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Introducere

Cancerul mamar, principald cauza de deces la femei [1] este un grup heterogen de
tumori diferite atat din punct de vedere morfologic, bimolecular cat si din punct de vedere
prognostic, diferentiindu-se 1n principal prin expresia anumitor receptori la nivelul

membranelor celulare tumorale [2].

Cancerul mamar de tip triplu negativ este mai frecvent la varsta tanara, se asociaza
cu index proliferativ crescut [3], reprezentdnd in sine un factor de prognostic negativ
prezentand un risc crescut de recidiva precoce in primii 2-3 ani de la diagnostic [4], rata
crescutd de metastaze viscerale in principal la nivel pulmonar, hepatic si cerebral [5] si o
mediand de supravietuire scurtd dupa recidivd (9 luni) [6]. Chiar si in stadiile clinic
incipiente precum T1NO-1, supravietuirea fara recidivd (RFS, relapse-free survival) la 5
ani este scizutd, situdndu-se intre 85% si 89% [7]. In fata unor evidente de evolutie clinica
agresiva a acestui tip de cancer mamar precum si in absenta indicatiilor de tratamente
hormonale sau terapii {intad prin lipsa expresiei receptorilor necesari la nivel celular tumoral
[8, 9], se inregistreaza o tendinta la recomandari de regimuri de chimioterapie citostatica
intensificate chiar si in situatie postoperatorie si chiar si pentru stadii incipiente de boala;
pentru exemplificare, ghidurile europene si nord americane de tratament in oncologie
recomanda chimioterapia adjuvantd incepand cu diametrul componentei infiltrative de 6
mm, sugerand regimurile de tip doze dense incd din stadiile incipiente [10, 11]. Trebuie
mentionat ca fenotipul triplu negativ cuprinde si subtipuri de prognostic favorabil. Astfel,
intr-un studiu retrospectiv, doud treimi dintr-un lot de 117 paciente care prezentau cancer
mamar triplu negativ nu au dezvoltat recidiva cu toate cd au fost supuse unui tratament
exclusiv locoregional, fara tratament sistemic adjuvant [12]. Din punct de vedere histologic
sunt descrise subtipuri precum carcinomul medular si carcinomul adenoid chistic care intr-
un procent important nu exprima receptorii hormonali si nici HER2, apartinand astfel
subtipului triplu negativ, care nu prezintd chimiosensibilitate i care au un prognostic
favorabil [13]. Pentru identificarea subtipurilor agresive si neagresive, secventierea genica
reprezintd cea mai sensibila metoda, dar din motive economice si de fezabilitate evaluarea

prin imunohistochimie ramane cea mai convenabild pentru practica oncologica de zi cu zi.



Spre deosebire de celelate subtipuri de cancer mamar, tumorile fara expresia
receptorilor hormonali, fiind inalt proliferative, nu pot beneficia de aplicarea semnaturilor
prognostice validate in vederea deciziei de tratament deoarece acestea se bazeaza pe

expresia genelor reglatoare ale ciclului celular si ale multiplicarii [14].

Evaluarea prin metode si tehnici de imunohistochimie reprezintd surogatul pentru
masurarea majoritatii proteinelor aberante rezultat al mutatiilor sau al deletiilor in
interiorul genelor codificatoare, cu o specificitate ce se apropie de 80% [15]. Majoritatea
studiilor translationale efectuate pentru acest tip de cancer au utilizat probe tisulare

conservate prin parafinare [16].

In ultima vreme o paletd larga de biomarkeri sunt considerati specifici fenotipurilor
triplu negativ sau bazal like dar numai cativa au fost validati in serii independente, foarte
putini au fost comparati cu expresia genelor si niciun studiu nu a comparat mai multi
biomarkeri in paralel [17]. Cativa dintre acestia au fost studiati in ceea ce priveste rolul lor
prognostic in cancerul mamar triplu negativ si cateva studii care Incearca sd evalueze
grupuri de astfel de biomarkeri corelati in vederea creierii de scoruri prognostice, sunt in

curs [18].

Avand in vedere nevoile din practica clinica de zi cu zi, am procedat la analiza de
biomarkeri celulari care pot fii evaluati prin imunohistochimie §i care ar putea contribui la
o stratificare prognostica a pacientilor diagnosticati cu stadii incipiente de cancer mamar

triplu negativ in vederea adaptarilor terapeutice adjuvante in principal cele sistemice.



I. Partea generala

1. Epidemiologie, patogeneza si heterogenitatea cancerului mamar stadiu incipient

Ca factori de risc generali au fost identificati: sexul feminin, menarha la varsta
precoce si menopauza la peste 50 de ani, primiparitatea la varsta inaintata, nuliparitatea,
absenta sau durata redusa a aldptarii, istoricul familial de cancer mamar la varsta tanara,
utilizarea constanta si de lunga duratd a contraceptivelor de tip estrogenic, tratamentul de
substitutie hormonala prelungit, obezitatea la menopauza, antecedentele de iradiere la
nivelul regiunii toracice anterioare, anumite patologii benigne mamara proliferative,
mutatii germinale ale genelor BRCA1 si BRCA2, iar dintre factorii alimentari, consumul

zilnic de alcool [19].

Unul dintre scenariile de patogeneza ale carcinomului mamar ductal infiltrativ,
principalul tip de carcinom mamar, este progresia treptatd de la hiperplazia ductala atipica
la carcinomul ductal in situ si ulterior la carcinomul infiltrativ. Carcinomul ductal in situ,
intalnit in 25% din cazurile nou diagnosticate de cancer mamar [20], reprezintd o
proliferare a celulelor neoplazice provenite din epiteliul ductal, fard ruperea membranei
bazale [21], fiind 1n sine non-infiltrativ, dar putdnd progresa catre carcinom ductal
infiltrativ intr-un procent ce in literaturd poate ajunge pana la 50% pentru o perioada de
urmadrire de 10 ani [22]. Riscul de evolutie catre tipul infiltrativ este estimat de catre gradul
nuclear si prezenta necrozei [23] fiind regasit in indexul prognostic Van Nuys care
cuprinde si statusul marginilor precum si diametrul tumoral [24]. Astfel carcinomul 1n situ

este un factor de risc pentru dezvoltarea cancerului mamar infiltrativ [25].

Au fost raportate diferente in supravietuire invers corelate cu gradul histologic, fara
aplicabilitate la toate subtipurile histopatologice: in subtipul lobular preponderent este
identificat gradul II avand in vedere ca pentru formarea tubulilor in acest caz, este atribuit
direct scorul 3 iar in subtipul medular frecvent diferentierea este slaba, in timp ce

prognosticul este favorabil [26].

Desi cu o origine tisulard comuna, cancerul mamar infiltrativ cuprinde mai multe

subtipuri cu tratament §i prognostic distinct.

Asistam la expresia heterogenitatii inca de la evaluarea clinicd a unei tumori maligne

mamare, fiind raportate evolutii naturale rapide versus lente, continuatd prin variantele de



prezentari radiologice de la calcificari pulverulente la macrocalcificari, prin diferentele in
gradul invaziei ganglionare raportat la volumul tumoral si continuata de diferente
intertumorale si intratumorale la nivel ADN ( acid dezoxiribonucleic) si ARN (acid
ribonucleic) puse in evidenta prin noile tehnicilor de secventiere genomica si proteica [68].
Heimann si Hellman susfineau, inca din 1998, caracterul heterogen al cancerului mamar,

identificandu-1 ca un spectru de boli si nu ca o singura boald [27].



2. Cancerul mamar triplu negativ stadiu incipient heterogenitate si particularitati de

tratament

Termenul de cancer mamar triplu negativ (TNBC) a fost conceput pentru a defini o
categorie de carcinom ductal infiltrativ caracterizat prin expresia scazutd a receptorilor
estrogenici, progesteronici si epidermal HER2(human epidermal growth factor receptor-2),

fiind astfel caracterizat prin absenta de raspuns la tratamente sistemice specifice [3].

TNBC a fost definit ca entitate taxonomica in 2005, ca surogat imunohistochimic al
subtipului de cancer mamar bazal-like care fusese pus in evidenta prin sententiere ADN
avand in vedere lipsa de fezabilitate de teste ADN in practica clinica zilnica [28]. Fenotipul
triplu negativ reprezinta aproximativ 20% din toate cancerele mamare [29], corespunzand
la aproximativ 170,000 cazuri noi pe an la nivel mondial si este corelat cu rasa afro-
americana, varsta tanara [30], statusul premenopauzal, obezitatea iar din punct de vedere
histopatologic cu gradul tumoral si indexul mitotic crescut, prezenta necrozei tumorale si a

infiltratului limfocitar stromal [31].

Fenotipul triplu negativ este la randul lui o boald heterogena, fiind diferentiate mai
multe subtipuri histopatologice si biomoleculare cu prognostic diferit si cu implicatie

terapeutica variabila.

Unul dintre cele mai complete studii retrospective in ceea ce priveste impactul asupra
supravietuirii a subtipurile histopatologice ce pot fii intdlnite in cadrul fenotipului triplu
negativ tratat prin chirurgie primara (N=693) este cel condusda de Montagna si colegii.
Conform acestei analize cel mai comun subtip, dupa carcinomul infiltrativ ductal, intalnit
in proportie de 5-15% este reprezentat de carcinomul infiltrativ lobular iar in proportie de
10-25% sunt regdasite alte subtipuri histologice precum mucinos, micropapilar, cribriform,
neuroendocrin, mixt lobular-ductal, metaplazic (1.28%), apocrin (3,7%), adenoid chistic
(1,28%) si medular (0,5%) dintre care ultimele trei fiind recunoscute de prognostic

favorabil [32].

Heterogenitatea devine mai complexa la nivel biomolecular. Prin analiza Affymetrix
in interiorul cancerului mamar triplu negativ Prat et al. au fost identificate subtipurile
surogat ale cancerului mamar in general: in afara profilului biomoleculara bazal like care
reprezintd 78,6 %, subtipurile normal-like, luminal B, luminal A si cu supraexpresia HER2

au fost identificate in proportii de 7%, 4,4%, 2,2% si respectiv 7,8%. In lumina acestei
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clasificari recomandarile de tratament adjuvant in cancerul mamar triplu negativ ar putea
varia Intre hormonoterapie, anticorpi monoclonali antiHER2 sau chimioterapie sistemica
pe baza Cisplatin [33]. In 2011, urmare a studiul lui Lehmann, prin analiza expresiei
genice la nivelul a 587 de tumori mamare de tip triplu negativ, au putut fii identificate 6
subtipuri biomoleculare distincte: doud bazal like unul dintre ele exprimand gene ale
proteinelor reglatoare ale ciclul celular (BL1) iar celdlalt, gene ale factorilor de crestere
celulara si ale markerilor mioepiteliali (BL2) reprezentand subtipul bazal propriu zis, doua
tipuri mezenchimale care supraexprima gene asociate cu diferentierea si cresterea celulara
(M mezenchimal, MSL mezenchimal stem like) IM imunomodulator si LAR subtipul
luminal androgen receptor. In ceea ce priveste valoarea prognostici a acestei clasificari, au
fost inregistrate diferente semnificative intre subgrupurile identificate (log-rank test; p =
0.0083). Cea mai scazuta supravietuire fara recidivd a fost inregistratd pentru subtipul
LAR: comparativ cu subtipul BL1, rata hazardului (HR) a fost de 2.9, comparativ cu IM
rata hazardului a fost de 3.2, iar comparativ cu MSL de 10.5) (p< 0.05). Diferente au fost
inregistrate si comparand subtipul M cu BL1 (HR = 2.6) precum si cu IM (HR = 2.9). In
ceea ce priveste supravietuirea fard metastaze la distantd (DMFS) nu au fost Inregistrate
diferente semnificative intre cele 6 subtipuri TNBC (log-rank test; P = 0.2176), totusi rata
hazardului pentru subtipul M comparativ cu BL1 si IM fiind supraunitarda (Hr = 2.4, P <
0.05, respectiv Hr= 1.9, P <0.06)[34].

Absenta de indicatie a unui tratament sistemic tinta determind tendinta de
recomandare a chimioterapiei citotoxice incd din stadii foarte incipiente: astfel ghidurile
europene si nord-americane de tratament recomanda chimioterapia adjuvantd inca de la

Smm diametrul histopatologic tumoral [35, 36].

Desi este evident ca imunofenotipul triplu negativ este o boald heterogena si desi
existd studii clinice care arata ca doua treimi din pacientele in stadiu incipient nu prezinta
recidiva la 5 ani de la diagnostic, in absenta unui tratament adjuvant sistemic, tendinta
ramane In favoarea unei chimioterapii intensificate [37]. De reamintit ca rata recidivei
pentru stadiile I-III, este de 30% si mai putin de o treime din pacientele cu recidiva

supravietuiesc peste 12 luni [38].

Regimurile de chimioterapie recomandate sunt in general pe bazate pe asocierea
concomitenta sau secventiala a 3 agenti din clase diferite respectiv din clasa antraciclinelor

din clasa taxanilor precum si din clasa agentilor alchilanti. Astfel clasic recomandat este

7



asocierea de maniera secventiala a 4 cicluri din regimul Doxorubicina 60mg/m?2 -
Ciclofosfamida 600 mg/m?2 Ziua 1, serie de tratament la 21 de zile urmate de 12
administrari de Paclitaxel 80mg/m2 sau de 4 cicluri de Docetaxel 100mg/m2 in
administrare la 21 de zile. Exista recomandari in favoarea regimurilor doza-dense in care
se creste intensitatea dozei standard administrat in unitatea de timp, exprimata in
mg/m2/saptamana, pentru a reduce riscul formarii populatiilor celulare tumorale derivate
din celulele reziduale post-interventie chirurgicala si a rezistentei acestora la agentii

citotoxici. [35].



3. Factori prognostici in cancerul mamar triplu negativ operabil per primam

Fenotipul triplu negativ reprezinta un factor de prognostic negativ in sine dar anumiti
parametrii clinici si biologici pot rafina evaluarea riscului de recidiva sau de reducere a

supravietuirii i in cadrului acestei subcategorii de pacienti [4].

Printre factorii de prognostic negativ clinici se numara varsta tanara, rasa neagra si

hispanica, statusul premenopauzal si obezitatea [39].

Din punct de vedere histopatologic parametrii prognostici clasici, In cancerul mamar
in general sunt diametrul tumoral, in principal al componentei infiltrative, subtipul
histopatologic, invazia ganglionara locoregionala, gradul tumoral si invazia limfovasculara

peritumorala [40].

Printre biomarkerii a caror valoare prognostica a fost studiata de maniera individuala,
se numara antigenului nuclear Ki67, receptorul epidermal al factorului de crestere
EGFR(epidermal growth factor receptor), citocheratina cu greutate moleculara mare
(CK5/6), receptorul androgenic AR, proteina p53, proteind antiapoptotica Bcl2(B-cell
lymphoma) si receptorul HER2[18,27].



I1. Contributii personale

4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Utilizarea predictorilor clinico-patologici sau genomici oferd posibilitatea de
identificare de subgrupe cu prognostic diferit si propunerea unui tratament complementar
diferentiat si a unei urmariri personalizate. Astfel in grupul cu risc foarte inalt de recidiva,
pacientii ar putea beneficia de o intensificare a tratamentului sau de consultatii de urmarire
mai frecvente precum §i de propunerea de tratamente experimentale In cadrul studiilor
clinice iar in grupul cu factori de prognostic pozitiv s-ar putea efectua o dezescalada

terapeutica, evitand toxicitdtile acute sau cronice aferente.

Ghidurile ESMO, NCCN precum si conventia de la Saint Gallen din 2017 recomanda
ca decizia tipului si secventei de tratament adjuvant sa tind cont de clasificarea fenotipica
surogat bazatd pe determinarea prin imunohistochimie a expresiei receptorilor ER, PR,
HER?2 si proteinei nucleare Ki67[10,35,41]. Cu un nivel de evidenta I A-IIB, in conjunctie
cu factorii clinico- patologici, semnaturile biomoleculare prognostice sunt propuse ca un
instrument de decizie a tipului de tratament adjuvant hormonal versus citostatic in tarile

sau institutiile unde sunt disponibile.

Contrar acestor evidente, in cancerul mamar triplu negativ, valoarea prognosticd a
semndturilor anterior mentionate nu este confirmatd, avand in vedere cd se bazeaza pe
analiza expresiei unor gene codificatoare ale unor proteine ae mecanismului proliferarii

celulare iar acest fenotip este in principal inalt proliferativ.

In afara factorilor clinico-patologici anterior mentionati care sunt deja validati in
cadrul algoritmilor de tratament sistemic, la ora actuald nu exista un biomarker sau un grup
de biomarkeri validati care sd permita formarea de subgrupuri prognostice cu scopul

individualizarii tratamentului sistemic adjuvant in cancerul mamar triplu negativ.

Relativ la metodele de analiza ale biomarkerilor tisulari in cancerul mamar,
utilizarea tehnicilor de microarray, PCR/real-time PCR (reverse transcriptase polymerase
chain reaction) prezintd limitari din punct de vedere al acuratetei si costurilor in timp ce
analizd prin imunohistochimie este mai usor de efectuat, este fezabild din punct de vedere
cost eficientd, fiind metoda de prima indicatie pentru evaluarea biomarkerilor recomandata

de societatile savante de histopatologie.
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In fata prognosticului nefavorabil, vérstei tinere la diagnostic, procentului crescut
de mutatii BRCAI, ratei crescute de recidive in primii 2-3 ani de la diagnostic chiar si In
stadiile precoce in ciuda unor practici terapeutice si de urmdrire intensificate, In fata
progreselor in domeniul analizei genomice a tumorilor deja concretizata prin clasificarea
tipului studiat de cancer mamar in subtipuri moleculare cu prognostic diferit, dar
dificultatilor legate de fezabilitatea aplicarii lor in practica curenta, proiectul de fata si-a
propus sa identifice un panel de biomarkeri tumorali, care pot fi pusi in evidentd prin
metode si tehnici clasice de imunohistochimie, cu scopul individualizarii de subgrupe
prognostice in randul pacientelor cu diagnostic de cancer mamar primar stadiul I-I1I, de
fenotip denumit triplu negativ, la care prima secventa terapeutica cu scop curativ a fost cea
chirurgicald. Scopul a constat in gruparea celor mai semnificativi din punct de vedere al
prezicerii recidivei §i al supravietuirii fard eveniment intr-un scor prognostic ce ar putea fi
aplicat pentru individualizarea tratamentului, a ritmului si modalitatilor de urmarire si

crearea de algoritmi in acest sens.

Obiectivul primar a constat in identificarea unui grup de biomarkeri tumorali cu
expresie la nivelul compartimentului celular, indentificabili si cuantificabili prin tehnici si
metode de laborator de imunohistochimie a caror valoare prognosticd individuala a fost
deja studiata in populatia specifica si care sa permita stratificarea pacientilor in subgrupuri
prognostice.

Obiectivele secundare au constat 1n identificarea altor factori clinico-
histopatologici in corelatie directd sau inversa cu biomarkerii de interes precum si cu
grupul-scor de biomakeri tisulari imunohistochimici precum si identificarea de subgrupuri
prognostice 1n populatia tintd in functie de expresia biomarkerilor cu semnificatie

prognostica si in intercorelatie.
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5. Metodologia generala a cercetarii

Etapele lucrarii de cercetare au constat in analiza generald a literaturii, crearea
scorului prognostic si aplicarea lui intr-o populatia specificd precum si efectuarea unei
metaanalize.

Intr-o prima etapi am procedat la analiza generald a literaturii utilizind baza de
date MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online) cu scopul de a
identifica biomarkerii care au fost studiati de catre alte echipe in ceea ce priveste rolul
prognostic in cancerul mamar triplu negativ stadiu nemetastatic, tratat prin chirurgie
primara.

In a doua etapa am procedat la analiza retrospectiva a unei populatiei tinta de 85 de
cazuri de cancer mamar triplu negativ (TNBC, triple negative breast cancer), in cadrul unei
cohorte de 631 de paciente cu diagnostic de cancer mamar stadiul incipient, care au
beneficiat ca primd secventd terapeuticd de tratament chirurgical si care au fost expuse
unui tratament adjuvant sistemic.

Din lotul de biomarkeri analizati institutional si conform datelor din literatura, au
fost selectionati cei care au fost gasiti corelati cu recidiva si cu supravietuirea fara
eveniment, precum si intercorelati semnficativ statistic, s-a creat un scor cu intentie
prognosticd care a fost aplicat in populatia tintd si au fost urmarite diferentele de
supravietuire fara eveniment intre subgrupele create. Am procedat si la o comparatie intre
expresia biomarkerilor in grupul de paciente TNBC care au recidivat si cele care nu au
recidivat pe perioada de urmarire, precum si la o comparatie intre pacientele care au
recidivat din populatia tinta si din populatia denumita non-triplu negativ.

Intr-o ultima etapa am procedat la analiza sistematica a literaturii in vederea unui
metaanalize pentru identificarea de biomarkeri tisulari tumorali evaluabili prin
imunohistochimie a céror valoare prognostica a fost studiatd in cancerul mamar infiltrativ

triplu negativ.
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6. Biomarkeri prognostici cu potentiala utilitate clinica in cancerul mamar triplu

negativ, stadiul incipient: analiza literaturii de specialitate

6.1. Introducere

Am procedat la analiza generald a literaturii cu scopul de a identifica factori
biomoleculari imunohistochimici cu semnificatie prognosticd in cancerul mamar triplu
negativ stadiul incipient sau non-metastatic.

Obiectivul specific principal a fost identificarea biomarkerilor tisulari tumorali
identificabili si cuantificabili prin imunohistochimie la nivelul tumorii primitive la
pacientele cu cancer mamar triplu negativ operat curativ per primam, in corelatie cu
parametrii de supravietuire precum supravietuirea fara recidiva sau supravietuirea generala.

Obiectivul specific secundar a fost punerea in evidentd de corelatii ale

biomarkerilor identificati cu alti factori prognostici deja validati la populatia tinta.

6.2. Material si metoda

Baza de cautare a articolelor a fost MedLine (PubMed) [42] iar pentru elaborarea
strategiei de cdutare a fost utilizat acronimul PICO a cérui semnificatie este P=pacient,
I=interventie, C=comparatie, O=outcome (efect) [43].

Populatia tinta a fost reprezentata de paciente peste 18 ani cu diagnostic de cancer
mamar infiltrativ de fenotip triplu negativ stadiul non-metastatic, a caror prima secventa
terapeutica a fost tratamentul chirurgical curativ, interventia a fost reprezentatd de
rezultatul analizei histopatologice sau imunohistochimice a markerului studiat, comparatia
a fost neobligatorie si a fost reprezentatd de catre paciente cu alt fenotip de cancer mamar
infiltrativ si cu acelasi stadiu clinic iar efectul principal urmarit a fost rata supravietuirii
fara recidiva la 3-5 ani, supraviefuirea fara recidiva locoregionala sau la distanta sau fara
boala si supravietuirea generala.

Secundar au fost raportate corelatiile biomarkeriilor retinuti cu ali factori clinico-

patologici cu rol prognostic atat in cancerul mamar in general cat si in subtipul TNBC.
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6.3. Rezultate

In urma analizei generale a literaturii sttintifice, mai multi biomarkerii care pot fi
pusi in evidentd prin tehnici de imunohistochimie au reiesit ca fiind studiati din punct de
vedere prognostic fie de manierd singulard, fie in coexpresie. Astfel au fost regasiti
biomarkeri clasici care definesc subtipul de prognostic negativ bazal-like precum
citocheratina CK5/6, EGFR [44], fie biomarkeri care sunt recent studiati si validati ca
factori atat prognostici cat si predictivi in cancerul mamar triplu negativ precum AR si
infiltratul tumoral limfocitar TIL [45] si nu in ultimul rand clasicii Ki67 si p53 [46].

Evaluarea TIL se poate efectua si prin tehnici si metode de imunohistochmie care pot
detecta markeri membranari limfocitari, in incercarea de a caracteriza din punct de vedere

calitativ infiltratul limfocitar precum CD45, CD8, CD3(CD=cluster de diferentiere).

Astfel, in studiul prospectiv-retrospectiv condus de Liu si colegii in 2012 intr-o
cohortd de paciente cu cancer mamar stadiul incipient (N=3992) s-a analizat expresia
CD8+ ca marker al infiltratului limfocitar citotoxic. Din punct de vedere al parametrilor de
supravietuire la pacientele cu fenotip triplu negativ rata hazardului pentru supravietuirea
specifica fard cancer mamar, BCSS (breast cancer specific survival) a fost de 0.48, IC 95%
[0.34-0.67], p<0.00 iar rata supravietuirii specifice la 15 ani a fost de 60% fatd de 74%
(P=0.001) 1n iTIL (infiltrat tumoral limfocitar interstitial) negativ fata de iTIL pozitiv iar,
pentru subfenotipul bazal like, HR pentru BCSS a fost 0.35, IC 95% [0.23-0.54], p<0.001,
iar rata supravietuirii la 15 ani de 52% fata de 74% p<0.001 [47].

Prezenta de infiltrat limfocitar tumoral, FOXP3+ s-a corelat cu absenta expresiei
receptorilor estrogenici si cu prezenta infiltratelor dense de TIL de tip CD8+, factor
cunoscut ca fiind de prognostic pozitiv [48]. In ceea ce priveste rolul prognostic singular al
FOXP3 rezultatele sunt discordante [49].

O atentie deosebita este acordata in ultima vreme receptorului androgenic, ce
apartine familiei receptorilor nucleari steroidieni si este constituit din patru domenii cu rol
functional distinct. Domeniul terminal amino- are rol reglator al transcriptiei iar celalalt
domeniu terminal de tip carboxi- prezintd locusuri pentru fixarea liganzilor endogeni
precum testosteronul si Sa dihidrotestosteron [50].

In incercarea stabilirii rolului prognostic al AR in cancerul mamar triplu negativ non-

metastatic a fost condusa o metaanalize de data relativ recenta, aparuta in revista de
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specialitate Oncotarget, in Tunie 2016. Din cele 13 studii care au au cuprins 2826 pacienti,
in majoritatea (92, 3%) analiza expresiei nucleare a receptorului androgenic a fost
fost raportata in 10 din 12 studii i a variat dupa cum urmeaza: intr-un studiu (7.7%) a fost
de 0%, in trei studii (23.1%) a fost de 1%, Intr-un singur studiu (7.7%) pragul a fost de 5%
si in alte 4 studii (30.8%) pragul a fost de 10%. Heterogenitatea metanalizei a fost scazuta
(I12=33.9%, P=0.119), doar patru dintre studii presupuniand analize de subgrup iar
diferentele intre valorile de referintd nu s-au asociat cu diferente in supravietuire.

Expresia AR s-a asociat semnificativ cu o supravietuire fard boald mai buna, rata
hazardului pentru supravietuirea fara boala fiind de 0.789, IC 95% [0.629-0.991], p<0.005,
fara diferente in ceea ce priveste supraviefuirea generald (HR=1.270, IC 95% [0.904-
1.782], P=0.168[51].

Ki 67 fiind un marker al proliferarii iar fenotipul triplu negativ fiind Tnalt proliferativ,
in mod frecvent valorile medii sau mediane raportate sunt mai mari in aceasta categorie de
cancer mamar, fiind corelat cu gradul tumoral [52].

Rolul prognostic precum si propunerea une valori prag predictiva pentru recidiva a
fost evaluatd intr-un studiu monocentric european la 83 de paciente cu fenotip triplu
negativ, dintre care 48.2% cu subtip bazal-like operate primar care au fost urmdrite pentru
o perioadd mediana de 39 de luni. Pentru detectia lui Ki67 s-a utilizat anticorpul MIB 1 in
dilutie 1/200. In regresie multivariata, pentru o valoare prag de 61%, Ki67 a fost gasit
predictiv pentru supravietuirea fara boala, HR 3.813 [1.423-10.287], P=0.008 si marginal
pentru supravietuirea generald, HR 2.351 [0.985-5.620], P=005[53].

Supraexpresia receptorului este frecvent asociatd cu mutatia genei codificatoare iar In
cancerul mamar se asociazd cu volum tumoral crescut si grad scdzut de diferentiere
celulara. in fenotipul triplu negativ, alituri de citocheratinele cu greutate moleculara mare,
reprezintd un surogat imunohistochimic pentru subfenotipul agresiv bazal-like, expresia
fiind raportata cu o frecventa de pana la 90% [54].

Un alt biomarker identificat prin analiza literaturii de specialitate, cu potential rol
prognostic in cancerul mamar triplu negativ este proteina p53 codificatd de catre gena
TP53 situatid pe cromozomul 17, bratul p [55]. In cancerul mamar, mutatia TP53 este
raportatd cu o incidentd de 30% iar In fenotipul triplu negativ pana la 75%, ajungand pana
la 90% 1in subfenotipul bazal like [56]. Ca urmare a mutatiei genei, proteina prezintd o

degradare mai scdzutd si se poate acumula chiar la nivelul citoplasmei, devenind
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evidentiabild prin imunohistochimie prin utilizarea de anticorpi antinucleari precum DO-
7(Dako Danemarca) cu dilutii cuprinse intre 1/100 si 1/500. Intr-o analizd prospectiv-
retrospectiva a 1.113 paciente incluse in trialurile clinice BCSG VIII si IX care au evaluat
eficienta hormonoterapiei adjuvante versus chimio-hormonoterapia secventiala pentru
stadiile incipiente rezultatele valorii clinice a expersiei pS3 au fost gasite contradictorii
[57], in timp ce intr-un studiu al carei obiectiv a fost sa evalueze rolul prognostic al p53 la
pacientele tinere cu cancer mamar triplu negativ, tratate prin chirurgie radicala primara
(N=197), pozitivitatea p53 a reiesit cd factor de prognostic negativ in ceea ce priveste
supravietuirea generald, HR 1.775, IC 95% [0.694-4.539], P=0.022 fara influenta asupra

supravietuirii fara recidiva[58].
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7. Semnitura prognostici bazata pe biomarkeri imunohistochimici in cancerul

mamar triplu negativ stadiu incipient: analiza retrospectiva pe un lot reprezentativ

7.1. Introducere

In practica de zi cu zi, pentru evaluarea prognostica si stratificarea terapeutica a
cazurilor de paciente cu neoplasm mamar triplu negativ stadiu incipient, este nevoie de
parametrii clinico-biologici si de laborator accesibili, fiabili §i necostisitori.

In acest scop am evaluat retrospectiv o cohorti de paciente adresate pentru
tratament chirurgical ca prima etapa terapeutica curativa in cadrul diagnosticului de cancer
mamar localizat, efectuand o analiza de subgrup in randul purtatoarelor de fenotip triplu
negativ, pentru a determina in randul unor markeri celulari tumorali, analizati prin tehnici
uzuale de imunohistochimie si Tn mod curent la nivel institutional, care ar fi cei cu utilitate

prognostica in cadrul populatiei tinta.

Obiectivul principal specific al cercetarii a fost de identificare a biomarkerilor
testati institutional cu valoare prognostica in randul pacientelor operate de cancer mamar
triplu negativ stadiu incipient iar obiectivul secundar specific a fost de crearea unui model
prognostic pe baza biomarkerilor semnificativi in acest sens si evaluarea diferentelor de

supravietuire intre subgrupurile create.

7.2. Pacienti si metode

Am procedat la un studiu retrospectiv de cohorta in randul pacientelor adresate
pentru tratament chirurgical primar, pentru diagnostic de neoplasm mamar, la Institutul
Oncologic Prof Dr Alexandru Trestioreanu din Bucuresti, intre lanuarie 2005 si Decembrie
2012, care au beneficiat de o perioada de urmarire de minim 36 de luni.Studiul a fost
aprobat de catre Comitetul de Etica al institutiei si a fost condus conform Declaratiei
Drepturilor Omului de la Helsinki.

Criteriile de includere generale au fost paciente de sex feminin, varsta egald sau
mai mare de 18 ani, diagnostic de cancer mamar infiltrativ, efectuarea unui tratament
chirurgical cu scop curativ, piesa de rezectie postoperatorie sa fii fost evaluatd atat prin
metode si tehnici de histopatologie cat si de imunohistochimie, consimtdmant informat
pentru proceduri infiltrative si colectarea prospectiva a datelor, disponibil.

In cadrul acestei populatii am efectuat o analiza de subgrup in randul pacientelor

purtdtoare de cancer mamar de fenotip -triplu negativ" definit prin absenta expresiei
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receptorilor hormonali precum si a supraexpresiei receptorului membranar epidermal
HER2 conform criteriilor de laborator ASCO/CAP dupa cum a fost redat explicit anterior
si pentru simplificarea taxonomica si a comparatiilor clinico-patologice cazurile care nu
corespundeau criteriilor imunohistochimice si eventual de imunofluorescenta anterior
mentionate au fost reunite in grupul non-triplu negativ (non-TNBC).

Criteriile specifice de includere ale studiului a fost anul de diagnostic, Incepand
cu 2005 cand conform Consensului de la Saint Gallen au fost recunoscute si recomandate
pentru practicad oncologicd curentd cele 4 subtipuri surogat de cancer mamar, bazat pe
expresia imunohistochimica a receptorilor hormonali, Ki67 si HER2 [28], stadiul clinic al
bolii ¢T1-2NO-1 MO conform celei de-a saptea editii a clasificariit TNM a AJCC si UICC,
rezectia chirurgicald curativa a tumorii primare si eventual a ganglionilor aferenti (RO=
fara reziduu tumoral microscopic) conform criteriilor histopatologice ale AJCC si NCCN,
perioada de urmdrire minimd de cel putin 36 de luni din momentul interventiei
chirurgicale, tratament specific oncologic adjuvant postoperator care sd comporte si
chimioterapie citotoxica, in afard de iradiere locald externa si hormonoterapie, in cazul in
care aceasta din urma a fost indicatd, conform ghidurilor internationale ESMO si NCCN
disponibile la momentul diagnosticului, aspect histopatologic infiltrativ al carcinomului
mamar conform criteriillor Organizatiei Mondiale a Sanatatii, WHO [59], analiza prin
imunohistochimie a cel putin un marker tumoral cu expresie la nivel celular, altul decat
ER, PR, Ki67 si HER2 a caror cuantificare sa fi fost efectuata conform recomandarilor

CAP/ASCO[60].

Co-criteriile de evaluare pentru atingerea obiectivului principal au fost diferentele
de supravietuire farda eveniment intre pacientii care exprimau biomarkerul de interes,
gradul si tipul de corelatie cu recidiva bolii §i asocierea acestora cu supravietuirea fara
eveniment. Criteriile de evaluare pentru atingerea obiectivului secundar specific au fost
gradul si tipul de corelatie Intre biomarkerii de interes precum si diferentele de
supravietuire fara eveniment Intre subgrupurile prognostice nou constituite in cadrul

populatiei tinta si gradul de semnificatie al testului de supravietuire log-rank Mantel-Cox.

in cadrul atingerii obiectivelor secundare generale au fost evaluati mai multi
parametrii precum: rata expresiei fiecarui biomarker atat in randul populatiei tintd cat si
pentru comparatie in randul pacientelor denumite anterior non-triplu negative, gradul si

tipul de corelatii ale acestora cu alfi parametrii clinico-patologici retinuti ca variabile
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independente, rata expresiei fiecarui biomarker identificat in functie de statusul recidivat -

non recidivat in cadrul populatiei tinta.

Variabila dependenta, supravietuirea fara eveniment, a fost definita ca intervalul de
timp exprimat in luni intre momentul interventiei chirurgicale si aparifia oricarui

eveniment de tip recidiva local, recidiva la distantd, deces de orice cauza.

Pentru stabilirea numarului minim de pacienti din subgrupul tintd am aplicat formula

pentru calcularea numarului de cazuri necesare in cazul studiile descriptive [61].

Numarul de cazuri= Z1.2 2p(l-p)/d2

Z.1.0,2= constata standard
P = proportia de pacienti de studiat, conform raportarilor anterioare
D = gradul de eroare

In studiul de fatd am considerat riscul de eroare de 5% (eroare de tip I) ceea a ce
corespunde la o constantd Z de 1.96. Considerand prevalenta subtipului triplu negativ in
randul pacientelor operate de cancer mamar incipient conform datelor din literatura la 15%
[8] numarul de paciente de care era nevoie pentru obtinerea de valori cu semnificatie
statistica pentru variabilele dependente a fost de 196.

Din punct de vedere statistic, pentru stabilirea corelatiei intre diferitele variabile
categoriale sau binare, cuprinzand biomarkerii analizati, s-au utilizat testul de corelatie y*
testul non-parametric Spearman sau testul exact Ficher si corectia Yates in cazul in care
valoarea pe categorie a fost mai mica decat 5. Pentru compararea mediilor de supravietuire
intre doud categorii s-a aplicat testul Mann-Whitney daca distributia valorilor a fost
normala si testul Student daca distributia a fost non-normala.

Parametrul de supravietuire evaluat a fost supravietuirea fara eveniment, EFS
(event free survival) considerat ca timpul exprimat in luni cuprins intre momentul
interventie chirurgicale si aparitia unui eveniment de tip recidivd locald, recidiva la
distanta, deces de orice cauza.

Asocierea intre variabilele categoriale si supravietuirea fara eveniment a fost testata
folosind modelul de regresie logistica multivariatd Cox. Curbele de supravietuire au fost

generate folosind metoda Kaplan-Meier iar comparatia folosindu-se testul log-rank.

19



Intervalul de incredere, IC (confidence interval) considerat pentru variabilele
cantitative calculate a fost de 95%, toate testele au fost bilaterale iar valoarea p considerata

semnificativa a fost inferioara a 0.05 [62].

7.3. Rezultate

Dupa ce s-a procedat la excluderea cazurilor cu perioada de urmarire mai scurtd de
36 de luni, in absenta recidivei sau a decesului, sau care nu au beneficiat de tratamentul
adjuvant standard sau fard indicatie de tratament adjuvant sistemic 1n afard de
hormonoterapie, sau care nu aveau date complete din randul variabilelor
imunohistochimice si terapeutice, din 5134 de dosare analizate, au fost retinute 631 pentru
studiul retrospectiv.

Biomarkerii selectionati pentru analiza rolului prognostic, in functie de practica

laboratorului institutional si al datelor din literatura de specialitate, au fost dupa cum
urmeaza: receptorul epidermal EGFR (epithelial growth factor receptor), citocheratina
CK5/6, proteina de transformare p53, E caderina, proteina Bcl2 (B-cell lymphoma 2),
topoizomeraza Il alfa TOP2A, ciclooxigenaza Cox2, receptorul epidermal HER2 si
factorul Ki67.
38.6% cu valori cuprinse intre 0% si 80% iar media expresiei receptorului progesteronic a
fost de 31.3% cu valori cuprinse intre 0 si 95%, media Ki67 a fost de 25.2% cu valori
cuprinse Intre 1 si 80% iar HER2 a fost supraexprimat sau echivoc cu pozitivitate in
imunofluorescenta la 18.71% (118) din cazuri.

Cu privire la distributia pe fenotipurile surogat, 13.5% (85paciente) au prezentat
fenotip de tip triplu negativ, 36.13% (228 paciente) fenotip luminal A, 41.36% (261
paciente) fenotip luminal B, 9.03% (57 paciente) prezentau supraexepresia HER2, dintre
care 4.12% (26 paciente) prezentau §i pozitivitate pentru receptorii hormonali. Astfel
subgrupul comparator non-TNBC a fost constituit din 546 paciente, reprezentand 86.5%
din toata cohorta.

In ceea ce priveste grupul de paciente tinti expresia biomarkerilor a fost gasitd
corelatd cu variate aspect histopatologice precum stadiul clinic pentru CK5/6 (P = 0.010) si
E-cad (P = 0.0016), subtipul histopatologic ductal pentru EGFR (P = 0.041), cu afectarea
cadranului mamar extern in cazul p53 (P = 0.02), cu statusul menopausal (P = 0.004) si cu

indicele de masa corporala BMI (P = 0.015) pentru Bcl2 cu prezenta componentei ductale
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in situ pentru TOP2A (P = 0.013), pozitivitatea pentru Cox-2 a fost marginal invers
corelatd cu efractia capsulard (P = 0.046) iar expresia HER2 a fost corelatd cu tipul
histopatologic (P = 0.001) si invazia limfovasculard (P = 0.072) 1n timp ce Ki67 a fost
corelat cu stadiile pT (P = 0.004) si pN (P = 0.033). Biomarkerii gasiti corelati direct de
maniera marginal statistic au fost CK5/6 si E-cad (P =0.071).

La pacintele cu neoplasm triplu negativ, recidiva a fost gasita corelata cu statusul
menopauzal (P = 0.016), cu indexul de comorbiditati Charlson (P = 0.065), cu indicele de
masa corporald (P = 0.002), pN (P = 0.004), cu efractia capsulara (P = 0.024) si invers cu
expresia CK5/6 (P = 0.006). Prin efectuarea regresiei multivariate Cox, dupd ajustarea
pentru statusul menopauzal, indexul Charlson, indicele de masa corporala si stadiul
patologic ganglionar, singurul biomarker care a reiesit cu posibila valoare prognostica
pentru supravietuirea farda eveniment a fost CK5/6 HR 0.19 , IC 95% [0.43-0.91], P=0.038.

Aplicarea testului log-rank (Mantel-Cox) pentru evaluarea diferentelor de
supravietuire intre cazurile pozitive fatd de cazurile negative pentru fiecare biomarker in
parte, nu a inregistrat semnficatie statistica decat pentru CK5/6. Astfel pacientele care nu
prezentau expresia markerului au avut supravietuire medie fard eveniment de 68.84 luni,
IC 95% [50.06-87.63] fata de 98.84 luni, IC 95% [87.99-109.69] la pacientele CK5/6
pozitive (HR =5.075; IC 95% , 1.09-23.53; P =0.038).

In baza corelatiei cu recidiva, a diferentelor semnificative de supravietuire intre
pacientele pozitive fata de cele negative precum si a intercorelatiei directe Intre biomarkeri,
s-a procedat la propunerea unui scor prognostic care a asociat expresia CK5/6 si a E-

caderinei.

Acesta a fost constituit din 3 categorii: CK5/6 pozitiv-E-caderina pozitiv, CK5/6
pozitiv sau negativ si inversul E-caderina negativ sau pozitiv si CK5/6 negativ-E-caderina

negativ.

In urma stratificarii populatiei triplu negative, in functie de scorul anterior
mentionat, au fost constatate diferente intre valorile medii ale supravietuirii fard eveniment
39.64 luni (IC 95%, 33.0—46.24) (HR = 2.09; IC 95%, 0.38-11.47; P =0.397) la pacientele
CKS5/6 negativ-E-caderina negativ, 64.23 mo (IC 95% , 50.50-77.96) (HR = 1.35; IC 95%
, 0.25-7.37; P =0.732) la pacientele exprimand doar unul din cei doi markeri si 83.87 luni
(IC 95% , 64.24-103.51; P = 0.667) la pacientele CK5/6 pozitiv, E caderina pozitiv.
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8. Biomarkeri care ar putea fi propusi ca pentru evaluare in cadrul unei semnéaturi
prognostica in cancerul mamar triplu negativ, stadiu incipient: rezultate preliminare

ale unei metaanalize

8.1. Introducere

In fata diferentelor identificate intre diferitele studii in ceea ce priveste rolul
prognostic al biomarkerilor anterior analizati, am procedat la o analizd sistematicd a
literaturii, cu scopul realizarii unei metaanalize, avand ca obiectiv primar specific
selectarea de biomarkeri tumorali detectabili prin tehnici si metode de imunohistochimie
care au fost studiati in cancerul mamar infiltrativ triplu negativ ca si clasificatori
prognostici care ar putea fi propusi in cadrul unui scor prognostic.

Obiectivul secundar a constat in identificarea particularitatilor studiilor cu rezultate

discordante pentru un biomarker dat.

8.2. Material si metoda

Cercetarea in literatura de specialitate a fost efectuatd electronic in baza de date
MEDLINE, termenii utilizati pentru ciutare au fost fie liberi, fie standardizati MeSH"
(Medical Subject Heading) din vocabularul de termeni medicali creat si actualizat anual de
Libraria Nationala de Medicind a Statelor Unite ale Americii (NLM, National Library of
Medicine) [63].

Criteriile de selectie in ceea ce priveste studiile analizate au fost publicatii de tip
abstract sau text integral cu aparitie dupa Ianuarie 2005, in limba engleza sau franceza,
efectuate numai la subiecti umani, de tip retrospectiv sau prospectiv-retrospectiv sau
observationale, in cadrul trialurilor clinice. In ceea ce priveste participantii, criteriile de
selectie au fost persoane de sex feminin, adulti, cu diagnostic de cancer mamar infiltrativ
cu stadiu clinic localizat sau incipient, care sa fi beneficiat de interventia chirurgicala cu
scop curativ ca prim gest terapeutic, cu analiza imunohistochimicd efectuatd pentru
evaluarea receptorilor estrogenici, progesteronici si a receptorului HER2, cu sau fara
tratament sistemic, de fenotip triplu negativ denumit si TNBC fie ca si cohorta principala

fie ca si subgrup.
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In ceea ce priveste interventia/indicatorul, criteriul a fost reprezentat de analiza
calitativa si cantitativa prin tehnici si metode de laborator de imunohistochimie a cel putin
unui biomarker la nivel celular tumoral cu scop prognosti, in cadrul studiului respectiv.

Din punct de vedere al efectului masurat, criteriul a fost reprezentat de continerea
ratei hazardului cu interval de confidentd de 95% pentru parametrul de supravietuire.

Pentru constituirea frazelor de cautare, au fost utilizati operatorii de cautare
BOOLEAN AND (si), OR (sau) si NOT (fard). Termenii de cautare pentru definirea
populatiei ca si termeni MeSH au fost Early stage AND Triple-Negative Breast Cancer
OR ER-Negative PR-Negative HER2-Negative Breast Neoplasms ca si termeni aditionali:
limited disease OR primary operable OR T1-3NO-1 AND hormone negative breast cancer
OR basal-like breast cancer OR ER negative breast cancer.

Pentru definirea interventiei/indicatorului ca si termeni MeSH au fost utilizati
Biological Tumor Markers iar ca si termeni aditionali: biomarkers OR biomolecular
features OR tumour tissue biomarker precum si numele stiintific complet sau non-formal
sau abreviat care definesc biomarkerii anterior identificati ca fiind de interes atat in studiul
general al literaturii de specialitate cat si in cadrul analizei retrospective precum AR,
EGFR, CK 5/6, E cadherine, TIL, Ki67, Bcl2, p53, TOP2A, Cox2. Pentru definirea
obiectivului s-au utilizat termeni MeSH: Survival OR Prognosis iar ca termeni aditionali,
prognostic. Un exemplu de frazd de cdutare a fost dupa urmeaza ,,Early stage “AND

» L riple-Negative Breast Cancer “AND ,,Prognostic Biological Tumor Markers “

In randul datelor extrase si analizate s-au numirat informatiile legate de publicatii
precum numele primului autor, anul aparitiei si ara, caracteristicile participantilor la studiu
precum numarul total, numarul absolut si in procente reprezentat de pacientele cu fenotip
de cancer mamar triplu negativ, varsta medie sau mediand, perioada mediana de urmarire,
informatii despre criteriile imunohistochimice de definire a categoriei de tumori studiate
precum gradul expresiei receptorilor estrogenici, progesteronici si HER2, informatii despre
biomarkerul studiat precum compartimentul celular, anticorpul si dilutia utilizate pentru
la pacientele tintd, informatii legate de efectul urmarit precum valorile si intervalul de
confidentd de 95% pentru supraviatuirea fara boala, DFS sau echivalent precum
supravietuirea fara eveniment, EFS, supravietuirea fara recidiva, RFS sau supravietuirea
far metastaze la distantd, DMFS si/sau supravietuirea fara recidiva locoregionala, LRFS

obtinute preferential prin regresie multivariata Cox.
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Analiza statistica a fost efectuatd cu ajutorul programului Review Manager 5.3
software (Rev-Man software, Version 5.3, Cochrane Collaboration, Oxford, UK) si
valoarea p mai micd de 0,05 a fost consideratd ca semnificatie statisticd iar calitatea

publicatiilor a fost evaluata conform criteriilor Newcastel-Ottawa[64].

Analiza erorilor sistematice s-a efectuat la nivelul fiecarei publicatii cat si
transversal la nivelul publicatiilor grupate prin analiza funnel plot. A fost aplicat modelul
de analiza random effect si s-a calculat suma ratelor hazardului dupa calcularea

heterogenitatii intre studii.

8.3. Rezultate

Din cele 1200 publicatii care au fost initial identificate in baza de date PubMed
conform frazelor de cautare construite, dupa excluderea celor care nu corespundeau initial
in baza analizei titlului si ulterior in baza analizei rezumatului au fost identificate 265 de
publicatii relevante pentru analiza textului integral. Dupa excluderea a 165 de studii
datorita lipsei a unor date esentiale, efectului masurat pentru evaluarea obiectivului primar
diferit de DFS sau echivalent si a datelor incomplete de supravietuire, au fost retinute 34

de studii.

Ca si caracteristici generale, au fost incluse un numadr total de 8365 de paciente in
cadrul a 34 de studii, dintre care 25(73.5%) au evaluat exclusiv cohorte specifice de

paciente cu cancer mamar triplu negativ exclusiv.

Biomarkerii pentru care au fost regasite publicatii conform criteriilor anterior
definite au fost AR, EGFR, Ki67, E caderina, CK5/6, p53, TIL, TOP2A si c-Kit. Dintre
acestia au fost retinuti pentru introducere in metaanaliza, doar cei pentru care au fost
identificate cel putin trei studii, indiferent de calitate, presupunand excluderea a 3

publicatii care analizau rolul prognostic al c-Kit si TOP2A.

Rezultatele cu semnificatie statistica au fost dupd cum urmeaza: pentru EGFR, HR
2.34, 1C95% [1.69-3.23] p<0.00001, cu o heterogenitate de 0%, P=0.88, pentru E caderina
HR =0.39 IC95% [0.24-0.63] P=0.0001, cu o heterogenitate de 0%, P=0.86 si pentru TIL
HR =0.51 IC95% [0.42-0.97] p<0.00001, cu o heterogenitate de 0%, P=0.50.
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9. Concluzii si perspective

Lucrarea de cercetare de fatd si-a propus sa identifice biomarkeri tumorali tisulari
care pot fi pusi in evidentd si cuantificati prin metode si tehnici de imunohistochimie cu
scopul de a propune un model prognostic utilizabil in practica oncologica zilnica, care sa
permita stratificarea corespunzatoare a pacientelor cu neoplasm mamar de fenotip triplu
negativ, stadiu incipient si personalizarea tratamentului adjuvant in principal sistemic.

In urma analizei retrospective monocentrice, am identificat un singur biomarker a
carui expresie a prezentat valoare prognosticd semnificativd, un reprezentant al clasei
moleculare citocheratine respectiv. CK5/6, recunoscut ca un marker surogat
imunohistochimic de definire a subtipului de cancer mamar triplu negativ de prognostic
defavorabil, bazal-like.

In urma testelor de corelatie statistici a fost propus un scor prognostic bazat pe
coexpresia CK5/6 precum si a proteinei de jonctiune E-caderina, fard atingerea unei
semnificatii statistice din punct de vedere al diferentelor de supravietuire intre subgrupurile
formate.

Drept consecinta, pentru recrutarea mai multor biomarkeri candidati, am procedat
la analiza sistematica a rezultatelor publicate ale lucrarilor de cercetare ale altor echipe,
pentru obtinerea unei relevante statistice de calitate.

In urma metaanalizei efectuate pentru fiecare dintre biomarkerii selectionati,
conform studiilor ale caror rapoarte au fost complete in urma criteriilor prestabilite, au fost
retinuti ca avand valoare prognostica semnificativi EGFR cu valoare predictiva negativa,
E-caderina cu valoare predictiva pozitiva, consolidand rezultatele analizei de cohorta
anterior efectuate si CDS8, marker membranar al limfocitelor citotoxice ca surogat
imunohistochimic al parametrului histopatologic deja recomanadat de experti ca factor de
prognostic pozitiv, TIL.

In concluzie, rezultatele obtinute in urma celor doud proiecte de cercetare permit
propunerea unui model prognostic care sd cuprindd urmatorii biomarkeri: EGFR,
E-caderina, CK5/6 identiabile la nivelul compartimentului celular tumoral si CDS8 la nivel
interstitial.

Contributia expresiei receptorului androgenic precum si valoarea prag cu

semnificatie prognostica pentru Ki67 sunt subsectiuni care vor fi analizate ulterior.
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Dupa extinderea bazei de cautare la nivelul Embase (Excerpta Medica database)si
DARE in vederea definitivarii analizei sistematice a literaturii de specialitate, in principal
pentru definirea rolului prognostic al ER, KI67, p53 si CK5/6, biomarkerii retinuti vor fi
grupati intr-un scor ce va fi propus pentru evaluare de maniera prospectiva sau prospectiv-
retrospectiva intr-o cohorta reprezentativa de paciente cu cancer mamar de fenotip triplu
negativ stadiu incipient, tratatate prin chirurgie primara.

Obiectivele de cercetare stiintifica au fost atinse in majoritate, limitarile fiind legate
de numarul redus de paciente incluse in studiu, inferior numarului necesar calculat de 196,
absenta standardizarii detectiei unui numar important de biomarkeri analizati institutional,
conducand uneori la rezultate discordante fatd de literaturda si accesului limitat la textul
integral pentru un numar important de publicatii in intentie de a fi analizate in vedrea
efectuarii metaanalizei.

Lucrarea stiintifica de fatd reprezintd o propunere tehnico-economicd importanta,
avand in vedere evolutia catre personalizare a tratamentelor in Oncologie si a dificultatilor
legate de aplicarea practica a celor mai noi si performante metode de analiza de laborator a
specimenelor tumorale sau a derivatelor atat din punct de vedere al fezabilitétii cat si din

punct de vedere al costurilor.
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