Stiinte Medicale 99

ARTICOLE ORIGINALE

CARCINOMUL MAMAR LOBULAR INVAZIV: ARE COMPONENTA
CELULARA OMOGENA?

Veaceslav Fulga'? — conf. univ., dr. st. med.,
Lucian Rudico'? — asistent,
Oxana Mazuru® — cercet. st.,
Valeriu David'? — conf. univ., dr. st. med.,
Vitalie Mazuru' — dr. st. med, asistent,
Lilian Saptefrati' — conf. univ., dr. hab. st. med.,

!Catedra de histologie, citologie si embriologie, 2Laboratorul de morfologie,
IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”
tel.: +373-22-205-229, vinfulga@usmf.md

Rezumat

in pofida multiplelor realizari, rata inalta a mortalitatii plaseaza carcinomul mamar in topul afectiunilor maligne.
Scopul acestui studiu a fost determinarea profilului molecular al carcinomului lobular invaziv prin interpretarea expresiei
markerilor imunohistochimici surogati. Material si metode: tumori primare, netratate specific pre-operator a 18 paci-
ente, diagnosticate morfologic drept carcinom mamar lobular invaziv. Prin metoda imunohistochimica a fost studiata
expresia receptorilor pentru estrogen (ER), progesteron (PR), factorul de crestere uman epidermal (HER)-2, citokeratinei
bazale CKS5 si proteina nucleard Ki67. Rezultate: carcinomul lobular invaziv prezintd preponderent grad moderat (6
cazuri/33.33%) si scazut (10 cazuri/55.56%) de diferentiere. Majoritatea cazurilor prezinta fenotip molecular Luminal,
hormon-dependent (14 cazuri/77.78%), in care cea mai inalta rata atinge subtipul Luminal B. Concluzii: carcinomul
lobular invaziv este neomogen dupa componenta celulara. Dupa structura profilului molecular acest carcinom manifesta
preponderent proprietati specifice grupului Luminal, hormon-dependent.

Cuvinte-cheie: carcinom mamar lobular, subtipuri moleculare

Summary. Invasive lobular breast carcinoma: does it have a homogenous cell structure?

Despite of multiple advances in histopathology, the incidence of breast cancer remains very high. Aim: to establish
the molecular profile of lobular invasive breast carcinoma based on surrogate markers. Material and methods: primary
tumors of 18 patients were immunostained for estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), human epidermal
growth factor receptor (HER)-2, basal cytokeratin CK5 and nuclear protein Ki67. Results: lobular invasive carcinoma
has preponderantly moderate (6 cases/33.33%) and low grade (10 cases/55.56%) of differentiation. The majority of cases
showed a hormone-dependent Luminal molecular phenotype (14 cases/77.78%), where Luminal B had the highest rate.
Conclusions: lobular invasive breast carcinoma is heterogeneous by cell structure. Molecular profile most often determi-
ned in this type of cancer belongs to Luminal group, hormone-dependent.
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Pe3tome. UmeeT i1 MHPUIBTPUPYIOIIHA paKk MOJIOYHOI Kej1e3bl OIHOPOAHBII KJIETOUHBII cocTaB?

Bonpekn MHOTOYMCIEHHBIM HCCIIEIOBAHUSIM PaK MOJIOYHOM JKele3bl OCTAeTCs IIaBHOM NMPUYMHON CMEpPTHOCTH
B CTPYKTYp€ OHKOJOTHMYECKHX 3a00JIeBaHUI y >keHIIUH. L{enp uccnenoBanus: onpenencHne MOJICKYIIPHOTO TPOQIIIL
JOJTBKOTO MHBA3MBHOTO PaKa MOJOYHON JKEJIe3bl ITyTeM HM3YYEHHUS SKCIPECCHH MMMYHOTHCTOXHMMUYECKIX MapKepOB.
Marepuaisl 1 METOMBL: TIEPBUYHBIC OMYXOIH 18 manmueHToK, HeMOABEPKEHHBIX XUMHO/pagroTepanii. Bo Bcex cimydasx
OBUT TMArHOCTUPOBAH JTOJMBKOBBIA WHOUIBTPUPYIOMUN pak. VMMYHOTHCTOXHMHYECKUM METOIOM OBLTO H3ydYeHa
aKcHpeccus pernentopos s dctporeHa (ER), mporecrepona (PR), smuaepmansraoro hakropa pocra genoseka-2 (Her2),
6azanpHbIi nuTokeparia CKS u saepusbiii 6enok Ki67. Pe3ynsrarsl: B O0JBIIHHCTBE CITyYaeB JOJIbKOBBII HHBa3UBHBIN paK
uMeeT yMepeHHyro (6 ciaydaes/33.33%) u Huskyrw crenenb auddepennuanmu (10 cinyuaes /55.56%), ¢ npeodnananueM
JlromunaneHOrO B, TOpMOH-3aBHCHMOro MolnekyisipHoro ¢enoruna (14 cmywaeB /77.78%). BbeIBombl: JTONBKOBBIN
WHBA3MBHBI paK HEOJHOPOJEH MO KJIETOYHOMY COCTaBy. B OONBIIMHCTBE Clly4yacB OINPEAEISAETCS MOJEKYISIPHBINA
(eHOTUTI CBOHCTBEHHBII TOPMOH-3aBUCUMOI, JItOMHHAIIBHOIT TpymIIe.

Ki1roueBble c10Ba: TOIBKOBBINA pPaK, MOJEKYJISPHBIEC TIOATHIIBI



100 Buletinul ASM
Introducere. Implementarea programelor de te de sisteme de demascare am folosit Bond Epitope

screening si profilaxie, precum si a noilor scheme de
tratament a micgorat mortalitatea cauzata de cancerul
mamar. Insa rata inaltd a mortalitatii si morbiditatii
plaseaza acest tip de carcinom in topul afectiunilor
maligne. O explicatie plauzibila a fost consideratd
absenta unei descrieri detaliate complexe privitor la
eterogenitatea biologica a carcinomului mamar prin
prisma evaludrii combinate a alteratiilor moleculare,
cinomul mamar poseda multiple expresii morfologi-
ce, diversificate in subtipuri dupa gradul histologic si
expresia receptorilor, ceea ce presupune dupa Weigelt
si coaut. etiologia diferitd a acestor entitati [1]. Dat
fiind faptul, cd modelul histologic are utilizare pro-
gnostica limitata si este absolut lipsit de valoare pre-
dictiva, schitarea “portretului” molecular al tumorii
devenise o necesitate stringenta a contemporaneitatii.
Procedeele moleculare au evidentiat initial profilul
genetic diferit, sustinut apoi si de neomogenitatea re-
ceptorilor expresati in cadrul aceluiasi tip histologic
[2]. Majoritatea lucrarilor de specialitate insd sunt
consacrate tipului ductal invaziv, gratie frecventei in-
alte 1n structura morbiditatii (cca 80%). Particularita-
tile histologice ale carcinomului lobular invaziv sunt
bine definite, insa datele privitor la profilul molecular
al acestuia sunt contradictorii.

Astfel scopul acestei lucrari a fost in determina-
rea profilului molecular al carcinomului lobular inva-
ziv in baza procedeelor imunohistochimice de evalu-
are a receptorilor pentru estrogen (ER), progesteron
(PR), factorul uman de crestere epidermala 2 (Her2),
a markerului nuclear de proliferare Ki67 si citokera-
tinei bazale CKS5.

Material si metode

Pacienti. In calitate de material de studiu au ser-
vit tumorile mamare a 18 paciente, cu varsta cuprinsa
intre 45-78 de ani. In toate cazurile selectate s-a di-
agnosticat carcinom mamar lobular invaziv in stadii
clinice avansate. Toate pacientele au fost supuse mas-
tectomiei radicale, fara chimio-/radioterapie antece-
denta. Materialul biologic a fost colectat pe parcursul
anilor 2012-2013 de la IMSP Institutul Oncologic din
Republica Moldova.

Procesarea tisulard. Materialul biologic a fost
fixat in formalind neutrd tamponatd 10% si ulterior
inclus in parafind (Paraplast High Melt, Leica Biosys-
tems). Studiul a inclus 5 markeri imunohistochimici:
pentru ER (Er/6F11), PR (Pr16), factorul de creste-
re uman epidermal-2 (HER2 /polyclonal), markerul
proliferarii celulare Ki67 (Ki67/K2), citokeratina ba-
zala CK5 (CKS5/ XM26). Lamele au fost procesate
automat utilizand Leica Bond-Max autostainer (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). In calita-

Retrieval Solution 1, 2 (Leica Biosystems, Newcastle
Upon Tyne, UK) si Dako Target Retrieval Solution,
pH6 (Dako, Denmark). Pentru vizualizare in cazul
markerului Her2 am utilizat sistemul EnVision-HER
(Dako), in restul cazurilor sistemul Bond Polymer
Refine Detection System (Leica Biosystems). Pentru
contracolorarea nucleelor a fost folositd hematoxilina
modificata dupa Harris (HHS32, SigmaAldrich).

Evaluarea microscopicd. Receptorii pentru
estrogen si progesteron au fost cuantificati in functie
de procentul celulelor pozitive la cel putin 1000 celu-
le tumorale in 10 campuri de vedere, urmand ghidul
propus de Allred si coaut [3]. Cazurile evaluate cu
+1 - +3 au fost considerate pozitive. Pragul minim
acceptat pentru interpretarea pozitiva a reactiei a fost
de 10%.

Pentru evaluarea markerului HER2 a fost utili-
zat sistemul LeicaBond Oracle HER2 IHC System
(LeicaBiosystem). Statutul HER2 a fost interpretat in
conformitate cu recomandarile Societdtii Americane
de Oncologie Clinica [4], precum: 0 — expresie sla-
ba sau absenta, cu patern membranar abia perceptibil
pana la 10% din celule; +1 — in cazurile cu expresie
membranara slaba a mai mult de 10% celule; +2 — in
cazurile cu colorare membranara de intensitate slaba/
moderatd, circumferentiard a mai mult de 10% celule
sau expresie circumferentiard intensa a mai putin de
10% celule tumorale; +3 — in cazul expresiei mem-
branare intense detectata la mai mult de 10% din ce-
lulele tumorale. Cazurile interpretate cu +2 si +3 au
fost considerate pozitive.

Markerul Ki67 a fost cuantificat in baza metodei
propusa de Suciu si coaut. [5]. Pragul de 14% a fost

Citokeratina CKS5 a fost interpretatd in conformi-
tate cu recomandarile lui Azoulay si coaut.: 0 — lipsa
expresiei; +1 — colorarea a mai putin de 10% din ce-
lulele tumorale; +2 — 10-50% celule tumorale pozitiv
colorate; +3 — mai mult de 50% din celule colorate
[6]. Cazurile identificate cu +1 si +3 au fost conside-
rate pozitive.

Urméand recomandarile lui Goldhirsch si coaut. [7],
subtipurile moleculare au fost identificate dupa cum ur-
meazd: ER*si/sau PR*, HER2", CK5-, Ki67<14% drept
Luminal A; ER* si/sau PR*, HER2", CK5~ Luminal
B/HER2; ER" si/sau PR*, HER2", CK5~, Ki67>14%
Luminal B/Ki67; ER* si/sau PR*, HER2', CKS5",
Ki67>14% Luminal B/HER2/Ki67; ER", PR™, HER2*,
CK5™ ca HER2-supraexprimat; ER™, PR", HER2™ si
CKS5* denumit ca Basal-like; ER™, PR, HER27si CK5"
ca 5-NP (sau subtip 5 negativ).

Achizitionarea imaginilor si analiza statistica.
Interpretarea histologica a fost efectuata folosind Ni-
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kon Eclipse 80i microscop inzestrat cu camera Nikon Tabelul 1

DS-Fil si soft-ul de imagini Nis-elements BR 2.30
(Nikon Instruments Europe BV). Pentru interpretarea
statistica si corelarea rezultatelor, a fost aplicat soft-ul
WinStat 2012.1 (R. Fitch Software, Bad Krozingen,
Germany). Valoarea p<0.05 a fost considerata statis-
tic semnificativa pentru toate rezultatele.

Aspecte etice. Studiul a fost aprobat de cétre Co-
mitetul de Eticd a Cercetarii al Universitatii de Stat
de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”, Chi-
sindu, Republica Moldova (numarul de omologare
21/13 din 31.03.2014).

Rezultate. in acest studiu majoritatea tumorilor
au prezentat un grad de diferentiere celulara G3 (10
cazuri/55.56%), urmat in descrestere de cazuri cu
grad G2 (6 cazuri/33.33%) si G1(2 cazuri/11.11%).

Receptorii hormonali pentru ER si PR au concor-
dat in ceea ce priveste frecventa expresiei, fiind eva-
luati pozitiv in 14 cazuri similare (77.78%).

Markerul Her2 a fost evaluat pozitiv in 3 ca-
zuri (16.67%), iar citokeratina bazalda CKS5 in 2 ca-
zuri/11.11%. In 10 cazuri (55.56%) tumorile au
fost considerate drept slab proliferante, iar in 8 ca-
zuri/44.44% indicele de proliferare Ki67 a fost mai
mare de 14%. In structura subtipurilor moleculare a
dominat grupul Luminal (Tabelul 1).

Subtipurile moleculare au corelat statistic sem-
nificativ cu receptorii pentru ER, PR, Her2 si gradul
histologic (Tabelul 2).

Frecventa subtipurilor moleculare in carcinomul
mamar lobular invaziv

Grupul Subtip Nr %
Bazal, 5SNP 1 5,56
hormon- BasalLike 1 5,56
independent | Her2 2 11,11
Luminal, Luminal A 5 27,78
hormon- Luminal B/Her2/Ki67 1 5,56
dependent Luminal B/Ki67 8 44,44

Total 18 100

Discutii. Definirea progresiei tumorale in cazul
cancerului de san n-a fost posibild timp indelungat
datorita lipsei markerilor ce ar delimita clar hiperpla-
ziile tipica si atipicd de o tumord maligna. Carcino-
mul mamar a fost clasificat in subgrupe avand la baza
tipul si gradul histologic [8]. Aceasta tumora poseda
multiple expresii morfologice, diversificate in subti-
puri dupa gradul histologic si expresia receptorilor,
ceea ce presupune dupad Weigelt si coaut. etiologia
diferita a acestor entitati [1]. Initial prin termenii de
carcinom ductal si lobular s-a subinteles histogene-
za sau punctul de origine al tumorii in sistemul al-
veolar-ductal mamar. Ipoteza potrivit careia tipurile
morfologice de cancer mamar au drept sursa domenii
microanatomice distincte ale glandei mamare a fost
contestatd de Wellings si coaut., care a demonstrat ca
vasta majoritate a cancerelor de san invazive, precum

Tabelul 2
Markerii surogati raportati la subtipul molecular si gradul histologic de diferentiere. Corelatie dupa
Spearman
Marker ER PR Her2 Ki67 CK5 Grad Subtip
ER r 0,776 -0,240 0,539 0,411 0,149 0,509
p 0,000 0,169 0,010 0,045 0,277 0,015
PR r 0,776 -0,145 0,514 -0,074 0,086 0,431
p 0,000 0,282 0,015 0,385 0,368 0,037
Her2 r 0240 | -0,145 0,102 | -0,188 -0,026 -0,472
p 0,169 0,282 0,343 0,228 0,460 0,024
Ki67 r 0,539 0,514 -0,102 -0,375 0,566 -0,064
p 0,010 0,015 0,343 0,063 0,007 0,400
CKS r 0,411 -0,074 -0,188 -0,375 0,000 -0,036
p 0,045 0,385 0,228 0,063 0,500 0,443
Grad r 0,149 0,086 -0,026 0,566 0,000 -0,393
p 0,277 0,368 0,460 0,007 0,500 0,053
Subtip r 0,509 0,431 0472 | 0,064 | -0,036 -0,393
p 0,015 0,037 0,024 0,400 0,443 0,053

ER - receptor pentru estrogen; PR — receptor pentru progesteron; HER2 — receptorul factorului de crestere uman epidermal 2;
Ki67 — marker de proliferare; CK5 —citokeratina bazala; Subtip — subtip molecular; Grad — grad histologic de diferentiere; r — coefi-
cient de corelatie. Valorile statistic semnificative sunt indicate cu bold.
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si precursorii “in situ” au origine In aceiasi unitate
terminald ductal-lobulard, indiferent de tipul histo-
logic [9]. Desi, determinarea tipului histologic este
recomandata de multiple consilii de specialitate, exis-
ta date care sustin, ca diferentierea tipului invaziv in
ductal si lobular nu are nici o valoare clinica [10].

Gradul histologic este o evaluare a gradului de
diferentiere (formarea de structuri tubulare, pleomor-
fismul nuclear) si activitatii proliferative (indicele mi-
totic) a tumorii, de fapt considerat de multi un indice
al agresivitatii carcinomului [11]. Gradarea histolo-
gica s-a stabilit a avea o valoare prognostica, pacientii
cu gradul G1 avand o rata de supravietuire mult mai
mare comparativ cu G2 si G3. Astfel rata medie de su-
pravietuire de 10 ani pentru G1 este de cca 45%, G2-
27%, G3-18%. In studiul nostru majoritatea cazurilor
au fost evaluate cu grad G2 si G3 (16 cazuri/88.89%),
ceea ce confirmd caracterul agresiv al carcinomului
lobular si presupune un pronostic rezervat. Insa efici-
enta utilizarii gradarii histologice este in mare masura
(28%) limitata de experienta morfopatologului.

In raport cu statutul hormonal, carcinomul lo-
bular, este cel mai frecvent considerat hormon-de-
pendent (ER*/PRY), desi sunt date care semnaleaza
o posibila expresie a citokeratinelor bazale CK5/6
de citre tumorile in cauzd [12]. Aceste rezultate
corespund cu datele studiului nostru, in care 14 ca-
zuri/77.78% au fost considerate hormon-pozitive.
Totodata existenta a 4 cazuri/22.22% hormon-nega-
tive pledeaza pentru neomogenitatea celulara a aces-
tui carcinom.

Concluzii: carcinomul lobular invaziv este ne-
omogen dupd componenta celulard. Dupd structura
profilului molecular acest carcinom manifestad pre-
ponderent proprietati specifice grupului Luminal,
hormon-dependent.
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