observat ca o densitate sporita a
CD68" este asociatd cu invazia vasculard si cu prezenta limfocitelor T infiltrate in tumoare, ceea
ce sugereaza cd aceste celule pot influenta microambianta tumorala si respectiv prognosticul [321].
Aceastd interactiune este deosebit de importantd n cazul diabeticilor, agravand situatia cu un

raspuns imun alterat.
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In contrast, studiul lui Abbasi et al. (2023) a evidentiat ci in cancerul mamar de grad inalt,
densitatea celulelor CD68 pozitive a fost invers asociatd cu expresia receptorilor hormonali,
sugerand ca tumorile cu caracteristici diferite pot prezenta nivele variate de infiltrare cu macrofage
[320]. Aceasta observatie sugereaza ca, desi pacientii diabetici pot avea o densitate mai mare de
macrofage CD68", caracteristicile intrinsece ale tumorii (precum profilul hormonal si gradul de
agresivitate) tumorii pot influenta raspunsul imun. Totodata, Buldakov et al. (2017) au observat
ca expresia CD68 a fost invers corelatd cu metastazele limfatice in cancerul mamar, indicand ca o
densitate mai mare de celule CD68 pozitive poate fi asociata cu un prognostic mai favorabil in
anumite contexte [322]. Aceasta sugereaza cd, in ciuda inflamatiei pronuntate observate la
pacientii diabetici, prezenta macrofagelor CD68 pozitive poate avea efecte variate asupra
progresiei tumorii. Datele sus-mentionate sunt in discordanta cu cercetarile efectuate de Medrek
et al. (2012) si Ni et al. (2019), care sugereaza ca infiltrarea masiva a macrofagelor in stroma
tumorala este asociata cu o invazie tumorald si o rata crescuta de metastazare, ceea ce indica o
corelatie directd dintre prezenta crescutd a celulelor CD68 si agresivitatea tumorala [323, 324].
Studiul nostru sustine aceasta idee, prezentdnd cateva corelatii dintre densitatea celulelor CD68"
si parametrii de agresivitate tumorald la pacientele cu DZT2, si anume:

- continutul celulelor CD68" intratumorale (CD68it) a corelat pozitiv si semnificativ

statistic cu extinderea nodala (pN) (rs=0.42, p=0.01);

- densitatea CD68" peritumorale (CD68pt) a corelat pozitiv si semnificativ statistic atat cu
activitatea mitotica (rs=0.44, p=0.01), cat si cu dimensiunea tumorii (pT) (rs=0.33,
p=0.04).

Datele in cauza subliniaza rolul pro-tumoral al macrofagelor in context diabetic, asociindu-
le cu factori cheie ai progresiei si agresivitatii cancerului mamar. Mai mult, aceastd concluzie este
sustinuta si prin faptul ca pacientii diabetici au avut o densitate mai mare de macrofage CD68
pozitive, comparativ cu pacientii non-diabetici. In special, am constatat o densitate medie a CD68it
de 10.61+9.85 celule/ camp la pacientele cu DZT2, fata de 9.5+7.5 celule/ cdmp la non-diabetice,
si CD68pt de 16.3+16.1 celule/ camp la DZT2, fatd de 12.4+12.2 celule/ camp la non-diabetice.
Aceste diferente sugereaza o infiltrare macrofagala mai pronuntata in caz de DZT2. Acest lucru
poate fi explicat prin prezenta inflamatiei sistemice, inclusiv si in tumoare, la pacientii cu diabet,
[325].

In opinia lui Muppala ez al. (2020), CD68it in conditii de hiperglicemie sunt activate si
contribuie la inflamatia cronicd, ceea ce poate agrava progresia cancerului [319]. Aceasta activare
a macrofagelor poate conduce la o secretie crescuta de citokine pro-inflamatorii, care pot influenta
negativ prognosticul pacientilor cu carcinom mamar. Pe de altd parte, dupa cum a fost mentionat

anterior, in studiul lui Chen et al. (2023), expresia CD68 este asociatd cu invazia vasculard si cu
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prezenta limfocitelor tumorale infiltrante, ceea ce poate fi un indicator al agresivitatii neoplasmului
[321]. Aceasta confirma idea ca, densitatea celulelor CD68 pozitive poate fi considerat drept un
factor de prognostic.

Actualmente, macrofagele sunt clasificate In 2 categorii cu functii distincte. Astfel, in DZT2
s-a constatat o predominanta a macrofagelor M1 (proinflamatorii) in detrimentul macrofagelor M2
(antiinflamatorii), ceea ce poate agrava progresia cancerului mamar. Aceste rezultate sugereaza ca
diabetul modificd microambianta tumorald intr-o ,directie proinflamatorie”, prin polarizarea
anormald a macrofagelor [326,327].

Shiota et al. (2016) sustine ca densitatea celulelor CD68" in tumorile mamare ramane relativ
uniforma, ceea ce difera fiind numarul de celule CD169" (un alt marker macrofagal), sugerand ca
microambianta tumorala este influentata de prezenta diabetului [328]. Reiese cd, desi CD68" poate
fi stabil, alte fenotipuri macrofagale pot varia semnificativ. In plus, un studiu de meta-analiza
realizat de Ni et al. (2019) a determinat, cd o densitate mare de CD68" este asociatd direct cu
metastazele limfonodale si cu un grad histologic slab, ceea ce sugereaza ca pacientii diabetici ar
putea avea o progresie mai rapidd a bolii [324]. Acest fapt indicd ca la asocierea diabetului si
continutului sporit de celulele CD68" pacientii vor avea un pronostic mai rezervat.

In studiul nostru, am observat ci macrofagele CD68 pozitive sunt distribuite predominant in
stroma peritumorald, si nu in interiorul tumorii propriu-zise [261]. Aceastad distributie sugereaza
ca macrofagele peritumorale pot juca un rol activ in modularea microambiantei tumorale prin
mecanisme paracrine [329,330].Mai mult, dupa Yang et al. (2018) raporteaza cd prezenta unui
numar mare de macrofage CD68 pozitive poate influenta raspunsul la tratament [330].

Astfel, evaluarea numerica a celulelor CD68 pozitive in cancerul mamar la pacienti diabetici
si non-diabetici evidentiazd complexitatea interactiunilor ce tin de inflamatie, microambianta
tumorala si caracteristicile biologice ale neoplasmului. Celulele TAM, joacd un rol esential in
modularea raspunsului imun si a progresiei tumorale. Acestea sunt implicate in numeroase procese
biologice relevante pentru dezvoltarea cancerului, cum ar fi inflamatia cronica, angiogeneza si
remodelarea as scrie remodelarea matricei extracelulare. in cazul pacientilor diabetici, inflamatia
sistemica pronuntatd si modificarile metabolice asociate cu aceastd boald pot influenta direct
comportamentul TAM-urilor, conducand la o densitate mai mare de celule CD68 pozitive in
tumoare, asa cum am observat si in studiul nostru. Concluziile in cauza sunt sustinute de studiul
nostru prin determinarea corelatiilor pozitive semnificative statistic intre CD68it si extinderea
nodald (pN), intre CD68pt si activitatea mitoticd si dimensiunea tumorii (pT) la pacientele cu
DZT2. Studiile existente, inclusiv constatdrile noastre, sugereaza cd o densitate sporitd a
macrofagelor CD68" este asociatd cu un prognostic mai nefavorabil, promovéand o evolutie mai

agresiva a tumorii
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CONCLUZII GENERALE
1. Glanda mamard 1n postmenopauzd prezintd modificdri involutive asociate proceselor
fiziologice de senescentd si remodelare tisulard. Carcinomul mamar invaziv de tip NST, in
contextul diabetului zaharat de tip 2, prezintd caracteristici morfologice si proliferative mai
agresive, exprimate prin dimensiuni tumorale crescute, scor histologic mai avansat si activitate
proliferativd accentuatd, comparativ cu cazurile fard comorbiditate metabolica.
2. Parenchimul mamar postmenopauzal se caracterizeaza printr-un status particular de control
imun, evidentiat prin distributia predominanta a limfocitelor CD3" si CD8" la nivelul stromei
glandulare, concomitent cu localizarea preferentiala a leucocitelor CD4" si CD56" in
compartimentul epitelial. In contrast, carcinomul mamar asociat diabetului zaharat de tip 2 prezinti
un status imun celular local profund alterat, caracterizat prin cresterea semnificativa a populatiei
de macrofage CD68+ intratumorale si prin corelatii imune sugestive pentru dezvoltarea unei
microambiante tumorale imunosupresive, favorabile progresiei neoplazice.
3. In carcinomul mamar asociat diabetului zaharat de tip 2, angiogeneza tumorald este
caracterizata printr-o arhitecturd microvasculard dezorganizatd si o functionalitate vasculara
deficitara, aspecte evidentiate de asocieri statistice semnificative intre densitatea microvasculara
CD34" si markerii de agresivitate si proliferare tumorald. Aceste corelatii sunt sugestive pentru o
perfuzie tisulara compromisd si pentru instalarea unei microambiante tumorale hipoxice,
favorabila progresiei neoplazice.
4. Glanda mamara in postmenopauza prezintd o expresie redusa a receptorilor steroizi (ER,
PR), precum si a markerilor HER2 si Ki67. Diferentele dintre carcinomul mamar, cu si fara diabet
zaharat asociat nu se reflectd in nivelurile cantitative ale expresiei ER, PR sau HER2, ci in tiparele
de asociere statistica ale acestor markeri cu activitatea proliferativa (Ki67), care, in ansamblu,
indica un profil tumoral mai agresiv.
5. Microambianta tumorala in carcinomul mamar invaziv de tip NST asociat diabetului
zaharat de tip 2 este caracterizatd printr-o remodelare complexd, rezultatd din interactiunea
dinamica dintre componentele imune, vasculare si hormonale. Aceastd remodelare se produce in
absenta modificarilor distributiei subtipurilor moleculare, insa exercitd un impact semnificativ

asupra comportamentului proliferativ tumoral.
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RECOMANDARI PRACTICE
1. Se recomanda includerea evaluarii markerilor imunologici (CD3, CD4, CDS8, CD68) in
analiza histopatologica a carcinomului mamar, in special la pacientele cu diabet zaharat de tip 2,
in vederea caracterizarii statusului imun tumoral.
2. Se recomanda aprecierea concomitentd a potentialului angiogen (CD34) si a infiltratului
imun celular, pentru o evaluare complexa a microambiantei tumorale.
3. Se propune integrarea parametrilor imunologici si moleculari (ER, PR, HER2, Ki67) in
stratificarea prognostica a pacientelor cu carcinom mamar asociat DZT2.
4. Se recomandd monitorizarea particularitatilor imunologice tumorale la pacientele cu
DZT?2, in vederea individualizarii conduitei terapeutice.
5. Se impune luarea 1n considerare a impactului dereglarilor metabolice asupra a
microambiantei tumorale in elaborarea strategiilor terapeutice personalizate.
6. Se recomandd dezvoltarea unor protocoale integrate de evaluare histopatologicd si
imunohistochimicd, care sa includa markerii imunitatii celulare si ai angiogenezei in carcinomul
mamar asociat DZT?2.
7. Se propune utilizarea markerilor imunologici ca potentiali indicatori ai evolutiei tumorale

si ai rdspunsului la tratament la pacientele cu comorbiditate metabolica.
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Anexa 1. Corelatiile dintre expresia CD3 si caracteristicile clinico-patologice ale

carcinomului mamar

CD3 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica
Grad -0.07 p=0.36 1.2+0.3
Nottingham 0.01 p=0.48 5.1+0.8
Ft -0.19 p=0.17 10.5+1.7
Atipie nucleara 0.08 p=0.34 23404
Activitate mitotica 0.04 p=0.42 3.4+0.9
Viarsta -0.05 p=0.40 5244.5
Glucoza 0.20 p=0.15 5.3+1.2
ER 0.08 p=0.35 7.6+1.4
Intratumoral [ pR -0.20 p=0.15 8.3+2.0
HER?2 0.01 p=0.48 6.5+1.7
Ki67 -0.37 p=0.02 13.2+3.6
AllredER 0.09 p=0.32 4.5+0.9
AllredPR -0.13 p=0.26 7.1£1.0
InvazieLV -0.13 p=0.24 2.2+0.5
InvaziePN 0.01 p=0.47 1.8+0.6
pT -0.27 p=0.08 3.5+1.3
pN 0.09 p=0.32 2.6+0.7
Grad 0.26 p=0.09 1.5+0.4
Nottingham 0.24 p=0.11 4.9+0.8
Ft -0.05 p=0.41 9.842.1
Atipie nucleara 0.06 p=0.38 2.1+0.5
Activitate mitotica 0.35 p=0.03 3.7+0.6
Varsta -0.45 p=0.01 49.5+5.6
Glucoza 0.11 p=0.28 4.840.9
‘ ER -0.11 p=0.29 7.4+1.2
Peritumoral [pR -0.09 p=0.32 8.142.2
HER2 -0.21 p=0.14 5.9+1.8
Ki67 0.32 p=0.05 12.4+3.2
AllredER -0.10 p=0.30 4.3+1.0
AllredPR -0.08 p=0.34 7.0+£1.5
InvazieLV -0.11 p=0.28 2.0£0.7
InvaziePN -0.17 p=0.19 1.9+0.4
pT 0.30 p=0.06 3.2+1.1
pN -0.27 p=0.08 2.8+0.6

fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au



Anexa 2. Corelatiile dintre expresia CD4 si caracteristicile clinico-patologice ale

carcinomului mamar

CD4 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad -0.07 p=0.35 1.5+0.4
Nottingham 0.05 p=0.40 5.1+1.1
Ft -0.06 p=0.39 10.4+2.0

Atipie nucleara 0.02 p=0.45 2.340.6

Activitate mitotica 0.05 p=0.41 3.5+0.9
Virsta 0.36 p=0.03 54.2+5.2

Glucoza 0.13 p=0.25 5.2+1.3

ER 0.04 p=0.41 7.8+1.6
Intratumoral [ pR -0.09 p=0.31 8.1£2.2
HER?2 -0.13 p=0.25 6.4+1.5
Ki67 -0.21 p=0.14 13.443.5

AllredER 0.13 p=0.25 4.6+0.8

AllredPR -0.04 p=0.43 7.0+£1.0

InvazieLV 0.10 p=0.30 2.240.5

InvaziePN 0.28 p=0.07 2.0£0.6

pT 0.10 p=0.30 3.741.2

pN 0.15 p=0.22 2.7+0.7

Grad 0.14 p=0.23 1.6+0.5
Nottingham 0.15 p=0.21 5.3£1.0
Ft 0.05 p=0.39 10.1+£2.2

Atipie nucleara 0.03 p=0.45 2.4+0.4

Activitate mitotica 0.23 p=0.12 3.6+0.7
Varsta -0.10 p=0.31 55.0+4.7

Glucoza 0.27 p=0.08 5.0+1.2

‘ ER 0.07 p=0.36 7.6+1.4
Peritumoral [pR 0.12 p=0.27 8.0+2.0
HER2 0.21 p=0.13 6.3+1.7
Ki67 0.03 p=0.45 13.0+3.3

AllredER 0.12 p=0.27 4.7+1.1

AllredPR -0.10 p=0.30 7.3+1.8
InvazieLV -0.09 p=0.32 2.340.6

InvaziePN 0.18 p=0.17 1.9+0.5

pT -0.01 p=0.47 3.4+1.0

pN 0.01 p=0.47 2.5+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au

fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 3. Corelatiile dintre expresia CD8 si caracteristicile clinico-patologice ale

carcinomului mamar

CD8 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad 0.12 p=0.27 1.4+0.3
Nottingham 0.13 p=0.25 5.2+0.9

Ft 0.06 p=0.38 9.9+2.1

Atipie nucleara -0.07 p=0.36 2.5¢0.4

Activitate mitotica 0.20 p=0.15 3.8+0.8

Virsta -0.06 p=0.38 54.0£5.0

Glucoza 0.37 p=0.02 5.1+1.2

ER -0.03 p=0.43 7.4+1.3
Intratumoral [ pR -0.24 p=0.11 8.0+2.0
HER?2 0.17 p=0.19 6.2+1.5

Ki67 -0.09 p=0.32 13.0+3.4

AllredER -0.05 p=0.40 4.4+0.9

AllredPR -0.19 p=0.16 6.8+1.0

InvazieLV -0.28 p=0.07 2.14£0.6

InvaziePN 0.00 p=0.49 2.2+0.5

pT -0.23 p=0.11 3.3+1.1

pN -0.06 p=0.39 2.5+0.7

Grad -0.04 p=0.43 1.3+0.4
Nottingham -0.17 p=0.18 5.0+0.8

Ft -0.07 p=0.35 10.0+2.2

Atipie nucleara 0.04 p=0.41 2.6+0.5

Activitate mitotica -0.28 p=0.07 3.6+0.7

Varsta -0.10 p=0.30 53.844.8

Glucoza 0.30 p=0.05 4.9+1.1

‘ ER 0.33 p=0.04 7.7+1.5
Peritumoral [pR -0.04 p=0.42 8.242.1
HER2 0.33 p=0.04 6.1+1.6

Ki67 0.16 p=0.20 13.3+3.2

AllredER 0.25 p=0.10 4.7+1.0

AllredPR -0.02 p=0.46 7.1+1.6

InvazieLV -0.08 p=0.34 2.4+0.7

InvaziePN -0.04 p=0.41 2.0+0.6

pT 0.02 p=0.46 3.5+1.0

pN 0.05 p=0.40 2.6+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au

fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 4. Corelatiile statistice intre expresia CD34 si proprietatile clinico-patologice ale

carcinomului mamar

CD34 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad -0.10 p=0.29 1.5+0.4
Nottingham -0.04 p=0.42 5.2+0.8
Ft -0.01 p=0.48 10.0+£2.1

Atipie nucleara -0.09 p=0.32 2.340.5

Activitate mitotica 0.05 p=0.39 3.5+0.9
Viarsta -0.08 p=0.34 53.5+4.9

Glucoza 0.06 p=0.38 5.0£1.3

ER 0.17 p=0.19 7.5+1.4
Intratumoral [ pR 0.20 p=0.15 8.242.0
HER?2 0.06 p=0.38 6.3+1.5
Ki67 0.49 p=0.001 13.843.5

AllredER 0.26 p=0.09 4.8+1.0

AllredPR 0.21 p=0.13 7.1x1.2

InvazieLV 0.34 p=0.03 2.14£0.6

InvaziePN 0.00 p=0.50 2.0£0.7

pT 0.54 p=0.001 3.6+1.1

pN 0.30 p=0.06 2.7+0.8

Grad 0.12 p=0.26 1.4+0.5
Nottingham 0.19 p=0.17 5.0+0.9
Formarea tubulilor 0.23 p=0.11 10.3£2.0

Atipie nucleara 0.04 p=0.42 2.4+0.6

Activitate mitotica 0.12 p=0.27 3.7+0.8
Varsta -0.30 p=0.06 54.0+5.1

Glucoza 0.04 p=0.42 52+1.4

‘ ER -0.12 p=0.26 7.6+1.5
Peritumoral [pR -0.10 p=0.30 8.0+2.1
HER2 0.22 p=0.12 6.5+1.6
Ki67 0.22 p=0.13 13.5+3.3

AllredER -0.21 p=0.14 4.5+1.0

AllredPR -0.15 p=0.22 7.0+£1.5

InvazieLV -0.06 p=0.38 2.340.5

InvaziePN 0.21 p=0.14 2.2+0.6

pT 0.11 p=0.28 3.2+1.0

pN -0.09 p=0.32 2.6+0.9

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au

fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 5. Corelatiile dintre expresia CD4S5 si caracteristicile clinico-patologice ale

carcinomului mamar

CD45 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad -0.05 p=0.39 1.4+0.4
Nottingham 0.03 p=0.45 5.1+0.9

Formarea tubulilor -0.06 p=0.37 9.8£2.0

Atipie nucleara -0.01 p=0.47 2.240.5

Activitate mitotica 0.10 p=0.31 3.6+0.8
Viarsta 0.23 p=0.12 54.3+4.8

Glucoza -0.05 p=0.40 5.0£1.2

ER -0.09 p=0.32 7.3+1.4
Intratumoral [ pR -0.24 p=0.10 8.142.1
HER?2 -0.02 p=0.46 6.4+1.6
Ki67 0.26 p=0.09 13.543.5

AllredER 0.08 p=0.33 4.6£1.0

AllredPR -0.19 p=0.16 7.2+1.2

InvazieLV 0.23 p=0.12 2.1+0.6

InvaziePN 0.21 p=0.13 2.0£0.5

pT 0.32 p=0.04 3.5+1.1

pN 0.19 p=0.17 2.6+0.8

Grad -0.06 p=0.38 1.5+0.5
Nottingham -0.03 p=0.45 5.240.8
Formarea tubulilor -0.33 p=0.04 10.2+2.1

Atipie nucleara 0.12 p=0.27 2.4+0.6

Activitate mitotica -0.02 p=0.47 3.44+0.9
Varsta -0.25 p=0.09 53.7+4.7

Glucoza -0.05 p=0.40 5.1+1.3

‘ ER 0.27 p=0.08 7.4+1.5
Peritumoral [pR 0.05 p=0.39 8.0+2.0
HER2 -0.15 p=0.23 6.5+1.7
Ki67 0.33 p=0.04 13.44+3.4

AllredER 0.24 p=0.10 4.5+1.0

AllredPR 0.12 p=0.27 7.3+1.6

InvazieLV 0.02 p=0.46 2.240.6

InvaziePN 0.01 p=0.47 2.1+0.5

pT 0.51 p=0.001 3.7+1.2

pN 0.04 p=0.41 2.5+0.9

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman in dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 6. Corelatiile dintre expresia CD56 si caracteristicile clinico-patologice ale

carcinomului mamar

CD56 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad 0.23 p=0.11 1.5+0.4
Nottingham 0.28 p=0.07 5.0+1.0

Formarea tubulilor 0.18 p=0.17 9.7£2.2

Atipie nucleara 0.24 p=0.10 2.440.6

Activitate mitotica 0.15 p=0.21 3.6+0.8
Viarsta 0.07 p=0.35 54.1+4.8

Glucoza 0.13 p=0.25 5.3£1.3

ER -0.04 p=0.42 72415
Intratumoral [ pR -0.08 p=0.34 8.0+2.0
HER?2 0.36 p=0.03 6.5+1.6
Ki67 -0.03 p=0.44 13.743.3

AllredER 0.01 p=0.47 4.4+0.9

AllredPR -0.11 p=0.29 7.3+1.4

InvazieLV 0.07 p=0.37 2.140.5

InvaziePN 0.04 p=0.41 2.2+0.6

pT -0.31 p=0.05 3.4+1.2

pN 0.16 p=0.20 2.6+0.7

Grad -0.09 p=0.32 1.4+0.5
Nottingham -0.11 p=0.29 5.1+0.9
Formarea tubulilor -0.16 p=0.20 10.0£2.0

Atipie nucleara 0.12 p=0.26 2.5+0.5

Activitate mitotica -0.15 p=0.21 3.7+0.7
Varsta -0.28 p=0.07 53.9+4.7

Glucoza -0.04 p=0.43 5.2+1.2

‘ ER 0.23 p=0.12 7.5+1.4
Peritumoral [pR -0.13 p=0.25 8.142.1
HER2 0.25 p=0.10 6.4+1.5
Ki67 0.03 p=0.43 13.6+3.2

AllredER 0.07 p=0.36 4.5+1.0

AllredPR -0.14 p=0.24 7.0+1.6

InvazieLV 0.17 p=0.20 2.340.6

InvaziePN 0.21 p=0.13 2.1+0.5

pT -0.05 p=0.40 3.5+1.1

pN 0.19 p=0.16 2.5+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman in dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au

fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 7. Corelatiile dintre expresia CD68 si caracteristicile clinico-patologice ale

carcinomului mamar

CD68 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad -0.05 p=0.39 1.4+0.4
Nottingham 0.06 p=0.37 5.1+0.9

Formarea tubulilor -0.32 p=0.05 10.2+2.1

Atipie nucleara 0.00 p=0.49 2.340.6

Activitate mitotica 0.33 p=0.04 3.5+0.8
Viarsta 0.19 p=0.16 53.8+4.7

Glucoza 0.06 p=0.37 5.2+1.2

ER 0.07 p=0.36 7.3+1.5
Intratumoral [ pR -0.05 p=0.39 8.1+2.0
HER?2 0.12 p=0.27 6.4+1.6
Ki67 0.31 p=0.05 13.5+3.4

AllredER 0.25 p=0.10 4.5+1.0

AllredPR 0.01 p=0.48 7.0+£1.6

InvazieLV 0.17 p=0.19 2.34£0.6

InvaziePN 0.02 p=0.46 2.0£0.5

pT 0.51 p=0.001 3.6+1.2

pN -0.06 p=0.38 2.6+0.7

Grad 0.13 p=0.24 1.5+0.5
Nottingham 0.19 p=0.16 5.240.9
Formarea tubulilor -0.03 p=0.43 10.1£2.0

Atipie nucleara -0.08 p=0.35 2.5+0.5

Activitate mitotica 0.44 p=0.01 3.7+0.7
Varsta 0.02 p=0.46 54.0+4.8

Glucoza -0.05 p=0.39 5.0+1.3

‘ ER -0.15 p=0.22 7.4+1.4
Peritumoral [pR 0.07 p=0.36 8.242.0
HER2 0.34 p=0.04 6.3+1.5
Ki67 0.31 p=0.05 13.3+3.2

AllredER -0.04 p=0.43 4.6+1.0

AllredPR 0.09 p=0.31 7.1+1.4

InvazieLV 0.06 p=0.37 2.240.5

InvaziePN 0.03 p=0.45 2.1+0.6

pT 0.33 p=0.04 3.5+1.1

pN -0.24 p=0.11 2.4+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman in dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 8. Corelatii intre markerii tumorali in carcinomul mamar

Markerii studiati r Semnificatie statistica
(p-valoare)
ER vs PR 0.67 <0.001
HER2 vs ER -0.09 0.62
HER2 vs PR -0.04 0.84
Ki67 vs ER -0.11 0.58
Ki67 vs PR -0.06 0.77
Ki67 vs HER2 0.18 0.34

Nota: r — coeficientul de corelatie Spearman. Cu Bold au fost selectate valorile statistic semnificative
(p=<0.05).
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Anexa 9. Corelatiile dintre expresia CD3 si caracteristicile clinico-patologice ale
carcinomului mamar asociat cu DZT?2

CD3 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad 0.04 p=0.42 1.4+0.4
Nottingham 0.04 p=0.43 5.1+0.9
Formarea tubulilor -0.10 p=0.31 10.3+2.1

Atipie nucleara 0.28 p=0.07 2.440.5

Activitate mitotica -0.09 p=0.31 3.5+0.9
Viarsta 0.47 p=0.01 54.0+4.7

Glucoza -0.08 p=0.34 5.0£1.3

ER -0.15 p=0.21 7.5+1.4
Intratumoral [ pR -0.13 p=0.25 8.0+2.0
HER?2 -0.27 p=0.07 6.4+1.5
Ki67 -0.05 p=0.39 13.3+3.4

AllredER -0.13 p=0.25 4.4+1.0

AllredPR -0.06 p=0.38 7.0+1.4

InvazieLV 0.14 p=0.23 2.2+0.6

InvaziePN 0.12 p=0.26 2.0£0.5

pT 0.02 p=0.46 3.6x1.2

pN 0.15 p=0.21 2.7+0.7

Grad 0.39 p=0.02 1.5+0.5
Nottingham 0.44 p=0.01 5.240.8
Formarea tubulilor 0.48 p=0.001 10.0£2.0

Atipie nucleara -0.11 p=0.29 2.5+0.5

Activitate mitotica 0.23 p=0.11 3.7+0.7
Varsta 0.08 p=0.34 54.34+4.8

Glucoza 0.04 p=0.41 5.1+1.2

‘ ER -0.23 p=0.11 7.6+1.5
Peritumoral [pR 0.16 p=0.21 8.242.1
HER2 0.33 p=0.04 6.3+1.6
Ki67 0.26 p=0.08 13.4+3.2

AllredER -0.15 p=0.21 4.5+1.0

AllredPR -0.16 p=0.21 7.2+1.6

InvazieLV 0.07 p=0.35 2.14£0.6

InvaziePN 0.12 p=0.27 2.3+0.5

pT 0.07 p=0.37 3.4+1.1

pN 0.18 p=0.18 2.5+0.9

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 10. Corelatiile dintre expresia CD4 si caracteristicile clinico-patologice ale
carcinomului mamar asociat cu DZT?2

CD4 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad 0.17 p=0.18 1.5+0.4
Nottingham 0.25 p=0.09 5.2+0.8
Formarea tubulilor 0.03 p=0.43 10.1+£2.0

Atipie nucleara 0.18 p=0.18 2.540.5

Activitate mitotica 0.16 p=0.21 3.6+0.7
Viarsta 0.10 p=0.31 54.0+4.9

Glucoza -0.19 p=0.16 5.0+1.2

ER -0.32 p=0.04 7.4+1.5
Intratumoral |'pR -0.26 p=0.09 8.0+2.1
HER?2 0.00 p=0.49 6.3+1.6
Ki67 0.02 p=0.47 13.243.3

AllredER -0.30 p=0.06 4.6+1.0

AllredPR -0.12 p=0.26 7.0+1.4

InvazieLV 0.12 p=0.26 2.2+0.5

InvaziePN -0.26 p=0.09 2.140.6

pT 0.01 p=0.47 3.5+1.1

pN 0.03 p=0.43 2.5+0.8

Grad 0.02 p=0.46 1.4+0.5
Nottingham -0.10 p=0.30 5.1+0.9
Formarea tubulilor -0.21 p=0.14 10.2+2.0

Atipie nucleara 0.24 p=0.11 2.4+0.6

Activitate mitotica -0.24 p=0.10 3.7+0.7
Varsta -0.13 p=0.26 54.244.7

Glucoza 0.16 p=0.21 5.3+1.3

‘ ER 0.03 p=0.44 7.5+1.4
Peritumoral |"pg 0.18 p=0.18 8.242.0
HER2 -0.15 p=0.22 6.5+1.5
Ki67 -0.10 p=0.30 13.3+3.2

AllredER -0.09 p=0.33 4.4+1.0

AllredPR 0.06 p=0.39 7.1+1.6
InvazieLV 0.06 p=0.39 2.340.6

InvaziePN 0.27 p=0.08 2.0+0.5

pT 0.05 p=0.39 3.4+1.1

pN 0.18 p=0.17 2.6+0.7

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 11. Corelatiile dintre expresia CD8 si caracteristicile clinico-patologice ale
carcinomului mamar asociat cu DZT?2

CD8 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica
Grad -0.05 p=0.40 1.4+0.4
Nottingham -0.03 p=0.44 5.2+0.8
Formarea tubulilor 0.07 p=0.35 10.1+2.1
Atipie nucleara 0.13 p=0.24 2.340.6
Activitate mitotica -0.29 p=0.06 3.5+0.7
Viarsta 0.19 p=0.16 54.0+4.7
Glucoza -0.15 p=0.22 5.1+1.2
ER -0.07 p=0.37 7.3+1.5
Intratumoral [ pR 0.05 p=0.39 8.0+2.0
HER?2 -0.22 p=0.12 6.4+1.5
Ki67 -0.10 p=0.31 13.4+3.3
AllredER -0.10 p=0.30 4.5£1.0
AllredPR 0.01 p=0.49 7.0+£1.6
InvazieLV 0.18 p=0.18 2.1+0.6
InvaziePN 0.42 p=0.01 2.2+0.5
pT 0.23 p=0.12 3.6+1.1
pN 0.23 p=0.11 2.5+0.7
Grad -0.23 p=0.12 1.5+0.5
Nottingham -0.07 p=0.37 5.1+0.9
Formarea tubulilor 0.17 p=0.19 10.0£2.0
Atipie nucleara -0.10 p=0.30 2.4+0.6
Activitate mitotica -0.28 p=0.07 3.7+0.8
Varsta 0.26 p=0.09 53.944.8
Glucoza -0.08 p=0.35 5.0+1.3
‘ ER 0.10 p=0.31 7.4+1.4
Peritumoral [pR 0.06 p=0.39 8.242.1
HER2 0.15 p=0.23 6.3+1.6
Ki67 -0.02 p=0.46 13.3+3.2
AllredER 0.03 p=0.44 4.6+1.0
AllredPR -0.06 p=0.38 7.2+1.4
InvazieLV -0.02 p=0.46 2.240.5
InvaziePN 0.20 p=0.15 2.0+0.6
pT 0.25 p=0.10 3.4+1.1
pN 0.27 p=0.08 2.4+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 12. Corelatiile dintre expresia CD34 si caracteristicile clinico-patologice ale
carcinomului mamar asociat cu DZT?2

CD34 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad -0.33 p=0.04 1.5+0.4
Nottingham -0.34 p=0.04 5.2+0.9
Formarea tubulilor -0.34 p=0.04 10.2+2.1

Atipie nucleara 0.00 p=0.49 2.440.6

Activitate mitotica -0.22 p=0.13 3.5+0.8
Viarsta 0.07 p=0.36 53.9+4.8

Glucoza 0.00 p=0.49 5.1+1.2

ER 0.06 p=0.38 7.3+1.5
Intratumoral [ pR 0.25 p=0.09 8.242.0
HER?2 -0.29 p=0.06 6.4+1.6
Ki67 -0.37 p=0.02 13.5+3.4

AllredER 0.11 p=0.29 4.5+1.0

AllredPR 0.24 p=0.11 7.1+1.4

InvazieLV -0.04 p=0.41 2.34£0.6

InvaziePN 0.23 p=0.12 2.0£0.5

pT -0.20 p=0.15 3.6x1.2

pN 0.18 p=0.18 2.7+0.7

Grad -0.17 p=0.19 1.4+0.5
Nottingham -0.17 p=0.19 5.1+0.8
Formarea tubulilor 0.16 p=0.20 10.0£2.0

Atipie nucleara -0.23 p=0.11 2.4+0.6

Activitate mitotica -0.19 p=0.16 3.7+0.7
Varsta 0.17 p=0.19 54.1+4.7

Glucoza 0.01 p=0.48 5.0+1.3

‘ ER 0.06 p=0.38 7.4+1.4
Peritumoral [pR 0.20 p=0.14 8.142.1
HER2 -0.13 p=0.25 6.5+1.5
Ki67 0.00 p=0.49 13.3+3.2

AllredER 0.14 p=0.24 4.6+1.0

AllredPR 0.22 p=0.13 7.2+1.4
InvazieLV -0.11 p=0.29 2.240.5

InvaziePN 0.23 p=0.11 2.1+0.6

pT 0.17 p=0.18 3.4+1.1

pN -0.07 p=0.36 2.4+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman in dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 13. Corelatiile dintre expresia CD45 si caracteristicile clinico-patologice ale
carcinomului mamar asociat cu DZT?2

CD45 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad 0.10 p=0.30 1.5+0.4
Nottingham 0.19 p=0.16 5.1+0.9
Formarea tubulilor -0.09 p=0.32 10.3+£2.0

Atipie nucleara 0.20 p=0.15 2.440.6

Activitate mitotica 0.20 p=0.14 3.6+0.7
Viarsta 0.25 p=0.09 53.9+4.7

Glucoza -0.04 p=0.41 5.0£1.3

ER -0.11 p=0.29 7.4+1.5
Intratumoral [ pR -0.04 p=0.43 8.1£2.0
HER?2 -0.02 p=0.46 6.3+1.6
Ki67 -0.13 p=0.25 13.3+£3.2

AllredER 0.22 p=0.13 4.5£1.0

AllredPR 0.07 p=0.36 7.0+1.4

InvazieLV 0.18 p=0.17 2.1+0.5

InvaziePN 0.20 p=0.15 2.2+0.6

pT 0.03 p=0.43 3.4+1.1

pN 0.01 p=0.48 2.6+0.7

Grad 0.48 p=0.001 1.4+0.5
Nottingham 0.34 p=0.03 5.240.8
Formarea tubulilor 0.19 p=0.16 10.1£2.1

Atipie nucleara 0.17 p=0.19 2.5+0.5

Activitate mitotica 0.19 p=0.16 3.7+0.7
Varsta 0.37 p=0.02 54.0+4.9

Glucoza -0.06 p=0.37 5.1+1.2

‘ ER -0.41 p=0.01 7.5+1.4
Peritumoral [pR 0.41 p=0.01 8.0+2.0
HER2 -0.12 p=0.27 6.4+1.5
Ki67 0.20 p=0.14 13.4+3.3

AllredER -0.43 p=0.01 4.6+1.0

AllredPR -0.46 p=0.01 7.2+1.6

InvazieLV -0.05 p=0.40 2.240.5

InvaziePN 0.15 p=0.22 2.0+0.6

pT 0.02 p=0.47 3.5+1.1

pN -0.01 p=0.49 2.5+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 14. Corelatiile dintre expresia CD56 si caracteristicile clinico-patologice ale
carcinomului mamar asociat cu DZT?2

CD56 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica

Grad 0.14 p=0.24 1.5+0.4
Nottingham 0.06 p=0.37 5.2+0.9
Formarea tubulilor 0.19 p=0.16 10.3+2.1

Atipie nucleara -0.15 p=0.22 2.440.6

Activitate mitotica 0.10 p=0.30 3.6+0.7
Viarsta -0.02 p=0.45 53.9+4.8

Glucoza 0.21 p=0.14 5.0£1.3

ER -0.27 p=0.08 7.4+1.5
Intratumoral [ pR -0.30 p=0.06 8.242.0
HER?2 -0.13 p=0.24 6.3+1.6
Ki67 0.24 p=0.11 13.4+3.3

AllredER -0.30 p=0.06 4.5£1.0

AllredPR -0.30 p=0.05 7.0+1.4

InvazieLV -0.35 p=0.03 2.240.6

InvaziePN -0.20 p=0.15 2.1+0.5

pT 0.29 p=0.06 3.6+1.1

pN -0.31 p=0.05 2.7+0.7

Grad -0.19 p=0.16 1.4+0.5
Nottingham -0.15 p=0.23 5.1+0.8
Formarea tubulilor 0.14 p=0.24 10.0£2.0

Atipie nucleara -0.11 p=0.28 2.5+0.5

Activitate mitotica -0.37 p=0.02 3.7+0.7
Varsta 0.26 p=0.09 54.0+4.9

Glucoza 0.02 p=0.45 5.1+1.2

‘ ER -0.23 p=0.12 7.5+1.4
Peritumoral [pR 0.05 p=0.40 8.0+2.0
HER2 -0.38 p=0.02 6.4+1.5
Ki67 -0.19 p=0.17 13.3+3.2

AllredER -0.21 p=0.13 4.6+1.0

AllredPR -0.02 p=0.46 7.1+1.4

InvazieLV -0.03 p=0.45 2.340.5

InvaziePN 0.05 p=0.39 2.0+0.6

pT 0.18 p=0.17 3.5+1.1

pN 0.13 p=0.26 2.4+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 15. Corelatiile dintre expresia CD68 si caracteristicile clinico-patologice ale
carcinomului mamar asociat cu DZT?2

CD68 Variabila r Semnificatia X+SD
(sediul) statistica
Grad -0.22 p=0.13 1.5+0.4
Nottingham -0.06 p=0.39 5.2+0.9
Formarea tubulilor -0.10 p=0.30 10.2+2.1
Atipie nucleara 0.03 p=0.44 2.440.6
Activitate mitotica -0.11 p=0.28 3.6+0.7
Viarsta 0.40 p=0.02 54.0+4.8
Glucoza -0.10 p=0.30 5.0£1.3
ER -0.04 p=0.42 7.3£1.5
Intratumoral [ pR 0.06 p=0.38 8.1+2.0
HER2 -0.15 p=0.22 6.4+1.6
Ki67 -0.08 p=0.34 13.3+£3.2
AllredER 0.12 p=0.26 4.5£1.0
AllredPR 0.09 p=0.32 7.0+1.4
InvazieLV 0.18 p=0.17 2.1+0.6
InvaziePN 0.22 p=0.13 2.2+0.5
pT 0.09 p=0.32 3.4+1.1
pN 0.42 p=0.01 2.6+0.7
Grad -0.12 p=0.27 1.4+0.5
Nottingham -0.04 p=0.42 5.1+0.8
Formarea tubulilor -0.07 p=0.35 10.0£2.0
Atipie nucleara -0.06 p=0.37 2.5+0.5
Activitate mitotica 0.09 p=0.33 3.7+0.7
Varsta 0.14 p=0.24 53.9+4.7
Glucoza 0.08 p=0.35 5.2+1.2
‘ ER 0.00 p=0.49 7.4+1.4
Peritumoral [pR 0.02 p=0.46 8.0+2.0
HER2 0.29 p=0.07 6.3+1.5
Ki67 -0.06 p=0.38 13.4+3.3
AllredER -0.01 p=0.48 4.6+1.0
AllredPR -0.04 p=0.42 7.2+1.4
InvazieLV -0.25 p=0.09 2.340.5
InvaziePN 0.02 p=0.46 2.0+0.6
pT -0.03 p=0.43 3.5+1.1
pN 0.17 p=0.19 2.5+0.8

Nota: r — coeficientul de corelatie Pearson/ Spearman 1n dependenta de tipul variabilelor. Cu Bold au
fost selectate valorile statistic semnificative (p<0.05).
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Anexa 16. Corelatiile statistice intre markerii tumorali in carcinomul mamar asociat cu

DZT2

Markerii studiati r Semnificatie statistica
(p-valoare)

ER vs PR 0.78 <0.001

HER2 vs ER -0.05 0.8

HER2 vs PR -0.29 0.13

Ki67 vs PR -0.49 0.007

Ki67 vs HER2 0.52 0.004

Ki67 vs ER -0.3 0.12

Nota: r — coeficientul de corelatie Spearman. Cu Bold au fost selectate valorile statistic semnificative

(p=<0.05).
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ADNOTAREA TEZEI
,MANIFESTARILE LOCALE ALE IMUNITATH CELULARE IN CARCINOMUL MAMAR LA
PACIENTII CU DIABET ZAHARAT DE TIP 2”

Structura tezei: introducere, 6 capitole, concluzii generale, recomandiri practice,
bibliografie cu 330 titluri, 16 anexe, 110 pagini de text de baza. Rezultatele au fost publicate in 40
lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: carcinom mamar, profil hormonal, HER2, Ki67, diabet zaharat de tip 2
(DZT2), imunitate locald, T limfocite, macrofage, angiogeneza.

Scopul lucrarii: Evaluarea complexd a carcinomului mamar invaziv de tip ductal (NST)
asociat cu DZT?2, prin prisma profilului molecular al tumorii si a statusului imun celular local,
comparativ cu pacientii non-diabetici.

Metodologia cercetarii: Studiu retrospectiv, comparativ, pe un lot de 102 specimene: 72
paciente cu carcinom mamar (43 fara diabet s1 29 cu DZT?2) si un lot de control de 30 cazuri (tesut
mamar neafectat). S-au utilizat metode histologice clasice si imunohistochimice (panel de 11
anticorpi: ER, PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CDS, CD34, CD45, CD56, CD68).

Rezultatele obtinute: Analiza morfologica a demonstrat ca tumorile asociate cu DZT2
prezintd caracteristici mai agresive, avand dimensiuni mai mari $i stadii patologice mai avansate
comparativ cu lotul non-diabetic. S-a constatat ca diabetul zaharat nu este doar o comorbiditate, ci
un factor activ care remodeleaza microambianta tumorala.

Evaluarea statusului imun a relevat modificari semnificative induse de DZT2. In tumorile
pacientelor diabetice, s-a observat o diminuare a densitatii limfocitelor T citotoxice (CD8") si a
macrofagelor (CD68") in zona intratumorald, comparativ cu stroma peritumorald. In schimb,
stroma peritumorala la diabetici este caracterizatd printr-o infiltrare mai intensa cu celule NK
(CD56") si o densitate vasculard (CD34") crescutd, sugerand o adaptare compensatorie. Spre
deosebire de pacientele non-diabetice, unde vascularizatia intratumorald coreleazd pozitiv cu
agresivitatea, la diabetici aceasta coreleazd negativ cu gradul histologic si Ki67, indicand o
angiogeneza ineficienta.

Din punct de vedere molecular, tumorile asociate cu DZT2 sunt preponderent hormon-
dependente (ER/PR pozitive), iar subtipul Luminal B/HER2-negativ este cel mai frecvent. Desi
diabetul nu altereaza distributia globala a subtipurilor moleculare, acesta moduleaza relatiile dintre
markeri: s-a evidentiat o corelatie pozitiva puternica intre HER2 si Ki67 la diabetici, sugerand un
comportament mai agresiv al tumorilor HER2" in context metabolic alterat.

Concluzii: Deregldrile metabolice din DZT2 influenteaza profund interactiunea dintre
tumora si gazda, favorizand un profil imun local modificat ce pot contribui la progresia neoplazica

si necesita o abordare terapeuticd personalizata.
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THESIS ABSTRACT

"LOCAL MANIFESTATIONS OF CELLULAR IMMUNITY IN BREAST CARCINOMA IN
PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS"

Thesis structure: Introduction, 6 chapters, general conclusions, practical recommendations,
bibliography with 330 titles, 16 annexes, 110 pages of core text. The results were published in 40
scientific papers.

Keywords: breast cancer, hormonal profile, HER2, Ki67, type 2 diabetes mellitus (T2DM), local
immunity, T lymphocytes, macrophages, angiogenesis.

The purpose of the study: A complex evaluation of invasive ductal breast carcinoma (NST)
associated with T2DM, through the lens of the tumor’s molecular profile and local cellular immune
status, compared to non-diabetic patients.

Research methodology: A retrospective, comparative study on a batch of 102 specimens: 72
patients with breast cancer (43 without diabetes and 29 with T2DM) and a control group of 30
cases (unaffected breast tissue). Classical histological and immunohistochemical methods were
used (a panel of 11 antibodies: ER, PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56,
CD68).

Results obtained: Morphological analysis demonstrated that T2DM-associated tumors exhibit
more aggressive characteristics, showing larger sizes and more advanced pathological stages
compared to the non-diabetic group. It was established that diabetes mellitus is not merely a
comorbidity but an active factor that remodels the tumor microenvironment. The evaluation of
immune status revealed significant changes induced by T2DM. In the tumors of diabetic patients,
a decrease in the density of cytotoxic T lymphocytes (CD8") and macrophages (CD68") was
observed in the intratumoral area compared to the peritumoral stroma. Conversely, the peritumoral
stroma in diabetics is characterized by a more intense infiltration of NK cells (CD56") and
increased vascular density (CD34"), suggesting a compensatory adaptation. Unlike non-diabetic
patients, where intratumoral vascularization correlates positively with aggressiveness, in diabetics,
it correlates negatively with histological grade and Ki67, indicating inefficient angiogenesis. From
a molecular perspective, T2DM-associated tumors are predominantly hormone-dependent (ER/PR
positive), and the Luminal B/HER2- subtype is the most frequent. Although diabetes does not alter
the global distribution of molecular subtypes, it modulates the relationships between markers: a
strong positive correlation was highlighted between HER2 and Ki67 in diabetics, suggesting more
aggressive behavior of HER2-positive tumors in a context of altered metabolism.

Conclusions: Metabolic disturbances in T2DM profoundly influence the interaction between
tumor and host, favoring a modified local immune profile that may contribute to neoplastic

progression and necessitates a personalized therapeutic approach.
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AHHOTAIUA JUCCEPTAIINN
«JIOKAJIBHBIE TTPOSABJIEHU A KIIETOYHOI'O UMMVYHUTETA I1PU PAKE
MOJIOYHOM XEJE3bI Y TAITMEHTOK C CAXAPHbBIM IMUABETOM 2 THUITA»
CTpyKTypa AuccepTalMU: BBEJICHHE, 6 I1aB, O0IINE BBIBOJBI, MPAKTUUYECKUE PEKOMEHIAIHNH,
oubmmorpadus, Brirrouaromas 330 HanmeHoBaHuid, 16 mpunoxenuid, 110 cTpaHUIl OCHOBHOTO
TekcTa. Pe3ynbTaThl HccnenoBanus omyonrkoBansl B 40 Hay4yHOI padoTe.
KioueBble c10Ba: paKk MOJIOYHOM Kele3bl, TOpMOHaIbHBIN npoduins, HER2, Ki67, caxapHsrii
muabet 2 tuna (C/12), mokanbHbIit IMMYHHTET, T-TuMpOUNTH, Makpodaru, aHrnoreHes.
Leab padoThl: KOMIUIEKCHAS OLIEHKAa HHBA3UBHOIO paka MOJIOYHOM eJie3bl IPOTOKOBOTO THUIIA,
Hecrienuduueckoro tuna (NST), acconmupoBaHHOTO C caxapHbBIM AUa0ETOM 2 THUIIA, C TTO3UIUN
MOJIEKYJISIPHOTO TPOQHIS OIyXOJU M COCTOSHHS JIOKAIBHOT'O KIETOYHOTO HMMYHHTETa B
CpaBHEHHUH C TAIMEHTKaMu 0e3 quadera.
Metoaos0orust Mccjie0BaHusI: IPOBEIEHO PETPOCIEKTUBHOE CPABHUTEIBLHOE HCCIEA0BaHNE Ha
Matepuane 102 oOpasioB: 72 malMEeHTKH C pPakOM MOJIOYHOM JKeJe3bl, U3 KOTOphIX 43 06e3
caxapHoro nuabera u 29 ¢ CJ/I2, a Takxke KOHTpoJsibHas rpymmna u3 30 ciiydaeB HEU3MEHEHHOMN
TKaHM MOJIOYHOM >keje3bl. B uccienoBaHny MCHOIb30BaHbl KIACCUYECKUE THCTOJIOIMYECKUE U
MMMYHOTHUCTOXUMUYECKHE METO 16l ¢ TpuMeHeHueM manenu u3 11 anturen: ER, PR, HER2, Ki67,
CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56, CD68.
IlosryuyenHble  pe3yJbTarbl:  MOpP(OJIOrMUECKHMH  aHAIU3  MOKa3aJl, YTO  OIyXOJH,
acconmupoBanHbeie ¢ CJ[2, xapakTepusyroTcsi 0ojiee arpecCUBHBIMHM TMpPU3HAKAMH, BKIIIOYAs
Oonbire pa3Mepsl U 0ojee BHICOKHE MAaTOJOTMUYECKUE CTAaJAMM MO CPABHEHHUIO C OMyXOJSIMHU Y
MalueHTok 0Oe3 guabera. YCTaHOBJIEHO, 4YTO CcaxapHbBIM auabeT SBISIETCS HE TOJBKO
COINYTCTBYIOIIEH MATOJOTUEH, HO M AaKTUBHBIM (DaKTOPOM, PEMOJAEITUPYIOIINM OITyXO0JIEBOE
MUKpPOOKpYykeHrue. OleHka HUMMYHHOTO CTaTryca BbISIBUJIa CYIIECTBEHHbIE HW3MEHEHUS,
oOycnoBinennbie C/[2. B omyxoisx ManueHToOK ¢ JuabeToM OTMEUYEHO CHIDKEHHE IJIOTHOCTU
murorokcnueckux T-mumoruros (CD8") u makpodaros (CD68") B uHTpaTyMOpanbHOM 30H€ 110
CPaBHEHHUIO C NIEPUTYMOPAIbHON CTPOMOU. B To e BpeMs neputrymopainbHas cTpoMa y OOJIbHBIX
¢ nuabeToM Xxapakrepusyercs 0Oosiee BhpakeHHON mupuibrpanueii NK-kierkamu (CD567) u
HOBBLILEHHONW COCYAUCTOM MIoTHOCTEI0 (CD347), uTo MOXKET OTpaxkaTbh KOMIIEHCATOPHO-
aJlaliTalliOHHbIE W3MEHEeHHs. B oTnuume oT mnanmueHTOKk 6e3 jauabera, y KOTOPBIX
HMHTpAaTyMOpaibHasi BaCKYJISIpU3alHsl TIOJIOKUTEIBHO KOPPETUPYET C arpeCCUBHOCTHIO OIMYXOJIH,
y OompHbIXx ¢ CJI2 oHa OTpUIATENIBHO KOPPEIUPYET C TUCTOJOTHYECKOH CTENEHBIO
37I0Ka4e€CTBEHHOCTH U MHAeKcoM Ki67, 4To cBUAETENHCTBYET O HEI(D(HEKTUBHOM aHTHOTCHE3E.
XoTs Hanmuuue auabera He H3MEHSET OOIIEH CTPYKTYphl MOJEKYJSIPHBIX IOATUIIOB, OHO
MOAU(DUIIUPYET B3aMMOCBSI3H MEKY OMYXOJEBBIMU MapKEpPaMH.
BbiBoabI: MeTaboIMUECKHE HAPYIIICHHS] TP caXxapHOM AualeTe 2 ThIla CYIIECTBEHHO BIHSIOT Ha
B3aMMOJICHCTBHE MEXKJy ONYXOJbI0 M MAaKpOOPTaHU3MOM, CIIOCOOCTBYS (OPMHUPOBAHUIO
W3MEHEHHOTO JIOKaJhbHOTO HMMYHHOTO TpOQWiIs, KOTOPbIi MOXET y4acTBOBaTh B
IIPOrPECCUPOBAHUN  HEOIUIAaCTUYECKOro Tporecca M 0OyClOBIMBaeT  HEOOXOAMMOCTb

NEPCOHAIU3UPOBAHHOI'O TCPAIICBTUYCCKOI'O TOAXOAA.
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