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INTRODUCERE
Actualitatea 'Hi Cancerp onamagaestiHana tirdreneele .mai frecvente
tumor i mal Cgnéorm Hamel or GLOBOCAN, “"n 202
i nci den H22a6&71 tielcazdrbbod(i nt r e t o a tneortatitétende €.9%=(684¢ 'H

996 dedecese)e pr ezpernitn@andc auzt de decepriasiemette

ani. O inciden™L mai mare se atestt “n "Hbril
gr a'Hi e 1 mgureemingelti pLr ni mamogr afi e Hi a preva
hor monal i Hprecume pjrsa cad catrievai pr ecoce a menar he
vOr sttt mai "naintatt, prima naHtere tardi vt
folosr ea contraceptivelor orale, terapia de s
alcool ™MHi/sau droguri, greutaflg2lcorporalt e

Cancerul ma mar este o afecTditumet atar ange |
tumorii, respmomcali ttagreaapedid i ecnet ast az a[8].e I
Parametri.i standard anal i za'Hi , precum di me|
Hi metastazele | imfonodale sunt ut i i, da
parametri aparent identici pot evolua complet diferdacee fae | mper at i viE nec
abordtri i ndi vmaelnu'dlil @naHiacdwri mpwsausstudi er ec
tumor i Hi au permis descoperirea subtipur
subtipuri aucltar badte di fser trefiiie adoralasalizvidual din f e r
punct de vedere terapeytic i ar cl asi ficarea tumorilor “n
o procedurt d[g4Butinkt “n clinict

Cu trecerea timpului-a o bser vat ct nici clasificare;
entittE™H | e, motiv pentru care se [6mpsteha i d
aptrut “"n scent el ementele stromei t umor al
cancerului a fost axat preponderent pe celulele tumorale pizipeiu De Hi Paget a
Asemin™Hei Hi a soluluio “nckt "~ n 1889formasuge
tumor i doar “"n cazul unui mi cromediu favor
studieze i mportaldiHa Medr bmetitr itluenopmabduse | a

considerate drept wh din elementlee s e p dié tau mo r i g e B prageesiei tlknorale |

Astfel, sa st abil it ct el ement el e celmlele imena, Mmatriceaan "He
extracelul art, pot acH ona sinergic bl oc©n
cancerul ui Hi met astazar ea.-au dovedina & factori flee |

prognostic, iar unele dintre acestea ar puteafHi nt i t[f88. t er apeuti c
Cn acest studiu am analizat expresia unt

dependen™t de subtipul mol ecul ar al neopl as
7



Scopul |IStuciud +.a i ii et £"Hi | or celul ar e THi al
carcinoamel or emalHardce “~su bdteippeunld mol ecul ar al
di agnosticul ui mor f ol ogi c 'Hi prognosticul ui

Obiectivele studiului:

1. Evaluarea histologict 'Hi i munohi stochi mi
mast ocidtardma di amr ci noamel or mamare “n dif
2. Studi ul plaorrt i cefal et &fHi vascul ar eD24 8hgVvinr
carcinoamele mamare “"n func™Hi e de subti p!
3. Anali za interel adliullcarr edi rvtarsee s=raesagbtipuinee

molecular al tumorii.

4. Elucidarea i mpactului diverselor el ement

evol u'Hi ei carcinomul ui ma mar .

Met odol ogi a c erSpeetckirme n eHpasientglioHuaffastsadectate din
fi Hel e histopatologice din arhiva Spitalul
Patol ogi ct, Ar ad, RomO©ni a. -Prrodalliuzathimsd oP e
cu hemat oxi | i nf&wrm grdceduni ostandard. ,Ulterom-as realizat colorarea
i munohistochi mict cu scopul de a stabili
el ementel or stromal e, din materi al ulautreats ul
blocuri microarray. Cntreaga tehnict imunohistochi mioc
Ma x , Leica Biosystems, Newsastul et UponiER,aB81t
antrPR, antHER2, antiCK5/6, antiKi-67, anttCD68, antiS100, antt r i pt aozcti t ma &
anttD2-4 0 HiICD&84ti Datel e aw Haozs#t d&d ocatte MBIt EXC
analizate cu ajutorul programului SPSS. Eseurile statistice au inclus determinarea mediei
devi a'™Hi ei standard, medhaaeeval ulhotierdal Ghor
de corel a™Hi e al I ui Spear man. -alnalizat prie aplidaread i n
testuluiMannWh i t ney U. Am c o n s btatigicsaninificatin. Cegrcetareadss d

efectuat atredceaedr Wle ®i stol ogi e, citologie
Medi ci nt 'Hi Farmacie ANicolae Testemi Hanu
Mi croscopi ct/ Hi st ol ogi e, Centrul de Cerce
Far maci e Aodiicnt oTri nBiaHhoeaH a Rom®@ni a. Studi ul
al Universitt™ i de Stat de Medicint 'Hi Far

Nout at ea Hi originalitateaPeHttirin™ fii md d
efectuat un studiu comparativ al profilului molecular al carcinoamelor mavessaselemente
celul are (macrofage, mastocite, celul e denc

tumoral £. Cn pr eadul exprekiei anorimarlseti celalari§dD68a3100gtrptaza,
8



CD34,D240) “~n -aHii ipleer iitnutmoar al e " n raport cu e

Au fost descrise modifictrile cantitative
s roma tumoralt “~n sSlumhale purile [ uminale Hi |

Probl ema -&liii maHiifvic oCnol atHeasbt L.l ucrare
posi bilitatea exi sten'Heli rel a™fi ei dintre e

din stronda dwanouBild car ci noamadusnoniumirlmar e de
Semni fi caHEwvw al eareti ccta.nti tati vdi Hi cal i

carcinoamel e mamar e permite completarea c¢

evol ufiHogr éils apea neopl aziil or matnegrupallumicali ac c
nonluminal.

Val oarea apli twreavanfai tmecrétriliitatea apl.i
Hi a col ora’Hi ei i munohoi stoxzhmmdc éi ¢ir idioa

neoplaziile mamare.
Rezultatele Htiin™H fice principale “naint

1. Microambian™a tumoralt constituie un el el
i nfl uen™Ond creHterea He grogresicel atesk
structurile stromale sunt complexe, stimulatorii sau inhibitorii, astfel gestionarea stromei
este i mperativit pentru poten™Marea sau ~ ni

2. Cn carcinoamel e mamara mlesttoici teumrndln d
prevaleazt fa™Ht de cea a macrofagel or H
pozitivit statistic semnificati vk, Cn tum

,

densitate mai addtt deacebhst peiri eluonor &l e,
pozitive mani festt chemoatractivitate p
acestora.

3. Majoritatea carcinoamel or mamare hor monall

macr of agel ®trr oamta©ti ntm at umor al t c Ot Hi ’
carcinoamel or ER+ Hi PR+ densitatea cel ul
4. Pi erderea receptorilor pentru estrogeni/
celulelor S100+ peritumokae . Pozitivitatea pentru S100
modul area antigenickt a acestor a, cu tra
consecinHHa fuziunii celulei dendritice c

5. Mastocitele sunt elementele celulare capabile modul eze stroma catl
fiind implicate “n angiogenezt Hi I i mf ar

,

nso™Hi tt Hi de sctderea numbrul ui de cel



6. Cn carcinoamel e mamar e eslloarb sda nfgevriemeHi Hit el
“nal tt, cCu predilec™i e “"n ariile peri t
expansiunea tumoral t. Carcinoamel e mamar
progesteron sau prot eai'Hiae HERPhinMfu cmanivi et
vascul ar t.

| mpl ement area rezRlezat ¢lacare!| #t oibfAiHHINfuit ®ee :a

activitatea didactict THi Htiin™H fict a Ca
Laboratorului de morfolp i e a l USMF ANicolae Testemi Hanu¢

Aprobarea rezultatelor Rezul t at el e ob™i nut e 'Hi cConNnCce
prezentate Hi di scutate “"n cadrul ur mkttoar
Medicinkt Hi Far mand iSan Adi adlnaeRePpasdtl i ca Mo
Congresul consacrat aniversbtrii a 75 de an
Farmacie ANicolae Testemi Sanud din Republic
I nternadgii oatall tamiever strii a 75 eeStaanti dlee Men
Far mabi eolAe Testemi Sanuo din Republica )
i nterna’™i onal medi cal pentru studen’Hi i t
Htiin™Hi fickt anualt Cercetarea " n biomedicir

Univerei SL8ti de MediNiicnotl aldi TRartream iSeanA o di
(Chi Hintu, 2021).
Rezultatele acestui studiu au fost discutdte a pr obat e | a 'Hedi n"Ha

citol ogi e ‘Hi embriologie a USMF ANicol ae T

Seminar ul Htiin™H fic de profil 311. Anat o
(proces verbal ni2 din 23.05.23.

Publica™H i. |l bateemattezel au fost public
articol tenr mae'Miiosnael e ni/n dReuxbaMeed ;" N5 SaG QPR WS | e
Na™Hi onal al revistel oraldd eprcofnifle;r i h™Halt dbr c d
materiale |l a conferinMe A& Howsatd ke ba™ii nfutndg ek
inovator 'Hi 1 act de i mplementare practict a

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea cuprinde lista abrevierilor, introducere, 4

capitol e, concluzi i gener al e THi recomandtr
ur matt de 7 anexe, decl ar a‘dil a aprnioviundii as («Cm
fost descrise actbai t at e a Hi i mport an Ha probl emei 3
met odol ogi a generalt de cercetare, nout at ea
a lucrktrii, aprobarea rezultatelor studiulu

10



Capitol ul 1. S r dawararntesmoleculaael de carcinoame mamare.

Cn acest cae&piutcolda®du fastori.i eti ol ogici
hi stol ogi a 'Hi profil ul mol ecul ar al gl andei
De asemenea afostdana z at r ol ul el ementel or stromal e
susHinerea procesul ui neopl azi ep,areochi onae¢ o
posibilitatea ™ ntirii terapeutice.

Capitol ul 2. Mat er i a Acestdapitoiaefdstdedieat ddsegul-aie r c €

studiului; s-a descris lotul de cercetare, meteddke identificare a elementelor structiera

stromal e precarme HHmmofdaudt iant anal i za statis

Capitol ul 3. Mo di fiitcaktriiv ec aanltel talte men tHil o¢
subtipuri moleculare de carcinoame mamareCn cadr ul acestul cap
caracteristickt i munohistochimict ampltét a :
subtipul molecular cu descriereaex@® i € | di feri H I or markeri ai
De asemenea, au fost evaluatéeer el a™Hi i | e dintre component a
dependen™t de profil ul mol ecul ar al carcino

Capitol ul 4 . Ev al uar emvaramelkei noleculare del cancer s t |
mamar.Dat el e o b "Hionnuptaer aatue fcoustcel e expuse “~n |

am efectuat 0O sSsintezt a rezultatelor ob™Hi n

stromei tumorcaler co $§peciHal antagoni ste 'Hi
Cuvinte-cheie: E R, PR, HER2Z2, subtipuri mol ecu
intratumoralt, stroma peritumoralt

11



1.STROMA TUMOGWLDI VERSE VMMRECMNREDE
CARCINOAME MAMARE

Cancerul glandei mamare repe i nt £ cea mai frecventt f
constituind o problemt majpomboroudi mpaet Hgl
[2, 9, 10] Conform datelor GLOBOCANT e g n3snili@8elde ¢ nr
cazuri noi de <cancer ma ma r 026 U7l detcazari, 45.4%)ee a p
continentul asiatic 'HI86cche umazsufreir,t 2°3n. 5EQ) 1
prognozeazt o i1 nciden’™™t cheurigopanual¥0]l. mati v de 3

Potrivit datelor statistice, “"n Republ i c:
“n structura mor bi dietafefti. Conformidateior peezehtatarde Candere
Registru al | MSP I nstitutul Oncol ogi c, i nc
creHtere (figura 19r. e Qfisdtfredt, pma2t0i2dd & dubl
comparativ cuaul 2005[9, 11, 12]

T

2005 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figurall nci den™a cancer ul,2005208@ ke &0000 locuitoMo | d o

[9, 11, 12]
1.1. Etiologia cancerului mamar
Cu toate ct Htiin™Ha a avansat enonrHal emeu
mecani smel or geneti ce 'Hi mol ecul are ce st
ret mbne prima cauzt de deces | a fi1e,m3di Acre amd

mal adi e reprezintt o entitate heterogent,

bi ol ogici, fiziologici) se intersecteazt p
moment ul actual Hsundte dwrmdoacu Hetuml| ogi ci ct
i ni "H ator i “n de z v dartda rereacahitiaimupdin@esinsepa@trsaum a i

,

n combina™ e nu sunt suficienB4]. pARadar a

12



enumera astfel de factori e [9,i1517]ptrgqumele fizicewlm ar
glandeimamargd]; f act ori reproductivi (menarht pre
neregulat, avorturilenul i par i t at ea, vOrsta | 49 18,alBA]; f en
expunerea la estrogeni exogeni (utilizareanct r acepti vel or oral e 'Hi
h or mo [1% 22R4); patologiiale organelor sistemului genital (miomul uterin, endometrioza,
polichistoza ovariant, p 0,2 e sled [t factttifl abreditaa t o |
(genele supresoare de tumori BRCA1, BRCBge@st Related Cancemfigen 1, 2, eng.)[9-10,

14, 25} abuzul de alcod®, 19, sedentari smul H9;, aleisriPe2@litd Vi,

fumatul [9]; r a@,i2é28]i ast Lri func™i onal e dishor mona
ginecologice, neurologice, hepaticg®]. Factorii susme n "Hi o n a "Hi pot fi
modi ficabil.i (consumul de alcool , di et a, ni
nemodi ficabil.i ( v Gunstidia realiztrde Tamitnicetaba , d erhan 9 t. r
risculatr bui bi | de dezvoltare pentru cancerul m

schimbarea factooitdoreaomtiide fpoabiivit @akrbpte

sportului Hi men™™ nerea unei onaasste 'Hio repvoirtaalre
consumului de alcool, etd37]. Autorii de asemenea au ajunstacc | uzi a ct “~n S
risc modificabil]i sunt 1 mpl i ca’Hi “n cca 1/
numkbr considerabil de tumori ale gl andei ma

1.2. Histologia glandei mamare

Gl anda mamaetitntitstturt distinctivie a ma
embrionare, diferenH erea Hi c¢creHterea "Hesu

pt acelaHi scenariu pOnt | a matur arieml sex

u
“"nalt de test os’treroannabcedriadbri@nc rae’lgtl earfidan tlanmma
e

f emei sufert o dezvoltare wulterioart sub i
fiind mediatt de hiperphazi £aiHatet el sie @it
stroma "Hesutul ui conjunctiv aflat “n expan
de i nteracH unile dintre epiteliu 'Hi str ol
st abi | e pearicadapl@©maturitd{@g].

Din punct de vedere histologig | anda rmapraezi ntt gl ande s
tubul oal veol are modificate. La adul %20 Jobi gl a
separ a’Hi prin septur.i de "Hesut conjunctiwv
gl andaefroasmamstructuri, cunoscute ca wunitt

Termiral DuctLobular Units, eng.). Fiecare TDLU este constituit din:

13



ADucturi terminale prezente “n glanda inactivtk;
epiteliul ducturilot er mi nal e se diferen™Hi azt " n alveol

ADuct colector intralobularc ar e transportt secreHi ile al

ASt r omt i ntrreaplroebzuelnatratt £+ de "Hesut -depemdénty nct
cu puH ne cel cwloemjaodirgpoaue,t ucar[2]. trer mi nal e

CLile conductoare | actifere sunt ctpt uH
secretori e, "nconj uer ameoedpei teh i slte atcuder g
facilitepdt CracgaadHidal ,i ncomponenta gl andul a
preponderent din elemente d&cwWntud!l es.uf@m £t imom
lLa " nceput ul fazei foliculrarke,deduccaruzrii | feo rtn
epitelid e cubice, lumenul ducturilor fiind ~ngt
epiteliale cresc “n “ntl "Hi me, iar “n ductu
componente secretorii. Ur me a zliimel® zilei atevcelllui "Hi e
menstrual . Cn menopauzt, se determinkt atrof
stromal . Cn absen™a efectul ui stimul ator g
celulele secretoare ale TDLU degamnex z £, -c& e®m dmo d e | hi stol ogi
al sOnul ui mascul in. Hesut ul conjunctiv n
marcate prinlto sctdere a numbtrul ui de fibrobl aste
defioredec ol agen Hi[29..i bre el astice

1.3.Cl asi ficarea histopatologickt a carcino

Din punct de vedere istoric, S i-autbazateéd e
eval uarea histopatologict. Ma i recent, exp
HER2 au fost i ncluse pentru a rafina <cl as

poten™i al ul ui rhermgnall3lls | a tratament ul

Neopl asmel e mamare pot origina din oric
astfel variate trbtstturi moevol agHi eecl pnot
ma i frecventt | eziune malignt descrist est

“nt ©lsrei ndaur coame | 32’ Hi Ad e rmd marmeil eoamel e se ¢

| obul aree, demdHi s tsr at ct ambele entit i Hi " Hi
di spl azice car e nu dept Hesc i mi tele me mt
carcinoamein situ,iarac el e car e i nv eattinoameinvazie[33.ma s unt

Carcinomul ductal invazivde tipNST( f Lt r & t i p hi (o SpecoigTyge s p
eng.), cunoscut anterior drept carcinom ductal invaziv NO&@therwise Specifie@ng.)este

di agnost i-ct% dinn 48z ur i . Din punct de vede
14



foarte | achti det modt diale care nu depind d
di feren™™ ere tumoral t 'Hi raportul parenchi
I mprevizibil&t. Celulele maligne pot doane, s ol

cuiburi, arii compacte solide; din punct de vedere citopatologic pot manifesta diferite grade de

poli- 'Hi pl ei omor fi sm, au nucl eol i pr onun "Ha "Hi
mitotice atipice. Cn 60% dd nnearzazt [38je o@a
Di agnosticul de carcinom invaziv de tip NS
"ndeplineHte criteriileB3phentru un subtip hi
Tipurile specialed e car ci nom duct al i nvaziv se steé
de celule (carcinom apocrin), cantitatea Hi
trestturi ar hi t apitat, uubwalr, emicr¢papdar),c praofio tRIC fcarcinom
neuroendocrin)32]. Aceste tipuri specifice de tumo
clinice, epidemi38]l ogi ce Hi mol ecul ar e

Carcinomul lobular invaziv constituie 5%15% dintre tumorile invazive, fiind al doilea

tip histopatologic de neoplasm mamar ca fr e

ani . Deoarece majoritatea s'umts peEeRc ipaolzifte nveei,
ti mpuri e, menopauzt tardivti, vOr sttt “naint:
baza unupatterns peci fi c al celul el or: [32i34lsa coezi ut

Carcinomul ductal in situ (DCIS, Ductal Carcinoma In 8u,eng.)r epr ezi nt £t o

neoplastict a celulelor epiteliale ce nu .1
celul art 'Hi nucl ear £, -ot elnedziinuhite dien vaa zsi ev Lt. r al
obligatorirea Hdini pcsatue deécweni i . Celulele mioe
acestul tip de cancer a Ccr es c gcteenicgolun prind e r
mamografie, care a fbrLcut posibil[3233etectare

Carcinomul lobular insituest e o proliferare i n#4%édnobu
cazuri . De obicei arhitectura | obulul ui est

cadrul biopsiilor unor tumori considerate benigf32, 35} OMS <cl asifictk &

(" mpreunt cu DCI S) drept una precanceroast

invaziv sau duct al invaziv ~ n [388% Conormdleor 15
dat e, carci nomul I 1302@admirevpaciereele dbservate tintp de 2D de ai.5
Ma i mult dec®©t at©t, riscul de apari H en a cC
situeste@ cca 12 ori mai [32hare dec®©t | a cele f&tLr

Cel puHin 5% din carcinoamele mamare 1 nv
ductale, | obul are, sau chiar c¢ca mi-cadherinadel HC
exempluf i i nd negati vkt “n apr oaprafilttaty§36le cazur il
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Toate carcinoamele amare invazive, indiferent de tipul morfologic, trebuie gradate
histologic, sistemul de gradare Nottingham fiind cel desutilizat [37]. Scorurile sunt atribuite
“"n conformitate cu f oiBmaprueat et r Bc tfuriinldo rf otri
gradul de pleomorfism nuclearti@d puncte cu 3 prezent©nd un
numbtr ul di8 pundtet Dfindu n( Mumbkr mare de mitoze).
pentru a se stabili gradele 1 (scor total 3 la 5), 2 (scor 6 sau 7) sau 3 (scor 8 sau 9), unde tumor;
de gradul 1 sunt cel e mai di feren™i at e iiHi C
este un factor de prognostic i mportant Hi e
de luare a deciziilor clinici81].

Clasificarea TNM este bazatt pe date mor

|l eziunii tumorale (T), i mplicarea nodurilor
[37].
1l4Prof il ul mol ecul ar al gl andei mamar e
Trtstturile biologice ale tumori.i influe
pentru pacien’Hii Cu cancer ma mar . Apreci e

procedurt dernridtei nin,c adarae ey@e mseudp li gps nmuol | ueic u’l
dinamickt a tratamentul ui . Il nteres prezintt
dar ‘Hi de gxprasce walleceptorilor hormonalpentru estrogenER (Estrogen Rceptor

eng.),progesterorPR ProgesteroneReceptor eng.),androgeniAR (Androgen Rceptor,eng.),

mar ker i i prolifer-b7)i famooal e (HRRERcali
etc. ), i mfd40Q9i Hgyermepoipt 0R2 ( ttéeh diagnoBtisuWluelHG e m
Hi “n di feren™H erea patologiil derasmanmarca K

identificarea focarelor microinvazive. De exemplu, markerii celulelor mioepiteliale sunt de
ne  nlocuit “~ n di ag manelonn sitwcl celd infazvg38ln "Hi al al ¢
Parenchimul glandei mamare include mt t oategosildescelule:
fCelule luminale, e x pr i mt citokeratinel e cu ma s a
antigenul membranar epitelial (EMApithelial Membrane Atigen eng.), antigenul
me mbr anar al gl obul el or Mikd-at Globuls Mambrand i n
Antigen,e n g -lactalbutdina, ER, PR, AR;
fCelulebazaleee x pr i mt ci tokeratinele cu masa mol
factorului de cr eHpideamabGrevih Badogenglal £t ( EGFR
fCelule mioepiteliale,e x pr itnotk eciat i nel e 14, 17 -SMA,ct i r
Smooth Muscle @&in, eng.), calponina, S100, g&3].

Cn tabel ul 1 sunt r e da "Hi mar ker i i cel ma i
16



Tabelul1Mar ker i

expresa’Hi

dazte[88¢ | ul el e

Marker Expresie Utilizat pentru identificarea
USMA Citopl as
Calponina Citopl as
p63 Nucl ear
Mi ozi na muHc . Celule mioepiteliale
- Citopl as
| an ™Hul gr
CD10 Me mbr ana
S100 Citopl as
CK cu masa mo Citoplas| . pjagnosti alcatindmaluiievaziv
(5/6 Hi 1 Hi a leziunilo
- Carcinom lobular
E-cadherina Me mbr ana
CK8 Cito pl as Carcinom ductal
perifer
CK8 Perinucl Carcinom lobular
CK7 'Hi 20 M_embrana Origine mamart a ca4
citopl as
ER.PR Nucl ear Orlgl_ne ma_ma_rL a ca
Determinarea subtipului molecular
HER?2 Me mbr ana Determinarea subtipului molecular
GCDFR15 : .
Citopl as Origine mamart a ca4g

Mammaglobina A

Receptorii hormonali pentru estrogen ( ER)

cei ma i Vi

sunt cel e

nuclearcare includ estrond, 7-é&stradiolul,estriolul 'H estetrolul
pr e me n ¢lp, Ba4D]L Estfadioiuinedte aelvnaar poternd estrogen
pOnt | a

femeia ' n
circul
maligne[19, 39]

Rol ul

George

ant ,

pacientele cu cancer manjdd].

Pri mul

mamar tut er |

sargvine, celulele inflamatorii 'Hi “n
ER acti

estrogeni Hi

z a "Hi

ma i

Beat son,

predomint n

"He sut ul

mar ker i

frecvent

predomint

estrpgéeoigeoir a”" caeteoul ui

car e
Ac Hi

s

multiplele efecte ale acestor horm#i].

17

mo |

constatat
unea
"He sut ul

0SO0S

veazt

Hi progepterzont £LPR
studi

ecul

Ssur sa

estrogenil or

Hi cel adi

ar i “'n

di agnosticate.

g

Estr

menopauzt
ma mar
sctder ea
est e

pos,

transcripH a

principa

Hi

f

gl andul aglandma ma
dar

t r-mtestinall[41-4@]Ja stimd er ac "Hi ur



Estrogeni i joact un rol cruci al “n regl
Frasor et al. au tratat <celule canceroase |
“"n 30% dintre celule a avut reacicluluscelpar, precxirpr e
ciclina D1. Cn acel aHi timp a di minuat e X
exemplu ciclina GZ43]. Cn glanda mamart normalt, <l ar
pozitive au exprimat gena PR, Bromdodeoxyuridineédg.) ma |
sau Ki67[44.Cn carcinoamel e mamare,se@réenutmer kfet
metastaztitridi prin fosforilarea ezrinei, pr
r ol i mportant “n stabi[40l.r elxe |a@omertd ruend,l oe s |
expresia Ecaderine{41-42].

La moment sunt descr i Hi un Hir de compuH
pentru blocarea efectul ui estrogenil or pri

antagoni st aélueegltamdyeini mamar &, teamiorcadui@ididn t b a

efect agoni st. Ral oxi fenul are ac'H une ant
mamar t, dar nu afecteazt ™Hesut ul osos. Un a
[42].

Conform celor relatate anterior, conchid
I ntact, c Ot Hi “"n carcinoamel e mamar e. De

prezintt pozitivitate sporadictalpenBRbu “ER U
celul el or pmelgiaftée vat i vDd VERE e s tparitve din glanda t t
mamar t nor mal £ [d45]), 17c3804 Hi-28% [46] dimdcel@idle epitelialgdl,

47-48]. Expresia ER poate fi determinatt prin
I mplicit, expresia ERU (" n cel puHin 1% d
cunoscuf41l, 47]

Spre deodei re de estrogeni, care regleazt al
potenHazt ramificarea | ateral it 'Hi dezvol t.
drept hor mon cu efect proliferatiyv maj or

premenopauzhperarEsRanthil uPR,au o expresie scbLtzut

var i a'Hi i ciclice a nivelwurilor de expresie
un ni vel de expresie maiucomehantualCnes$aead
joast a ER. Cn faza lutealt Hi “n sarcint

expresia PR persistt “n timpul acestor faz
creHte odathtitclav@esbpauzt, “n timp ce PR

aflate “"n postmenopauzit. Existit, de asemene
i nduce modi ficktri ale expresiei genelndo pe
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expresi e mai sctzutt a ER 'Hi PR dec®©t f eme
efectul protector pe ter3Men [ ung al sarcini
ExpresiaHER2 H i a receptorul ui 1 al factBGFRy I ui

Epidermal Growth Factor &ceptorleng. ) poate fi detectatnt at
cele nemodificate. Nivelurile de expresie
nor mt, Cu supraexpresie “n subtipurile HER
EGFR sunt ~ nal tnegativeg25].t umor il e triplu

AR, n normk, este ~ nso H t ribeApexirpativel@% dintreE R
celulele luminale sunt numa i AR pozitive.

HER2+ Hi <cell26)) ER negati ve

Bcl2est e implicat "~ n blocarea apoptozei ce
proteintaestténexpaee stadiile de dezvoltar
Bcl2 este expresat de epiteliocitele din leziniperplazicélimalignea | e s ©nul ui . E
“n tumori totuHi est[@]. " nct un subiect contr

Ki-67r eprezintt earpgr omtoenihntstronmd!l expresatt |
celul ar, C u og49]c AcpstHmarker festez eonsidefat un criteriu important de
prognostic “"n evalwuarea cancerul ui d2s]. s ©n d

Celulele epiteliale expi mt 'Hi BREAL, ikrgierdetea acestuia, precura discutat
anterior, provoact diverse mutaHii "~ n celul

Alte proteine expresate “n normit de celu

Ce

( Hylpdxia Inducible Bctor, eng.9azud concentra'Hi ei n

oteine sunt sintetizate Hi “n continuu

c

morilor), proteinele date sunt stabiliza

—hf—l-—cl\)
—

c

nc H i, aptimaareacaranscri p’™i ei unui Hi r de
a enzimelor glicolitice, a gluconeogenezei,
de fier THi astfel spor e Ht e s inpfaverabileeBdduet at. @aua C
demonstrat c¢ct supraexpresia HIF 10U este as
d

e diferen™H ere a tumori. Hi O expresie 7
(VEGF, Vascular fhdottelial GrowthFactor,e ng . ) Hi respecti v, cu
[41, 50]

1. 5. Clasificarea moleculart a carcinoan

un bi omar ker este definit ca Ao caracte
obiectiv ca un indicator al proceselor biologice normale, al proceselor patogene sau al

respunsuril orofammac oleodHbB.e tDeenHhip eaux ii thtd un
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foarte mar e de bi omar ker i, ER, PR 'Hi HER?2

mamarg31].

ERa f ost Il denti ficat de EIl |l wood Jensen
folosit de | a mijlocul anilor 1970, ato©t pe
c ©t THi ca factor de pr o glatols peitesmem lung.Apraxienatia |

80%dit r e cancer el e itivbeUn al @alea seceptdr deEefrogeroazfost identificat
“n 1996, i ar statutul ER “ n practica clini
desemnaE R [81].

GenaPRest e regl atHt, dprestuogane, caker ERI ar
func™i onal t. Apr oXx i mp@otitivevsund RRd¢gative. Mumorilemare surit e

PRnegative pot reflecta semnalizarea aberan
pozitve/ PRnegati ve sunt, “n general, ma i pu’™Hi n
pozitive pentru ambiieceptori31, 52} Conform recomandtril or de

eval ua’™i pautioffia expre€iei mudeane dfb [53].

Determinarea amplifictr i iHER2gesrtei /uts uprzad x
clinickt ca un indicator al prognosticul ui
sistemic cu Herceptint. Poz220%divn t @ad rea@i MHdEaRMe

i nvazi ve Hi l a mai mult de jumbtate dintre
hormonali [31]. Statutul HER2 =este determinat f ol
hibridizare in situ. Exi sttt ghiduri detaliate mpeabdnui

actualizatg53].
Ki-67este un discriminator utilCnatismpbtepry
Ki-6 7 este asociatt cu supaavwypiae’HeinfHe &4 ogemed

utilizarea sa “n practica de rutinkt 431)f ost
CutoffulpentrukKi6 7 este " nct o chestiune de dezbat
a adoptatutofful de 20%; cu toate -tooomrf54.a, exi sttt

Cn baza expresiei bi omarkeril or descr i Hi

dupt cum ur meazt:
1 subtipluminal A: ER+ Hi / s a-uKi-&7&R8% HER?2
subtipluminalB: ER+ Hi / sau PR-4Hi /HERRO%Ksau HER?2
subtipulHER2+: ER-, PR, HER2+[55].
AproximativlGl1 5% di ntre carcinoamele de sOn su
sunt numitetumori triplu negative (TNBC, Triple Negative Breast &hcer eng.). Ele
reprezintt un rmgoriepmodologe, prezentartiéwe | @ i i [Slpeci

Caracteristicile sale includ vOrsta tOntrt
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sl ab diferen™i at e, i ndin@adet dme tpa sotl a Zf eerrea.r eS u p
“n  cazul TNBQavemgaiedteode 2 luni, multma scurtt dec®©t dur e
observatt | a alte subtipuri de cancer de s
l' i mitate Hi pBtl.€aeai hbahmet dazal wist anSubtipdd@ NBCp ™ n
care tumociltekexptime cu mast mol ecul art me
exprimate de obicei “~ n miooreppirttdlmeanlteulalc el ull
[31].

Subtipuriliedec ancer de s©n difert prin egemgidee X i
Hi prognostic. Subipul l umi nal A estep©ptbL T
la 50% din carcinoamele mamare invazive. De obicei, carcinoamele lumirsmleuAg r ad ~ n ¢

de di f ecucelimaibenrpmgnostic dintre toate subtipurile. Carcinoamele luminale B tind

st fie mai sl ab diferen'™ adec CHi caeul eu nl upmionga
vedere <c¢clinic, subtipul l umi nal A poate b
tumorile Il uminale B pot fi c apl.i dRaa cei epreHitir
de tip bazal au un prognosficoar t e prost, i ar “~n [Bilezent, n

Cn literatura de $ipeaarkili pt apeHisupeéntdrews

gestionarea paci e méHxémpltE Rbu Hé a MAcRer Cohe cs @rd,a
deceniu de cercettbtri, rol ul exaltcmOml e \ERDI VH
este clar cum pot contri bui-polza tri anegatd CaER C
puHi n pentru ERD, acest l ucru se poate dat

anticorpi specifici pentru detectarea acesf8ig.

Subtipuri noi

Subtipulnormal-ikee st e car acterizat prin expresia
cudiversecelulal e ™Mesut ul ui conjuctiv fibros | ax.
considert ct reprezinttit nulomd probabicae cc@t cuwerd us
intrinsec rea[31].

Carcinoamele de tiglaudin-low s u n't caracterizate prin

i mplicate “"n jonc™H unile str ©nsceadhprrd cnuam cT
trebuie me Hi onat e expresia scbtzut t/ l i psa exp
mar keril or de-mézamehiHma!| te p'Hit elciad act er i st i
canceroas¢31, 53] Tumorile claudii ow sunt de obicei TNBC 'Hi
metaplazic Hi/ sau medul ar . Ratele de supr
bazalg31].
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Tumorile apocrine sunt caracterizate drept HRe gat i v e, pr eeniruMR L p

Hi tretstturi hi stol ogi ce adpeonctrti,nee o zciunno f a t
proeminen’H . El e pot prezent a, de asemenea
De Hi aceste tumori sunt asociate cu recidi

chi mi oterapia neoadjuvantt [ 31].

Expres a pronunHatt a genel or reglate de
subtipullegat de interferon[31].

Green etematat ast "perfec™i oneze sistemul
bi omar ker i i munohi stochi mici ( ER, PR, CK5/
mucina 1). Cn plus faH. de subtipurile sta

supaexprimate), au fost sugerate trei clase noi: luminal N, baZal3 a | t e-p53 normili b

[53]. Semni fica™Hia destvOr Hitt a tumorilor ¢
determinatt "~ n timp, i arnevial adlt ept & tCe #oatec & n |
acestea, compl etarea Hirul ui de bi omarker:

rafina clasificarea[3gxistentt a cancerul ui

Cn baza-meelHhonatus rezultt ct clasifictri

bazate pe caracteristicile patologice Hi p
fostbinestabilt e pentru aplicarea Hi validitatea |
uHurin™Ht “~n practica de rutinkt. Apari H a t
dat e privind modi ficktrile tr athiscpi ot eminice e
descriere mai complett a modbdf i cktril or pato

1.6. Structura stromei din tumorile mamare

Viziunea simplistt a unei t umor i drept '
expansiunea c¢clonal t-oewbhlovualazte mMai phezerst i C
considerate structuri asembnttodnetyncmuporrag
mut aH e 'Hi translocare duc |-a tebhobBtitommaai g
suferi apoi o proliferare sus™H nutt. Cu to
neoplazice este nevoie de a crea o microammbiHL f avor abi |l £ tumori i,
gestiona stroma " ncofbjyJurttoare devine I mper

Micromediul tumoral este format dintrr combi na™Hi e de <cel ul e
matri ce ext r Bxuvaedlual Matrix.end) ECHI, f act or i -seeastfelet a
perfect “"n defini™H a wunui e c 0s i ssune fibroblagtee | u |
asociate cancerului (CARCancer Associated iBroblast eng.), celule endoteliale, pericite,
adi poci te Hi celule implicate “n reac™H ile
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dendritice (DCDendritic Cells,eng.)[57]. Sa descri s ct celul el e st
sunt capabile st sintetizeze ARNMmM pentru d
proteaze, cum ar fi pl asmina, toate respon

degradarea €M care este unul dintre mecanismele pe care celulele neoplazice le folosesc pentrt

a i nvada "Hel[®8]).t ul i ntersti "Hi al

Celulele sistemului i mun sunt wuna dintre
tumori, lar inflama™ a cronict a fost[59r op:
Regresiile tmpommotrahe mpetazntle dsocieri.i bol il
tumoril or |l a paci en i i munosupr esa’Hi sunt
tumorii [60]. Mul tiple studid. au arttat ct |imfoc
infiltreazt t @ omo,aédecti diammetralbpuséstfelslimfocitele T helper 1
CD4+ (Thl), limfocitele T citotoxice CD8+, killeriant ur al i , macr of agel
protectoare. A i i nver sT Regulatorf eng.) ROXR3€Korkhead e g |
Box P3 eng.), limfocitele T helper 2 CD4+ (Th2), macrofagele M2, celulele supresoare derivate
din | inia miMytlodDeaived SuppbeSstr dls, eng. ) stimul ea
tumorii [61].

Limfocite

Di ver se popul a’Hi i Il i mfocitare “nconjoar
tumoral e, iar infiltratele | imfocitare pot

mamart benignt sau h[Bp&r pl azia ductalt beni
Conteazt nu numai numer ul ddea rl i'Hmnf ofce ntoet icf
Circa 75% din |Iimfocitele ce infiltreazt 1t

citotoxice CD8+ sunt componente <cruciale a

celul el e mal i gnea Hkr eaznetnitgCennde | pee tsuunporraafl e spe
sintetizeazt | FNo, iar ul ti mul acH oneazt
apoptozei, angi ostazei Hi 463-@4fL Astfel, sau prdpus 3 t u
etape de i nt sisteandnidn: @)refei ntaurmo,ar’'en care cel ul el
de cttre Kkilleridi naturali, l i mfocitele T,
celulele transformate sunt "Hi nute sub cont
evadareae sub control ul sistemul ui i mun, exXpr e
mi ci , crearea unei i munot ol er [&n 64k Acestuproceg & v 0
fost denumit Ai munoeditareo 'Hi poate fi vV Lz
natural £t 'Hi explickt prezen™Ma <celul el or i mu
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refl ectare a “~ncercturniiil egamddignede a nersgpaeica
[64].

Killeri.i naturali servesc ca primt la ni e
constatat ct ele inf-ol prepank Hi ezidenialpe oma m
totalt [6dmfUOrialar tf enoti p de | i mfteregrezemtatdee p
l' i mfocitele Treg, inclusiv cele CD4+ FOXP3H+
supresia activittik™i.i factorul ui nucl ear k a
citotoxice [65]. Celul ele Fdh,eg casreecr stpk i jliLnt di fer
macr of agel or [66ln Preené¢mn'plal maMker ul ui FOXP3+
prognostic refamwadri aki la. p@rsttre 200 de cancer
care con'H neau mai mal t ndegil5t caet uber BOKP3

[62]. Spre deosebire de Th2, infiltrarea cu liwife antitumorale de tip Thl afostaso at £ c u

prognostic mai favorabi l " n ¢ a nGDeo6i-a9]l Celdlee c o |
Thl sunt implice "~ n rkLtspunsul i muel cbeuekeart FFNad
macr of agel e, promoveazt procesarea Hi -pre

prezentatoare H66l.i nhi bt angi ogeneza
Rbspunsul i mun iniH at de cttre | imfocit

O popul a™Hi e heterogent alcttuitkt din prec:

celulele mieloide imature produse gmamid wowe:
macrof age sau DC. Cn condi "Hi i patol ogi ce
traumati s me, transpl ant de mbduvi osoast s

di feren™Hi erea celullelkor nmiexltdinddeeriema tarcree t re
activarea MDSC ~ nunr context patologic are ca rezultat o supraexpresie a factorilor
i munosupresor. precum arginaza Hi O cr eHt e
oxigen (ROSReactive @ygen $ecies eng.)[70].

Cn cancerul mamar invaziyv, cel ma i favor
infiltratul limfocitar constituie peste 50% din totalul celulelor imunocompetente. Baeasea,
sa demonstrat ct subtipurile T uminale nu ¢
subti pur i TNSC ddrE R&te imthogené4]. Unii autori propun chiar de a introduce

o clasificare obligatorie a carcinoamel or
("naltt, i ntermediar t, j oast), care ar per
(stimularealimfea i t el or T citotoxi ce, i n[@B2l.bi "Hi a | i mf
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Macrofage

Macrofagelesat unel e dintre cele mai rtspOndi't
constituie poOnt | a M0%i dnNiHOMGA s a e mMmuimfoir @& ti) \
reprezintt at ©t e Opr iHmk ol pmin¢é edeleaplegdat @y L
Hi adaptativ. Cu toate acestea, o mul "Hi me

submina func™H a tumoricidt a macrofagel or.

ct okine imunosupresoare furnizate de ECM ¢
Tumor Associated Btrophagese n g . ) propri et £t Hi caracteris
caracteristici faciliteazt cr edt edlreeasr oHit L r &
Cn acest fel, macrofagele din tumorile ma

creHterea t umdm-ir3d. 'Hi metastazarea
Cn relaHie cu tumoarea, macr of agel e sun
pl aj el or tumor al e dar spre interior numtr
tumorale, macrofagele, feolitar, f i e “n grupuri, "fIurRtsodeterem
sangvine unde se consi[®ert ct induc neoangi
Cn dependen™Mt de microambian™a | ocal t, m;
fenotip specific. Astfel deosebim macrofage:
1 M1, activate clasiccareor chestreazt rbEspunsul i mun &

anioni d e s u p eeridexakzot citbkine imuabene précumllLIL-2bIL-6

HIL-12 Activarea pe cale clasict are |l oc o
ar fi 1 ANo 'Hi TNF
1 M2, activate alternativgepr omoveazt i munosupr esi amadi s

“n microambianHaptaoogoesai &, ttémopori zOAdt i v
|l oc odat t cu expuner ea -M4alL-10,illt-103k i Hieb )G F
glucocorticoi zi6 667172 dinpl exe i mune

De men'Hi onat ct aceastt clasificare est

extrem de pl astsipeetmanilfaggt Gned sutnt r i de aci
sttrilor exti78lmal e al e acestor a

I ni "Hi al , se considera ct TAMesuwrntacthadra
canceroase Hi mani festt ac™Hi une antitumor al

ct TAM | e mani festt propriett ™Hi protumori ge
de tip M2. Acesmpraesiecma&ntt odd i sadt or i de
factor ul de cr e HEpmlerneal Grqwih daetor, neagl), VEGEGfactorul de
creHtere derivat din tr omlautaigeN~U, f abaGtF8Ir LiHI

IL-1b6, i dim fosforil aza Hi c[HM&3nd@6 i nCenl ep @@L 2 T
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recruteazt MDSC <care cuprind o popul a™Hi e
granul ocitelor 2. DC, precum Hi Treg

Dovezi emergente sugereazt ct macrofage
transforma "n precursori a i Lymehhtic Ereldthelral €k n d o
Precursor eng.). LECPurile derivate din macrofage sunt identificakilevivo prin vizualizarea
celulelor dublu i munocol orate care coexpri:l

specifice endoteliului limfatic (LYVEL, PROX1 sau podoplaning)7].

Toat e cel e men'™Hi onat e ma i sSus fac din
promi HLt oar e. Il nterven™i il e actual e sunt
precursorilor macrofagelor, epuizarea TAMr i | orogHeini d opr !l or l or ,
func™i ei macr of agl@g2.or " n cadrul tumoril or

Mastocite

Mastocitele (MCMast Gell, eng. ) f or meazt o popul a™Hi e |

di feren™Me "~ n wultrastructurt, mor f ol o d78le, C
Acestea sunt distribuite pe |l arg “n toate
pielii, tunicile mucoase ale tractul ui re

componente ale micromedi wliuUHi eirrefal dHna tdpédz vcod
80]. MC sunt printre primele celul e Dbidogie i n
activecumarfienzne pr ot eol i ti ce, ci[@Joki ne ™Hi fact ol

MC derivit din celule stem hematopoieti c:i
mbduva osoast. Ul terior precur sori.i MC, c a
circula™ a sistemict, mi greazt ~ n troHg gnort ur i
citoki na eHic rlex]ieaid2]. Factorul celulelor stem (SCBtem Cell Ector,
eng.) este un factor de creHtere care -&xer
demonstrat ct celulele tumorale sintetizese
migrarea MC~ mstroma tumorii [80]. Alte molecule atractde pentru MC sunt proteina
chemotact i ct-1 MCPhoMomocyte tChemoattractantrétein-1, eng.), VEGF
urile, angiopoietina 1 (Angl), H8 , CCL 2, CXCL1, CXCL10 Hi 0S
recrutarea progenitorilor MC, sunt de asemenea capabis £t i nduct mat ur i :
acestord81].

Cn mai mul te tumor.i s ol i d B3], gasiai®4],gancréatic c a
[85], vezicii urinare[86], de col uterif87] MC par “~ntotdeauna a fi
similar, “n mali mul t e t umor ide lméomalbdgkin[@8 Hic e ,

nonHodgkin [89], MC sunt asociate cu un prognosti c
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prezentate sunt controversate, uni i [9@]uHt o r i
determinkt un pr o[@ s ¢xenplu, mella Rovea vedr aabli.| au do
MC peritumorale ptreau st ai bt o [93)cAlta swdiit at
accentueazt asupra angiogenezei i nduse de

rolului protumoral[93].

Localizarea specifict ( dversug e m@mltw,momradity
un alt aspect i mpor tf78lnt Dénepempglreasi ant & mon
densitate mare de MC intratumor[@4],e "an ftoismp |
peritumorale iniH azt proliferarea vascul a
favorizeazt “n tindgvgl. transformarea malignt

De Hi sunt asociate canonic cu reacH ile
pentru biologia cancerului fiind: stimularea angidi Il i mfangi ogenezei t u
mol ecul e proangiogene ‘Hi pr ol ismfraonngail oeg e'ie ;
enzime proteolitice; suprimarea TrbLtspunsuri
celulelor I munosufr88lsoare ctLtre tumoare

La moment sunt cunoscute cel puH n dout
de proteaze. MC care con'HTrardeolag ¢arnetaanhb’l

chimazt, carboxipeptidazt TSBHI Acatsepsiemiz i Gie
unele metaloproteinaze (de ex. MMP) degradeazt ECM Hi compo.

favori zOond det aHarea cel ul el or Cc aimsdudarstachus e |,

invaziv [79, 81] Prezintt interes faptul ct nivel ul
paci en i i cu cancer de d8In decPtaza mp&Ir Ses
drept un factor angiogeni c puternic, i mp |
endotelialg95]. Kankkunere 't al . au observat ncuemktcrruel’Hitie rdees
carci nomul mamar fa™Hb de |l eziunile benigne
dec©t at Otp,0zMQ itvrei pstuanztt semni fi cati v mai nu
parte a leziunilor malign¢96]. Ri batt.i et al . au demonstra
met astazéaxnl aoduriel evt un numtr ma i mar e
met astaze. Totodat t, autor i au demonstrat

t ri gpozaiveB6].

Pe LOhgi ptecatzibuielaaiCgi ogenez t 'Hi prin secre
clasice, VEGFA Hi -B/klaQ&l i mf angi ogenezt -pr Hn - EGB
[66]. Dat oritt -8 edir eHi s taacnil® noldg Haatard chemotactici pentru

celulele imune Hi ca mitogeni8llt umoral i, pot

27



Activarea MC poate duce |l a eliberarea a

func™Hi e de tipul de sti mul i Hi receptor.i |
heparina, triptaza, chimaza) (s'tnoccaCllie vian sgerca
mi nut e) ; me di at adeanovo(l pirpo sdtiacg | asnidnitneet i'Hia Hie uk o

Hi o varietate de -44,t-60kilnfeNOHi dthée.no kd anree (9
ur ma transcr ilop(die)@i] Hi traduceri.|i

Celule dendritice

Celulele dendritice (DCjac parte dincelulde prezentatoare de antigen (APBntigen

Presenting €ll, e ng . ) specializate “n decl anHarea r|
celulelor T[97]. Or chestrarea i munitt™Hii eficiente
de a r ecantigen@ a HHee a i ntegra i nf or ma Hi i[98 DCHi C
imature preiaumat i genel e din "™Hesuturile periferice,
antigen pe suprafa™Ha membr anei sale cu mol
antigenul ui, DC sufert procesul de meeder ar
protec i e i munt periferice, unde devine C
limfocitului T [99].

DCinf i ltreazt stroma majoritt ™ii tipuril ot
exprimarea citokinelor proinflamatori. Hi ¢
tot DC promoveazt | munosupr estorasapprin exprimagear e’
mol ecul el orcheckpoibk 0 tkeambnol ogi ce, [98.st f el i n

DC ob™Hi nute din s©ngele periferic Hi n o

operabil sunt disfunc™ onale, cu niveluri s
sctzut-r2.deCdpgacitatea DC de iacti ndéH en d erstptur
mat ur ar e. DC i mature pot i nduce anergia ¢
al oanti gen Hi pot genera Treg. Celuleld Tr

(Cytotoxic T Lymphocyt@ssociated Atigen 4 en g . ) care blocheazt i

CDh28 de pe | imfocitele T cu receptorul CD8
i nhi barea pldduepHi ieieaecil &l ul ui celulelor T
CD8+. Chen et al. adle monstr at ct Hi celulele cancer
exprima CTLA4  Hi aproape t o'Hi mar ker i i de supr
supr i ma’Hi dramatic ~ n pr-&zBocdida CTi& | wnlue Inaurmad ¢
recuperatfac 'Hi a de prezentare a antigenul ui a D

activitatea biologickt a celulelor canceroa:

28



este modalitatea comunt de a e vracaklaleledtianoralejb ¢

iar blocareaCTLAM ar putea fi o "H Ak terapeutictkt p
DC exprimk un Hir de proteine, “n |1 HC f
familiei S100 sunt proteine mici fixatoare de’Cac i d , care implickt wun

biologice [101]. Este demonstrat c¢ct proteinele S100
extracelul are THi s pmodesebiologice, iinclasiv @l v i mi umud & i p
motilitatea, secreH a, sintez[B2proteinelor

Celule mioepiteliale

Celulele mioepiteliale, ca Hi cele dendr
sunt descrise “n continudre. glhaedékea denbr i
car e c-8 MM rHi U andeemibtr aha b aasanheht ménibidp eng.) prin
hemi desmozomi . De asemenea sintetizeazbt <co
lamininal, laminina5  Hi fibronectina care contribui e

creHt erea duct urrespoasahilelepolactteepitelmatelogcam a figenele
Par 3 Hiesteta&8¢i, att cu o evolu™H e foarte agre
prognostic rezervat pentru pacient [103, 104].

Contrac™Hi a celulelor mioepiteau ad ef ocersmie
Hi sunt unite "~ ntrgap efl®er P@n ch -¢j oonntit’Idi LaLn i ¢s axlrred

celulele epiteliale. At©Ot stratul de cel ul e
Hi sunt selectiol peulmeladi mecipenDarttomi tt ac
nutrien™i i, factori.i de creHtere 'Hi al te n
celulele mioepiteliale pentru a ajunge “n
epiteliae t umor al e trebuie st treact mai “nt Oi

pentru a contacta fizic stroma. Astfel, cel
separa celulele epiteliale tpr.olPéeranbeaer de
celular duce | a eliberarea factorilor de cr
alterare a micromediul ui, ceea ce stimul eaz

al celulelor tumoral¢103].

Celulele mioepiteliale au proprietea de a se re”  nnoi Hi s u
proliferare, c Ot Hi di feren™H ere pentru a
moarte[103]. Cu toate acestea, mioepiteliocitedes uf er £ mut a ™Hi i , iar at

el e genereazt de obiczut tt.umbaae s tceu onbasleirgvnai’l
posi bilitatea unedarviobtrMHareeteaelapei canceabpe

mi oepitelialste aeltuled ocu e@ajl0ddad]i t at e mai sc
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Se postuleazt ct tumorile mamare maligne

luminale versusmi oepi tel i al e, i ar “n multe carcino
mioepiteliale [104]. Un Hir de autori au presupus ct
supraproduc™a enzi mel or hidrol i {lo5d@] sau sun

l denti ficarea stratul ui de celul e mioepi

a unui 'Hi r-SMAe S-100; lecaldesmore,: p63U43]. Din cauza originii epiteliale, ele
exprimk Hi CK caracteristriscséerpeéentfrocaseracur
CK17 [104]. Al te proteine specifice celulelor m

EGFR, " nst expresia [ABestora variazt foarte

Fibroblaste

Fi broblastele reprezintt celule cheie st
carcinoamel e mamar e. Bha®eslubeuniul anneatleces:
capacitate metabolict mini mt, mani fest ©nd
pl tgilor, reglarea dif ¢64a08Hi €émicorpi ast | al e
retniil dm HMancerertaninacsacwet eudrseptviAdecto),
st prolifereze, saer ectobmpoaretnit tek "Hil emal C MmaHi i
contractile[108].

Fi broblastele din cancer (cunoscute Hi S
peritumoral e, mi of i brobl ast e, fibrobl aste

"nconjoart pe cele canceroadeaer HHi otentr ohaa

Hi supravieHuirea, angiogeneza, me {189 Estez a r
esen’H al st s-eri héHeapagiLcatbr €EAFIt at al rtsi
cauzate de tteumor &Re'cm ud rae idial arni "Hi all &z iau rCiAlFe
dezvoltare ar putea reflecta astfel efectu
tumora se dezvol tt, acest proces decrreeéHteaerras
tumori i, deoarece celulele canceroase HHiil: i
facilita propria supravie™Huire 'Hi -uplorgdaief er

evolua treptaf110].

CAF sunt sursa principalt de colagen din
‘Hcu alte celule stromald09]. Tr btsttura caratoer ies-BNeAcdarapr €
este mai pronun™Hatt " n fibroblast €108 di n ca

OrigineaCAFur i | or a fost investigatt acti v 'Hi
el e estericvatsendi Wl fi broblaste rezidente al

aberante provenite de la celulele tumorale vegiiEl]. Cu toate acestea
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fibroblasticedo au fost descrise ca surse
mezenchimaled er i vat e di n -amt ddiovwae doistoaas £tfis o sur s
cancerul de sOn. Cn plus, fibrocitele au
Adipocitele contribuie, de asemenea, paolu | de CAF “n carcinoa
interme d i ul proteinei WNT3a, (e7i viatetbudien "“mesltu
ct un CHiinrvivodHan visatawd idie monstrat c¢ct "~ nstHi cel ul
precum trameiz#nahe mal &1 H0 t r[X09%.s f®r nmtaza fdelr
putemc onchi daurdll eCAR 0 origine eterogent.

|l munohi stochi mic, CAF pot -3$MA, GD34t tenaescirdt, e d

antigenul neural glial (NG2Neural Glial Atigen 2,eng . ) , receptor ul U
creHt er e der e (PBAFRAJ-B,Platelet@envbdoGeowth Factor Bceptor eng.),

proteina de activare a fibroblastelor (FAPibroblast Activation Atigen eng. ), Cl
podopl ani na. Cn plus, aceste celule expre:

fibronectina,colagenul de tip I, proid-hi dr oxi | az a 'Hi S100A4, dat

mi ozi na de [10/&LB9E h iIMam &kteed i e x pr e s a "Hiurilon dar gt n t
fi expri ma’Hi Hi de o listt ~ ntr ededgentifidaee aal t
CAFuril or este combi na'Hi a dintre a £fteasd t u |

citoplasmatice Hi[109].H C

Datoritt subst an-0Hearatate des mecaniemeaparacyine, pifie n t r
i nterac™i oneazt ecul ac etludted eetcaamelea oasmori g
abunden™a de CAF stromale este asociatt cL

predicti v [1a2. rTeod wrdeant™Hei substan™Hel e secreta

chemokine,componente aleE CM) , explickt implicarea fibr.:
Ast fel, CXCbhbl2 sHnt eltGFzat e de CAlRe z einrcchu ana
metastazar a , promoveazt angiogeneza prin recrut
mult, CAFur i l e care exprimkt FAP au activitate
degrada z £ 'Hi remodel eazé EEM{rocrie®ndZlog Acstel ul
dateaufet confirmate de Pl ace et al ., care au

crescut dramati c dup[07].iDe asemehea;ese & apor f-uwilbr oh

exercitt o presiune fizickt prin aderare | a
sau cemigrarea CAFRur i | or Hi a celulelouridenrcermac
pancreatic prin aplicarea wunor met ode gene
intratumoralt sporitt, precum 'Hi propor "Hii
putea exercita Hi f unc ™ M0,iTGRObN t iltFuNAGo r fidd rett iLcd e
recrutarea 'Hi pol arizarea macrofagel or, [
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control imunitar al celulelor canceroase. Astfel, efectul net al t®ecwdui CAF trebuie

considerat ca fi[llald bi modal ™Hi di namic
Conform opiniilor curente, fibroblastele
al progresi ei tumoral e dar Hi reprezintt
rezisten™a | a tamoxifen ~n car dl0o9 bla Mel)Cee E R +
ma i mul t e abordtri terapeutice anti edecer
deoarece <celulele cu o ratt de proliferar
deteriorarea ADNu | u i , "mpiedickt sintezaaAPBPH/ ARN oBic
necesart diviziuni.i c-éHi u lraardei.ot @2a Hipi ef | ciee nt
celulele canceroase vor avea 0 sensibilitat
al prolifertrii, uinmpaatsulf emeidret @ mHiea nveetn "H i
acumul Erii CAF este [110. mare mbksurt necunosc

Matrice extracelul art

Matricea extracelulart regleazt o variet
cOt Hi ale celor tumor al e  [66]i Sadddigas mult efartipentrua r e
a determina modul “n care componentele cC¢
promoveazt dezvoltarea cancerului. Cu toate

i mportan™a c-celupaornee na eni @Oy, " nn stpiemp @all pr og

De Hi este vizutt de mul "Hi ca o0 structurt s
menHi nerea morfologiei ™Mesuturilor, ECM est
surprinzttor de dinamict THi versatilt. Pr |
aproape tot comportament ul cel ul ar Hi este
[115].

ECM este campusir dientcromponente distincte
glicozaminoglicani Hi proteoglicani, prote
polizaharide, toate cu pr ¢1p5 116] Dio Pdinct deivedere e
structural, aceste RBMWMpmpcoanreent estfeor meadts tat
epitelial e 'Hi stromale pentru a separa epi

sintetizatt de celulele strmpmaV,.| 8Bivi reisrnte, f
proteine fixatoare, cum ar fi ni dogenul Hi
proteice. Cn schi mb, matricea intersti™H allt
glicoproteine, cumaif t enascina C Hi fibronectina Hi,
Hi contribuie mult | a fl&5% i sten™a | a trac ™ u
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l nteresant este ct ECM ' n cancerul ma ma r

supuse vindecktridi pl tgil or sau remodel Lrii
fibronectint, proteine matricelul arecHi aviM
tumorile cu capacitate metast a[llilct Cpr &damot
gl andt smanmnaretstt un dezechilibru “ntre tipu

colagen fibrilar tipcdn Hilduyt dlludie dvei 'Bd ol IMaXg € ril

datori adtrdieig BM. Astfel, stroma tumoralt d

cazul cancerul ui de sOn, "Hesut ul modi ficat
[115, 116]

Rigiditatea stromei are un =efect semni f
comportamentul ui epiteliocitelor mamar e 'Hi
formeazt structur.i aci nar e pricédercdlagea tuaensitatel n C
scktzutt CHi genereazt o reHea tubul art orgar
(HGF, Hepatocyte Growth &ctor,eng . ) . Cu toate acestea, a
crescute “n contdidHi dolcagarewmlsuiit,atel € nfadtme az
proliferative care devin invazive atunci c
promoveazt activarea cbili ki nazei ’[116, tl1€]l ul e

Lamininele p r e z umn grép de glicoproteine heterotrimerice mar 'Hi repr

principalele proteine noncolagenice ale B

i mportant “n dezvoltaredll ¢{lMAiddn uleusit edeo scC
i mportantt a BM, secretatt de tmiuo fai bnreonbHi anset
epitelialt. Maturarea celulelor epitellillal e

[118].  Cnriletmamace, expresialM 11 este adesea pierdutt H
pol ar i t L[IHO].i celul are

Studiile “n domeniu au arttat ct ECM e
pol ar it & ™Hi i celulelontepgprtehbhi amee’Hi De prkmpl
organe, inclusiv glanda mamar t. eStBrMicctau roa b
fizict Hi promoveaneztendcmhiamal EH a campe t é Impo e u
"Hesuturilor de c[ilblre cel ul el e canceroase

Enzi mele matriceale pot genera cti cu ¢
mi grarea celulelor canceroase. Ma i mul t , e
componentelor ECM prin expunerea sitg i | or cripti de, celeiHi emr @n
ECM sau domeni i solubile ale prot&i--8l-tlr EC
j oauotol important" n degr adar ea ECM. El e sunt supr:

gl andei mamar e, c Ot ‘H2 'Hi” n MB\Md@gnh enameude remuoaetaeer .
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i mportante ale ECM “"n glanda mamart nor mal t
Cn cancer, il nvazia prin BM este o0 etadtHine
MMP-9 pot | uca u nacestprbcesiprmpdegratasea tolagemului de tifl1é@].

MMP-14est e deosebit de i mportant pentru migra

multicelulare polarizate produce MMP 4 'Hi degradeazt col agenul
cale oportunt pentru ml2glr are, astfel facild.i
1.7. Angiogeneza nHic daricmfnaonagn eol gee nneaznaa r e
Angio- Hi | i mfangi ogenehai ®ufgatme v é mirgdn tdee p
(dezvoltarea embrionart, creHtere, vi ndecas
denumite factori angiogemntci nHt ahdemfmapghnoagae
celulelor endoteliale [I2C) Hi vascul ari zare

Angiogeneza

Angiogeneza este un factor critic “"n dez
tipuri de cancer. Pri ma -dotvamdarcd awmactt aar
probabilitatea de metastazar e @rivagtaveetapentruno r i
mel anomul cutanat. Autori.i au analizat 20 ¢
metastaze au arttat o zont vasculart | a ba:z:

cea oObservatt tastazdla?] Spairraiangiogehazeidt eneasoci at t
supravie™Huiri.i Hi l a paci en’™i i Cu cancer 14
angiogenezei ar putea oferi op Hi uni eficier
sporind astfel ar aa ap adcei emiHi rl awi.e "Hunitrreer uper

proces prin "Hintirea f a-Atumuldintrece maaputgrnio rgeenbrii

ai familiei VEGF, sau prin "Hintirea faator
regul ator.i angiogenici, au fost considerat
de cancef121].

Cn nor mt, reHaua de capilare de obicei
di vi d. Ni vel wdielcé astleamstendmeQoase rktspuns
factorid.i de transcrip™H e HI F. né\ egpbhsabile der e g
stimularea rbktspunsurilor fiziologice speci
Angiogeneza | ocalt este una dintre principe
l a nivelur2EsctmptecHep®ecergemil or EC <car

capil ar, -sdee zuvliotletr@nodryl2ilas Ahgi dges®mngeanor mal

critickt pentru metastazarea canc ¢lRlyl128,124] i n
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Ma i mul t |l eziunile premaligne induc un rt

putea fi observat orice send. morf ol ogic de

La debut, tumora nu induce angiogenezt
reméne |l imitatt "n2cmmHtereéi ametapuoxCmaacea
poate existaréntatentt, “n c alrief earpaorpetao zcae | cu
din cauza hipoxi ei Hi , prin urmar e, a nut
conseci n’Ht, tumora activeazt un comutator

angi ogenfl2dl acti vt

Astfel, se “"ncepe creHterea de noi capil .
(sprouting eng. ) Hi / S a intusgusceptionengn) [126 AngiogeneZafirire  (
"nmugewuiprénde urmbtoarele etape:

1. degradarea BM, pentru a permite elibe
proteinaze, precum MMP, heparanaze, chimazt

2. mi grarea EC “"n "™Hesut ul c onj upadlt eng.), pr
Aceasta extinde numeroase filopodii care se

3. formarea unui cordon solid de EC;

4. formarea | umenul ui prin ajustarea for
5. anastomozarea germenilobtu | ar i contigui pentru a fo
paral el cu sinteza noi[l25]lBM Hi cu recrutar ea

Etapele sustnen "Hi onat e sunt control at e-A,d/EGFBie mb r
VEGFC, VEGFD 'Hi Pl GF (f act or Rldcentdldrowth Ectdrf eeg.).ecargp | a «
" Hi medi azt efectel e prin-kinaridi: ¥EGFrRIHWEGRR2a He u
VEGFR-3[121,125] AceHti factori de creHtere sunt
s©n agresive, iar dintre aceHti factori d e
caracterizatt ca f i[béniRl, d26JaDe asamenes, expmesiaf MEGR t |
coreleazt cu mutaHiile pb53, iar combi na’Hi a
VEGF a fost asociat t[b6Lu AUnH pétagitogeingproweze
mai jos.

Angiogeneza prese riefteurstu sice ppHi ®c e s ul prin
“n dout, datoritkt wunui pilon de "™esut tran:
opuHasualuwv Hi are | dik@5,12@ patru faze distinc

1. contactul celular direct al EC situate-a-visd at or i t £ pr oemi nen  Hei

vasul ui, ceea ce duce | a formarea unei pun’i
2. perforarea stratul ui dublu endotelial
l umenul “nvelit de EC;
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3. " n c ad wuigrnngrcesele @tbpfasmatice ale pericitelorade | un g u | por
| aterale ale pere™ | or capilarul ui Hi
4. creHterea st ©lopupluas td ei nHeeddiila psiul ba'Hitr en o

Sa demonstrat c¢ct inducerea angiogenezei
angiogeni ci de cttre celulele tumorale, car
str©ns regl at e, un echi | i br’anteangiogehic (tabetlle?), s e 1
este sus™H nut strict “n micromedi u, pentru
[121].

Tabelul2Act i vat or i &hgiogenazb[12bli t or i ai
Factori pro-angiogeni Factori anti-angiogeni
Angiogenina Angiostatina
Angl, 2 Il FNU, b
FGF PF4
HGF TSR1
IL-8 Endostatine
VEGF IL-12
PIGF
Surse
MC, Macrofage Trombocite
CAF ECM
Celulele canceroase Celulde canceroase

Dintre toate celulele stromal e, ~ MOGgresico a c ¢

tumorii. MC sunt atrase “"n micromedi ul t um

tumoral e, ca apoi st pr odnolesik VEBR, iIFGHffibdobldst f a
Growth Factor, eng.), I8 'Hi -1T, GFbr e c um Hi MMP, care pr omo

Hi, respectiv, invazi (5]t atea, aspecte discu

IL-8 este un membru al familiei IL desprecal@ s r aport at ¢t induce
EC prin activarea receptorilor VEGF. -B  ar e, de asemenea, 0 [
angiogenezei prin creHt erea pr olnurhiteliniide EC ‘Hi

Hi stimul ar ea ifviro. Ma multisa calps éavael oct tumoril
"nalt&® dentlL mai agflaBi e cBindi ctwdnzewndHir mtHL i &
pentru tratamenteleardin gi ogeni ce 'Hi un poten’™i al bi oma
de cancer, inclusiv cel mamdr29].

Trombospondinele (TSHhrombospontinseng.) sunt o familie de glicoproteine fixatoare

de calci u, secretate din granulele U ale t.
adeziuni i celul ar e, afilgiaodeo®rse z @ir i rhia ipmfolt @me
dregt un inhibitor angiogenic natur@l21]. Numer oase cercet&tri i nd
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cancerul de sO©n pot func™ ona <ca factori
consecinH | a [18Q p3t]i mar ea tumor i i

Mol ecul el e care vizeazt angiogeneza au f
s©n dar Hi al altor forme de <cancer. Este
repausul sau regresia tumoriin"Hirii mepreisvaari e ¢

exi sttt o justificare practViIEGHF fgémt rmodutsp

antiangiogene (" n general) “n cancerul de
chirurgical e st e taampus bsteanddicamentuCBeVaciauraab, urs anticalp ¢
monoclonal umanizat arti E G F . FDA a aprobat Bevaci zumal
canceruluineéggas®©n, HBMR2 ast ati c, dupt ce au

"Hintirea VEGPFr éml isniudé.i ICnst, poOnt acum, s

c omp u Hi antiangiogeni ci cu scheme standard
produs un | mpact clinic |imitat asupran s ufy
toxicitate sporitt (ceea ce duce | a micHor
revascul arizarea tumorii), rezisten™HHt (prin

vascular)121].

Angiogeneza pat emifsiurAt £ 0 prin stabilirea nive
microvasculare (MVDMicroVessel Bnsity,e n g . ) . MVD poate fi cal
celulelor endoteliale CD3gozi ti ve, ul tima fiindresagkic
membrana celulart a endoteliocitelor, car e
[122].

Limfangbgeneza

Spre deosebire dangi ogenezt, |l i mfangi ogeneza a f
bi ol ogia cancerul ui, din cauza controversel
respOndesc prin | imfatice (d33eefSisdent e sacce
ct |imfangio@genenar pteumor al t este un prede
maj oritatea car ci n[®8al33d6pb r THi mel anoamel or

Vasel e Il i mfati ce sunt un componenfind ese
responsabdd e homeostazia fluidelor tisulare, re
macr of age 'Hi DC) T'Hi absor b™i a | ietitd ed oou . alCs

nu conH n pericite sau celulele muscul are
aderen™HL sunt rar e, ceea ce face capilarele

i ntersti Hi ale Hat niegrasrd@d@.neal, ulfalcor it ea

37



Li mfangiogeneza, adict formarea de noi
observatt “n timpul i nfl ama’™i ei ,-a rcegmaregterr
VEGFC este esen'Hi al pentru et adeellaeembdrioni VEHGFR | e
C Hi -MESENt doi factor.i maj or i l i mf angi oge
sistemul ui i mun, cum ar fi macr of agel e. Ace
precursorii LEC prin legarea cu receptorul pormar, de mare afinitate, VEGR3 sau receptorii
secundari: VEGRR 2, newur opi | i na[l32. Hi integrina U9/ b:

Pe | ©ngt cei me n "Hi o n a "Hi ma i sus, mu | "Hi a
fi VEGF-A/ VEGFR2, FGF 2/ FGFRPDGF PDGFR, HGF, Angl, 2/ Ti €
chemokine/ chemokine (CCL21/ CCRT7, CCLrec2dalC CR 4

indirect | imfangi oge[t38,43%] "n diferite circun

Markeri ai endoteliului limfatic sunt LYVHA , podopl ani[iB3. Viddele PR
l i mfatice nou formate, spre deosebire de c
prin combina ea unuia dintre markeri. LEC men Hi ol

cel ul ar £, -6Z[138). Dansitatéaivasdor limfatice (LVILymphatic Vessel énsity

eng.) poate fievamit £t prin numkrarea directt a vasel

prezent, unul dintre cei ma i frecvent ut il
[138].

Cn tumor i putem gtsi vase | imfatice at©
acesta era un subiect controversat. Ast f el
nef unc[9,d40ph| ear al "Hi i “n gen@4lpTotihh e gaxi € XL S
de activare a L E Colohizareanacedtora d¢u celdesan cne reo adsee d
calea pentru metastazare. A coe sit n tfeernaocnildi nu neer
mul tor factori de creHt eue Hiu mocrheelmo kciam e
| i mf angi ogeneza, precum Hi t ransp oX2).Péntruc e |

ca celulele tumorale st se rtsp©ndeasct pr
vasele |imfatice ptreau a fi amor sate de ce

Prin utilizarea liniilor celulare de cancer d@s c ar e p fCOd Kamezi¥y & @IF au

demonstrat ct aceHti factor.i de creHtere e
vaselor | imfatice colectoare pr[l48. cr e Ht er e a
Gl anda mamar t este un organ bogat “n
modi f tsee©Ompdwfund " n ti mpudarstaum,i niidar Hiy dmsv oe
i nvol upHamat pmsa gl andei mamar e e s tanbete@asopater a b
cu creHterea2 achi wittrio'Miai b0 @3t 4] " MDamat eo fcd
experimentale aratt ct | i mfangiogeneza est
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COX-2 ce “"nsoHesc progresia cance€Fr2ul pur o meopviet:

i ni "H er ea, progr esi a 'Hia cameetemrsepitaliale mauaiv cancemd r i
de sOn, prin mecanisme multiple:-tuimoaatl iev agr
facilitarea mi gr bLrii celul el or canceroase,
| i mf angi ogenerziai adsaotcoiraitttt truengol L r i i pozC tHive
VEGFD “n tumor i . ExpResina cameecwil £t d@ GCO@X se¢
prost, asociat cu o ratt mare de prolifera
negativ al receptorilor hor monal i, exX{2r eHa i ¢

implicarea nodurilor limfatici axilarfil33].
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2. MATERI AL Al METODE DE CERCETA

2.1. Designul studiului, caracteristica lotului de cercetare

Studiul dat a fost unul retrospectiv ba
evaluarea microscopict a unui mdimtmamar 1.1 1
incluse “"n studiu au -ZMk3, s'eld ecd art el ~pipteali
Ur gen HL , Serviciul de Anatomie Patologict,
ob™Hi nute " n urma mastectampeaci pat & abev®aast
de ani, media de vOrstt fii75%dIQRI5873)&amM., 9N8, 6 a

Pacientele nu au fost supuseradicau chi mi ot er api ei poOnt | &
au fost efectuate conforprincipilorDe c | ar a "Hi e i de I|l-a eleEkstohkt .’
Catedrei de histologie,tciol ogi e 'Hi embNi obbgee Tastt &JilBiMHa n
Departamentul ui de Morfol ogi e Mi ¢ rno sAcnogpiiocgtel
al UMF AVidgitmrTiBmbHdHar a, RomoOni a.

2. 2. Met oda histologict

Profilul histopatologicsa r eal i zat pe sec ™Hi uni col or at
proceduri.i standar d. Speci menel e au f odet f |
48 de ore Hi, tradi H onal, incluse “"n paraf

Ulterior, din fiecare bloceau t L i at sec H uni Cu grosi me
hematoxilint 'Hi eozint (HE). uPleinatRMRB245s(leeicdaHi o
Bi osyst ems, Newcastle UponTyne, UK) . Se-c Hi L
tra Adhesive (Leica Biosystems, ARimwdea630 ! e
minute. Aceste lame au servit pentru determinargautl u i hi stologic a
gradul ui de diferen™™H ere (scorul Notthinga
i ndependen™i , 1 ar secH unile potrivite au f

2. 3. Met oda i munohistochimict

C nontinuare, din fiecare bloecsu t £i at sec Hi uni pentru de
Apoi , materi al ul tisular rtmas “"n cadr ul fi
blocuri tisulare microarray cu ajutorul TMA Grand Master (SDHISTEH Ltd., Budapest,
Hungary).

Pe scurtmicroarrayur i | e au f ost produse prin ext.
cilindrickt din mai mul te Dbl ocur i -udsinguolblace ¢
recipient (bl oc dptb pfairmdliinZar rfea Lp rHacseud s .si a b,
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mi nute | a termostat pentru aderarea "Hesut ul
de "Hesut .

Din cadrul -&ueekt uddrdyhente tis@areldin regiunile cele mai
reprezentative ale tumori i . pesttofteal, caoun "HionsC

fragmente tisulare (tabelul 3).

TabelulBReparti zarea specimenelor “n ca
Numir ul b | Nr de fragmente tisulare
TMA "n fiecar
1-6, 11 19
7,9, 10 20
8 18
Total 211

Din fiecare bloanicroarrayau f ost tti ate o serie de se.
fost folosit microtomul Leica RM2245 (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK).
Sec™Hi uni |l e au f o0 s tte Sargipath adraeAdhpsere (Leacan Biosystenms,a n ¢
Newcastle UponTyne, UK). Lamele au fost uscate /& @ifnp de 2030 minute.

Tehnica i munohistochimict a fost rrMaa | i z
(Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK). Deraasa sa realizat cu ajutoruPT-link, la
97AC ti mp Bleen 2 OEpriitnopHd Retri eval Solution 1
(Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK). Pentru blocarea peroxidazei endogene a fos
folosit peroxid de hidrogened 3 %, ti mp de 5 minute. AceastHdt
cu anticorpul primar. Anticorpii aplica'Hi a

TER, PRHER2, CK5, EGFR, K671 pentru a determina subtipul molecular;

1CD68 pentru studiul macrofagelor;

1S100 pentru abCpune " n eviden'Ht

fTri ptaza mastocitart pentru studiul MC;

1D2-40 pentru determinarea vaselor limfatice;

1CD34 pentru studiul vaselor sangvine.

Cromogenul utilizat a fost 31 ami nobenzi dint tetracl ol

Contracolorarea nucleilora realizat cu hematoi | i nt Mayer , 5 minute.
f ost intoduse “n alcool absol ut pentru 5 m
Montarea s reali zat “n mo d aut omat cu Leica

UponTyne, UK) folosind unmédu de montare permanent de ti
CV Mount (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK).
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Din anumite considerente (materi al ti sul
etc) , colora™i a i munohistoebi meciunantmé&étr maa
tisulare. Ulterior, dintre acesteaas selectat doar cazurile la caras r e u 'Hi t det

profilului molecular prin IHC (tabelul 4).

Tabelul4Numtr ul cazurilor reuHite pentr
Anticorpi CazurieuHCazur i |l a care se (
n (%) 95% ClI

CD68 82 79 (96.3%) 61.4499.55

CD34 83 80 (96.3%) 62.44100.55

S100 78 75 (96.1%) 57.4495.55

D2-40 87 86 (98.8%) 80.1492.85

Triptaza 83 80 (96.3%) 62.44100.55
Detd i il e tehnicid. i munohi stochimice se r1 ec¢

2.4. Metode de cuantificare

Aprecierea subtipului molecular

Pentru clasificarea speci menelor de car ci
a analizat expresi a r egegpeepid poteindlookd 7h o HBERRal IiC
EGFR. Pozitivitatea pentru fiecare marker |
cttre 3 morfopatol ogi car e au KieoV a fost evaluatf i e
semiautomat.

Receptorihormonai ER H) ®®R f ost eval ua Hi [47]. Acedtalan ¢ "H

fost determia t l u©nd " n <cal cul propor Hha de cel ul
ambele criterii se acordt un scor (tabel ul
final, care poate avea 8 v alegatve,.iarcele def8sunti | e
considerate pozitive. Aceste scoruri ul teri

1 A Oigoentru scor Allred 1, 2

1 A 1igoentru scor Allred 3, 4

1 A 2igpentru scor Allred 5, 6

1 A 3idgpentru scor Allred 7, 8

Pragul pourdafful)pweintt tr 'Hi iE R( 'Hi PR a fost de 10
Proteina HER2 a fost apreciatt conform recoma
Oncol ogi[®5])@stfelisa e tapl i cat urmbtoarele criter
AOinu se determinkt colorare sau colorare

A+XIo0ol orare mebranart incompletkt, ce abi
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i + 2iocolorare e mbr anart sl abt complett pOntkt |
tumorale;

fi+3a@ol orare membranart circumferen™™i alt

celulele tumoral e. Cazurile +2 'Hi +3 au f os

Tabelul5Ant i cor psi,stdarmudH idet ec H e, dema:

Timp
Anticorpi Sursa Clona Di |l u Sistem de Demascare |ncu.bare cu
det eg anticorpul
primar
ER 6F11
PR 16
CCDK§4 Leica Bond Qél\lEﬂr?glO 20 de
e . minute ER 2
Triptaza (Leica 10D11
ma st o(q Biosystems,
CD68 Newcastle 514H12
UponTyne,
S100 IOUK)y oliclonal : Bond rr?ial?ti :
P Prediluat | Polymer 30 de minute
Refine 1OER. 1
Ki-67 MM1 Detection E”F‘{"l“te
System
HER2 Novocastra CB11
(Leica
Biosystems, 20de
EGFR Newcastle EGFR.113 minute ER 2
UponTyne,
UK)
Abcam 10 minute
D2-40 (Cambridge, gp36 1:40 1ora
UK) ER1
N o t HR 1 = Bond Epitope Retrieval Solution 1, pH6; ER 2 = Bond Epitope Retrieval Solution 2,
pH9
Tabelul 6.Scorul Allred pentru evaluarea expresieirecepor i | or pentru E
Propor ™Hi a Scor
pozitive, % .
0 0 I ntensitat Scor
<1 1 Absentt 0
11133 3 Modera'_[L 2
341 66 4 Puterni g 3
067 5
CKbsa evaluat “n corespundere cuetaduwspgte mudn

ur mel[adp|L

AfOilnu se determint col orar e;
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fi+XIo0oo0ol orare sl abt a <10% din celulele tul

fi+2A& ol or ar e me mbr anart sau me50% dia celleldd H

tumorale;
i+ 3 colorareim enst " n >50% din celulele tumor a
Expresia EGFR a fost evaluatt conform recoma
PharmDX"[147]. Sau anal i zat intensitatea Hi procen

col ora™i e membranar t ’Hiu/ saacuo rcdiatto pul ranstntaotaircetl.

A+iIontensitate sl abt;

i + 2 itensitate modert t ;

A+306o0l orare puternict.

Tumoareaa consi der at EGFR negativt dact <co
puHin de 1% di[a47,d48] ul el e tumor al e

Pentru evaluarea markerukii-67ssa apl i cat met oda semiaut or
[149]. Astfel, sau numktr at nomateate Hmucele negaai ve
cal cul at procentajul celor colorate. Pragul

Cn baza Consensul ui I nterna™ onal de
imunohistochimic al subtipurilor moleculare afast mt t or u |

ER+ 'Hi / s a-uKi-67R 14% péhEuRsabtipul luminal A;

ER+ Hi [/ sau PR67714%WpBRtUtumikblB; s au Ki

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

Speci menele “"n care a I|lipsit coloasubdpa p

triplu-negativ[151].

l denti ficarea Oi cuantificarea el ementel
Toate elementele stromale analizate au fost cuantificate prin metodpdiotzonele cu
cea mai mare densitate a el ementelor vizat e

ob. 10 folosind microscopul Axio Imager A2 (Carl Zeiss, Germany). Ulteriausanalizat 23

cCOmpur i consecutive din ariil e -steu moeadilae daHii
Prin stroma peritumoralt avem " n eedare 3e
ariile tumorale. Pozitivitatea pentru fiec

de cttre 3 morfopatol ogi

Macrofageleau f os't i denti ficate graHi e expres
cuanti ficat macrc®mpgei e consecutei va din st
peritumoralt |l a ob. 201 , ul t eri or-aucamalizatu | ©

i ntensitatea colora™Hi ei citoplasmatice Hi f
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A Oitnusaobservatnicic el ul £ CD68+ “n cOmp;

A+ipO©nt |l a 25% din celulele CD68+ “n cOn
A+22550% celule CD68+ “n cOmp;

A+3peste 50% de celule CD68+ “n cO©mpul d

Mastocitel e THi gel dloslte idemdiifticae e dat
specificibt ri pt azei Hi a proteinei S100 respect
tumoral £ 'Hi pl ajele peritumorale prin numtr
analizate cOte 3 cOmpur.i mi espob s pemitc @, fi ;@&
ob. 4071 . -aUlctad rciudra,t smedia aritmetict a cel
analizatt din perspectiva formei Hi a aspec

Vasele sangvineau f os't depi state datorit arkereak pr e

celul el or endotelial e 'Hi a progenitorilor
zonele cele mai vascularizate ale tumori.
cOte 3 cOmpuri din regiubilla iomtr a2tOumolial &

sangvine CD34 pozitive, MVD reprezent ©nd me
Vasele limfaticeau f os't det ect atd4ed gdrea "Hi tet reex pamredsd
Acestea au fost numbr at dnzonele intr@iie @Be rciGtmpma ri ¢

201 , ul ter-sermedi aua®©ndmeti ct. Aceastt valo

2.5. Analiza statistict

Datele au foshhazi okceatckat  entMS Exc el 2010,
cu ajutorul progamului SPSS (SPSS Statistics 23.0; IBM, Chicago, IL, USAQu Seterminat
medi a, deviaHi a standard, me d i aahla Spedrn@aiRRé), Cl

i ar valorile au fost consi der at e 4 deaasocimse i C
dintre variabile a fost desci frat, “'n baza
Agadullina (2021) dupt cum ur meazt:

1 rs<012-cor el a™Hi e foarte sl abt,

T 0. 12<0@4-corel aHie sl abt,

T 0. 24<0@1-corel a™Hi e moder at t,

T rsO O-cdolr el a™Hi[#52]put erni ct

Variabilele au fost grupate “n dependen’t

nonrl umi nal , densitate joast/ "~ naltt, mhbara ) .
studiilor din domeniu, au fost grupate folosind mediana drept joraepff) [153-155]. Ulterior,
d feren™a dintr e deawhalizg prim pplicarea testalui Mawhitney i | e

Au fost analizate statistic cazurile la cara sunoscut profilul molecular.
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3. MODI FCANTRIITATI VE AJIVE ALE ELEMENTELO R
STROMALE CN BUBVIEBURSNEOLECULARE DE CA RCINOAME MAMARE

3.1. Profilul histopatologic al tumorilo

Cn studiul realizat, majoritatea tumoril
fost depi st at un singur c a zere 1), iar 2 mau dasteslabc u
di feren™i ate (G3). 71. 7% din tumor.i (76 de
invazive, tip NST. Majoritatea tumorilor G3 (23 din 27/ 85.2%) au fost de tip ductal invaziv
NST. Repartizarea cazurilor conform p u | u i hi stol ogi c Hi gradu
tumorale este e d'art £t abel ul 7.

Tabelul7Cl asi fi carea histopatologict a t

Gradul tumorii Total
Tipul histologic Gl G2 G3 n (%) 95% CI
Carcinom ductal invaziv, tip 8IT 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
Carcinomin situ lobular - 2 - 2 (1.8%) 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%)

Not'tn tabel sunt redat a edud™d rt odaez wrrinli en alrae ac ssruéd t g

Carcinoamelede tip ductal invaziv NST au prezentat tumori cu o varietate mare de
patternturi histologice (figura 2a, b, 3a). Structural, acestea au fostiwores din grupuri de
celule epiteliale de o formk neregul att sat
mi xate cu celule unice Hi/ sau cordoane de
al e oricktrui a iakeidetcar@nomt invaziv.r Una dintres gele anai frecvente
modi fickbkri depistate “"n strombt a fost prez
moderatt pORLI haremaakctétmodi f imokdrif i ¢alhs er weall
mixoide, el astotice Hi desmopl azice. Frecvent,
cCu sporirea cantitt™ iCnde5 fdazwer idea cfod satg eant
cttre celulele neoplazice (Miegar abdar v dt) . |

necrozeintratumoralesau fibrozarea acesteia.
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Neopl az mul bi n ea mezentatrdrept Hturadara for@are de structuri
tubulare, 1t b u | i i Hi glandele fiind cLtptuHite de
neoplazice cu un grad | os -admanifestatipinio ®arietate@al e a
“nkEl "Hi mi i celulelor epiteliale, acestadefii
cadr ul acel AitaOHi "ol anudreearzulci t ulk®@iti I'Har “me osptl
putut observa calcificate, figuri mitotice am identificat ocazional.

Cn cazurile “n care <carcinoamel pattediurict al
structurale(de ex. carcinom lobular invaziv, mucinos, meduleacestea au fost atribuite la

carcinoame mixte.

Neoplasmele de tifobular infiltrativ t r adi "Hi on al au fost con:e
l'iniar, “n Hiraguri de cel mult wuna sau do
preponderent unikme d e s e or | cu vacuole transcitopl as
rotunjite, adesea excentrice 'Hi nucl eol i |
limfocitare peritumorale

Cn studiul nostru au f osoamededip special,unuldintre Hi
care a fost celnucinos( 2 cazuri ) . Structural, aceste tu

de mucint extr acel telcauetepitélime neoplazeRaternubanhitedtirad p e r
al celulelor era destuledvariat reprezentat de cordoane, cuiburi alveoldusterepapi | ar e
micropapilare sau lamele cribriform@igura 6) Astfel de structuri combinate cu arii de
carcinom duct al ivaziv au fost ident mikté cat
Toate carcinoamele de tip mucinos incluse
celul art G2.

Carcinoamelemedulare (8 cazuri)au fost tumori clar circumsise cu patern difuz de
cr e Htiecrreooscmpi ¢ al ctt uimarie pletbinanfe ou énhitel incerte meodeb | a
sinci HHacudeumeeblheeemi t oze 'Hi nucl ei mar i

Stroma peritumoralt redust ki infiltrat
' i mfocite, eoznnotumkbe, cbazofdel abiHi de pl as
concentrate preponderent |l a interfa™a dintr
Acest ea, de asemenea, "nconjurau ducturi ;
tumorak detectabile. Infiltratul limfoplasmocitar din interiorul tumorii era limitat la stroma

fibrovasculart dintre zonele sinci ™ ale al e
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G3 'Blipatefn bolid tubular, scor Nottingham6,G2( ob. 401 ). Co

== ﬁ % ~? (Y

Figura3Car cinom duct al invaziv, de tip NS
stromei peritumorale (b) (ai ob.1d,biob. 20T ). Col or &

Figura 4.Carcinom ductal invaziv, de tip NST. Invazia pieli(ai o b . 2@, &
Col ora™i e HE.

48



Figura 5.Carcinom lobular infiltrativ, p atern arhitectural liniar (a, b)
(ob. 207T). Colora™Hi e HE.

a b
Figura 6.Carcinom mucinos, invazia pielii b. 201 ) .  Co |l or a "Hi
a b

Figura7Car ci nom medul ar (a) Hi <carcin
(ob. 107T). Colora'Hi e HE.
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