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INTRODUCERE

Cancerul mamar este o cauza majora de mortalitate la sexul feminin, fiind raportate,
anual, peste 521000 de decese la nivel global [1]. Este cea mai frecventd forma de cancer la
femei, iInsumand mai bine de un sfert din totalitatea malignitatilor diagnosticate la sexul feminin.
De asemenea, cancerul mamar este de departe cea mai frecventa tumora maligna diagnosticata la
femeile din Romania, cu peste 8981 cazuri noi diagnosticate si aproximativ 3244 de decese
raportate in anul 2016. Incidenta cancerului mamar este de 66,2/100000 locuitori iar mortalitatea
de 21,6/100000 in populatia de sex feminin. In Europa incidenta cancerului mamar ocupa locul
intai inca din anul 2012, cu o pondere de 13,45% iar decesele secundare acestuia, au o proportie
de 7,48%, fiind responsabile de a treia cauzd de mortalitate, dupa cancerul pulmonar si cel
gastrointestinal [2]. Belgia, Danemarca si Franta au cele mai multe cazuri noi raportate la 100000
de locuitori cu 111,9, 105 si respectiv 104 cazuri la suta de mii de locuitori. Din pécate, incidenta
cancerului mamar continud s creasca usor in fiecare an iar mortalitatea nu s-a modificat foarte

mult Tn ultimii 20 de ani, mentinandu-se extrem de ridicata [2,3].

Tendinta de crestere a incidentei patologiei mamare maligne urmeaza indeaproape
tendinta generald de crestere a incidentei cazurilor de cancer in general, ultimile estimari
preconizand o triplare a numarului de cazuri pana in 2030 atét in tarile dezvoltate cat mai ales in
cazul celor curs de dezvoltare [4]. Promovarea programele de screening prin politici adecvate de
sdnatate publicd, intiate in tarile occidentale au favorizat diagnosticarea precoce a cancerului
mamar, In stadii incipiente, ceea ce a impus abordarea unor metode terapeutice mai

conservatoare si mai eficace, cu reducerea consecutiva a mortalitatii $1 morbiditatii.

Desi se considerd ca neoplasmele mamare maligne sunt vindecabile in proportii
importante in stadiile initiale, teama de diagnostic, ignoranta, lipsa unei educatii sanitare
continue $i temeinice, numarul mic de laboratoare de anatomie patologicd, lipsa unor programe
de screening la nivel national fac ca iIn Romania diagnosticarea tumorilor mamare sa se faca in
stadii avansate (111 — IV), cand beneficiile tratamentului sunt reduse iar costurile foarte mari. In
multe cazuri tratamentul este doar paliativ, in aceste conditii suferinta fiind imensa atat pentru
pacient cat si pentru apartindtori. La diagnosticul intarziat participa si lipsa studiilor

epidemiologice la nivel national precum si datele insufieciente prinvind factorii de risc, In special
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cei genetici cu rol 1n fiziopatogenia cancerului mamar. S-a contatat la nivel mondial ca genetica
cancerului mamar este extrem de polimorfa in ceea ce priveste pattern-ul mutational al genelor
implicate in aparitia, progresia si expansiunea neoplasmelor mamare maligne. Acest lucru se
repercuteaza in fenotipul tumoral fiind o sursa principala de heterogenitate, ceea ce impiedica de

multe ori o abordare terapeutica eficienta.

Metodele performante de diagnostic au condus la o modificare continud a cunostintelor
histo-morfologice clasice, la stabilirea si consolidarea factorilor de prognostic, precum si la
dezvoltarea de noi terapii tintite cu o eficacitate superioard si cu un impact major in
imbunatatirea calitatii vietii pacientilor. Se impun in continuare eforturi sporite de cercetare in
domeniul patologiei mamare, avand drept scop final reducerea morbiditatii si mortalitatii

cancerului mamar.

Pertinenta examenului imunohistochimic folosind 4 markeri (ER, PR, HER2, Ki67) drept
metoda “surogat” pentru profilul genic-molecular a fost certificatd de numeroase studii, acest
lucru completand diagnosticul clinico-morfologic clasic si fiind un prim pas pentru o abordare
diagnosticd personalizatd. Raportarea suplimentard a heterogenitatii intra si interlezionale a
cancerului mamar va conduce, cel mai probabil la o perfetionare a taxonomierii leziunilor

mamare maligne cu Tmbunatétirea consecutiva a raspunsului terapeutic.

Chiar daca practica medicald actual impune diagnosticul cat mai complet al
carcinoamelor mamare, inclusiv incadrarea lor moleculard, totusi, acest aspect este deficitar in
multe spitale din Roménia. Lipsa unor studii pe loturi mai mari de pacienti care urmaresc
corelatiile intre aspectele clinico-patologice si ali biomarkeri cunoscuti si care abordeaza si
aspectele heterogenitatii leziunilor mamare maligne sunt reduse pe plan european, implicit si In

Romania, constituind un argument puternic in demararea acestui studiu doctoral.
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Biomarkeri cu importanta prognostica si predictiva

Proliferarile mamare tumorale maligne sau benigne pot fi diagnosticate cu precizie
folosind tehnica coloratiei clasice, hematoxilind-eozind. De asemenea, trebuie precizat ca exista
multe cazuri care pun problem diagnostice, acestea fiind, fie din sfera proliferarilor epiteliale cat
si din randul proliferarilor mezenchimale, asadar efectuarea de teste imunohistochimice
suplimentare este o conditie esentiala pentru stabilirea exacta a histogenezei, subtipului tumoral
sau a altor particularitati histopatologice notabile. Pentru pacientele cu carcinom mamar, sunt
folositi in mod curent 4 biomarkeri: Ki67, ER, PR si Her-2/neu [5,6,7,8]. In plus. existd o pleiada
de biomarkeri utili pentru a ilustra apartenenta la un anumit subtip histopatologic (de exemplu E-
cadherina [9,10]) sau pentru a demonstra anumite caracteristici moleculare deosebite cu impact

asupra evolutiei si tratamentului (de exemplu p53).
Heterogenitatea intratumorala a carcinoamelor mamare

Heterogenitatea intratumorala este principalul obstacol in calea tratamentului eficient al
cancerului mamar in era medicinei personalizate. Atat sursele genetice cat si cele epigenetice de
heterogenitate intratumorala sunt bine documentate si in acest sens au fost dezvoltate mai multe
tehnici pentru caracterizarea lor sau a impactului lor aspura fenotipului tumoral. Odata cu
progresele tehnologice din ultimii ani, cercetatorii au argumentat inclusiv heterogenitatea
intratumorala la nivel de celula unica precum si cea din contextul carcinoamelelor in situ. Cu
toate acestea, cunostintele acumulate despre heterogenitatea intratumorala nu au avut un impact
direct asupra practicii clinice curente tocmai pentru cd dezvoltarea unor agenti terapeutici
implicd un proces mai lent [11,12]. O mai buna intelegere a modificarilor genetice, epigenetice,
fenotipic-morfologice si imunohistocimice va avea un impact major in viitor in interpretarea
corecta a evolutiei tumorilor in timpul progresiei bolii si va avea un impact major asupra

tratamentului.

Heterogenitatea intratumorala denota coexistenta unor subpopulatii de celule canceroase
care diferda prin genetica lor, prin aspectele fenotipice si mai ales prin comportamentul
imprevizibil in cadrul unei proliferari tumorale. Aceasta diversitate poate fi atribuita geneticii
precum si factorilor epigenetici si a altor mecanisme non-ereditare cum ar fi raspunsurile celulare

adaptive sau fluctuatiile cailor de semnalizare intra si intercelulare [11,13]. De exemplu, statusul
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genetic si imunohistochimic al HER2/neu, ER si PR poate varia intre tumorile primare si
metastazele acestora sau intre tumora index si diversele focare tumorale in cazul tumorilor
multiple [14,15] sau intre tumora primara si celulele tumorale circulante (CTC) [16,17]. Astfel,
heterogenitatea intratumorala este o provocare extraordinara pentru caracterizarea biomarkerilor

imunohistochimici si ridicd probleme 1n selectia tratamentului optim.

Masuratori paralele de secventiere (Massively Parallel Sequencing - MPS) [18], precum
si alte studii asupra cancerelor mamare au demonstrat cd heterogenitatea spatiala si temporala
sunt fenomene comune, dar rolul lor asupra raspunsului la tratament incd nu este bine
documentata [12,19]. Dand un exemplu concret, biopsiile unei regiuni tumorale mici nu pot oferi
0 caracterizare reprezentativd a datelor genetice, modificarilor epigenetice si/sau fenotipice
(inclusiv imunohistochimice) identificate cu ocazia examinarii intregului pat tumoral. Lucrurile
se complica si mai mult daca luam in calcul complexitatea data de heterogenitatea spatiald si
temporal ce caracterizeaza procesul dinamic de proliferare in cadrul unei tumori maligne
[11,12,19]. Perspective noi asupra caracteristicilor care stau la baza mecanismelor si
consecintelor heterogenitatii tumorale vor duce la noi abordari diagnostice si terapeutice,

esentiale pentru imbunatatirea celor deja existente.
Carcinomul mamar multiplu si heterogenitatea intertumorala a leziunilor mamare maligne

In mod traditional, heterogenitatea intertumorald a cancerului de san a fost documentati
in termeni de subtipuri histologice diferite, profiluri imunohistochimice diferite sau sensibilitate
diferita la un anume tratament. Rezultatele studiilor de genetica moleculara de mare capacitate au
aritat ulterior adevirata amploare a acestei heterogenititi. Imbunatitind in continuare acest
scenariu, expresia heterogena a receptorului estrogen (ER), a receptorului de progesteron (PR) a
HER?2/neu si a Ki67 a fost raportata in diferite zone ale aceleiasi tumori precum si in diverse
focare tumorale atunci cand au fost evaluate carcinoame mamare multiple [15,20,21,23]. Mai
mult, neconcordantele in ceea ce priveste expresia ER, PR si HER2, au fost, de asemenea,
raportate intre tumorile primare si respectiv metastazele lor ganglionare sau din alte organe
[22,23].

Totodata, studiile de geneticd moleculard au confirmat faptul ca heterogenitatea

intratumorala spatiala si temporald a cancerelor mamare exista la un nivel care depaseste
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asteptarile obisnuite [19], lucru care complicd enorm modul de raportare, taxonomierea

leziunilor precum si abordarea terapeutica ulterioara.

Descrierea diferitele niveluri de heterogenitate tumorala si discutarea unor ipoteze privind
strategiile care pot fi adoptate de clinicieni pentru a aborda problemele terapeutice si problemele
de rezistentd la tratament sunt un pas rational pe care trebuie sd-l1 facd cercetarile ulterioare.
Identificarea celor mai potrivite strategii si mai ales implementarea lor in practica medicala se va
dovedi extrem de provocatoare si va necesita adoptarea unor practici noi pentru gestionarea

clinica optima a afectiunilor maligne ale sanului In lumina noilor date.

Fenomenul de mismatch histopatologic si imunohistochimic al leziunilor mamare maligne

multiple sincrone

Incidenta carcinoamelor mamare multiple este foarte variabild (sunt studii care citeaza
incidente intre 6,1% si 77% pe loturile studiate) si este de la sine inteles ca date precum cele
privind prognosticul acestor tumori sunt contradictorii [21,24]. Ghidurile terapeutice
internationale recomanda terapia endocrina adjuvanta sau Herceptin pentru pacientii cu carcinom
mamar in care tumora exprima receptori de estrogen (ER) si / sau progesteron (PR), precum si
HER2 [25]. O crestere a indicelui proliferativ Ki67, cu un grad histopatologic ridicat (G2-G3), si
negativitatea ER/PR sunt factori care indica utilizarea chimioterapiei. Ghidurile diagnostice in
vigoare recomanda raportarea dimensiunii, tipului si gradul histologic precum si caracterele
imunohistochimice numai in cazul tumorii index (focarul cel mai mare in cazul tumorilor

mamare multiple) [5,6,25,26].

Parametrii biologici (ER, PR, Ki-67, HER2) sunt evaluati numai in focarul tumoral
mentionat mai sus, in timp ce focarele tumorale (secundare) suplimentare sau caracteristicile
imunohistochimice ale posibilelor metastaze sunt raportate si evaluate numai in cazul in care

acestea difera morfologic de tumora principala [24,27], ceea ce se intampla rar.

Nu a fost acordatd suficienta atentie in literatura de specialitate heterogenitatii
imunohistochimice a focarelor tumorale secundare in cazul leziunilor mamare maligne multiple
sincrone. In acest sens considerdm indreptitita orice cercetare care evidentiaza concordantele sau
disconcordante intre diversele focare tumorale, in speranta ca rezultatele ar putea avea implicatii

terapeutice si prognostice deosebite.

10



ASPECTE MORFOLOGICE SI CORELATII IMUNOHISTOCHIMICE PRIVIND HETEROGENITATEA LEZIUNILOR MAMARE MALIGNE

DUMITRU V.A. 2017

La inceput, heterogenitatea extraordinara si evolutia continua a tumorilor pare a fi
descurajanta si face ca raportarea corecta, tratamentul sau chiar controlul local al cancerului sa
devind o sarcind aproape imposibild. Cu toate acestea, cred cu tarie ca o intelegere aprofundata a
heterogenitatii tumoale va conduce la scaderea numarului de cazuri si chiar la prevenirea acestei

boli printr-un management terapeutic adecvat.
Motivatia studiului doctoral

In ultimul timp, abordarea diagnostica si terapeutica a neoplasmelor mamare maligne s-a
schimbat foarte mult, ca urmare a aparitiei unor studii stiintifice ce ofera rezultate valide care fac
lumina, cel putin in parte, asupra mecanismelor patogenice responsabile de aparitia cancerului
mamar. In acest sens, cancerul mamar este considerat ca fiind un ansamblu de alterari
heterogene, individualizate prin diferente la nivel molecular, histopatologic, imunohistochimic si
nu in ultimul rind, clinic. Introducerea de parametrii imunohistochimici cu rol prognostic si
predictiv in studiul tumorilor mamare maligne a permis largirea orizonturilor diagnostice si
deschide noi perspective pentru studii stiintifice novative care pot intregi imaginea de ansamblu

a acestei patologii atat de frecvente in populatia genrala.

Motivatia care a stat la baza studiului doctoral a fost formarea unei imagini de ansamblu
asupra heterogentitatii tumorilor mamare maligne, in special a celor de origine epiteliala si
descrierea factorilor morfologici si imunohistochimici responsabili de heterogenitatea lezionala
in incercarea de a intelege in ce fel heterogenitatea tumorald intra sau interlezionald poate explica
anumite fenomele morfologice sau evolutia clinica particulard a unor tumori. De asemenea,
studiul 1si propune sd aduca un plus de informatie in ceea ce priveste caracterizarea si evaluarea
corectd a tumorilor mamare heterogene si mai ales a carcinoamelelor mamare multiple, pentru
care nu exista la ora actuald o metoda standardizatd de raportare. Nu in ultimul rnd studiul si-a
propus ca prin evaluarea corectd a tumorilor mamare cu missmach imunohistochimic intre
tumora index si/sau tumorile secundare sa stabileascd daca datele privind heterogenitatea
imunoshistochimica ar putea optimiza evaluarea pacientilor sau ar putea schimba, cel putin la

nivel ipotetic, tratamentul initial.
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Scopul si obiectivele studiului doctoral

Studiul de fata isi propune sa identifice principalele subtipuri moleculare ale
carcinoamelor mamare, folosind criterii ,,surogat” imunohistochimice si sa stabileasca
corelatiiclinco-morfologice si imunohistochimice precum si implicatiile pe care le impune
caracterizarea heterogenitatii leziunilor mamare maligne. Unalt scop important al studiului
doctoral este evidentierea parametrilor clinic-morfologici prognostici si predictivi ai tumorilor
mamare maligne multiple si conturarea diferentelelor acestor parametrii comparativ cu cei ai

tumorilor unifocale.

Lucrarea este structurata in doua parti, repartizata in 13 capitole. Pentru realizarea acestui
studiu si pentru compararea rezultatelor obtinute, am consultat un numar de 225 referinte
bibliografice. De asemenea studiul doctoral include o iconografie bine reprezentata folosind
imagini originale, numeroase grafice, diagrame si tabele. Pentru argumentarea rezultatelor si in

vederea completarii informatiei stiintifice din domeniu am introdus 188 figuri si 30 tabele.

e Obiectivele studiului doctoral:
+¢ stabilirea loturilor de studiu si a pricipalilor parametrii clinico-morfologici
% includerea loturilor si a parametrilor urmariti intr-o baza de date electronica, pentru

facilitarea analizei statistice

X/
X4

L)

evaluarea macroscopica a specimenelor chirurgicale

>

K/
*

analiza histopatologica si imunohistochimicd a cazurilor incluse in studiu diferentiat

D)

incluse in doua mari loturi: tumori mamare maligne unifocale si tumori mamare maligne
multiple

¢ stabilirea corelatiilor semnificative statistic intre parametrii clinici, histopatologici si
imunohistochimici studiati si cuantificarea valorii prognostice si predictive a acestora

¢ 1incadrarea cazurilor in clasele ,,surogat” moleculare

++ stabilirea unei metode alternative de raportare a cazurilor de cancer mamar multiplu
heterogen in functie de ,,dominanta” imunohistochimica a focarului tumoral evaluat ca
fiind cel mai agresiv.

«» formularea concluziilor

12
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Metodologia generala a cercetarii

Cercetarile personale in vederea intocmirii studiului doctoral s-au bazat pe o analiza
retrospectiva, cu caracter descriptiv, desfasurata intr-un interval de aproximativ 5 ani, perioada
cuprinsa intre 1.01.2013 — 02.05.2017. Cazuistica a cuprins tumori mamare maligne operate si
diagnosticate in sectiile de chirurgie si ginecologie ale Spitalului Universitar Urgenta Bucuresti
(SUUB) si care au beneficiat de un examen histopatologic complet in Departamentul de

Anatomie Patologica al aceluiasi spital.

Studiului retrospectiv a fost realizat accesand registrele histopatologice din cadrul
departamentului de anatomie-patologica cat si baza de date informatizata a Spitalului Universitar
Urgentd Bucuresti. Anterior acestui lucru, studiul doctoral a obtinut avizul comisiei de etica a
spitalului, respectand astfel standardele etice din Declaratia de la Helsinki din 1975, revizuita in
2000, precum si legislatia nationala. De asemenea, dupd demararea studiului au fost verificate
suplimentar anexele de 1nsotire ale produselor biologice prelevate de la pacienti (Anexa 4) in

care acestia isi exprima acorul in vederea folosirii materialului biologic inclusiv in scop stiintific.

Din fisele de insotire, registrele histopatologice si baza de date a spitalului au fost extrase
principalele date clinice (varsta, sex, mediul de provenienta, localizarea anatomica a tumorilor,
data diagnosticului), aspectele anatomo-patologice ale tumorilor, diagnosticul histopatologic,
gradul de diferentiere si stadiul pTNM. Am selectat un lot principal ce a cuprins un numar de
235 de pacienti, reprezentand cazurile pentru care diagnosticul histopatologic a fost realizat pe
piese chirurgicale. Preparatele histopatologice au fost reevaluate si baza de date a fost completata
cu date histopatologice suplimentare ce au inclus: focalitatea leziunilor, heterogenitatea intra si
intertumorald a leziunilor, necroza, calcificarile, invazia tumorald angiolimfatica si perineurala.
Desi marea majoritate a cazurilor de carcinoame mamare au beneficiat de diagnostic
histopatologic ce a inclus si analiza unor markeri prognostici si predicitvi, datele
imunohistochimice nu erau complete sau ilustrative pentru a demostra anumite caractere
histopatologice particulare, asadar unele cazuri au beneficiat de o reevaluare completd sau
partiald pentru completarea datelor imunohistochimice. In final, 198 de cazuri din acest lot
principal au beneficiat de analiza imunohistochimica completd, folosind un panel obligatoriu,
principal, reprezentat de patru biomarkeri (ER, PR, HER2neu, Ki67). Acolo unde particularitatile

cazului au impus adaugarea unor teste suplimentare, au fost folositi imunomarkeri pentru
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rafinarea diagnosticului histopatologic sau a subtipurilor moleculare (CK5/6, p53, mamaglobina,
s100, CD117, EGFR, E-cadherina, sinaptofizind, ENS, cromogranind, SMA, Top2 alfa, s.a).
Dupa obtinerea rezultatelor, baza de date a fost reactualizata. Din acest lot principal s-a ales un
lot secundar alcatuit din 37 de cazuri cu tumori mamare multiple maligne (multifocale +
multicentrice), deoarece am considerat cd aceste tumori sunt prototipul ideal pentru studiul
heterogenitatii tumorale intra si interlezionale. Analiza acestui lot secundar s-a realizat cu scopul
de a stabili impactul pe care l-ar putea reprezinta heterogenitatea histopatologica si
imunohistochimica in incadrarea acestor tumorilor mamare in subtipuri moleculare surogat sau

posibila reevaluare in vederea schimbarii managementului terapeutic.
8.1. Criterii de eligibilitate si de excludere
Criterii de eligibilitate

e Cazurile inregistrate in cadrul departamentului de Anatomie Patologica al Spitalului
Universitar Urgenta Bucuresti (SUUB) care au beneficiat de tratament chirurgical.

e Cazurile confirmate din punct de vedere histopatologic si imunohistochimic cu
diagnosticul de tumora mamara maligna.

e Cazurile cu examen imunohistochimic cat mai complet pentru incadrarea exacta a originii
histologice (epiteliale= carcinoame, mezenchimale= sarcoame, reticulo-endoteliale=
limfoame) sau a subtipului histologic.

o In loturile de studiu au fost incluse si carcinoamele ductale in situ cu microinvazie
confirmata imunohistochimic.

e Pentru cazurile de tumori mamare multiple, focarul tumoral cu diametrul cel mai mare a
fost considerat tumora index.

e Am considerat cd o tumora este multipla (multifocald sau multicentricd daca are mai mult
de 2 focare tumorale invasive, indiferent de histogeneza sau marime, confirmate
histopatologic, imagistic sau In urma examindrii macro si microscopice a piesei de
rezectie.

e Focarele tumorale multiple trebuie sa fie separate de tesut sandtos, leziuni in Situ sau

leziuni proliferative benigne.
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Criterii de excludere

e Cazurile 1n care diagnosticul histopatolgic a fost reprezentat de proliferari tumorale
epiteliale intraductale, fara decelarea microinvaziei (de exemplu cazurile ,,pure” de
DCIS, LCIS) sau proliferarile tumorale benigne.

e Cazurile confirmate cu diagnosticul de boala Paget fara componenta de carcinom mamar
invaziv.

e Cazurile in care diagnosticul histopatologic sau / si imunohistochimic a fost stabilit doar
prin punctie biopsie sau prin aspirat cu ac fin.

e Cazurile cu diagnosticul de tumora mamara maligna la care s-a efectuat tumorectomie,
lumpectomie sau mastectomie in alta unitate sanitard si pentru care datele clinico-
patologice nu au fost accesibile.

e Cazurile de boald metastaticd in care a fost confirmata originea mamard, dar care au
beneficiat de tratament chirurgical in alta unitate spitaliceasca

e Cazurile de carcinoame mamare care au beneficiat de chimioterapie inainte de efectuarea

tratamentului chirurgical.

EVALUAREA HETEROGENITATII CLINICO-
IMUNOHISTOPATOLOGICE SI ANALIZA STATISTICA A LOTULUI
DE PACIENTI CU TUMORI MAMARE MALIGNE

Majoritatea cazurilor (n=147/ 62,6%) provin de la pacienti cu domiciliul stabil in mediul
urban. Raport dintre sexe este disproportionat, agsa cum era de asteptat, in prezentul studiu au fost
incluse 229 de cazuri (97,4%) ce apartin sexului feminin, restul fiind observate la sexul masculin
(6 cazuri- 2,6%).

Histograma de frecventd pentru varsta la diagnostic a pacientelor cu tumori mamare
maligne (Figura 1), arata o distributiec usor asimetrica, cu subtiere la dreapta (right skewed
distribution), avand valoarea mediei (59.93) mai mare decat valoarca medianei (61). Acest lucru
este de asteptat avind in vedere ca majoritatea tumorilor mamare maligne sunt diagnosticate la
pacientele cu status hormonal postmenopauzal. Pentru pacientii diagnosticati cu tumori mamare
maligne media de varsta a fost de 56,66 (cel mai tanar pacient avand 24 ani, iar cel mai varstnic

83 de ani), valori comparabile cu cele preconizate de studiilor epidemiologice de amploare.
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Figura 1. Histograma de frecventa pentru varsta la diagnostic a pacientilor cu tumori mamare
maligne. Figura 2 Normal Q-Q Plot pentru varsta la diagnostic a pacientilor

Reprezentarile grafice de tip "cuantild-cuantila" Normal Q-Q Plot si Detrended Normal
Q-Q Plot pentru varsta la diagnostic a pacientilor cu tumori mamare maligne au fost efectuate
pentru tot lotul de pacienti inclusi in studiul doctoral (Figura 2) si evidentiaza o deviatie minima
fatd de distributia normald, cu o dependentd aproximativ liniard intre valorile obtinute

(observate) si cele asteptate.

Valoarea medie a diametrului tumoral obtinuta a fost de 2.80 cm cu o deviatie standard
de 2.6 cm si o valoare mediana de 2.1 cm. 50% dintre cazuri au avut diametrul tumoral sub 2.1

cm. 25% dintre cazuri au avut un diametru mai mare de 3.1 cm (quartila 4)

In ceea ce priveste stadializarea finala pTNM cele mai multe femei din esantionul studiat
28.4% (n=59) sunt in stadiul IIA, 20.7% (n=43) au avut un stadiu IA si in 19.7% dintre cazuri
boala avansase pana la stadiul 11B (n=41). Pentru stadiul III (cumulat pentru III A, B si C)
procentul de paciente aflate in acest stadiul de boald a fost de 15.5% similar cu procentajul

pacientelor cu stadiu avansat de boala (stadiul IV) care a reprezentat 15.4% din total.

Multifocalitatea este printre cele mai importante cauze ale heterogenitétii tumorilor
mamare, tumorile multiple fiind un prototip ideal pentru studiul acesteai. In prezentul studiu
doctoral am idetificat 37 de cazuri de tumori mamare multiple: 6 cazuri de tumori mamare

maligne multicentrice (2.8 % , n=6) si 31 de de cazuri cu tumori multifocale (14.4%, n=31),
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reprezentand 17,7% din totalitatea cazurilor incluse in studiu. Pentru 19 cazuri nu au existat date

privind focalitatea iar celelalte 179 de cazuri ramase (83%) au fost tumori unifocale

Analiza statistica efectuata sugereaza ca nu exista diferente majore intre varsta medie la
diagnostic intre pacientii cu tumori unice/ unifocale comparativ cu tumorile multiple (multifocale
si multicentrice), singurele diferente remarcabile fiind varstele minime si maxime la diagnostic
si de asemenea varsta mediand a pacientelor cu tumori multicentrice (mai mica cu aproximativ 3

ani fata de restul grupurilor), dupa cum reiese si din Figura 3

174
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Diagnosticului histopatologic al leziunilor mamare maligne incluse in studiul doctoral s-a
facut in conformitate cu criteriile de diagnostic in vigoare ale editiei a-VI-a a OMS privind
clasificarea si diagnosticul leziunior mamare. Spectrul leziunilor mamare maligne a inclus o
gama largd de entitdti, atat cu origine epiteliald, cat si mezenchimala si chiar si cateva cazuri de
proliferari maligne limfomatoase. Leziunile mezenchimale au fost incluse in studiu fie pentru ca
prezentau proliferari epiteliale concomitente de tip in Situ sau invazive, fie pentru ca din punct de
vedere clinic mimau clinic leziuni epiteliale. Din motive asemandtoare au fost incluse in studiu si
cateva cazuri de limfoame mamare primare, pentru acestea din urma principalul diagnostic
diferential facandu-se cu carcinoamele mamare inflamatorii. Variabilitatea histotipurilor
microscopice argumenteaza de asemenea heterogenitatea leizunilor mamare maligne si impune
examenul histopatologic clasic completat de tehnici adecvate de imunohistochimie ca metoda

standard de diagnostic.
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Astfel, am remarcat o varietate mare de forme morfopatologice, dintre care carcinomul
mamar de tip NST a predominat pentru ambele sexe, cu o frecventa de 61,6% (n=141) din
cazurile de tumori maligne invazive identificate la genul feminin. La sexul masculin, toate
cazurile au avut acestda morfologie (n=6). Cu o proportie de 8,3% (n=19) carcinoamele lobulare
invazive au fost a doua cea mai frecventd forma histopatologica de tumori mamare maligne
epiteliale. Carcinoamele mamare cu caractere medulare precum si carcinoamele mamare mixte
au cuprins cate 19 cazuri fiecare. Carcinoamele mamare mucinoase, fie ele hipocelulare (coloide)

sau hipercelulare au reprezentat 3,9% (n=9) din total.

Studiul doctoral a cuprins doar forme de tumora phyllodes maligna (n=7) asociata cel
putin cu o altd leziune epiteliald in situ (DCIS) sau franc invaziva. De asemenea, am inclus
DCIS cu microinvazie (documentatd imunohistochimic) cu o proportie de 2,6% din totalul
cazurilor. Forme morfopatologice de tumori epiteliale maligne mamare speciale, mai rar
observate au fost: carcinom metaplastic - 6 cazuri; carcinom tubular, carcinom neuroendocrin,
carcinom cribriform invaziv, carcinom papilar invaziv, carcinom micropapilar- fiecare cu cate 2

cazuri.

De asemenea, au mai fost identificate: carcinomul adenoid-chistic, carcinomul cu
diferentiere apocrina si carcinomul papilar inchistat cu cate un 1 caz, doua cazuri de angiosarcom
mamar primar (dintre care unul in cadrul sindromului Stewart-Treves), un caz de limfom difuz
cu celula B mare (DLBCL) primar mamar precum si un caz foarte rar de limfom Hodgkin mamar

primar, ultimile doud mimand clinic carcinoame mamare inflamatorii.

Indici histopatologici utili in evaluarea diagnostica a heterogenitatii leziunilor mamare

maligne

Pentru intregirea tabloului histopatologic si pentru evaluarea corectd a heterogenitatii
cazurilor incluse in studiul doctoral au fost evaluati o serie de indici histopatologici precum:
gradul de diferentiere tumorald; tipul si numarul metastazelor limfoganglionare; invazia
angiolimfatica, invazia perineurala, calcificarile si prezenta sau absenta zonelor de necroza. De

asemenea, au fost facute corelatii intre acesti parametri.
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Gradul de diferentiere tumorala.

Gradul histopatologic este considerat a fi un indicator puternic al prognosticului in
cancerul mamar. Acesta a fost cuantificat pe baza unui sistem de scoruri care permit o estimare
relativ corecta a probabilitatii de recidiva sau de deces. Pentru tumorile cu diferentiere ductald a
fost utilizat sistemul de gradare histopatologic Nottingham cu modificarile Elston- Ellis, iar
pentru celelalte cazuri au fost luate in considerare criteriile de evaluare impuse de ghiduile in
vigoare (OMS). Rata de recidiva si invazie tumorald se pare cd este direct proportionald cu
gradul histopatologic: cu cat este mai mare gradul cu atat creste implicit si agresivitatea tumorii.
Acest lucru a fost confirmat si in cazul studiului de fatd, desi au existat exceptii de la aceasta
reguld, n special in contextul unor carcinoame de tip NST in care au fost identificate metastaze
ganglionare sau focare tumorale invadante la nivelul muschiului pectoral, care aveau o
morfologie discordanta fatd de tumora primara. Astfel au fost identificate 21 de carcinoame NST
in care aveau heterogenitate in ceea ce priveste diferentierea ductala la nivelul masei tumorale, in
sensul ca existau zone bine diferentiate care alternau cu altele slab diferentiate, scorul final
Nottingham incadra tumora in categoria G2. Dintre acestea, In 7 cazuri au fost detectate
metastaze limfoganglionare care aveau o morfologie sugestivd pentru un carcinom bine
diferentiat (G1), in conditiile in care tumora index era moderat sau slab diferentiati. In mod
asemandtor au fost identificare 2 cazuri in care invazia tumorald la nivelul muschiului pectoral
era G1, in contextul in care tumora index avea un scor Nottingham care o incadra in categoria
G3. Un singur caz a prezentat metastaza unicd a ambelor contingente tumorale (G1 si G3) Intr-un

limfoganglion, sugerand o clonalitate multipla a tumorii index.

Aceastd discordantd de grad-ing intre tumora index si metastazele ei arata ca
mecanismele biologice ale procesului de propagare si metastazare sunt mai complexe decat se
credea initial si ar impune fie o adnotare a sistemului initial de grad-ing, fie o gradare separata a
focarelor discordante pentru o evaluare completa si corectd. Maniera In care aceastd discordanta

ar putea avea impact asupra tratamentului sau asupra prognosticului este greu de estimat.
Metastazele limfoganglionare

Din totalul de 235 se pacienti, au fost culese informatii pentru 214, reprezentand 91.1%

din esantionul studiului doctoral. In 61.7% din cazurile inregistrate nu au fost identificate
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metastaze gangionare in limfoganglionii recoltati si examinati. 30.4% dintre pacienti au prezentat
metastaze in 1-3 limfoganglioni (pN1). Doar 5.6% dintre pacienti au avut metastaze in 4-9

limfoganglioni (pN2) si 2.3% au avut metastaze in mai mult de 10 ganglioni (pN3).
Invazia angiolimfatica

Embolii tumorali au fost intalniti aproape 1n toate cazurile de boald metastatica
documentatd clinic, precum si la 24% din pacientele aflate in stadiu pT4 cu ulceratia

tegumentului.
Invazia perineurala

Invazia perineurald (Figura 5) este un parametru destul de obscur si rar raportat in cazul
leziunilor mamare maligne, cu toate acestea este un semn care certifica potentialul agresiv al
tumorilor, desi este mai putin frecvent observat in carcinomul mamar si, prin urmare, a fost mai
putin studiat. In aproximativ 15% din cazuri invazia perineurala a fost observati. Acest procent
este cu mult mai mare decat cele vehiculate in literatura de specialitate care estimeaza acest
parametru la 1-5% din totalitatea cazurilor. Un numar de doua cazuri au prezentat de asemenea

invazie perineurala care ingloba corpusculi pacinieni (Figura 4) sau ganglioni nervosi, aspect

foarte rar intalnit.

Figura 4 (stinga). Invazie perineurald a unui carcinom mamar NST G2 in jurul unui corpuscul
Vater-Pacini, col. H.E. 0b.20x. Figura 5 (dreapta). Invazie perineurala a unui carcinoma lobular
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invaziv, se observa imunoexpresia pozitiva pentru s100 a filetelor nervoase, Col. IHC, DAB, ob.
10x.

Calcificarile distrofice asociate proliferarilor tumorale mamare.

In studiul de fata au fost evaluate calcificarile asociate exclusiv leziunilor invazive sau a
cazurilor de DCIS cu microinvazie documentata histopatologic si imunohistochimic.
Microcalcificarile distrofice au fost identificate in 23,4% din cazuri (n=55), 78% dintre ele au
apartinut pacientilor cu carcinoame mamare NST de grad 2 sau 3 (Figura 123). Dintre acestea
doar 65% au avut calcificari In componenta tumorald invaziva, restul avand microcalcificari
distrofice exclusiv in comonentele in situ asociate in special DCIS G3- comedo-type (Figura

124) si ocazional in alte leziuni (FEA - flat epithelial atypia).
Necroza tumorala.

Prezenta necrozei tumorale a fost gasitd in 19.6% dintre cazurile evaluate (n=46), iar in
75% dintre acestea prezenta necrozei a fost raportatd in descrierea macroscopicd a leziunilor. In

68% din cazuri diametrul tumoral era mai mare sau egal cu 3.2 cm.

Analiza imunohistochimica a heterogenitatii leziunilor mamare maligne.

Heterogenitatea imunohistochimica a tumorilor mamare maligne afecteaza diagnosticul,
prognosticul si raspunsul la terapie. Acesta heterogenitatea poate fi descuranjanta atat din punct
de vedere al cuantificarii si raportdrii cat mai ales din perspectiva managerierii ulterioare a
fiecarui caz in parte. Evaluarea imunohistochimica a cazurilor de leziuni mamare maligne a
cuprins 4 biomarkeri imunohistochimici de baza: receptorii hormonali (ER si PR), Her2neu si
Ki67. Pentru unele cazuri a fost necesard evaluarea suplimentard a p53 si a citokeratinelor

bazale.

De asemenea pentru o serie de cazuri a fost folosit ca marker de proliferare Top2alpha.
Imunohistochimia folosind 4 biomarkeri are importanta prognostica dar mai ales predictiva, cu
rol major in stabilirea tratamentului adecvat ce poate include hormonoterapie sau chimioterapie,
dupa caz. De asemenea, cei patru biomarkeri sunt extrem de utili pentru incadrarea tumorilor in
clasele moleculare, folosind criteriile surogat imunohistochimice. Evaluarea si cuantificarea
semicantitativa a expresiei biomarkerilor folositi s-a facut in conformitate cu recomandarile

ASCO-CAP in vigoare.

21



ASPECTE MORFOLOGICE SI CORELATII IMUNOHISTOCHIMICE PRIVIND HETEROGENITATEA LEZIUNILOR MAMARE MALIGNE

DUMITRU V.A. 2017

Fiind vorba este cuatificarea unor variabile continue, analiza statistica a impus calcularea
indicatorilor tendintei centrale, medie, medianei, deviatie standard precum si indicatorii de

asimetrie si boltire folositi pentru a determina forma distributiei si daca acesta este o distributie

normala (Figura 6).
Statistics

Diametru

tumaoral
Varsta maxim in cm ER% PR% KIiGT Top2 alfa
M Valid 235 214 184 188 198 45
Missing 1] 21 40 47 av 140
Mean 5983 2.8023 A413 Qa7 233 .2500
Median 61.00 2.1000 7000 7500 1800 .2000
Std. Deviation 12.845 260374 ATET2 37475 ATETT .1aeo0g
Skewness -.298 5.582 =37 - G549 1.710 2120
Std. Error of Skewness 5649 66 A74 ATT A73 354
Kurtosis -213 4G.0849 -1.4586 -1.189 2781 4.011
Std. Error of Kurtosis A6 RCKh 346 3583 344 695
Minirmurm 24 Al .00 .00 .02 04
Maximurm ar 28.00 1.00 1.00 a0 .84
Percentiles 25 52.00 1.7000 Joon .3000 1000 1500
a0 1.00 2.1000 7000 75800 1800 .2000
7h 68.00 3.1000 8000 8000 3000 2600

Figura 6. Analiza principalilor indicatori statistici pentru parametrii imunohistochimici analizati

Evaluarea expresiei ER a fost facuta si din perspectiva omogenittii expresiei la nivelul
focarului (focarelor) tumorale, din cele 179 de cazuri cu expresie pozitiva pentru acest receptor,
in 30,5% dintre cazuri expresia ER a fost heterogena, existand zone in care fie expresia se atenua
gradat (de obicei in zonele de necroza) sau devenea negativa abrupt. Acest fenomen a fost
observat cu precadere in focarele tumorale mai agresive sau cu un grad-ing tumoral mai avansat.
Heterogenitatea intratumorala a fost observata si in cazul tumorilor mamare mixte, aici pattern-ul
extresiei sugerdnd clonalitatea diferitd a fronturilor tumorale, inclusiv din punct de vedere

imunohistchimic —Figura 7
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Figura 7. Tumora mamard mixta NST-CLI cu expresie heterogena, discordanta a ER, focarul
tumoral NST (sus, delimitat cu rosu) prezintd imunoexpresie nucleard puternica pentru ER, iar
focarul tumoral de CLI (jos, delimitat cu galben), desi pozitiv prezintd o expresie slaba pentru
ER.col H.E., ob4x. cromogen DAB, ob 4x, imagine de ansamblu prelucratd folosind aplicatia

stich images a softului Leica Application Suite X versiunea 3.0.2

Evaluarea heterogenitatii spatiale a expresiei PR la nivelul focarului (focarelor) tumorale,
a aratat ca din cele 195 de cazuri cu expresie pozitiva pentru acest receptor, in 21,5% dintre
cazuri expresia PR a fost heterogena, existand zone in care expresia era atenuatd sau absenta in
focarele tumorale cu un grad-ing tumoral mai avansat- Figura 8 si 9. Discordanta expresiei
imunohistochimice a PR dintre tumorile unifocale si metastazele lor a fost observata in 8 cazuri.

La 6 dintre ele tumora index era PR+, iar metastazele complet negative pentru acest receptor, un
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caz prezenta atenuarea expresiei PR+ la nivelul metastazei, iar un altul avea o expresie

paradoxala pozitivd a PR pentru tumora index corespunzatoare care era complet negativa pentru

acest receptor.

Figura 8 si 9. Heterogenitate intratumorald a expresiei PR. col. IHC, cromogen DAB, ob.4x

In studiul doctoral cuantificarea imunohistochimici a HER2/neu s-a realizat pentru 186
cazuri (79% din totalul esantionului) conform recomandarilor ASCO/CAP, dintre care in 6.4%
(n=12) s-a observat supraexpresia acesteia, concretizata imunohistochimic printr-o reactie

intensd membranara completa - IHC 3+.

In studiul actual imunomarcajul p53 a fost evaluat in 78 de cazuri (33,2 % din totalul
cazurilor incluse in studiu) iar dintre acestea 26 de cazuri (33,3%) au prezentat un scor mai mare
de 9 dupa cheia de interpretare a scorului Remmele — Stegner, fiind considerate pozitive. S-a
constatat cd exista o relatie Intre supraexpresia p53 si gradul de diferentiere, 24 dintre cele 26 de

cazuri fiind observate n cadrul unor tumori G2 si G3.

Cuantificarea Ki67 este problematica in sensul ca nu exista norme exacte de masurare iar
parerile expertilor sunt impartite in ceea ce priveste valoarea cut-off-ului pentru acest
imunomarker. Prin urmare, am tinut cont de recomandarile In vigoare care sugereaza ca pentru
evaluarea Ki67 sa fie analizate trei cAmpuri microscopice cu obiectiv mare (40x), fiind vizate in

special zonele de la periferia proliferarii tumorale. Valoarea Ki67 a tinut cont si de zonele active
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mitotic (hot-spots) cat si de zonele mai putin proliferante in asa maniera incat valoarea finala este
o medie a acestora. Indexul Ki67 a fost exprimat estimativ In procente, iar valoarea de 14% este
consideratd valoarea prag pentru diferentierea unui index Ki67 mare de unul mic. In mod

asemandtor a fost evaluatd si imunoexpresia Top2alpha

Histograma de frecventa pentru Ki67 (%) si Top2alpha (%) la pacientii diagnosticati cu
tumori mamare maligne, arata o distributie normala (Gauss) in ambele cazuri, usor asimetrica, cu
subtiere la dreapta (right skewed distribution), avand valoarea mediei 23- pentru Ki67 respectiv
25 pentru Top2alpha, valori mai mari ca valoarile medianei 18 pentru Ki67 si respective 20

pentru Top2alpha (Figural0).

Kie7 Top2 alfa
] Mean = 23
yom A7 Mean = 25
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Figura 10. Histograma de frecventa pentru Ki67 (%) si Top2alpha (%) la pacientii diagnosticati

cu tumori mamare maligne.

Indicii de proliferare bazati pe imunoexpresia celulelor pentru Ki67 si Topoizomeraza Ilo
s-au corelat foarte puternic unul cu celalalt (r = 0,904, p <0,0001). Top2alpha a avut un model
mai distinct, si mai putin variabil de colorare nucleara, comparativ cu expresia Ki67, in acest
sens Top2alpha ar putea reprezinta o alternativa sigura si fiabila fata de MIB-1 ca marker de
proliferare. Distributia scorurilor KI67 continue in functie de categoriile altor variabile clinice si

patologice a aratat diferente semnificative in distributia scorurilor automate KI67 in functie de
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gradul histologic de diferentiere tumorala, dimensiunea tumorii, statusul ER, statusul PR,
expresia HER2 si p53, dar nu S-au gasit corelatii semnificative intre expresia Ki67 si statusul

limfoganglionilor (pN) sau in functie de stadializare.

Reprezentarea box-plot pentru Ki67 (%) in functie de gradul de diferentiere
histopatologic al tumorilor mamare maligne contureaza 0 distributie asimetrica pentru tumorile
G1, cu linia medianei la mijlocul casetei si mustati usor asimetrice, cu o distributie mai larga

intre a doua quartila si valoarea maxima (Figura 11).

157
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Figura 11. Reprezentare box-
D:, st 76 105 o plot pentru Ki67 (%) in functie
] % n “n'n’s de gradul de diferentiere
histopatologic al tumorilor
mamare maligne

Gradul de diferentiere

o c13
G1 1 %o

Ki67

Analiza statisticd a evidentiat o frecventd mare a cazurilor cu imunofenotip luminal
(luminal A si luminal B) - 81 % din totalitatea cazurilor, fatd de subtipurile non-luminale care au

reprezentat 19% din total. Subtipul luminal A a predominat cu 49.2 %( n=92), urmat de subtipul
Luminal B CU 32.1% (n=60) din cazuri. Cazurile cu supraexpresia Her2/neu au reprezentat 6.4%

(n=12) din total, iar subtipul triplu negativ a fost observat in 12.3% (n=23) dintre cazuri.
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CONTRIBUTII PRIVIND ANALIZA HETEROGENITATII
INTERTUMORALE A CAZURILOR DE CARCINOM MAMAR
MULTIPLU

Din lotul principal de 235 de cazuri s-a ales un lot secundar alcatuit din 37 de cazuri cu
tumori mamare multiple maligne (multifocale + multicentrice), deoarece am considerat ca aceste
tumori sunt prototipul ideal pentru studiul heterogenitatii tumorale intra si interlezionale. Analiza
acestui lot secundar s-a realizat cu scopul de a stabili impactul pe care l-ar putea reprezinta
heterogenitatea histopatologicad si imunohistochimica in Incadrarea acestor tumorilor mamare in
subtipuri moleculare surogat sau posibila reevaluare in vederea schimbarii managementului

terapeutic.

Multifocalitate sau multicentricitate tumorilor mamare malige poate fi definita ca
prezenta concomitenta a doud sau mai multe focare tumorale intr-un singur cadran (caracter
multifocal) sau in cadrul unor cadrane diferite ale aleluasi san (caracter multicentric). Definitia
insa are multe interpretari, datoritd caracterului foarte subiectiv in care este delimitat un cadran
din punct de vedere anatomic si functional. Actualmente se preferd termenul de tumora mamara
multipld, insda in prezentul studiu doctoral pentru ilustrarea adecvata a tabloului

morfohistochimic au fost pastrati ocazional termenii de tumora multifocald si multicentrica.

Multifocalitatea este printre cele mai importante cauze ale heterogenitatii tumorilor
mamare. In prezentul studiu doctoral am idetificat 37 de cazuri de tumori mamare multiple: 6
cazuri de tumori mamare maligne multicentrice (2.8 %, n=6) si 31 de de cazuri cu tumori

multifocale (14.4%, n=31), reprezentand 17,7% din totalitatea cazurilor incluse in studiu.

Varsta medie la prezentare a fost de 62,3 (intervalul 36-87 ani). 80% dintre pacienti
aveau o masd palpabild la nivelul sanului, iar restul pacientilor au fost diagnosticati dupa
examinarea mamograficd. Lateralitatea leziunilor a fost urmatoarea: lateralitatea stdngd a fost
observata in 83,3% iar lateralitatea dreaptd in 16,6% din cazuri. 6 cazuri au avut tumori
multicentrice (16.6%) iar celelalte cazuri au fost tumori multifocale. Cele 31 carcinoame
invazive multifocale au avut tipul histologic urmator: 27 au fost carcinom mamar NST, 2 au fost
carcinoame lobulare invazive (Figura 12), 1 caz a fost carcinom mixt NST-CLI si ultimul caz

inclus un carcinom mamar cu caracteristici medulare. Carcinoamele multicentrice au avut
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urmatoarele histotipuri. 3 au fost CLI, 2 au fost carcinoame NST si un caz a fost de tip mixt
NST-CLI.

Figura 12. Carcinom mamar lobular invaziv multifocal, tumora index este delimitata cu
verde deschis. 8 focarele tumorale secundare sunt delimitate cu cercuri rosii, col H.E, ob.4x.
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Imagine de ansamblu prelucrata folosind aplicatia stich images a softului Leica Application Suite
X versiunea 3.0.2.

Pentru toate cazurile au fost evaluati urmatorii parametrii: tumora index (daca tumorile

aveau aceeasi dimensiune, tumora index a fost consideratd cea cu gradul histologic cel mai mare,

in cazul in care si gradele histologice coincid, a fost aleasd tumora cu indexul Ki67 cel mai mare,

considerandu-se in acest caz cd acest marker oglindeste cel mai bine agresivitatea tumorald),

numarul focarelor tumorale, grad-ing-ul tumorii index si a focarelor tumorale, tipul histologic al

tumorii index si al focarelor tumorale, incadrarea intr-un subtip molecular pe baza criteriilor

surogat si prezenta metastazelor (tipul histologic, gradul de diferentiere tumoral, tipul

molecular). Datele obtinute sunt redate in tabelul de mai jos. ,,Dominanta tumorald” a fost

stabilitd pe criterii morfologice si imunohistochimice si se refera la focarul tumoral cel mai

agresiv, aceasta este redatd in tabelul algoritmic cu rosu.

% S Dimensiuni = _ -

é “% (mm) Grad % Subtip molecular o & g_(_z

Z |2 . 5 2 28
L =

1] 2 010 1/1 D/D LuA/LuA

2 | 2 25 1/2 D/D LuA/LuA

3] 2 3 1/2 D/D LuA/LuA

41 2 /4 22 D/D LuA/LuA

5 2 25 212 D/D LuA/LuA

6 | 2 /10 2/2 D/D LuB/LuA

71 2 /11 2/2 D/D TN/IN

8 | 2 15/15 212 Mx LuA/LuA

9 | 2 [ R 2/3 D/L LuA/LuB 3/ D] LuA

10 | 2 18/18 2/3 D/D LuA/LuB 3|D

1] 3 B0/10/3 2122 D/D/L | LuA/LuA/LuA | 2| D[ LuA

12| 3 20/8/3 21212 D/D/D LuA/LuB/ LuA

13] 3 B0/11/2 2122 D/D/D LuB/LuB/LuB
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141 3 Bl/s/5 2122 D/D/D LuB/LuA/LuA

15| 3 B6/4/3 3/3/3 D/D/D LuA/LuA/ LuA 3| D| LuA
16 | 4 Wi/5/5/3 2121212 D/D/D... | LuA/LuA/ LuA...

17 ] 4 8/6/6/4 2121212 D/D/D 3/D| LuB
18 | 4 B8/11/5/5 2121212 Mx LuA/ LUA/LUA... | 2 | D| LuB
19| 4 B6/4/4/2 3/3/3/3 D/D/D/ID | LuA/LuA/LuA.. | 2 | D| LuA
20| 5 B8/12/4/4/3 3/3/33/3 M/M/... | TNEINTNTNG | 3| ™M !
21 | 6 B2/11/6/6/4/1 21212121212 L/L/L... | LuA/LuA/LuA...

22 | 7 | B@AL7I4141211 2/212/2/2/2/2 | D/D/D... | LuA/ LuA/LuA... | 2 | D | LuA
23 | 7 | B@2/7/4/5121 2/3/2/2/2/2/1 | D/D/D... | LuA/ LuA/ LuA...

24 | 7 | 21/@i7i4141211 2131312121212 D/D LuB/LUA/LUA/...

25 | 7 | BB/18/7/4141211 2/3/3/3/3/2/2 | D/L/L... | LuA/LuA/LuA.. | 3| L | LuA
26 | 8 H10/3/2/2/1/1/1... 2/2/2/2/2/2/2... | LUL.. | HERHERHERY | 2 | L -
27 | 8 11/5/472/1/1/1... | 2/2/2/3/2/1/1... | D/D/D... | LuA/ LuA/ LuA...

28 | 8 [28/@@/4/3/3/1/1/1.. | 2/2/2/2/1/1/1... | D/ID/D... | LuA/LUA/LUA.. | 2 | D| LuB
29 | 8 [B@/10/3/2/2/1/1/1... | 3/3/3/3/3/3/3... | D/D/D... | TNTNINTN.] | 3| D -
30 | 9 |BE/14/3/2/1/1/1/1.. | 2/2/2/2/1/1/1... | D/D/D... | LuB/LuB/ LuB...

31 | o B@/10/6/2/2/1/1/1... | 3/3/3/3/3/3/3... | L/L/L... | LuA/LuA/LuA.. | 3| L | LuA
32 | 10 [26/@/4/4/2/2/1/1... | 2/2/2/1/1/1/1... | D/ID/D... | LuA/LuB/LuA.. | 2 | D| LuB
33 | 10 [27/@/5/5/2/1/1/1... | 2/2/2/2/2/2/2... | D/D/D... | LuA/LuB/LUA... | 3| D

34 | 11 [W/10/5/2/2/1/1/1... | 3/2/2/2/2/2/2... | D/D/D... | TN'EINTN/IN., | 3 | D .
3% | 11 12/3/3/2/1/1/1... | 2/2/2/2/2/2/2... | DIDID... LuB/LuB/LuB...

36 | 11 @@/18/4/412/1/1/1... | 2/2/2/2/2/2/2... | LIL/L... | LuA/LuA/LuA... | 2 | L | LuA
37 | 11 10/3/2/2/1/1/1... | 3/3/3/3/3/3/3... | L/L/L... | LuA/LuA/LuA.. | 3 | L | LuA
Tabel 1. Principalii parametrii evaluati pentru caracterizarea heterogenititii intertumorale a carcinoamelor
mamare multiple. Legenda: D- carcinom mamar NST (ductal), L- carcinom mamar lobular invaziv, Mx-
carcinoma mamar mixt NST-CLI, M- carcinoma mamar cu caracteristici medulare, LUA- subtip molecular
luminal A, LuB- subtip molecular luminal B, TN- subtip molecular triplu negative, HER- subtip molecular

cu supraexpresia Her2/neu, [...] de la finalul fiecdrei categorii semnaleazd cd ultima variabild addugatd se
continua (ex. focare tumorale secundare). Culoarea gri din celulele corespunzdtoare ,,Nr.pacienti" denotd
caracterul multicentric a/ tumorilor, restul fiind multifocale. Cu rosu sunt evidensiate focarele tumorale
considerate dominante.
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In seria de 37 de tumori mamare maligne analizate, numarul de focare tumorale luate in
considerate a variat de la 2 la 11. Mai mult de 54% din cazuri au avut sub 5 focare tumorale.
Marimea tumorii index a variat de la 10mm la 3.8 cm, cu 0 medie de 2.4 mm, mai mica
decat diametrul mediu masurat pentru toate tumorile incluse in studiu (cu o valoare de de 2.8cm).
Acest lucru poate fi explicat prin faptul cd tumorile multifocale au sanse mai mari sa fie

descoperite clinic sau in urma unei mamografii.

Diametrul leziunilor secundare a variat foarte mult, pentru tumorile cu 2-4 focare
tumorale, acestea avand un diametru apropiat de cel al tumorii index, dar pentru majoritatea
cazurilor diametrul focarelor tumorale a fost sub 5 mm. Au existat si cazuri in care tumora index
era greu de stabilit, din cauza dimensiunilor apropiate dintre focarele tumorale. Pentru aceste
cazuri stadializarea a fost problematicd, deoarece criteriile AJCC recomanda masurarea celui mai
mare diametru tumoral, dar astfel o tumora cu 2 focare tumorale de dimensiuni identice (cazul nr
8 din tabel) ar fi incadrata in categoria pT1, desi are o Incarcaturd tumorald dubla. Pentru aceste
tipuri particulare, standardele internationale nu au ajuns la un consens, desi existd studii care
sugereaza sumarea diametrelor tumorale (lucru nerecomandat de AJCC) sau estimarea riscului si

incadrarea ulterioara intr-o alta clasa prognostica in functie de ,,incarcatura tumorala” [28,29].

In studiul de fati au fost evaluati ,,dominanta” tumorald, pe baza criteriilor combinate
morfologice (dimeniune maxima, histotip), dar mai ales pe baza criteriilor imunohistochimice
folosind 4 markeri. Acolo unde grade-ing-ul a coincis intre tumora index si focarele tumorale,
evaluarea s-a facut in functie de expresia IHC a Ki67, iar acolo unde tumorile aveau indici
proliferativi asemanatori, tumora cu rangul cel mai mare a fost cea care demonstra o pierdere cel
putin focald a receptorilor hormonali sau Her2.neu. In 6 cazuri (16.2% din total) tumora

dominanti nu a coicis cu tumora index.

Gradul de diferentiere tumorald a variat intre tumora index si focarele secundare in 9
cazuri, identificaindu-se focare tumorale cu un grad-ing mai mare decat tumora index in 8 cazuri,
datele sugerand ca nu tumora index este ,,dominanta” din perspectiva agresivitatii, acest lucru
fiind coroborat si cu grad-ing-ului cazurilor care au prezentat metataze limfoganglionare, in care
grad-ing-ul era mai mare ca al tumorii index si identic cu cel putin al unuia din focarele tumorale

secundare identificate. Au fost notate si cazuri in care tumora primarda era gradata ca slab
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diferentiata, iar focarele tumorale si/sau metastazele (daca existau) aveau un grad-ing moderat

sau bine diferentiat, sugerand o diferentiere paradoxala.

In ceea ce priveste histotipul tumoral, acesta a variat foarte putin, majoritatea tumorilor
index demonstrand o concordanta cu histotipul focarelor tumorale secundare, rezultatele obtinute
fiind asemanitoare cu cele ale lui Pekar G. si colab. [30,31]. In dou cazuri in care tumora index
a fost un carcinom NST au fost observate si focare tumorale cu fenotip de carcinom lobular

invaziv, ambele cazuri prezentand metastaze ganglionare de carcinom NST.

Incadrarea dupi criteriile moleculare surogat s-a facut utilizand criteriile St. Gallen si a
aratat o predominanta a cazurilor luminal A, 25 de cazuri fiind incadrate in aceastda categorie.
Dintre acestea in 5 cazuri s-au observat discordante imunohistochimice intre tumora index si cel
putin un focar tumoral, care aveau caractere imunohistochimice diferite ce a impus incadrarea lor
in categoria luminal B. Acest lucru s-a facut deoarece focarele demonstrau heterogenitate
extrema a expresiei ER sau PR, in sensul pierderii imunoreactivitatii acestor imunomarkeri.
Dintre cele 5 cazuri, unul prezenta metastaza limfoganglionarda cu fenotip asemanator cu
focarului tumoral secundar reincadrat (luminal B). Dupa aceastd observatie am ajuns la concluzia
ca focarul secundar era dominant imunohistochimic, avand caractere histologice si

imunohistochimice distincte.

Felul in care acest lucru ar avea impact asupra tratamentului este necunoscut, deorece
rezultatul nu ar fi schimbat semnificativ optiunile terapeutice. De asemnea, a fost observat un caz
cu discordanta a subtipurilor moleculare privind tumora index- focare secundare (Index- luminal

A, focar secundar- luminal B) ce prezenta metastaza limfoganglionara cu fenotip triplu negativ.

Intr-o manierd asemanitoare a fost identificat un caz in care tumora era concordanti cu
focarele ei tumorale secundare, fiind triplu negativ, dar in care fenotipul metastazei era usor
diferit, exprimand slab imunomarkerii hormonali. Alte 4 cazuri de tumori mamare multiple
triplu negative au fost identificate, dar fara discordante imunohistochimice intre tumora index

si/sau metastazele lor.

Din totalul cazurilor analizate, 7 tumori mamare multiple au fost incadrate in subtipul
luminal B, dar nici unul nu a prezentat metastaze limfoganglionare. Un singur caz de tumora

multipla cu supraexpresie Her2/neu a fost identiicatad in lotul studiat, aceasta neavand discordante
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intre tumora index, focarele secundare si metastazele limfoganglionare.Cateva exemple

elocvente sunt redate in microfotografiile sistematizate in tabelul urmator (Tabel 2).

Tumora Index Focar tumoral secundar Metastaza

H&E

Ki-67/Mibl

PR

ER
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HER-2 -neu (Cerb-B2)

Tabel 30. Microfotografii sugestive pentru heterogenitatea imunohistochimica a unui caz de
tumora mama malignd inclus in studiu. Un exemplu al unui caz de carcinom mamar multiplu
multiplu  NST (multifocal) care prezinta neconcordante morfologice (in gradare) si
imunohistochimice Intre tumora index, focarul tumoral secundar si metastaza limfoganglionara.
Figurile A-E (tumora index), Carcinom mamar NST G1 cu un index de proliferare Ki67
estimat sub 20%, PR+ Tn mai mult de 95% din celulele tumorale, cu expresie ER scazuta (aprox.
20%), si scor 0 pentru imunoexpresia Her2/neu. Figurile F-J. Acelasi caz, focar tumoral
secundar  aditional de carcinom mamar NST, cu grad de diferentiere G3 si profil
imunohistochimic discordat: index Ki67 crescut (aprox. 60%) cu prezenta de hot-spots, expresie
scazutd a PR (aprox. 3% din celulele tumorale) si pierderea focald a imunoexpresiei pentru ER
(dar pozitiva in aprox 50% din celulele tumorale), Her2/neu scor 1 (negativ). Figurile K-O:
Acelasi caz, metastaza limfoganglionara cu invazie carcinomatoasa de carcinom NST G3, cu
imunoexpresie crescutd pentru Ki67 (aprox. 80%), PR negativ, ER pozitiv in aprox 95 % din
celulele tumorale si Her2/neu negativ (scor 0).

Facand abstractie de incadrarea tumorilor in subtipurile moleculare pe baza
criteriilor surogat, am observat urndtoarelele discordante imunohistochimice dintre focarele

tumorale:

e statusul ER a fost discordant in 11 cazuri (29.8%), dintre care in 4 cazuri tumora
index era negativa pentru acest marker, iar cel putin un focar tumoral avea
expresie pentru acest receptor; in alte 7 cazuri (18.9%), cel putin un focar tumoral
era negativ tumora index fiind pozitiva

e statusul PR a fost discordant in 12 cazuri (32.4%), dintre care In 5 cazuri tumora
index era negativa pentru acest marker, iar cel putin un focar tumoral avea
expresie pentru acest receptor; in alte 8 cazuri, cel putin un focar tumoral era
negativa, tumora index fiind pozitiva.

e statusul Her2/neu nu a variat decat in ceea ce priveste scorul. 2 cazuri au avut
status Her2 negativ si cel putin un alt focar tumoral cu scor 1 sau 2, neschimband

esential incadrarea imunohistochimica. Un sisgur caz de tumora multifocala Her2
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pozitivd a fost observat in lotul studiat, iar nu s-au evidentiat heterogenitati de
expresiei al acestui marker intre tumora index si focarele ei secundare.

e statusul Ki67 a variat cel mai mult in lotul sdtudiat si a fost discordant in 17
cazuri (45.9%), dintre care Tn 5 cazuri tumora index era negativa pentru acest
marker, iar cel putin un focar tumoral avea expresie pentru acest receptor; in alte

8 cazuri, cel putin un focar tumoral era negativa, tumora index fiind pozitiva.

Dupa analiza histopatologica folosind algoritmul propus, bazat pe determinarea
dominatei tumorale combinata cu incadrarea intr-un subtip molecular pe criterii IHC surogat, am
constat cd in cel putin 9 cazuri din cele 37 astfel analizate, datele supliementare obtinute ar fi

schimbat cel putin virtual decizia terapeutica privind alegerea schemei de tratament adecvate.

DISCUTII SI CONSIDERATII FINALE

Introducerea de noi parametrii imunohistochimici cu rol prognostic si predictiv in studiul
tumorilor mamare maligne este sigura si si-a dovedit utilitatea atat pentru diagnostcarea
tumorald, dar mai ales pentru stratficarea corectd a pacientilor care pot beneficia de anumiti

agenti terapeutici.

In ultima perioada termenul de ,,medicini de precizie” este tot mai frecvent vehiculat ca
urmare a abordarii inovative personalizate a tratamentului. Abordul diagnostic trebuie sa tina
pasul cu acest concept si ca urmare exista dorintd de integrare a metodelor noi de diagnostic in
practica curentd. Imunohistochimia, folosita deja la scard larga, indeplineste acest deziderat, cel
putin din perpectiva costurilor relativ reduse, comparativ cu metodele ce deservesc genetica
moleculard. Ca atare, se incearca o taxonomiere cdt mai exacta a leziunilor mamare folosind
tehnici integrate imunohistochimice, completate de tehnici moleculare, acolo unde cazul o

impune.

In prima instantd, heterogenitatea tumorald intra si interlezionala poate fi descurajanta,
mai ales in contextual in care pentru unele aspecte nu existd ghiduri de interpretare sau studii sa
valideze rezultatele. Acest aspect de repercuteaza in pleiada de informatii uneori contradictorii

pe marginea aceleasi patologii.
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Analiza statistica a aratat legaturi semnifitive intre dimensiunea tumorii si gradul de
diferentiere tumorald (rs=0.335, p<0.05, n=202), date conforme cu multiple studii disponibile
care promoveaza gradul histologic ca fiind unul dintre cei mai bine buni factori de prognostic
pentru patologia mamara care se coreleazd cu diametrul tumoral. Totusi aceste date nu sunt
suficiente pentru a include gradul tumoral in sistemul de stagializare pTNM. Aceasta decizie este
promovata (incd) de AJCC pentru cad pentru tumorile mici (pT1 si 2) nu exista suficiente dovezi
care sa ateste ca diametrul tumoral se coreleaza cu sistemul de grading Notthingam [32]. Studiul
de fata a gasit suficiente dovezi care permit o asociere intre grad-ing-ul tumorilor mamare si

dimensiunea lor, inclusiv pentru cele sub 2 cm, rezultate comparabile cu raportari similare [33,

34, 35].

Din perpectiva neomogenitii gradarii tumorale, studiul a ridicat si problema discrepantei
de grade-ing intre tumora primara si metastazele ei. Aceastd discordantd sugereaza ca
mecanismele biologice ale procesului de propagare si metastazare sunt mai complexe decat se
credea initial si ar impune fie o adnotare a sistemului initial de grad-ing, fie o gradare separata a
focarelor discordante pentru o evaluare completa si corectd. Maniera in care aceastd discordanta
ar putea avea impact asupra tratamentului sau asupra prognosticului este greu de estimat.
Aceasta observatie se pare ca nu ar avea relevanta prognostica din moment ce exitd studii care
indica faptul cd gradarea leziunilor metastatice are o valoare limitatd la cancerul de sdn avansat
sau metastatic (stadiile IIT si VI), iar gradin-ul acestor leziuni nu este de asteptat sa schimbe

deciziile de tratament si, prin urmare, nu trebuie sa fie luata in considerare in aceste cazuri.

In studiul doctoral am abordat metode validate pentru a stratifica cazurile in functie de
profilul imunohistochimic folosind markeri de proliferare bine-cunoscuti precum Ki67, dar am
incercat si o abordare concomitentd din perpectiva unor markeri alternativi (Top2alpha), inca
putin cunoscuti sau utilizati In practica medicala. Indicii de proliferare bazati pe imunoexpresia
celulelor pentru Ki67 si Topoizomeraza Ila s-au corelat foarte puternic unul cu celalalt (r =

0,904, p <0,0001), asa cum arata si alte studii similare [36].

Top2alpha a avut un model mai distinct, si mai putin variabil de colorare nucleara,
comparativ cu expresia Ki67, in acest sens Top2alpha ar putea reprezinta o alternativa sigurd si
fiabila fata de MIB-1 ca marker de proliferare. Utilitatea rezida si in faptul ca imunoexpresia

acestui marker se pare ca se coreleazd si cu raspunsul bun la tratamentul cu doxorubicind, un
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motiv in plus sa fie mai des inclus in panellurile imunohistochimice adresate leziunilor glandei
mamare. De asemnea, se pare ca coamplificarea dintre Top2alpha si Her2/neu ar putea stratifica
si mult unii pacientii (considerati cu risc mare de recurentd) in vederea tratamentului cu

antracicline [36].

De asemenea au fost foslositi alti markeri, cu valoare prognostica si predictiva, precum
Her2/neu si imunomarkerii hormonali ER si PR. O serie de alti markeri au intregit tabloul
fenotipic al tumorilor acolo pentru un diagnostic histopatologic precis. Ulterior a fost realizata
incadrarea in subtipurile surogat molecular pe baza criteriilor imunohsitochimice obtinute, tindnd

cont de recomandarile St Gallen.

Analiza statistica dintre gradul de expresie al ER si focalitatea leziunilor nu a demonstrat
o asociere semnificativ statistica (Testul Chi patrat; ¥2 (df 2) = 4,2; p =0,122), dar imunoexpresia
pozitivd a ER a fost corelatd cu diametrul maxim tumoral de sub 2.3 cm care au cumulat 68,2%
din cazuri. Expresia PR a fost puternic asociata cu varsta, gradul tumorii, expresia ER, starea
HER?2 negativa. Analiza corelativa a imunoexpresiei receptorilor hormonali a demonstrat rolul
predictiv al acestora si si-a dovedit utilitatea pentru sratificarea imunohistochimica a cazurilor,

similar cu alte studii [37, 38, 39].

Fatd de studiile realizate de Badowska-Kozakiewicz si colab [38] si cele realizate de
Stonelake si colab. [40], in cazul studiului doctoral nu s-au gasit asocieri semnificative intre
expresia PR si statusul pN, dimensiunea tumorii si invazia limfovasculard. Rezultatele
discordante pot fi explicate prin faptul ca un numar mare de paciente au fost diagnosticate in
stadii avasate de boald si cu tumori cu diametru de peste 2.8 cm, iar expresia receptorului
progesteronic se pare cd scade proportional cu progresia bolii, dupd cum este sugerat de

Brankovi¢-Magic si colab. [41] sau de Allemani si colab. [42].

Imunomarcajul p53 a fost evaluat in 78 de cazuri iar dintre acestea 26 de cazuri (33,3%)
au prezentat un scor mai mare de 9 dupa cheia de interpretare a scorului Remmele — Stegner,
fiind considerate pozitive. S-a constat ca exista o relatie intre supraexpresia p53 si gradul de
diferentiere, 24 dintre cele 26 de cazuri fiind observate in cadrul unor tumori G2 si G3,

majoritatea cazurilor, unifocale sau multiple, facand parte din suptipul molecular triplu negativ,
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date similare fiind obtinute si de studiul lui Munirah si colab [43] care a demonstrat un

imunomarcaj pozitiv pentru p53 in 93,8% dintre tumorile triplu negative.

Tumorile mamare multiple sunt prototipul ideal pentru studiul heterogenitatii tumorale
intra si interlezionale. Analiza acestui lot secundar s-a realizat cu scopul de a stabili impactul pe
care l-ar putea reprezinta heterogenitatea histopatologica si imunohistochimica in incadrarea
acestor tumorilor mamare in subtipuri moleculare surogat sau posibila reevaluare in vederea
schimbarii managementului terapeutic cu atdt mai mult cu cat multifocalitatea nu este inclusa

printre factorii de prognostic in ghidurile internationale privind cancerul de san.

Multifocalitatea in cancerul mamar este un fenomen frecvent, a carui prevalenta poate
varia intre 6-77% [44, 45]. Pentru a clasifica cancerul mamar, stadializarea TNM a fost
considerata standardul de aur. In tumorile multiple categoria pT este insi evaluata tinand cont ce
diametrul tumoral cel mai mare, indiferent de numarul focarelor invazive, ceea ce poate duce la o
subestimare a riscului de recurentd si la o estimare gresita a supravietiirii globale. Caracterul
multiplu pe care il poate avea o tumora este un parametru acceptat de sistemul TNM si AJCC si

este mentionat prin utilizarea sufixului (m) [5].

Recomandarile in vigoare postuleaza ca daca se detecteaza mai mult de un focar invaziv,
focarele secundare nu vor fi incluse in estimarea marimii tumorii, iar volumul total a tumorii nu
ar avea influenta asupra protocolului care este Selectat pentru tratament [46], desi multe studii
anterioare au demonstrat ca tumorile mamare multiple au un risc semnificativ mai mare de a
metastaza, de a recidiva si au un prognostic mult mai sumbru comparativ cu tumorile unifocale
[29, 47-49]. Date asemanatoare au fost obtinute si in studiul de fata, desi evaluarea prognostica s-
a facut pe criterii morfologice si nu a fost urmarita evolutia pacientelor dupa diagnostic. 18 din
cele 37 de cazuri au prezentat metastaze iIn momentul diagnosticului, iar prezenta lor se pare ca
este influentatd de numarul de focare tumorale invazive, majoritatea pacientelor cu boala

metastatica avand mai mult de 4 focare tumorale (incluzand tumora index).

O problema ridicatd de studiul doctoral, atunci cand au fost evaluate tumorile mamare
multiple, a fost stadializarea corectd a unor tumori sincrone multiple cu acelasi diametru tumoral.
Regulile rigide ale stadializdrii carcinaomelor mamare impuse de AJCC si OMS fac ca pentru

respectivele cazuri sa fie luat In considerare diametrul unui singur focar tumor. In studiu am
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propus o evaluare alternativa care sa tind cont de ,,rangul tumoral’’ si anume de proliferarea

tumorala care se dovedeste cea mai agresiva.

Caracterizarea imunohistochimicd a tumorilor multifocale a demostrat prezenta
heterogenitatii de expresie a receptorilor hormonali si a markerilor de proliferare, ceea ce a facut
ca pentru 7 cazuri focarele tumorale secundare sd fie reclasificate. Aceast lucru are, cel putin
virtual, impact terapeutic, in sensul schimbarii schemei de tratament. Mai mult decat atat
evaluarea imunohistochimicad a metastazelor a aratat ca exista discordante imunohistochimice si

la acest nivel intre tumora primara, focarele secundare si metastazele lor.

in studiul carcinoamelor mamare multiple ipsilaterale, focarele tumorale au avut
discordantd histopatologica intre ele n privinta histotipului in 2 din cele 37 (5,4%) de cazuri;
discordanta gradului de diferentiere tumorald a fost observata in 14 cazuri (37,8%); fenotipul
tumoral a fost diferit intre focarele tumorale in 8 cazuri (21.6%) iar 11 din cele 37 de cazuri au
prezentat discordante Intre cel putin un parametru investigat (histotip, grad de diferentiere, subtip

molecular, fenotipul metastazei).

Sunt foarte putine studii care trateazd intr-o manierd asemandtoare caracterizarea
heterogenitatii tumorale. Studiile lui Garimella si colab. [50] nu au observat sau raportat
diferente de expresie a statusului receptorului estrogenic intr-0 serie de cazuri ce a cuprins 18
piese de mastectomie cu tumori mamare multiple, dar intr-un mod asemanator cu prezentul

studiu doctoral a raportat ca doua cazuri au expresie imunohistochimica diferitd a PR.

Buggi si colab. [51] a raportat mismatch al expresiei ER la 5 pacienti (4.4%) in acelasi
timp constatand ca statusul PR varia la 18 pacienti (15.9%), raportand discordante de grad de
diferentiere la 21 pacienti (18.6%), diferente de imunoexpresie a Ki-67 la 17 pacienti (15%), si
discordante IHC ale scorului pentru Her2 la 11 pacienti (9.7%). Autorii au concluzionat ca aceste
diferente ar fi influentat terapia adjuvantd primitd de pacienti in cazul in care focarele tumorale

suplimentare ar fi fost evaluate inainte de luarea deciziilor terapeutice.

Intr-o serie de 91 de cazuri de carcinoame mamare multiple, Boros si colab. [21] au
observat discordante imunohistochimice in 12% dintre focarele tumorale, iar discordante privind

gradarea tumorala 1n 10% din cazurile analizate.
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Choi si colab. [52] au raportat diferente semnificative de expresie a ER in 2 cazuri din 65
de pacienti cu tumori mamare multiple (3%). Autorii au gasit de asemenea diferente de
imunoexpresie a PR la 7 pacienti (11%); discordante ale expresie Her2 la 4 pacienti (6%) si
diferente de incadrare moleculard la 5 pacienti (8%). Datele studiului de fatd privind
heterogenitatea ER, PR, a clasificarii subtipului molecular pe baza criteriilor surogat, sunt
congruente cu datele literaturii de specialitate. Cu toate acestea, in studiul doctoral am observat
heterogenitate fenotipica de expresie a ER si PR exista si la pacientii care aveau focare tumorale
identice din punct de vedere al clasificarii moleculare, in privinta tipului histologic si al grad-ing-
lui tumoral. Aceasta constatare indica faptul cd subclasificarea moleculara pe baza criteriilor

surogat IHC, poate fi o limitare a analizei heterogenitatii.

Desmedt si colab. [53] a dus un astfel de studiu mai departe, trecind de bariera
imunohistochimica, incercand sa coroboreze datele obtinute cu teste de geneticd moleculara.
Autorul a observat o heterogenitate genetica extrema a diverselor focare tumorale analizand o
serie de doar 5 cazuri, acest lucru sugereaza cd o abordare combinata cu tehnici genetice, desi

costisitoare, este superioara.

Consecintele heterogenitatii intertumorale pentru luarea deciziilor terapeutice si, astfel,
estimarea prognosticului si supravietuirii pacientilor sunt rareori abordate in literatura. Cateva
studii au ajuns la concluzia ca este rational si urmam abordarea actuald de evaluare a
parametrilor morfologici prognostici si predictivi ludnd in calcul un singur focar tumoral.
Aceastd concluzie se bazeazd pe observatiile conform carora marea majoritate a carcinoamelor
multifocale/multicentrice sunt omogene histopatologic si imunohistochimic in ceea ce priveste
fenotipul tumoral si ca evaluarea a mai mult de 1 focar tumoral ar putea avea consecinte
terapeutice doar intr-0 minoritate de cancere fenotipic heterogene, multifocale. O alta optiune
este de a analiza cat mai multe foare tumorale posibil, dar acest lucru poate fi consumator de

timp si foarte costisitor.

Conform rezultatelor obtinute, sistemul actual de stadializare al tumorilor mamare
multiple este departe de a reprezinta un gold standard, mai ales in era medicinei de precizie. In
acest caz sistemul pTNM ar trebuie fie sd includd un sistem de scoring pe baza unor criterii
imunohistochimice cu rol prognostic-predictiv pentru a selecta focarul tumoral cel mai agresiv

sau sa ia in considerare volumul tumoral total (tumor burden). Momentan si cel putin din punct
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de vedere teoretic, evaluarea imunohistochimica care sa determine focarul dominant, cel mai

agresiv, pare a fi 0 metoda oportuna, insa mai greu de aplicat in practica medicala curenta.
CONCLUZII

Algoritmul propriu pentru determinarea ,,dominantei” tumorale a avut la baza criteriilor
combinate morfologice (dimeniune maxima, histotip), dar a inclus criterii imunohistochimice
folosind 4 markeri. Acolo unde grade-ing-ul a coincis intre tumora index si focarele tumorale,
evaluarea s-a facut in functie de expresia IHC a Ki67, iar acolo unde tumorile aveau indici
proliferativi aseméanatori, tumora cu rangul cel mai mare a fost cea care demonstra o pierdere cel
putin focald a receptorilor hormonali sau Her2.neu. In 6 cazuri de tumord mamard maligna,
tumora dominantd nu a coicis cu tumora index. Heterogenitatea imunohistochimica a fost

documentata in 11 cazuri.

Rezultatele studiului doctoral pun in discutie practica curenta de caracterizare a mai mult
de 1 focar tumoral numai daca focarele suplimentare difera in functie de histotip si / sau gradul
de diferentiere tumorald, deoarece acest lucru este valabil doar pentru o micd proportie din

tumorile multiple fenotipic heterogene.

Caracterizarea imunohistochimica a pana la 11 focare tumorale sincrone invazive (ca in
studiul actual) poate fi suficientd pentru identificarea cazurilor cu risc mare de metastazare,
recidiva si poate stratifica mai eficient prognosticul bolii. Mai mult, caracterizarea concomitenta

a metastazelor poate furniza informatii suplimentare valoroase la acesti pacienti.

Observand frecventa mult mai mare a discordantelor imunohistochimice ale tumorilor
mamare multiple, este imperios necesard efectuarea de studii suplimenatre care sd includa
pacienti cu o astfel de patologie pentru a ajunge la un consens privind nomenclatura,

stadializarea si nu 1n ultimul rand stratificarea riscului de recurenta.

Raportarea suplimentard a heterogenitatii intra si interlezionale a cancerului mamar va
conduce, cel mai probabil la o perfetionare a taxonomierii leziunilor mamare maligne cu

imbundtdtirea consecutiva a raspunsului terapeutic.
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