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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

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

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

Cu trecerea timpului s-a observat ca nici clasificarea moleculara nu descrie perfect toate
entitatile, motiv pentru care se impune identificarea unor noi markeri moleculari [6]. Astfel au aparut
in scend elementele stromei tumorale, care pana acum erau in umbra deoarece studiul cancerului a
fost axat preponderent pe celulele tumorale propriu-zise. Desi Paget a propus teoria ,,semintei si a
solului” incd 1n 1889, sugerand ca celulele neoplazice (,,semintele”) pot forma tumori doar in cazul
unui micromediu favorabil (,,solul”), abia recent cercetdtorii au inceput sa studieze importanta
stromei tumorale [7]. Modificarile produse la nivelul stromei acum sunt considerate drept unul din
elementele esentiale ale tumorigenezei si ale progresiei tumorale. Astfel, s-a stabilit ca elementele
microambiantei tumorale, precum celulele imune, matricea extracelulara, pot actiona sinergic blocand
imunitatea antitumorala si stimuland progresarea cancerului si metastazarea. In acest fel, elementele
stromale s-au dovedit a fi factori de prognostic, iar unele dintre acestea ar putea fi tintite terapeutic
[8]. A

In acest studiu am analizat expresia unui sir de markeri celulari din stroma tumorald in
dependenta de subtipul molecular al neoplasmului.

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

Obiectivele studiului:

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

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



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

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

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

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute. Pentru prima data a fost efectuat
un studiu comparativ al profilului molecular al carcinoamelor mamare versus elemente celulare
(macrofage, mastocite, celule dendritice) si vasculare (sangvine si limfatice) din stroma tumorali. in
premiera a fost evaluat gradul expresiei unor markeri celulari (CD68, S100, triptaza, CD34, D2-40) in
ariile intra- si peritumorale in raport cu expresia markerilor ER, PR si HER2. Au fost descrise
modificarile cantitative si calitative ale componentelor celulare si vasculare din stroma tumorald in
subtipurile luminale si non-luminale.

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

Semnificatia teoretica. Evaluarea cantitativd si calitativdi a elementelor stromale 1in
carcinoamele mamare permite completarea cunostintelor existente despre rolul stromei in evolutia si
progresarea neoplaziilor mamare, cu accent asupra diferentelor intre grupul luminal si non-luminal.

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

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

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

pentru potentarea sau incetinirea expansiunii celulelor neoplazice.
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2. In carcinoamele mamare de tip luminal densitatea mastocitelor in ariile peritumorale prevaleaza
fatd de cea a macrofagelor si a celulelor dendritice manifestdnd o corelatie pozitiva statistic
semnificativa. In tumorile ER+ si PR+ ariile intratumorale au prezentat o densitate mai inalti a
mastocitelor fatd de cele peritumorale, astfel tumorile hormonal pozitive manifesta
chemoatractivitate pentru celulele triptaza+, stimuland migrarea acestora.

3. Majoritatea carcinoamelor mamare hormonal independente au prezentat o densitate inaltd a
macrofagelor atat in stroma intratumorald cét si in cea peritumorald. In cadrul carcinoamelor
ER+ si PR+ densitatea celulelor CD68+ a inregistrat valori joase.

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

5. Mastocitele sunt elementele celulare capabile sa moduleze stroma carcinoamelor mamare, fiind
implicate in angiogeneza si limfangiogeneza, densitatea inalta a mastocitelor fiind insotita si de
scaderea numarului de celule dendritice si macrofage.

6. In carcinoamele mamare slab diferentiate densitatea vaselor sangvine si limfatice este mai
inalta, cu predilectie in ariile peritumorale, creand astfel conditii favorabile pentru expansiunea
tumorald. Carcinoamele mamare ce expreseaza receptori pentru estrogeni, progesteron sau
proteina HER2 nu manifesta corelatie semnificativ statistica cu densitatea vasculara.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute au fost implementate in

activitatea didactica si stiintifica a Catedrei de histologie, citologie si embriologie si a Laboratorului
de morfologie al USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor: Rezultatele obtinute si conceptiile de baza ale tezei au fost prezentate
si discutate in cadrul urmatoarelor reuniuni stiintifice: Zilele Universitdtii de Stat de Medicind si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova (Chisinau, 2019); Congresul consacrat
aniversarii a 75 de ani de la fondarea Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” din Republica Moldova (Chisinau, 2020); Conferinta stiingifica internationald dedicata
aniversarii a 75 de ani de la fondarea Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie “Nicolae
Testemitanu” din Republica Moldova (Chisinau, 2020); Congresul international medical pentru
studenti si tineri medici MedEspera (Chisindu, 2020); Conferinta stiintificd anuala Cercetarea in
biomedicina si sdnatate: Calitate, excelentd si performanta. Zilele Universitdtii de Stat de Medicind si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova (Chisinau, 2021).

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

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

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea cuprinde lista abrevierilor, introducere, 4 capitole,
concluzii generale si recomandari practice. Bibliografia cuprinde 209 surse, fiind urmata de 7 anexe,

declaratia privind asumarea raspunderii, CV-ul autorului. In introducere au fost descrise actualitatea
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si importanta problemei abordate in teza, scopul, obiectivele, metodologia generald de cercetare,
noutatea stiintificd, importanta teoreticd si valoarea aplicativd a lucrdrii, aprobarea rezultatelor
studiului. Capitolul 1 cuprinde review-ul literaturii, capitolul 2 — material si metode de cercetare,
capitolul 3 — datele obtinute, capitolul 4 — sinteza si analiza rezultatelor obtinute.

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

CONTINUTUL TEZEI
1. STROMA TUMORALA iN DIVERSE VARIANTE MOLECULARE DE
CARCINOAME MAMARE

In acest capitol au fost descrisi factorii etiologici in dezvoltarea carcinoamelor mamare,
histologia si profilul molecular al glandei mamare atat in norma cat si in transformarea maligna. De
asemenea a fost analizat rolul elementelor stromale (celulare si vasculare) in declansarea si sustinerea
procesului neoplazic, controversele legate de acestea, posibilitatea tintirii terapeutice.

2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Design-ul studiului, caracteristica lotului de cercetare

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

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

2.2. Metoda histologica

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

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



2.3. Metoda imunohistochimica

In continuare, din fiecare bloc s-au taiat sectiuni pentru determinarea subtipului molecular.
Apoi, materialul tisular rdmas in cadrul fiecarui bloc de parafind a fost utilizat pentru crearea de
blocuri tisulare microarray cu ajutorul TMA Grand Master (3DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary).
Din cadrul fiecarui bloc s-au extras intre 1-4 fragmente tisulare din regiunile cele mai reprezentative
ale tumorii. Astfel, au fost obtinute 11 blocuri TMA, per total continand 211 de fragmente tisulare.

Din fiecare bloc microarray au fost taiate o serie de sectiuni de 4 um. Pentru sectionare a fost
folosit microtomul Leica RM2245 (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK). Sectiunile au fost
etalate pe lame silanate Surgipath X-tra Adhesive (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK).
Tehnica imunohistochimica a fost realizatd cu ajutorul automatului Leica Bond-Max (Leica
Biosystems, Newcastle UponTyne, UK). Demascarea s-a realizat cu ajutorul PT-link, la 97°C timp de
20 min si Bond Epitope Retrieval Solution 1 si 2, solutii cu pH 6 si pH 9 respectiv (Leica Biosystems,
Newcastle UponTyne, UK). Pentru blocarea peroxidazei endogene a fost folosit peroxid de hidrogen
de 3%, timp de 5 minute. Aceasta etapa a fost succedata de incubarea cu anticorpul primar: ER, PR,
HER2, CK5, EGFR, Ki-67 — pentru a determina subtipul molecular; CD68 pentru studiul
macrofagelor; S100 pentru a pune in evidenta DC; triptaza mastocitara pentru studiul MC; D2-40
pentru determinarea vaselor limfatice; CD34 pentru studiul vaselor sangvine.

Cromogenul utilizat a fost 3,3-diaminobenzidind tetraclorid, timp de 10 minute.
Contracolorarea nucleilor s-a realizat cu hematoxilind Mayer, 5 minute. Montarea s-a realizat in mod
automat cu Leica CV5030 (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK) folosind un mediu de
montare permanent de tip ENTELLAN si anume Leica CV Mount (Leica Biosystems, Newcastle
UponTyne, UK). Din anumite considerente (material tisular insuficient, dezlipirea sectiunilor de pe
lame, etc.), coloratia imunohistochimica a fost realizata cu succes pe un numar mai mic de fragmente
tisulare. Ulterior, dintre acestea s-au selectat doar cazurile la care s-a reusit determinarea profilului
molecular prin IHC. Detaliile tehnicii imunohistochimice se regasesc in tabelul 1.

Tabelul 1. Anticorpi, dilutii, sistem de detectie, demascare, incubare

Anticorpi Sursa Clona Dilutie S|stem.de Demascare Timp |_ncubare
’ detectie anticorp
ER 6F11
PR 16
CK5 XM26 .
CD 34 Leica Bond QBENd10 20 déRmZ'”“te
Triptaza (Leica 10D11
mastocitara Biosystems,
CD68 Newcastle 514H12 Bond
UponTyne, UK) ) . Polymer 20 de minute ;
S100 policlonal Prediluat Refine ER 1 30 de minute
. Detection 10 minute
Ki-67 MM1 System ER 1
HER2 Novocastra CB11
Bio(::;/?tg:ns 20 de minute
EGFR Newcastle EGFR.113 ER 2
UponTyne, UK)
Abcam . 10 minute
D2-40 (Cambridge, UK) gp36 1:40 ER 1 lora

Nota: ER 1 = Bond Epitope Retrieval Solution 1, pH6; ER 2 = Bond Epitope Retrieval Solution 2, pH9



2.4. Metode de cuantificare

Aprecierea subtipului molecular

Pentru clasificarea specimenelor de carcinoame mamar in functie de profilul molecular, s-a
analizat expresia receptorilor hormonali ER si PR, expresia proteinelor Ki-67, HER2, CK5 si EGFR.
Pozitivitatea pentru fiecare marker imunohistochimic a fost determinatda microscopic de catre 3
morfopatologi care au revizuit fiecare lama si au atribuit un scor. Ki-67 a fost evaluat semiautomat.

Receptorii hormonali (ER si PR) au fost evaluati in functie de scorul Allred. Proteina HER2 a
fost apreciata conform recomandarilor Societatii Americane de Oncologie Clinica. Pentru evaluarea
markerului Ki-67 s-a aplicat metoda semiautomata propusa de Suciu et al. [6]. Astfel, s-au numarat
nucleele imunomarcate si cele negative din celulele tumorale si s-a calculat procentajul celor colorate.
profilul imunohistochimic al subtipurilor moleculare a fost urmatorul:

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

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

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

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

Identificarea si cuantificarea elementelor stromale

Toate elementele stromale analizate au fost cuantificate prin metoda hot-spot: zonele cu cea mai
mare densitate a elementelor vizate au fost mai intai detectate prin scanarea sectiunilor la ob. 10x
folosind microscopul Axio Imager A2 (Carl Zeiss, Germany). Ulterior s-au analizat 2-3 campuri
consecutive din ariile tumorale si stroma peritumorala, calculandu-se media aritmetica.

Macrofagele au fost identificate datorita expresiei citoplasmatice a markerului CD68. Am
cuantificat macrofagele 1n cate 2 campuri consecutive din stroma intratumorald si cea peritumorala la
ob. 20x, ulterior calculand media aritmeticd. Am aplicat urmatorul scor:

,0” — Nnu s-a observat nici o celula CD68+ in camp;
,»117 —pana la 25% din celulele CD68+ n camp;

»127 = 25-50% celule CD68+ 1n camp;

137 — peste 50% de celule CD68+ in campul de vedere.

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

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

Vasele limfatice au fost detectate gratie expresiei D2-40 de catre endoteliul limfatic. Acestea
au fost numarate in cate 3 campuri consecutive din zonele intra- si peritumorala, la ob. 20x, ulterior
calculandu-se media aritmetica. Aceastd valoare a reprezentat LVD.



2.5. Analiza statistica

Datele au fost stocate intr-o baza de date MS Excel 2010, iar ulterior importate si analizate cu
ajutorul programului SPSS (SPSS Statistics 23.0; IBM, Chicago, IL, USA). S-au determinat media,
deviatia standard, mediana, IQR, CI. Am aplicat testul de corelatie al lui Spearman (rs), iar valorile au
fost considerate statistic semnificative in cazul unui p<0,05. Gradul de asociere dintre variabile a fost
descifrat, in baza ultimelor recomandari din domeniu, dupa Lovakov si Agadullina (2021) dupa cum
urmeaza: 1s < 0.12 - corelatie foarte slaba, 0.12 <rs <0.24 - corelatie slaba, 0.24 <rs < 0.41 - corelatie
moderatd, rs > 0.41 - corelatie puternica.

Variabilele au fost grupate in dependenta de scopul urmarit (de exemplu subtip luminal/ non-
luminal, densitate joasa/ 1nalta, etc.). Valorile numerice ale elementelor stromale, in baza studiilor din
domeniu, au fost grupate folosind mediana drept prag (cut-off). Ulterior, diferenta dintre doua grupuri
de variabile s-a analizat prin aplicarea testului Mann-Whitney U. Au fost analizate statistic cazurile la
care s-a cunoscut profilul molecular.

3. MODIFICARI CANTITATIVE SI CALITATIVE ALE ELEMENTELOR
STROMALE iN DIVERSE SUBTIPURI MOLECULARE DE CARCINOAME MAMARE

3.1. Profilul histopatologic al tumorilor incluse in studiu
In studiul realizat, majoritatea tumorilor au fost moderat diferentiate (G2) (78 de cazuri). A fost
depistat un singur caz de tumoare cu grad inalt de diferentiere (G1), iar 27 au fost slab diferentiate
(G3). 71.7% din tumori (76 de cazuri) au fost clasificate drept carcinoame ductale invazive, tip NST.
Majoritatea tumorilor G3 (23 din 27/ 85.2%) au fost de tip ductal invaziv NST. Repartizarea cazurilor
conform tipului histologic si gradului de diferentiere a celulelor tumorale este redata in tabelul 2.

Tabelul 2. Clasificarea histopatologica a tumorilor incluse in studiu

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

Gradul tumorii Total
Tipul histologic G1 G2 G3 n (%) 95% ClI
Carcinom ductal invaziv, tip NST 1 52 23 76 (71.69%) | 0-88.77
Carcinom lobular invaziv - 4 - 4 (3.77%) 0-7.07
Carcinom mucinos - 2 - 2 (1.88%) 0-3.53
Carcinom medular - 8 - 8 (7.54%) 0-14.14
Carcinom papilar intraductal - 1 - 1 (0.94%) 0-1.76
Carcinom in situ: lobular - 2 - 2 (1.88%) 0-3.53
ductal - - 1 1 (0.94%) 0-1.76
Carcinom mixt:
ductal invaziv+lobular invaziv - 5 3 8 (7.54%) 0-8.91
ductal invaziv+medular - 1 - 1 (0.94%) 0-1.76
ductal invaziv+mucinos - 3 - 3 (2.83%) 0-5.30
Total 1 78 27 106
(0.94%) | (73.58%) (25.47%)

3.2. Profilul molecular al tumorilor incluse in studiu
Cel mai frecvent subtip molecular stabilit in urma coloratiei imunohistochimice a fost cel
luminal B/ HER2+. Cele mai multe tumori de acest subtip molecular au fost carcinoame ductale
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invazive (36 de cazuri), 7 cazuri au fost carcinoame de tip medular, 1 caz — papilar, 1 caz — DCIS,
celelalte — de tip mixt.

11 din 12 tumori TNBC au fost carcinoame ductale invazive, 2/3 din cazuri (8 din 12) fiind slab
diferentiate. Dintre cazurile HER2+, 1 singurd tumoare a fost carcinom medular, restul — ductal
invazive, de tip NST. 8 din 16 cazuri de tumori HER2+ au fost slab diferentiate. Tumorile de tip
luminal A au inclus unicul caz de tumoare bine diferentiata G1, iar 14 cazuri din 19 au fost moderat
diferentiate. Carcinoamele lobular infiltrative au fost fie de tip luminal A (1 caz), fie de tip luminal B/
HER2+ (3 cazuri).

3.3. Macrofage CD68 pozitive in carcinoamele mamare

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

Din punct de vedere topografic, in toate sectiunile au fost determinate atit macrofage CD68
pozitive intratumorale, cat si peritumorale. Ultimele au fost concentrate in jurul celulelor tumorale,
perivascular si/ sau in zonele de invazie (figura 1a, b).

B

1§

(a-

Ifigura 1. Carcinom dUctaI in\‘/aziv-, de _tip. NST. Macrofage la hotarul "arie.i de invuazie'(a, b)'
ob. 10%, b - ob. 20x). Imunoreactie pentru CD68, DAB.

In majoritatea tumorilor, atat CD68it cat si CD68pt au prezentat o densitate joasi, cu scor +1 in
38 (48.1%) si scor <1 in 43 de cazuri (54.5%). Scorul +2 a fost frecvent acordat tumorilor de tip
luminal. Macrofagele CD68+ peri- si intratumorale au fost practic egal distribuite in tumorile de tip
luminal B/ HER2+ si cele TNBC. Cea mai inalta densitate a macrofagelor CD68it a fost inregistrata
in tumorile TNBC, iar a CD68pt — in tumorile HER2+. De remarcat ca, 10 din cele 14 tumori in care
s-a acordat scorul +3 pentru CD68pt, au expresat proteina HER2. De asemenea, 5 din 8 tumori 1n care
s-a acordat scorul +3 pentru CD68it, au expresat proteina HER2. Cel mai mare decalaj dintre
macrofagele intra- si peritumorale s-a inregistrat in tumorile HER2+. Distributia macrofagelor intra-
si peritumorale nu a prezentat diferente in tumorile G2; macrofagele intratumorale au prevalat usor
asupra celor peritumorale in tumorile G3 (figura 2).
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Figura 2. Densitatea macrofagelor CD68+ in dependenti de: (a) subtipul molecular si (b) gradul
de diferentiere a tumorii.

Analiza statistica a aratat corelatii inverse, semnificative statistic dintre CD68pt si receptorii
hormonali ER (rs=-0.316, p=0.005) si PR (rs=-0.280, p=0.012). De asemenea, CD68pt a corelat cu
subtipul molecular al tumorii (rs=0.267, p=0.017). CD68it au fost influentate de gradul tumorii
(rs=0.233, p=0.039).

Ulterior, cazurile au fost grupate in 2 categorii: luminale si non-luminale. Pentru a compara
CD68pt si CD68it in subtipurile luminale versus non-luminale, am efectuat testul Mann-Whitney U
(tabelul 3). Datele obtinute au confirmat influenta expresiei receptorilor hormonali asupra dinamicii
CD68pt (U=265, p=0.0002).

Tabelul 3. CD68pt si CD68it in carcinoamele mamare luminale versus non-luminale

CD68it CD68pt
Mann-Whitney U 562,000 265,000
Wilcoxon W 2392,000 2095,000

Z -,096 -3,699

p ,924 ,0002

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a cuprins
tumorile HER2+ si cele triplu-negative; CD68it — celule CD68+ intratumorale, CD68pt — celule CD68+
peritumorale

3.4. Mastocite triptaza pozitive in carcinoamele mamare
Microscopic, mastocitele au fost caracterizate drept celule de dimensiuni mari, de o forma
ovoida, nucleu rotund, deseori invizibil din cauza continutului inalt de granule cu mediatori in
citoplasma. Astfel de mastocite aveau o citoplasma intunecatd, intens coloratd si au fost clasificate
drept granulate (figura 3a). In schimb, in cazul mastocitelor degranulate, nucleul a fost vizibil,
citoplasma s-a colorat mai slab, iar granulele au putut fi observate in ECM (figura 3b).
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Figura 3. (a) Carcinom ductal invaziv, de tip NST si (b) carcinom lobular infiltrativ.
Mastocite: (a) granulate si (b) degranulate (a - ob. 40%, b - ob. 100x). Imunoreactie
pentru triptaza, DAB.

Mastocitele din stroma peritumorala aveau tendinta de ,,a delimita” insulele de celule tumorale,
situdndu-se la interfata dintre aria tumorald si stroma conjuctiva peritumorald. Frecvent am putut
observa mastocite peritumorale in jurul vaselor sangvine sau in cadrul infiltratului inflamator.

Pentru o mai buna apreciere a infiltrarii cu MC, datele au fost ulterior dihotomizate. Astfel,
cazurile au fost divizate in 2 grupuri: cu o densitate naltd a MC si cu o densitate scazuta, drept prag
(cut-off) servind mediana. Pentru MCit, media si eroarea standard au fost 3.54+0.61, cu mediana 1.3
(25-75% IQR 0.3-3.9). In cazul MCpt — media si eroarea standard au constituit 12.26+1.39, iar
mediana — 9.0 (25-75% IQR 3.3-15.9). 41 de cazuri (51.2%) au avut o densitate scazuta a MC
intratumorale (<1.3). La fel, 41 de tumori (51.2%) au avut o densitate scazuta a MC peritumorale
(<9.0) (tabelul 4). Dintre toate cazurile, 29 de tumori (36.2%) au avut o densitate joasa atat a MCit cat
si a MCpt. 17 dintre ele au apartinut grupului luminal. O densitate inaltd atat a MCit cat si a MCpt a
fost inregistrata in 27 de tumori (33.8%), majoritatea dintre ele fiind de tip luminal (23 de tumori).

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

Analizand fiecare subtip molecular in parte, au fost depistate mai multe corelatii semnificative
statistic dintre populatiile de MC intra- si peritumorale, precum si cu receptorii hormonali ER si PR.
Astfel, in subtipul luminal A, MC intratumorale au fost influentate de expresia PR (rs=-0.703,
p=0.005). In subtipul molecular luminal B, MC intratumorale au fost dependente de ER (rs=0.350,
p=0.017), pe cand cele peritumorale au corelat cu ambii receptori hormonali (rs=0.322, p=0.029
pentru ER si rs=0.308, p=0.037 pentru PR). In acest subtip molecular, precum si in cel triplu-negativ,
densitatile celor doua categorii de MC au fost interdependente (rs=0.590, p=0.00001 si rs=0.687,
p=0.002, respectiv) (tabelul 4).

Ulterior, am verificat daca exista corelatii semnificative statistic in cadrul tumorilor slab
diferentiate si moderat diferentiate. In tumorile G2, MC au corelat cu expresia receptorilor hormonali.
Expresia ER a influentat MCit (rs=0.309, p=0.015) precum si MCpt (rs=0.346, p=0.006). Expresia PR

a influentat doar densitatea MCpt (rs=0.357, p=0.005). Mai mult decat atat, densitatea MCit a fost
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dependentd de densitatea MCpt (r=0.493, p=0.00005). Ambele populatii de MC au fost dependente
de varsta pacientelor (rs= -0.259, p=0.044 pentru MCit si rs= -0.281, p=0.028 pentru MCpt).

Tabelul 4. Corelatiile semnificative statistic stabilite intre receptorii hormonali si mastocite

Subtipul luminal A Subtipul luminal B TNBC
MCit si PR MCit si MCpt (rs=0.590, p=0.00001) MCit si MCpt
(rs=-0.703, p=0.005) MCpt si ER (rs=0.322, p=0.029) (rs=0.687, p=0.002)

MCpt si PR (rs=0.308, p=0.037)

MCit si ER (rs=0.350, p=0.017)

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

In grupul tumorilor slab diferentiate MCit au corelat cu expresia ambilor receptori hormonali
(ER: rs=0.626, p=0.005 si PR: rs=0.561, p=0.015). MCpt au fost influentate doar de ER (rs=0.497,
p=0.036). MC din zona peritumorald si cele intratumorale s-au influentat reciproc (rs=0.689,
p=0.002). Analiza statistica a cazurilor per total a confirmat corelatiile stabilite in cadrul subtipurilor
moleculare. MCit au corelat semnificativ statistic cu expresia ER (rs=0.393, p=0.0003) si PR
(rs=0.236, p=0.035). Similar, MCpt au fost dependente atit de ER (rs=0.378, p=0.001) cat si de PR
(rs=0.383, p=0.0004). In toate subtipurile moleculare incluse in studiul dat, MC peri— si intratumorale
au fost dependente unele de altele (rs=0.445, p=0.000003).

In continuare, am grupat cazurile conform subtipului molecular in luminale si non-luminale.
Pentru a compara MC din grupurile luminale si non-luminale am aplicat testul Mann-Whitney U.
Acesta a confirmat influenta expresiei receptorilor hormonali asupra dinamicii atat a MC intra— (U=
390.5, p=0.019) cat si a celor din zonele peritumorale (U=361.0, p=0.008) (tabelul 5).

Tabelul 5. Rezultatele testului Mann-Whitney U la compararea MC in grupurile luminal
si non-luminal de carcinoame mamare

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

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

3.5. Celule dendritice S100 pozitive in carcinoamele mamare
Celulele S100 pozitive au fost prezente in majoritatea cazurilor (71 de tumori din 75, 94,6%),
dar au fost variate din punct de vedere morfologic, ceea ce ne-a permis sa le grupam in cateva
categorii. Astfel, primul grup a fost constituit din celule S100 pozitive ce au prezentat o morfologie
tipica DC. Acestea au fost de dimensiuni medii, cu o citoplasma coloratd uniform, intensitatea
coloratiei variind de la slaba pana la puternica. De la corpul celular porneau numeroase extensii
citoplasmatice subtiri si lungi, deseori ramificate. Un alt grup de celule S100 pozitive a manifestat
caracteristici similare celor descrise mai sus, cu unele diferente. Aceste celule aveau de asemenea o
14



formad stelatd, insd erau de dimensiuni mai mari cu citoplasma intens coloratd, iar procesele
citoplasmatice erau groase si scurte. Astfel de DC erau localizate in regiunile peritumorale, in
componenta infiltratului inflamator. Acest aspect a fost caracteristic si DC din cadrul catorva noduri
limfatici analizati pentru comparatie. Al treilea fenotip de celule S100 pozitive a fost complet diferit
fatd de cele descrise anterior, fiind constituit din celule mici, punctiforme, cu o citoplasma intens
colorata, lipsite de extensii citoplasmatice.

Urmatorul grup de celule S100 pozitive R ,f"'é.x%?
pe care l-am observat prezintd un interes P . &' ‘
deosebit deoarece acesta cuprindea celule ‘;’ﬁv .y W
tumorale propriu-zise. Astfel, in unele tumori R M e, fﬁ
markerul S100 putea fi expresat de toate & y Tip, ‘
celulele neoplazice din cadrul unui grup de QW g o % e
celule tumorale (figura 4). In alte cazuri, N e ’,4 s Y : %
insulele tumorale expresau proteina in cauza oy a4 : "g:@,p QBQL
doar regional. In cadrul insulei era neomogena - A QNW

si intensitatea reactiei, variind de la slaba pana Ve WL T :
la intens pozitiva. Celulele canceroase S100 & ) gt PR Kin g O g
pozitive s-au caracterizat printr-o citoplasma  Figura 4. Carcinom ductal invaziv de tip

spumoasd, neuniform coloratd, cu granulatie ~NST. Arii tumorale S100 pozitive (ob. 40x).
intra-citoplasmatica. Imunoreactie pentru S100, DAB.

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

In cadrul unor fragmente tisulare puteau fi gasite combinatii dintre fenotipurile sus-mentionate,
de exemplu atat celule punctiforme cat si stelate; celule S100 pozitive canceroase si celule S100
pozitive in cadrul infiltratului inflamator (figura 5).
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Figura 5. Carcinom ductal invaziv NST. Arii tumorale S100 pozitive si DC din infiltratul
inflamator (ob. 40x). Imunoreactie pentru S100, DAB.

Cele mai multe celule S100 pozitive intratumorale s-au inregistrat in cadrul carcinoamelor G3
si HER2+. Cele peritumorale au fost mai numeroase in cazul neoplasmelor G2 si TNBC (figura 6).
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Figura 6. Distributia celulelor S100+ in dependenta de: (a) gradul de diferentiere a tumorii
si (b) subtipul molecular.

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

Ulterior, am analizat expresia proteinei S100 in carcinoamele luminale versus non-luminale. In
acest scop, am efectuat testul Mann-Whitney U (tabelul 6). Datele obtinute au confirmat ca exista
diferente ale densitatii S100it in tumorile din grupul luminal si cel non-luminal (U= 346.0, p=0,013).

Tabelul 6. Datele testului Mann-Whitney U privind expresia diferita a markerului S100 pozitive
in carcinoamele mamare luminale versus non-luminale

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

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a cuprins

tumorile HER2+ si cele triplu-negative. S100it — celule S100+ intratumorale, S100pt — celule S100+

peritumorale

3.6. Vase sangvine CD34 pozitive in carcinoamele mamare

Vasele sangvine CD34 pozitive au fost prezente in ambele zone studiate: atat intra- cat si
peritmoral, fiind diferite din punct de vedere morfologic. Astfel, au fost depistate 2 tipuri de vase
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sangvine: cu lumen si fard lumen. Mai frecvent, vase fard lumen erau cu sediu intratumoral.
Morfologic, acestea erau mici, fard lumen, prezentand cordoane de celule endoteliale (figura 7a).
Vasele cu lumen erau concentrate cu predilectie la periferia tumorii, la hotarele ariei de invazie si in
stroma peritumorala (figura 7b).
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Figura 7. Carcinom ductal ihvéziv, de tip NST. Vase sangvine cu sediu: (a) intra- si (b)
peritumoral (ob. 20x). Imunoreactie pentru CD34, DAB.

Vasele CD34 pozitive peritumorale au prevalat numeric in cazul tumorilor slab diferentiate. in
cazul tumorilor moderat diferentiate — densitatile vaselor intra- si peritumorale au fost aproximativ
identice. MVD a fost diferitda si in dependentd de subtipul molecular. Astfel, densitatea vaselor
peritumorale a fost mai inalta in toate subtipurile moleculare, cu exceptia celui luminal A. Cele mai
mici valori ale MVD intratumorale au fost determinate in subtipul luminal B/ HER2-.

Analizand subtipurile moleculare in parte, nu au fost stabilite careva corelatii semnificative
statistic intre MVD, expresie receptorilor hormonali, a proteinei HER2 si alti parametri inclusi in
studiu. Analizdnd cazurile per total, unica corelatie semnificativa statistic a fost cea dintre CD34it si
subtipul molecular (rs=-0,225, p=0,045). Totodata, trebuie sa mentionam ca nu au fost stabilite
corelatii semnificative statistic dintre CD34it sau CD34pt si expresia receptorilor hormonali, a
proteinei HER2 sau cu ceilalti parametri clinicopatologici inclusi in acest studiu (varsta pacientelor,
gradul tumorii). Comparatia grupurilor conform criteriului luminal/ non-luminal nu a confirmat ca
MVD este influentata de subtipul molecular (p=0,172 pentru CD34it si p=0,619 pentru CD34pt)
(tabelul 7).

Tabelul 7. Datele testului Mann-Whitney U privind MVD in carcinoamele grupului
luminal versus non-luminal

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

Nota: grupul luminal a cuprins subtipurile luminale A, B/ HER2+ si B/ HER2-; grupul non-luminal a cuprins
tumorile HER2+ si cele triplu-negative. CD34it — vase sangvine cu sediu intratumoral, CD34pt — vase
sangvine cu sediu peritumoral
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3.7. Vasele limfatice D2-40 pozitive in carcinoamele mamare

Imunoreactia pentru D2-40 a fost reusitda in 87 de cazuri, pentru unul dintre acestea fiind
imposibild determinarea subtipului molecular. Majoritatea cazurilor cercetate (56 de tumori, 65,11%)
nu au continut vase limfatice intratumorale. in celelalte cazuri, cand erau prezente, vasele limfatice
intratumorale erau de dimensiuni mici, cu un traiect sinuos, perete subtire, deseori colabate sau aveau
un lumen mic. Lumenul vaselor era deseori septat, iar la margini puteau fi observate cordoane de
celule endoteliale, posibil reflectdnd procesul de limfangiogeneza. Ocazional contineau emboli de
celule tumorale. In regiunea peritumorala, vasele limfatice au fost absente in 38 (44,18%) de cazuri.
Este de remarcat ca majoritatea dintre aceste tumori (25 de cazuri) au expresat proteina HER2, 16
fiind de tip luminal B/HER2+ si 9 fiind de tip HER2+. In restul tumorilor, in care vasele limfatice

peritumorale au fost prezente, acestea aveau dimensiuni mai mari, si un lumen (figura 8).
. . y ’ .“ ¥ N L3 "

7\
Y
\. .
= - H} 2 .
) . ¥
@ 4 \
- »
% Ai" % 2
\ /
g { -
N L/ A
o /[
0f -~ )
X - L 11
& o )
S s > N\ \ 3
S T | - VAR .
3 1. ;w A o ¥ AP ¥ N
\ [ ¢ f 8" g YV o - o
< " ! ‘A . . ) - - ! | 2R Y . .’('
- > > . ¥ At . o 4 v
$ pip ‘ﬁ - ~ LS . } { 3 1 & W 2 4 "'f A \- C «
L e = . . - 3 < . L) \ .0 - x‘~;‘_\ L]
| W . » A A y v i L

Figura 8. Carcinoame ductale invazive de tip NST. Vase limfatice D2-40 pozitive intra- (a) si
peritumorale (b) (a - ob. 40%, b - ob. 20x). Imunoreactie pentru D2-40, DAB.

Vasele limfatice peritumorale au fost mai numeroase decadt cele intratumorale in toate
subtipurile moleculare cu exceptia celui HER2+ (figura 9a). De remarcat cd valorile numerice
maximale atat ale D2-40it, cat si ale D2-40pt au fost obtinute n cazul carcinoamelor mamare TNBC
(respectiv 19 si 17). In relatie cu gradul histologic, am determinat ci atat in tumorile slab diferentiate,
cat si in cele moderat diferentiate predomina vasele limfatice peritumorale (figura 9b).
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Figura 9. Densitatea limfovasculara (LVD) in dependenta de: (a) subtipul molecular si (b)

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

Analiza statistica a cazurilor conform grupurilor luminal si non-luminal nu a pus in evidenta
corelatii semnificative statistic dintre densitatea vaselor limfatice intra- si peritumorale si apartenenta
la un anumit subtip molecular (p= 0.185 si p= 0.806 pentru D2-40it si D2-40pt respectiv) (tabelul 8).

Tabelul 8. Datele testului Mann-Whitney U privind LVD in carcinoame mamare
apartinind grupului luminal si non-luminal

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

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

La compararea cazurilor per total am determinat mai multe corelatii veridice statistic. Astfel,
vasele limfatice intratumorale au corelat pozitiv cu gradul tumorii (rs = 0.269, p = 0.012). Corelatie
pozitiva a fost determinatd si la asocierea vaselor limfatice intratumorale si a celor peritumorale (rs =
0.325, p = 0.002). Nu au gasit confirmare statisticd observatiile privind expresia proteinei HER2 si
lipsa vaselor limfatice peritumorale (p= 0.798).

3.8. Interrelatii statistice dintre vasele sangvine, limfatice si elementele celulare incluse
in studiu in dependenta de subtipul molecular al tumorii

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

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

Asocieri pozitive au fost stabilite si dintre populatiile de celule S100 pozitive intra- si
peritumorale (rs= 0.349, p= 0.002), precum si dintre MC din ambele localizari (rs= 0.506, p=
0.0000014). Celulele S100 pozitive peritumorale au corelat cu macrofagele de aceeasi localizare (rs=
0,258, p= 0,030). Ulterior am analizat interrelatiile in cadrul formelor moleculare aparte, fiecare
prezentand anumite particularitati.
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Subtipul luminal A. Macrofagele peritumorale au corelat invers cu DC intratumorale (rs= -
0.540, p=0.046). LVD peritumorale a fost direct dependentd de numarul MC peritumorale (rs= 0.737,
p=0.006) si a corelat pozitiv cu densitatea vaselor sangvine peritumorale (rs= 0.789, p=0.002).

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

Subtipul HER2+. Si in acest subtip molecular am demonstrat dependenta dintre MC si LVD,
insd doar 1n stroma intratumorald (rs= 0.872, p= 0.005). Atat MC, cat si vasele limfatice din aceasta
zond au corelat cu macrofagele din ariile peritumorale (rs= 0.815, p= 0.007 si rs= 0.860, p= 0.006,
respectiv). Vasele limfatice din stroma peritumorald s-au asociat cu expresia S100 in aceeasi zona
(rs= 0.727, p= 0.041), iar expresia S100 in regiunea intratumorala a corelat cu MC peritumorale (rs=
0.728, p= 0.026).

Subtipul triplu-negativ. LVD din zona intratumorald a fost influentatda nu de MC, ci de
macrofagele intratumorale (rs= 0.686, p= 0.02). MC din aceeasi zona in schimb au prezentat mai
multe corelatii semnifictive statistic, influentdnd densitatea vaselor sangvine peritumorale (rs= 0.582,
p=0.047) si omoloagele sale din plajele peritumorale (rs= 0.668, p= 0.018). De aemenea, s-a stabilit
si 0 asociere inversa cu macrofagele peritumorale (rs= -0.623, p= 0.041).

In figura 10 sunt prezentate imagini comparative ale unor imunoreactii realizate in studiu.

Figura 10. Carcinom ductal invaziv, de tip NST. (a) Celule CD68+ peritumorale versus (b)
celule S100+ intratumorale (ob. 40x). Imagini din aceeasi zona a tumorii. Imunoreactie
pentru: (a) CD68 si (b) pentru S100, DAB.
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4. EVALUAREA MODIFICARILOR STROMALE IN VARIANTELE MOLECULARE
DE CANCER MAMAR

Micromediul tumoral este considerat un important factor al progresiei tumorii si al raspunsului
la tratament. Ca urmare, existd un interes din ce in ce mai mare pentru dezvoltarea de noi terapii care
vizeazd micromediul tumoral, in special in ceea ce priveste progresia invazivad si metastatica.
Stabilitatea genomica a celulelor din stroma face ca dezvoltarea chimiorezistentei sa fie mai putin
probabila. In plus, modificarile epigenetice care contribuie la modificarile fenotipice, desi sunt
mostenite, sunt reversibile si existd un interes crescand pentru ,,normalizarea” stromei modificate,
abrogand astfel rolul sau de sustinere a tumorii [7]. Conform datelor din literatura, ER, PR, HER2 si
proteina nucleara Ki-67 sunt principalii biomarkeri necesari in evaluarea prognosticului
carcinoamelor mamare. Pozitivitatea celulelor neoplazice pentru ER si/ sau PR este un factor
important pentru evaluarea preliminara a terapiei hormonale. Supraexpresia HER2 indicad un grad mai
mare de malignitate, cu progresie rapida, grad inalt de diferentiere a tumorii, probabilitate mai inalta
de recidivare si metastazare [8]. In timpul evolutiei unei tumori, se stabileste o comunicare complexa
si dinamicd intre celulele neoplazice si celulele din microambianta tumorald; de aceea, elucidarea
actiunii componentelor stromei asupra expresiei markerilor inclusi in studiul actual (ER, PR, HER2)
ar putea contribui la Intelegerea mecanismelor de initiere si progresie ale tumorii.

Unul dintre actorii micromediului tumoral abordati in acest studiu sunt macrofagele.
Rezultatele ne-au demonstrat ca densitatea acestor celule difera in functie de apartenenta la grupul
luminal sau non-luminal, corelatia statistica cu receptorii hormonali fiind una inversd, adica
macrofagele peritumorale ar putea diminua expresia ER si PR in celulele tumorale. De asemenea, cu
cat mai slab diferentiatd este tumoarea, cu atdt mai multe macrofage intratumorale vor fi. Aceleasi
date au fost obtinute si de Lindsten et al., care afirma cd cresterea de macrofage a fost asociatd
negativ cu ERa sau PR, in timp ce a fost observata o asociere pozitiva cu Ki-67. Similar rezultatelor
noastre, legdtura dintre infiltratele macrofagelor si statusul HER2 a fost inconsecventa [9]. Jeong et
al. sustin cd numarul mare de macrofage (CD68+, CD11c+ sau CD163+) a fost asociat cu un grad
inalt de diferentiere, indice de proliferare Ki-67 inalt, negativitatea receptorilor pentru estrogeni si
progesteron [10]. Datele respective pun in evidentd rolul pro-tumoral al macrofagelor din regiunile
peritumorale. Aflandu-se in afara ariei neoplazice, ele inhibd expresia receptorilor hormonali si pot
orienta tumoarea spre un fenotip non-luminal, care nu poate beneficia de terapia antihormonala si are
un prognostic mai rezervat. in studiul nostru, macrofagele intratumorale au corelat pozitiv cu gradul
de diferentiere a tumorii, confirmand cd densitatea acestora creste odatd cu cresterea severitdtii
tumorii.

Klingen et al. afirma cd nivelurile ridicate de macrofage CD163 pozitive au fost asociate cu
invazia vaselor de sange si implicarea limfatica. In plus, prezenta unor niveluri ridicate de macrofage
CD163+ a fost observata mai frecvent in carcinoamele mamare HER2 pozitive, bazale si TNBC [11].
In studiul nostru la fel am determinat corelatii pozitive statistic semnificative dintre densitatea
macrofagelor peritumorale si CD34it precum si MC intratumorale, care pot stimula limfangiogeneza.
Globa et al. au raportat date similare in cazul carcinoamelor de prostata si anume a fost obtinuta
corelatie statistic semnificativa dintre densitatile celulelor CD68+ peritumorale si vasele CD34+
intratumorale [12]. De remarcat ca in studiul nostru macrofagele au corelat cu LVD anume in
tumorile non-luminale (HER2+ si TNBC). Astfel, putem presupune ca, stimuland angio- si
limfangiogeneza, macrofagele contribuie la prognosticul rezervat al tumorilor non-luminale. O
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corelatie pozitiva dintre densitatea TAM si cresterea vascularizatiei, precum si un prognostic rezervat,
a fost raportata de Takeya et al. in cancerul pulmonar non-microcelular [13]. Klingen et al. de
asemenea sustine cd macrofagele asociate tumorilor sunt strans legate de invazia vasculara si
subtipurile non-luminale [11].

O alta corelatie stabilita in studiul nostru a fost cea dintre macrofagele si DC. Consideram ca
este 0 asociere fireasca, pentru ca DC participa impreuna cu macrofagele in reactiile imune si este
logic ca densitatile acestor populatii celulare sa fie interdependente. Asocierile au prezentat cateva
variante: densitdtile CD68pt si S100it au corelat invers in subtipul luminal A, iar densitatea CD68pt a
corelat direct cu densitatea S100pt in urma analizei cazurilor per total. Similar datelor noastre, n
carcinoamele de prostata, Globa T. et al. au obtinut corelatii statistic semnificative atat pentru celulele
CD68+ (p=0,008 intratumoral, p=0,001 peritumoral), cat si pentru celulele S100+ (p=0,036
intraepitelial, p=0,042 stromal). In plus, autorii au descris o corelatie pozitivi statistic semnificativa
dintre densitatea celulelor S100+ intraepiteliale si a celulelor CD68+ intratumorale. De asemenea,
densitatea celulelor S100+ si CD68+ s-a asociat semnificativ statistic cu gradul histologic al tumorii,
ceea ce le-a permis autorilor sa considere aceste celule drept biomarkeri predictivi in carcinoamele de
prostata [14].

In studiul nostru, corelatiile au fost in dependenti de subtipul molecular al tumorii, iar
majoritatea dintre ele au vizat S100it. Astfel, S100it au corelat invers cu gradul de diferentiere al
tumorii 1n subtipul TNBC, iar in subtipul luminal B — cu expresia PR de catre celulele neoplazice si
cu varsta pacientilor. Aceste asocieri statistice au fost valabile pentru tumorile G2, insd nu si pentru
tumorile slab diferentiate. Prin urmare, odatd cu progresia tumorii se pierde interdependenta dintre
S100, varsta pacientilor si expresia PR de catre celulele tumorale.

Observatiile noastre privind legatura dintre S100 si expresia proteinei HER2 au fost confirmate
si de alti cercetatori. Astfel, Nava et al. au emis ipoteza ca proteinele familiei S100 ar putea influenta
cresterea si metastazarea celulelor tumorale induse de EGF, contribuie indirect la rezistenta la
herceptina si ar putea servi drept tinta in terapia carcinoamelor HER2+ [15].

Macrofagele si MC sunt complici cunoscuti, fiind reglatori ai inflamatiei, raspunsului
imunologic si angiogenezei in micromediul tumoral. Datele noastre accentueaza asupra corelatiilor
spatiale dintre cele 2 tipuri de celule. Astfel, in tumorile non-luminale (HER2+ si TNBC),
macrofagele peritumorale au influentat densitatea MC intratumorale. Aceasta ne permite sd speculam
ca initial macrofagele sunt pozitionate in jurul ariilor tumorale unde, prin diverse mecanisme, atrag
alte celule, precum MC. MC la randul lor exercitd efectele protumorale (angio- si limfangiogeneza,
degradarea ECM, etc.) cu toate consecintele respective. Aceasta ar putea fi una din explicatiile
agresivitatii tumorilor non-luminale. Tamma et al. au confirmat rolul important al macrofagelor si
MC in progresia tumorii si angiogeneza in carcinoamele mamare ductale invazive [16]. In studiile
noastre anteriore, am prezentat ca dinamica MC este puternic influentatd de receptorii hormonali si
statutul HER2. MCit au crescut in tumorile agresive G3 si pot fi considerate drept un factor de
prognostic nefavorabil [17].

De cealalta parte, un sir de studii clinice sustin rolul protector al MC care infiltreaza tumorile
mamare. De exemplu, dupa o analizd multivariatd, Dabiri Sh. et al. au constatat cad prezenta MC
stromale este un factor de prognostic pozitiv, prezentdnd o corelatie puternicd cu o rata inaltd de
supravietuire [18].

Mai multi cercetdtori au observat o densitate mare de MC in subtipurile luminale de carcinom

mamar, care pot fi tratate hormonal si au un prognostic mai favorabil. Acest lucru sugereaza ca MC
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sunt asociate cu tumori mai putin agresive. Pe de altd parte, stim cd estrogenii actioneaza ca un factor
proliferativ si pot stimula dezvoltarea carcinoamelor mamare [19]. Acest lucru poate explica de ce, in
studiul nostru, densitatea atat a MCit, cat si a MCpt a corelat cu expresia ER in tumorile G2 si G3.
Corelatiile pozitive dintre ER si MC sugereaza ca estrogenii ar putea fi molecule chemotactice pentru
MC. Ne-a interesat in special corelatia dintre celulele carcinomului ER+ si MC intratumorale,
deoarece unele studii au demonstrat ca estrogenii activeazd MC in endometrioza ovariana si cd MC
uterine umane exprima ERP [20]. Keser S. et al. de asemenea raporteaza corelatii dintre MCit si
pozitivitatea pentru ER [21]. Rao et al. sustin ca ultimele joaca un rol pro-tumorigenic in cancerul de
vezica urinara prin stimularea ER si intr-un model murin de cancer de vezica urinara s-a demonstrat
ca un antagonist selectiv ERp poate inhiba cresterea tumorald promovata de MC [22].

Un alt aspect al studiului nostru a evedintiat faptul ca densitatea MC din cele 2 localizari
analizate s-au asociat intre ele, corelatia fiind una de talie puternica (rs> 0.41). Date aseméanatoare au
fost obtinute de Keser S. et al. Acestia au aratat ca continutul de MC intratumorale a corelat pozitiv
cu MC peritumorale, care, la randul lor, au corelat cu MC din tesuturile neafectate [21].

Existd studii care au aratat o corelatie negativd dintre populatiile de MC si gradul de
diferentiere a tumorii, date care nu au fost confirmate de noi. in studiul asupra carcinoamelor mamare
efectuat de catre Sang et al., densitatea MC la pacientii cu Ki-67< 14% a fost semnificativ mai mare
decat continutul MC la pacientii cu Ki-67> 14%. Desi nu au putut concluziona cd MC sunt un factor
inhibitor al proliferarii celulelor canceroase, rezultatele au aratat ca densitatea MC este, de asemenea,
invers asociata cu gradul de proliferare al tumorii, ceea ce sugereaza din nou ca MC ar putea avea un
efect inhibitor asupra diviziunii celulare [8]. Globa T. et al. infirma aceasta idee. Autorii sustin ca in
carcinoamele de prostatd, MC chimaza+ din zonele peritumorale si MC CDI117+ din zonele
intratumorale coreleaza direct cu gradul tumorii [24]. Unii autori au ajuns la concluzia ca
prognosticul este mai nefavorabil in cazul cresterii densitatii MC in stroma tumorala [8]. Xiang et al.
au observat mai multe MC peritumorale in cancerele de sin G3, triptaza crescutd fiind asociata cu
tumorile slab diferentiate s1 mai multe metastaze nodale in comparatie cu tumorile G1 si G2. Autorii
au remarcat, de asemenea, cd triptaza faciliteazd invazia si migrarea celulelor canceroase prin
activarea MMP-2 [25]. Raica et al. au relevat corelatii pozitive puternice intre populatiile de MC si
vasele limfatice in unele subtipuri moleculare de cancer de san, sustinand astfel ideea implicarit MC
in metastazare prin limfangiogeneza [26]. In studiul nostru, MC peritumorale au corelat cu LVD in
subtipul luminal A. In subtipul HER2+, MC din zona intratumorald au influentat LVD cu sediul
intratumoral.

Keser S. et al. au demonstrat ca exista interrelatii dintre densitatea MC si LVD [21]. Similar
datelor noastre, mai multe studii raporteaza ca MC au fost in general observate in stroma adiacenta
celulelor neoplazice si in apropierea structurilor vasculare [18, 27]. Angio- si limfangiogeneza permit
progresia tumorii cu initierea metastazarii. Vasele de sange si limfatice oferd insa conditii diametral
opuse pentru migrarea si supravietuirea celulelor tumorale. Aceste conditii sunt strans legate de
functiile distincte si caracteristicile structurale ale acestor doud sisteme (de exemplu diferenta in
lumen, structura membranei bazale, ancorarea la ECM, etc.) [28].

Limfangiogeneza este esentiald pentru evadarea celulelor canceroase din locul lor primar catre
nodurile limfatice regionale, ceea ce are ca rezultat rispandirea sistemica a tumorii. In studiul nostru,
atat in subtipurile moleculare luminale, cét si in cele non-luminale, densitatea microvasculard si LVD
au fost dependente de MC. De remarcat ca in subtipurile luminale, MC peritumorale au influentat

vasele limfatice si sangvine din aceeasi zond. In subtipurile non-luminale, densitatea MC
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intratumorale a corelat cu vasele intratumorale. Aceasta poate fi una din explicatiile agresivitatii mai
inalte a carcinoamelor non-luminale.

De asemenea, in literatura de specialitate, existd date precum ca in timpul progresiei cancerului
de san, MC pot contribui la remodelarea stromalad si diferentierea miofibroblastelor, prin triptaza
eliberata in ECM. In carcinoamele de prostati, Globa T. et al. au determinat o corelatie totala dintre
CD34pt si triptaza in zonele peritumorale precum si absenta unei asocieri semnificative dintre acestea
in zonele intratumorale [29]. In leziunile cervixului uterin, Cebanu A. et al. au presupus ci MC au rol
limfangiogen. Rezultatele acestora au semnalat o corelatie semnificativa dintre numarul de vase
limfatice si cel al MC din zonele peritumorale in carcinoamele invazive, in comparatie cu metaplazia
scuamoasa si cu carcinomul in situ [30].

DC exercitd o activitate pro-angiogend puternicd care este mediatd de factorul de crestere
angiogenic VEGF-A. De asemenea, DC se pot transdiferentia in endoteliocite, astfel contribuind la
angio- si vasculogeneza. Acest aspect poate explica rezultatele studiului nostru si anume interrelatiile
dintre expresia CD34 si S100. Similar carcinoamelor mamare, Yamagata et al. au stabilit cd in
carcinoamele scuamocelulare orale, macrofagele CD163 pozitive promoveaza limfangiogeneza prin
expresia VEGF-C, care contribuie la metastazarea in nodurile limfatice regionale [31]. Astfel,
mediatorii angiogeni, produsi de diverse celule stromale si de insasi celulele canceroase pot avea
actiune paracrind, creandu-se un cerc vicios. Sammarco G. et al. confirma ca si In cancerul gastric
densitatea MC este crescutd si existd o corelatie cu angiogeneza, numarul metastazelor in nodurile
limfatice si supravietuirea acestor pacienti. MC exercitd un rol protumorigen in cancerul gastric prin
eliberarea de factori angiogenici (VEGF-A, CXCL8, MMP-9) si limfangiogenici (VEGF-C si VEGF-
F) [32].

In studiul nostru, prin utilizarea anticorpului D2-40 am demonstrat existenta vaselor limfatice in
interiorul tumorii. In studiul dat am demonstrat interrelatia dintre D2-40it si D2-40pt, corelatia fiind
una de talie moderatd (rs= 0.325). Densitatea mai inaltd a vaselor limfatice peritumorale comparativ
cu cele intratumorale ne poate sugera ideea ca ele formeaza o retea la periferia tumorii si sunt vase
functionale. In studiul nostru am determinat o corelatie statistic semnificativi dintre densitatea
vaselor limfatice intratumorale si expresia ER de catre celulele tumorale in subtipul luminal A, ceea
ce presupune un control hormonal al sistemului limfatic. In ciuda numeroaselor date care indicd un
efect benefic al estradiolului asupra vaselor sangvine, surprinzator de putine date sunt cunoscute
despre efectele acestuia asupra endoteliului limfatic. Cunoastem ca influenta estradiolului asupra
endoteliului limfatic este mediata in exclusivitate de receptorul ERa. Aceasta este o diferenta majora
fata de endoteliul vaselor sangvine, care exprimad atat ERo cat si ERP [33]. Pornind de la aceste
premise, Morfoisse F. et al. au modelat limfedemul la soareci si au ajuns la concluzia cd ERa
regleaza direct genele limfangiogene, ceea ce stimuleazd migrarea si inmugurirea (sprouting-ul)
endoteliului limfatic. De asemenea, grupul dat de cercetatori a stabilit ca blocarea ERa folosind un
modulator selectiv de estrogen, cum ar fi tamoxifenul, are un efect daunator asupra drenajului si
functiei vaselor limfatice, crescand riscul de a se dezvolta limfedem secundar [34], ceea ce si se
intampla in cazul tratamentului cancerului mamar de tip luminal.

Corelatiile statistic semnificative dintre CD34 si D2-40 stabilite de noi sugereazd legatura
stransa dintre aceste procese. Atdt modelele in vivo pe animale, cat si testele in vitro au indicat ca
limfangiogeneza are loc dupa angiogeneza. Prin urmare, formarea vaselor limfatice se poate baza nu
numai pe factori limfangiogeni, ci si pe factori angiogenici [28]. In leziunile de col uterin, Saptefrati
et al. au observat ca principala sursa de VEGF sunt celulele tumorale. VEGF nu s-a expresat in
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specimenele normale de col uterin. Markerul a fost identificat intr-un numar redus de cazuri de CIN1,
dar expresia VEGF s-a intensificat pe masura progresiei neoplaziei de col uterin. Datele acestor autori
atesta dobandirea fenotipului angiogenic al leziunilor de col uterin la stadiile de CIN2-3, adica mult
mai devreme decat aparitia carcinomului propriu-zis. Expresia imunohistochimicd a VEGF nu a fost
limitatd doar la celulele epiteliale, dar s-a observat si in celulele stromale, care in cazurile cu
carcinoame invazive exprimau VEGF intr-o proportie de peste 60%.

Micromediul stromal joacd un rol major in mentinerea homeostaziei tisulare normale si in
promovarea cresterii tumorii. Tot mai multe dovezi ne sugereaza faptul cd micromediul tisular normal
este 0 barierd in calea tumorigenezei, in timp ce semnalele proinflamatorii aberante destabilizeaza
homeostazia tesuturilor si promoveaza tumorigeneza. Astfel, celulele canceroase educa celulele din
micromediul tumoral si le forteaza si joace dupa regulile proprii. In aceasti lucrare, au fost analizati
actorii cheie din stroma tumorilor mamare si rolul lor in tumorigeneza si progresia cancerului. Cu
toate acestea, raimane o intrebare cheie: ce vine mai intai, disfunctia celulelor epiteliale sau disfunctia
micromediului lor?

CONCLUZII GENERALE

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

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

3. Majoritatea carcinoamelor mamare hormonal independente au prezentat o densitate 1naltd a
macrofagelor atit in stroma intratumorala cat si in cea peritumorala. In cadrul carcinoamelor
ER+ si PR+ densitatea celulelor CD68+ a Inregistrat valori joase.

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

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

6. In carcinoamele mamare slab diferentiate densitatea vaselor sangvine si limfatice este mai
inaltd, cu predilectie 1n ariile peritumorale, creand astfel conditii favorabile pentru expansiunea
tumorald. Carcinoamele mamare ce expreseaza receptori pentru estrogeni, progesteron sau
proteina HER2 nu manifesta corelatie semnificativ statistica cu densitatea vasculara.
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RECOMANDARI

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

In studiul varietitilor celulare, se recomandi utilizarea medianei drept valoare prag pentru a
diviza ulterior datele 1n 2 categorii: densitate joasa si densitate Tnalta.

Determinarea macrofagelor CD68+ si a celulelor dendritice S100+ 1n specimenele neoplazice
de glanda mamara permite selectarea pacientilor care ar putea beneficia de terapia imuna.
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ADNOTARE

Carpenco Ecaterina
,Particularititi ale stromei in subtipurile moleculare de cancer mamar”
Teza de doctor 1n stiinte medicale, Chisinau, 2023
Structura tezei: Teza este expusa pe 92 pagini de text de baza: introducere, 4 capitole, concluzii
generale si recomandari practice, 47 figuri si 26 tabele. Bibliografia include 209 surse. Rezultatele
studiului au fost publicate in 9 lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: ER, PR, HER2, subtipuri moleculare, microambiantd, stroma intratumorala, stroma
peritumorala.
Scopul lucrarii: Studiul varietatilor celulare si al elementelor vasculare din stroma carcinoamelor
mamare 1n dependentd de subtipul molecular al tumorii in vederea imbunatatirii diagnosticului si
prognosticului cancerului mamar.
Obiectivele lucrarii: Evaluarea histologicd si imunohistochimica a varietatilor celulare (CD68, S100,
triptaza mastocitard) din stroma carcinoamelor mamare in diferite subtipuri moleculare ale
tumorii. Studiul particularitatilor retelelor vasculare sangvine (CD34) si limfatice (D2-40) in
carcinoamele mamare 1n functie de subtipul molecular. Analiza interelatiilor intre elemente celulare,
vase sangvine si limfatice versus subtipul molecular al tumorii. Elucidarea impactului diverselor
elemente stromale asupra diagnosticului, prognosticului si evolutiei carcinomului mamar.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima datd a fost efectuat un studiu comparativ al
profilului molecular al carcinoamelor mamare versus elemente celulare (macrofage, mastocite, celule
dendritice) si vasculare (sangvine si limfatice) din stroma tumorala. In premieri a fost evaluat gradul
expresiei unor markeri celulari (CD68, S100, triptaza, CD34, D2-40) in ariile intra- si peritumorale in
raport cu expresia markerilor ER, PR si HER2. Au fost descrise modificarile cantitative si calitative
ale componentelor stromei tumorale 1n subtipurile luminale si non-luminale.
Importanta teoretica si aplicativd a lucrarii: Evaluarea cantitativd si calitativd a elementelor
stromale in carcinoamele mamare permite completarea cunostintelor existente despre rolul stromei in
evolutia si progresarea neoplaziilor mamare, cu accent asupra diferentelor in grupul luminal versus
non-luminal.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului dat au fost implementate in activitatea
didactica si stiintificda a Catedrei de histologie, citologie si embriologie si a Laboratorului de

morfologie al USMF , Nicolae Testemitanu”.
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AHHOTALIUA
Kapnenko Exarepuna
»(OCO0EHHOCTH CTPOMBI B MOJIEKYJISIPHBIX MOATHIIAX PAKAa MOJIOYHOM KeJyie3bl”
Jucceprainus Ha COMCKaHUE YYEHOM CTENEeHU JOKTOpa MEAUIIMHCKUX HayK, Kumnnes, 2023
Crpykrypa aucceprammu: [luccepranus npeiacraBieHa Ha 92 CTpaHHMIIAaX OCHOBHOI'O TEKCTa:
BBeJICHUE, 4 TJaBbl, OOIIME BHIBOJBI U MPAKTHYECKHE PEKOMEHIAIu, 47 pUCYHKOB U 26 Tabmuil.
bubnuorpadus Brimroyaer 209 ucTOUYHUKOB. Pe3ynbpTaThl HccieioBaHUs ONyOJIUKOBAaHBI B 9 HAYUHBIX
CTaThsX.
Kuarouessie cioBa: ER, PR, HER2, MonekymnsipHbie CyOTHITBI, MUKPOOKPYKEHHE, CTPOMA OIYXOJIH,
[IEpUTYMOpaJIbHAsl CTPOMA.
Oobus1acTh HCCIeI0BAHMS: IATOJOTUYECKAs] aHATOMMS.
Heas wucciaenoBanus: l3yueHue pa3sHOBUAHOCTEH KJIETOK U COCYAHUCTBIX 3JIEMEHTOB CTPOMBI
KapLMHOM MOJIOYHOM »eje3bl B 3aBUCHUMOCTH OT MOJIEKYJISIPHOIO MOATHIA ONYXOJH C UEIbIO
yJIy4IllI€HUsl AMATHOCTUKH U IIPOrHO3a paKa MOJIOYHOM JKeJe3bl.
3agauu mcciaenoBaHusi: ['ncronornyeckass ¥ MMMYHOTHCTOXMMUYECKAsI OLIEHKA KJIETOK CTPOMBI
KapLMHOM MOJIOYHOM >Kejie3bl B 3aBUCHMOCTHM OT MOJEKYJISPHOrO MOATHIIA omyxoyid. M3yueHue
0COOCHHOCTEH KPOBEHOCHOW M JMM(paTHUYECKONH CETH B 3aBUCHMOCTH OT MOJIEKYJISIPHOTO MOJITHIIA
KapUMHOMBI. AHaNW3 B3aUMOCBSI3€M MEXIy KJIETKaMH, KPOBEHOCHBIMH U JUM(pAaTHYECKUMHU
COCy/laMH B 3aBHCHMOCTH OT MOJIEKYJISIPHOTO INOJTHIA ONMYyXOJH. V3yuyeHue BIMSHHUS PAa3IUYHBIX
CTPOMAJIbHBIX 3JIEMEHTOB Ha IIPOTrHO3 KAPLUHOMBI MOJIOUHOM JKEJIE3Bl.
HoBu3Ha n OpUrMHAJBHOCTH MCCIEA0BaHUsA. BriepBbie MPOBEACHO CPAaBHUTEIBHOE HCCIIEIOBAHUE
MOJIEKYJISIPHOTO MPOQUIIs KapLIMHOM MOJIOYHOM KeJie3bl OTHOCUTENIBHO € KJIETOYHBIMU (Makpodaru,
TY4YHbIC KJIE€TKH, JCHAPUTHBIE KJIETKH) M COCYIUCTHIMH (KPOBSIHBIMM W JIMM(pATHUESCKIMH)
JJIEMEHTaMU B CTPOME OIyXOJiM. BIiepBble OIlEHEHA CTENEHb JKCIPECCHMH HEKOTOPBIX KJIETOYHBIX
mapkepoB (CD68, S100, tpuntassl, CD34, D2-40) B uHTpa- U NEpUTYMOpPAIbHON 00JacTIX IO
otHomeHuto K 3kcnpeccund ER, PR u HER2. Onucanbl KoJIM4eCTBEHHBIE Y KAYECTBEHHBIE U3MEHEHUS
CTPOMAJIbHBIX KOMIIOHEHTOB OITyXOJIU MPH JIFOMUHAIBHOM U HETFOMUHAJILHOM MOJTUIIAX.
IpakTHyeckasi 3HaUMMOCTh: KonnuecTBeHHas! U KaUeCTBEHHAs! OLIEHKA CTPOMAJIbHBIX 3JIEMEHTOB B
KaplIMHOMAaX MOJIOYHOM >KeJie3bl MO3BOJISIET JOMOJHUTH CYIIECTBYIOIINE 3HAHUS O POJM CTPOMBI B
pPa3BUTUM W TPOrPECCUPOBAHUU HEOIUIa3Uil MOJOYHOW Keyle3bl C aKIEHTOM Ha pa3jinyus B
JIFOMUHAJIBHOW U HEJTIOMUHAJIBHOU TpyIIIE.
Buenpenue pe3ysbTaToB: Pe3ynbTaThl JaHHOTO MCCIEIOBaHMs ObUIM BHEIAPEHBI B TUJAKTUYECKYIO
U HaydHyIO naesrenbHocTh Kadenpbl rucronoruu, muToigoruud u sMmOpuonoruu u JlaGopatopuu

Mopdosoruu 'YM® um. Hukonae Tecremunany.
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ANNOTATION
Carpenco Ecaterina
»Peculiarities of the stroma in the molecular subtypes of breast cancer”
PhD, Thesis in Medical Science, Chisinau, 2023
Thesis structure: The thesis is presented on 92 pages of basic text: introduction, 4 chapters, general
conclusions and practical recommendations, 47 figures and 26 tables. The bibliography includes 209
sources. The results of the study were published in 9 scientific papers.
Keywords: ER, PR, HER2, molecular subtypes, microenvironment, tumor stroma, peritumoral
stroma.
Field of study: Pathology.
Purpose of study: The study of cell varieties and vascular elements in the stroma of breast
carcinomas depending on the molecular subtype of the tumor in order to improve the diagnosis and
prognosis of breast cancer.
Objectives: Histological and immunohistochemical evaluation of cell varieties (CD68, S100, mast
cell tryptase) from the stroma of breast carcinomas in different molecular subtypes of tumors. The
study of the peculiarities of the blood vascular (CD34) and lymphatic (D2-40) networks in breast
carcinomas according to the molecular subtype. Analysis of interrelationships between cellular
elements, blood vessels and lymphatics versus tumor molecular subtype. Elucidating the impact of
various stromal elements on the diagnosis, prognosis and evolution of breast carcinoma.
Scientific novelty and originality: For the first time, a comparative study of the molecular profile of
breast carcinomas versus cellular (macrophages, mast cells, dendritic cells) and vascular (blood and
lymphatic) elements in the tumor stroma was performed. For the first time, the degree of expression
of some cell markers (CD68, S100, tryptase, CD34, D2-40) in intra- and peritumoral areas was
evaluated in relation to the expression of ER, PR and HER2 markers. Quantitative and qualitative
changes in tumor stromal components in luminal and non-luminal subtypes were described.
The theoretical and applied importance of the work: Quantitative and qualitative assessment of
stromal elements in breast carcinomas allows to complement the existing knowledge about the role of
stroma in the evolution and progression of breast neoplasias, with emphasis on the differences in the
luminal versus non-luminal group.
Implementation of the scientific results: The results of the given study were implemented in the
didactic and scientific activity of the Department of histology, cytology and embryology and the
Laboratory of morphology of ,,Nicolae Testemitanu” SUMPh.
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