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Introducere

Neoplasmul mamar reprezinta cel mai frecvent tip de cancer diagnosticat n Intreaga lume,
incidenta sa fiind aproximativ egald cu cea a cancerului pulmonar, reprezentand peste doua
milioane cazuri noi/ an [1]. In Statele Unite ale Americii, cancerul de san este cel mai frecvent
cancer feminin si a doua cea mai frecventd cauzd de deces prin cancer la femei. Conform
statisticilor internationale, rata mortalitatii prin cancer de san a scazut progresiv incepand din anul
1970 [2]. Acesta scadere se datoreaza Tmbunatatirii modalitatilor de screening, dar si a terapiei
adjuvante [3]. Terapia oncologica salveaza vieti si vindeca procesele neoplazice cu atat mai mult
cu cat diagnosticul este stabilit mai devreme, in faze incipiente.

Motivatia alegerii acestei teme se datoreaza faptului ca neoplasmul mamar triplu negativ
(NMTN) reprezinta subtipul molecular cu prognosticul cel mai sever si care afecteaza
preponderent femeile tinere. Rolul receptorilor androgenici este incomplet elucidat pentru tumorile
mamare maligne si consecutiv impactul pe care acestia il au asupra prognosticului.

Cercetarea noastra vizeaza entitati clinice frecvent intdlnite in practica clinica, dar cu
impact asupra supravietuirii persoanelor de sex feminin. Aceasta tezad de doctorat reprezinta o
lucrare de pionierat la nivel national, incadrandu-se in directiile de cercetare ale lumii medicale
contemporane.

Neoplasmul de san triplu negativ reprezintd aproximativ 15% din totalul cancerelor
mamare [4], fiind frecvent diagnosticat la paciente sub 40 ani. Acest subtip tumoral prezintd un
comportament mai agresiv decat celelalte tipuri de cancer de san. Spre deosebire de tumorile care
supraexprima receptori hormonali si pentru care exista terapii tintite, pentru pacientele cu NMTN
fara metastaze, tratamentul se rezuma doar la cateva citostatice si, recent, la imunoterapie (in
combinatie cu chimioterapie) doar pentru tumorile de tip triplu negativ avansate local care exprima
PD-L1 (ligandul 1 asociat cu moartea celulara programatd), insa acest tratament nu este in prezent
aprobat in Romania pentru acesta patologie. Avand in vedere aceste aspecte, se impune gasirea
unor tinte terapeutice care sa prelungeasca supravietuirea acestor paciente.

Receptorii androgenici (RA) sunt prezenti in proportii variate, putand fi detectati Impreuna
cu ceilalti receptori pe care 1i asociaza celulele tumorale (receptori estrogenici (RE), receptori
progesteronici (RP), HER2/neu), insd conform datelor din literatura asocierea RA-RE este cel mai
frecvent intdlnita [5, 6]. Cu toate ca prezenta acestora este atat de frecventd, mecanismele prin care

determind progresia cancerului sau induc apoptoza nu sunt incd pe deplin cunoscute. Mai mult,
5



exista date care sustin ca aceste mecanisme pot fi interconectate cu altele, determinand progresia

cancerului.

I. PARTEA GENERALA
33 Particularitatile receptorilor androgenici in neoplasmul mamar
3.3.1 Incidenta receptorilor androgenici in neoplasmul mamar

Numeroase studii au raportat cd RA sunt prezenti in pana la 80% dintre tumorile mamare
maligne, fiind detectati in toate subtipurile moleculare de cancer mamar [217, 218, 242, 243]. Se
considerd ca aproximativ 80% dintre tumorile mamare primare si 60% dintre metastaze
supraexprimd RA, dar expresia variaza intre subtipurile moleculare de neoplasm mamar [219,
244]. De mentionat este cd nivelul RA difera in functie de etnie, asa cum si incidenta neoplasmului
mamar diferd in functie de regiunea geografica [245, 246].

Depistarea simultana a RE si RA poate fi intdlnita frecvent, fiind prezenta la aproximativ
90% din cazuri. Un aspect foarte important este cd RA pot fi prezenti la aproximativ jumatate
dintre tumorile triplu negativ, acestea fiind tumorile mamare cu prognosticul cel mai rezervat [6,
247]. Expresia RA a fost asociatd cu evolutia favorabila a pacientelor, explicatia fiind ca RA pot
bloca stimularea genica prin intermediul RE si astfel inhiba transcrierea [248].

In ultimii ani a existat un interes major in detectarea unei terapii tintite pentru pacientele
care supraexprimda RA. Astfel, s-a Incercat anihilarea acestei cai fie prin agonisti precum
enobosarmul, fie prin antagonisti precum bicalutamida, enzalutamida sau abiraterona. Cu toate ca
antagonistii RA sunt utilizati pe scara largd pentru tratamentul cancerului de prostatd si ca au
existat studii pozitive pentru cancerul de san, in prezent nu exista recomandari pentru tratamentul
neoplasmului mamar. Un obstacol major pentru utilizarea acestor preparate pe scard larga este
reprezentat de modul dihotomic de rdspuns tumoral in prezenta receptorului androgenic.

Studiile de imunohistochimie au demonstrat ca existd procente diferite de expresie a
proteinei membranare pentru androgeni n cadrul aceleasi tumori, practic procentul cuantificat
putand varia in functie de numarul de celule analizate. Cu toate acestea, o metaanalizd recenta
publicata de Ricciardelli si colaboratorii a subliniat importanta detectarii RA pentru prognosticul
pacientelor cu neoplasm mamar [242], dar si utilitatea acestor receptori si interesul ce trebuie
acordat pentru stabilirea unui protocol de lucru.

3.6  Influenta receptorilor androgenici pe subtipuri moleculare



e Receptorii androgenici si neoplasmul mamar triplu negativ

In cadrul lotului de tumori triplu negative, pozitivitatea RA variaza intre 12 si 55% [158,
193, 355], fiind adeasea evidentiati in tumorile de mici dimensiuni sau fara metastaze [356].
Asocierea RA cu prognosticul pacientelor reprezintd un subiect incd in dezbatere deoarece exista
studii care indica un prognostic favorabil pentru pacientele RA+ [357, 358], in timp ce altele
sugereaza ca acesti receptori sunt responsabili de proliferarea tumorala si evolutia tardiva a tumorii
[356].

Un studiu recent pe diferite cohorte clinice a relevat o asociere semnificativa intre expresia
RA si recurenta loco-regionala pentru pacientele cu NMTN care au efectuat radioterapie [359].
Aceastd observatie subliniaza utilizarea potentialda a RA ca biomarker pentru radiorezistenta si ca
marker pentru terapia tintitd. Analiza [HC a 190 probe de tumori triplu negative a relevat un
prognostic mai bun in randul pacientelor cu RA pozitivi [360].

Influenta RA pentru pacientele cu NMTN a fost studiatd de mai multe grupuri de
cercetitori. in studiul publicat de Ieni si colaboratorii s-a analizat impactul pe care aceastd asociere
o are, concluzionand ca pacientele care supraexprima RA prezintd o rata mai mica a recidivelor
locale, desi, per ansamblu, procesul malign a fost apreciat ca fiind chimiorezistent [361]. Rezultate
asemdnatoare au fost raportate si in metaanaliza grupului condus de Wang care a analizat
rezultatele provenite din 13 studii, numarul total fiind de 2826 paciente cu NMTN. Astfel,
cercetatorii au concluzionat ca pacientele RA pozitive prezintd tumori mai bine diferentiate, risc

de recurentd mai scazut, Insa au fost asociate cu un grad mai mare de invazie ganglionara [362].

4 Ipoteza de lucru si obiective generale

Cancerul mamar reprezinta neoplazia intalnita cel mai frecvent in randul femeilor, lumea
medicald fiind axatd pe o continud cercetare in vederea identificarii unor noi tinte terapeutice.
Scopul acestor descoperiri se axeazd pe evitarea dezvoltarii metastazelor pentru pacientele cu
intentie curativa sau pe cresterea duratei de supravietuirire fard semne de boald pentru pacientele
ce prezintd boald metastatica.

4.1 Motivatia subiectului tratat in teza de doctorat si ipoteza de lucru

Incidenta si prevalenta neoplasmului mamar sunt in continud crestere, consecutiv si

IR

unei cercetdri stiintifice asupra existentei unor noi mecanisme moleculare care si analizeze
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impactul pe care acestea il pot avea asupra evolutiei pacientelor cu neoplasm mamar, iar ulterior
pot fi studiate ca posibile tinte terapeutice. In prezenta lucrare am studiat impactul pe care
receptorii androgenici il au asupra pacientelor diagnosticate cu neoplasm mamar, impreund cu alti
factori de risc, precum aspecte demografice, histologice sau moleculare, cu scopul de a identifica
noi corelatii clinico morofologice si imunohistochimice, dar si implicatiile clinice pe care le
impune carcaterizarea heterogenitatii leziunilor mamare maligne.

Avand in vedere necesitdtile din practica curentd, am efectuat analiza biomarkerilor
celulari care sunt detectati In mod curent prin imunohistochimie, dar si a RA, cu scopul de a
identifica o stratificare prognosticd a pacientelor diagnosticate cu neoplasm mamar in stadiu
incipient sau avansat local, in special pentru subtipul triplu negativ, in vederea stabilirii
tratamentului sistemic individual optim, in functie de stadiul bolii si carcacteristicile moleculare.

Rezultatele studiului vor completa cunostintele referitoare la particularitétile
prognosticului pacientelor cu neoplasm mamar si pot servi drept reper pentru conduita terapeutica,
dar si reper pentru identificarea unor terapii antiadrogenice benefice pentru acest grup de paciente.

4.2 Scopul si obiectivele tezei de doctorat

Scopul studiului doctoral a fost de a analiza particularitatile tumorilor mamare triplu
negative din punct de vedere al RA si de a identifica posibile corelatii intre diversi factori personali,
clinici sau tumorali, cu impact asupra evolutiei si prognosticului.

Studiul de fatd a urmadrit caracterizarea pacientilor din perspectiva exhaustiva, cautand sa
gaseasca noi corelatii cu valoare prognostica utile practicii clinice. Pentru ca acest scop sa fie atins
am Tnceput caracterizarea tumorilor in conformitate cu protocoalele in vigoare, urmand in
capitolele ce se vor derula sa vedem incadrarea lor in tot contextul patologic, epidemiologic si
habitual.

Ipoteza cercetarii a pornit de la identificarea unor argumente statistice in sprijinul ipotezei
conform careia exista factori personali si tumorali ce pot influenta supravietuirea pacientelor cu
neoplasm de san triplu negativ, dar si pentru celelalte subtipuri tumorale.

Am pornit de la premisa ca, analizdnd RA pentru pacientele cu neoplasm mamar, vom
putea identifica noi particularitati tumorale si cd studiind corelatiile dintre diversi parametri
personali, clinici si biologici vom putea identifica noi date, utile in alcatuirea unor algoritmi de
diagnostic si tratament. Astfel, am alcatuit un lot reprezentativ de paciente cu neoplasm mamar,

inclusiv cu NMTN.



Scopul studiului a fost de a analiza particularitatile tumorilor triplu negative din punctul de
vedere al RA si de a identifica posibile corelatii intre diversi factori personali, clinici sau tumoriali,
cu impact asupra evolutiei si prognosticului.

Aceasta cercetare doctorald incearca sa clarifice aspectele neclare si controversate privind
rolul RA 1n evolutia pacientelor cu NMTN, dar si pentru celelalte subtipuri. De asemnea, sunt
cercetati si alti factori care influenteaza prognosticul, cu scopul dezvoltarii medicale in domeniul
oncologiei si in final cu un impact pozitiv pentru paciente.

Obiectivele propuse ale tezei de doctorat au fost urmatoarele:

Obiectivul general a constat in evaluarea principalilor parametri clinico- morofologici-
imunohistochimici pentru lotul de paciente cu neoplasm de san si stabilirea corelatiilor
semnificative intre acesti parametri si impactul pe care il au asupra prognosticului. in vederea
studiului si indeplinirii obiectivului general, am cercetat si am incercat sd raspundem la
urmatoarele Intrebari:

1. Pacientele cu NMTN prezinta trasdturi epidemiologice si clinice particulare?

2. Se poate stabili faptul ca pacientele cu NMTN prezinta o ratd de supravietuire mai
micd comparativ cu celelalte subtipuri de neoplasm mamar?

3. RA de la nivelul celulelor tumorale influenteaza evolutia neoplasmului mamar? Ei
pot fi utilizati ca markeri de prognostic?

4. Care dintre parametrii personali, clinici sau tumorali, pot influenta prognosticul
pacientelor cu neoplasm mamar? Statusul socio-economic si demografic poate fi corelat cu
evolutia negativa a pacientelor cu neoplasm mamar?

5. Care este intervalul prag al markerului Ki67 pentru incadrarea pacientelor in grupe
de prognostic? Care este procentul minim care agraveaza prognosticul?

6. Se pot stabili corelatii Intre tratamentul sau secventierea terapeuticd si prognosticul
pacientelor cu neoplasm mamar?

7. Care sunt predictorii independenti de hazard pentru supravietuirea generala si fara
semne de boala?

Directii de cercetare:
Pentru a realiza obiectivele cercetdrii doctorale am alcatuit urmatoarele studii:
Studiul 1: Analiza descriptiva si interferentiala si a receptorilor androgenici, pe lotul

pacientelor cu NMTN, lotul pacientelor non-triplu negativ si pe lotul intreg.
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Studiul 2: Impactul factorilor de prognostic pe supravietuirea generala pentru pacientele cu
neoplasm mamar.

Stadiul 3: Impactul factorilor de prognostic pe timpul liber de boald pentru pacientele cu
neoplasm mamar.

5 Metodologia generala a cercetarii- alcatuirea bazei de date si analiza statistica
5.1 Aspecte generale

Privitor la metodologia de lucru, teza doctorald a constat intr-un studiu retrospectiv,
observational, nerandomizat, non experimental desfasurat in perioada ianuarie 2014 decembrie
2019, cu includerea a 143 paciente diagnosticate cu neoplasm de san in stadiu incipient sau local
avansat, tratate si urmarite pentru boala lor oncologicd. Lotul a fost atent selectionat pentru a
acoperi o plaja cat mai larga de histotipuri, stadii si varste de manifestare. Consideram ca acest
esantion este reprezentativ pentru o populatie de paciente cu neoplasm de san, investigate si tratate
intr-un centru specializat in tratamentul afectiunilor oncologice.

Grupul tintd a fost reprezentat de paciente diagnosticate cu neoplasm mamar in cadrul
spitalului si care la momentul diagnosticului nu prezentau determindri secundare la distantd. Au
fost selectate astfel deoarece obiectivele studiului implica evaluarea timpului pana la progresia
bolii sau deces. Studiul a fost bazat pe analizarea foilor de observatie si a documentelor asociate
diagnosticului si stadializarii bolii neoplazice: mediul de provenientd, teste imunohistochimice si
investigatii imagistice care sd ateste raspunsul la tratament si evolutia bolii. Pacientele au fost
urmadrite pana la aparitia evenimentului (deces sau identificarea imagisticd a metastazelor) sau pe
o perioada de 36 luni din momentul admisiei in cadrul sectiei de oncologie medicald. Evaluarea
periodica s-a realizat prin examen clinic complet, CT torace, abdomen, pelvis, mamografia sanului
restant sau bilaterald pentru cele operate conservator si prin examen scintigrafic. In cazuri de
incertitudine diagnosticd s-au efectuat si alte investigatii precum ecografia mamara sau IRM-ul
cerebral, mamar sau de coloana sau PET-CT.

Pacientele admise in cadrul cercetdrii doctorale au fost selectionate in concordantd cu
principiile enuntate Tn Declaratia de la Helsinki din 1975, revizuitd in 2000, precum si in legislatia
nationala. Aditional, obiectivele si protocolul cercetarii au fost explicate participantelor, acestea
semnand consimtamantul informat. Protocolul studiului doctoral a fost aprobat de catre Comisia
de Etica a Spitalului Universiatar de Urgenta Elias Bucuresti (nr. 5925/ 24.08.2018) si de Comisia

de Etica a UMF “Carol Davila” (nr. 223/15.10.2019).
10



Am efectuat colectarea retrospectiva a datelor pacientilor diagnosticati si tratati in cadrul
sectiei de Oncologie Medicalda din cadrul SUU Elias din foile de observatie si din dosarele
electronice ale pacientelor. Analiza RA a fost solicitata la prima prezentare a pacientelor, simultan
cu analiza IHC indispensabild tratamentului cancerului mamar.

5.2 Ceriterii de selectie a pacientilor inclusi in studiu

Studiul doctoral a constat in analiza observationald, retrospectiva a dosarelor medicale
scrise si electronice ale pacientelor diagnosticate cu neoplasm mamar in stadiul incipient sau
avansat local. Astfel au fost inregistrate intr-o baza de date de numeroase aspecte demografice,
date privind antecedentele patologice personale si familiale, rezultatele anatomo-patologice si
IHC, rapoartele chirurgicale, aspectele legate de tipul tratamentului oncologic administrat si
complicatiile acestuia si datele legate de localizarea metastazelor pentru pacientele care au
progresat. Am urmdrit de asemenea durata de timp de la diagnostic si pana la confirmarea
imagistica de progresie a bolii sau deces.

Pentru cazurile investigate din perspective moleculare, am folosit testarea receptorilor
hormonali, ER si PR, am cuantificat indicele de proliferare folosind markerul Ki67 si am verificat
expresia oncoproteinei HER2/neu, apeland in rare cazuri de incertitudine la tehnici de hibridizare
in situ. Suplimentar, s-a adaugat la bateria de teste IHC si antigenul pentru testarea RA.

Pacientele evaluate in acest studiu au fost selectate folosind anumite criterii in vederea
demonstrarii obiectivelor generale si ipotezelor de lucru:

Criterii de includere:

O varsta la momentul internarii peste 18 ani;
O diagnosticul de neoplasm mamar stadiul TNM I-111
O paciente tratate si monitorizate la Spitalul Universitar de Urgentd Elias, Sectia

Oncologie Medicald, in perioada ianuarie 2014 decembrie 2019;

O disponibilitatea documentelor medicale sursa, din care sd reiasa informatiile ce
alcatuiesc variabilele studiate precum: buletin histopatologic si IHC, prezenta/absenta
menopauzei, paritatea, gradul de scolarizare, investigatiile imagistice care sa ateste absenta bolii
metastatice

O urmadrirea pacietelor pe parcursul a 36 luni sau pana la apritia evenimentului (deces
sau detectia metastazelor)

O detectia IHC a receptorilor androgenici;

11



O absenta comorbiditdtilor cardiace, pulmonare, hepatice;

O absenta sarcinii in ultimele 6 luni.

Criterii de excludere:

O paciente pentru care nu au fost disponibile informatiile corespunzatoare variabilelor
descrise mai sus;

O prezenta unui al doilea cancer concomitent sau aparitia unei alte boli neoplazice pe

parcursul perioadei de urmarire;

O tumori inoperabile dupa terapia neoadjuvanta
O prezenta bolii metastatice;
O paciente aflate in perioada de lactatie sau intarcare mai devreme de 6 luni pand la

momentul diagnosticului.

Pe baza criteriilor de includere si excludere a fost alcatuit lotul general de studiu, in care
au fost incluse toate pacientele inrolate, inclusiv cele cu NMTN.

Prognosticul si evolutia clinicd au fost analizate prin perioada de supravietuire generala
(OS) si durata de supravietuire fara semne de boald/ timpul liber de boald (PFS). OS si PFS
reprezintd indicatori folositi frecvent in cadrul trialurilor clinice pentru a estima raspunsul la
tratmentele oncologice. In prezentul studiu am estimat timpul de la stabilirea de certitudine a
diagnosticului de cancer, respectiv data Inscrisa pe buletinul histopatologic si pana la decelarea
imagistica a determinarilor secundare ca fiind PFS, respectiv deces pentru OS, timp exprimat in
luni.

Este de mentionat ca s-au luat in considerare numai decesele pacientilor care au survenit
in contextul bolii de baza sau in urma complicatiilor metastazelor loco-regionale sau la distanta.

Studiul a fost gandit pe trei axe principale, respectiv descrierea aspectelor legate de RA si
lotul pacientelor cu NMTN, aprecierea factorilor de risc pentru OS, respectiv PFS. Contingentele
au fost selectionate pentru a avea o variabilitate a parametrilor histopatologici si clinici cit mai
mare, pe care sa studiem expresia unor markeri cu potential prognostic. Studiile alcatuite se
completeaza reciproc pentru a oferi un aspect de ansamblu asupra lotului de paciente cu neoplasm

mamar.
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6. Studiul 1. Analiza descriptiva, interferentiala si a receptorilor androgenici
pe lotul pacientelor cu neoplasm mamar triplu negativ, lotul pacientelor non-

triplu negativ si pe lotul intreg
6.1 Introducere, ipoteza de lucru si obiective specifice

Am pornit acest studiu de la observatia ca pacientele cu tumori triplu negativ prezintd
evolutie nefavorabila grevata frecvent de prezenta metastazelor si deces precoce. Ne-am gandit sa
studiem existenta unor markeri tumorali care sd ne ajute sd aprecim suplimentar prognosticul
acestor paciente si sd ne orienteze decizia terapeutica privind intensitatea tratamentului citostatic.
Ne-am oprit atentia asupra RA si am efectuat determinarea IHC a acestora pentru intreg lotul de
pacienti.

Conform literaturii de specialitate, RA sunt supraexprimati la nivelul celulelor de cancer
mamar, fiind prezenti in pana la 80% dintre tumorile mamare [218, 219, 243, 244], procentul fiind
diferit pentru subtipurile moleculare. Pentru tumorile triplu negative, acest procent variaza intre
12 si 55% [159, 194, 356], fiind adeasea evindetiati in tumorile de mici dimensiuni sau fara
metastaze [357]. Rolul RA in cancerul mamar nu este pe deplin elucidat, asadar nici implicatiile
acestora pentru prognosticul pacientelor.

Din punct de vedere epidemiologic, NMTN reprezinta aproximativ 15% din totalul tumorilor
mamare si este mai frecvent diagnosticat inaintea varstei de 40 ani, riscul atribuibil acestei
categorii fiind de doud ori mai mare fatd de cel al femeilor peste 50 ani [4]. Printre factorii de risc
asociati acestei patologii se numara prezenta mutatiei BRCA [143], aceasta fiind responabila de
pana la 20% de tumorile incadrate n acest subtip. Suspiciunea de diagnostic poate fi ridicata inca
de la examenul clinic, cand pacienta se prezinta la medic pentru o formatiune mamara cu crestere
acceleratd, in timp ce la anamneza pacienta poate prezenta antecedente heredocolaterale de cancer
mamar, ovarian, colon, pancreas sau prostata apararut la varste tinere si la mai multe rude. Pentru
abordarea terapeutica a NMTN este necesar un management specializat, efectuat in cadrul unei
comisii de oncologie multidisciplinara.

Ipoteza de lucru a derivat din considerentul cunoscut ca NMTN reprezintd un subtip aparte
de neoplasm mamar, este frecvent diagnosticat la varste tinere, iar evolutia este agresiva,

carcaterizata prin recidiva locald si/sau aparitia metastazelor. Astfel, spre deosebire de celelalte
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subtipuri, tumorile triplu negative tind sa recada in primii trei ani de la diagnostic. Localizarea
metastazelor prezintd particularitdti, astfel resutele in cazul pacientelor cu NMTN apar mai
frecvent local sau la nivelul organelor viscerale, rar fiind diagnosticate metastaze osoase [179]. In
acest context pare fireasca Incercarea de a gasi noi markeri care sd ajute la aprecierea evolutei
acestor paciente cu scopul de a ghida resursele terapeutice si, ulterior, descoprirea unei tinte
teraputice prin intermediul caii de semnalizare a RA.

Aceastd cercetare doctorald vizeazd studierea urmatoarelor aspecte, rdspunzand la
urmatoarele intrebari si respectand obiectivele specifice:

1. care sunt caracteristicile epidemiologice si clinice ale pacientelor diagnosticate cu
NMTN?

2. exista particularitati legate de stadiul la diagnostic pentru pacientele cu NMTN?

3. ce corelatii se pot identifica intre prezenta RA pe intreg lotul de paciente si particular
pentru cele cu NMTN?

4. Ce corelatii privind supravietuirea generala si fara semne de boala se pot identifica intre
parametrii clinici, paraclinci si terapeutici pentru lotul cu NMTN?

5. Existd parametrii specifici care influenteaza supravietuirea pacientelor cu NMTN fata de
lotul pacientelor non- NMTN si lotul intreg?

6.2 Material si metoda specifice

6.2.1 Elaborarea diagnosticului imunohistochimic

Pentru realizarea obiectivelor de cercetare stabilite, am efectuat un studiu clinic analitic
observational, caz-control, retrospectiv, care si-a propus sa raspunda la obiectivele specifice pentru
lotul de paciente cu neoplasm mamar incipient sau avansat local, internate in perioada ianuarie
2014-decembrie 2019 la SUU Elias Bucuresti.

Conform criteriilor de includere si de diagnostic, dupa obtinerea consimtdmantului informat
am inrolat in studiu 143 paciente. Am efectuat analiza parametrilor inclusi in studiu pe lotul general
(n= 143), dar si prin impartirea acestuia in patru loturi creeate in functie de caractersticile
moleculare:

e Lotul I: paciente cu neoplasm triplu negativ (n= 39)
e Lotul II: receptori hormonali negativi (ER, PR), HER2/neu pozitiv (n= 22)
e Lotul III: receptori hormonali pozitivi (ER, PR), HER2/neu negativ (n= 68)

e Lotul IV: receptori hormonali pozitivi (ER, PR), HER2/neu pozitiv (n= 14)
14



Datele de macroscopie si microscopie au fost preluate din buletinele histopatologice deja
elaborate de laboratoare acreditate. Analizele IHC, de asemenea, au fost lucrate in laboratoare
acrediate, fiind ceruta suplimentar, pentru fiecare caz, analiza RA. Pentru cazurile investigate din
perspectiva subtipurilor moleculare, am cerut testarea receptorilor hormonali ER, PR, cuantificarea
indicelui de proliferare Ki67 si verificarea expresiei oncoproteinei HER2/neu, iar in caz de
incertitudine s-au aplicat tehnici de hibridizare in situ (pentru rezultatele cuantificate 1+/2+).

Toate preparatele histopatologice analizate au fost prelucrate conform unui protocol
international si in conformitate cu recomandarile in vigoare ale Ministerului Sanatatii. Astfel, toate
preparatele histopatologice analizate, biopsii, piese de rezectie mamara sau de mastectomie, au
parcurs aceleasi etape, respectiv fixare in formaldehida tamponata si colorare standard/uzual in
hematoxilind-eozina, la care ulterior au fost aplicate tehnici de diagnostic prin IHC sau hibridizare
in situ.

Tehnica de IHC se bazeaza pe folosirea anticorpilor pentru a localiza o enzima, un receptor
celular sau un constituent tisular la situsurile de exprimare ale antigenului in sectiunile de tesut. Se
adaugd apoi un cromogen adecvat, cu proprietatea de a dezvolta o culoare pentru evidentierea
complexului anticorp-antigen. Situsul legdrii cu anticorpul poate fi identificat fie prin legarea
directd a antigenului de un anticorp marcat (de regula fluorescent) fie printr-o metoda indirecta de
legare, cu anticorpi secundari. Reactia este vizibila numai cand anticorpii sunt etichetati cu un
marker care fie absoarbe, fie emite lumind producand astfel contrast sau culoare. Vizualizarea
epitopilor se realizeaza prin aplicarea unui substrat cromogen (uzual diaminobenzidind-DAB).

Analizele IHC pentru subiectii din studiu s-au realizat din blocurile de parafina ce contin
zone tumorale reprezentative. S-au efectuat sectiuni de parafind de aproximativ 4-6 microni,
deparafinate in bai de xilen si bai de alcool si aplicate pe lame special tratate cu o mare adezivitate.
Pentru a realiza colorarea anticorpilor, parafina trebuie indepartatd din probd si proba trebuie
rehidratata.

Protocolul pentru tehnica de IHC a inclus urmatorul algoritm:

e deparafinarea sectiunilor s-a realizat prin plasarea acestora in termostat la temperatura
de 57C timp de 60 minute. Sectiunile au fost apoi transferate in bai de alcool, cate doua
succesive pentru fiecare preparat, a cite 3 minute fiecare, cu scopul de a dizolva
parafina. Lamele au fost lasate cate 10 minute 1n aceasta solutie, la temperatura camerei
si apoi rehidratate prin treceri in bai succesive de agent de deparafinare (benzen, toluen,
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xilen sau alte substante asemanatoare), cu concentratii descrescande (100%, 96%, 80%,
70%,) si ulterior bai succesive de apa distilatd sau apd curenta. Sectiunile trebuie
pastrate in apa pana in momentul Inceperii procesului de recuperare a antigenului.
Incepand din acest punct este interzis ca sectiuniile si se usuce deoarece legarea
anticorpilor va fi nespecifica. Numarul bailor si timpul de expunere variaza in functie
de desfasurarea manuald sau automata a procesului, cu un timp minim de 25 de minute.
pentru urmatoarea etapd s-a efectuat recuperarea antigenelor (demascarea) din
sectiunile tisulare prin plasarea lamelor cu sectiuni Intr-un vas cu contine solutia pentru
recuperarea antigenului (Epitope Retrieval Solution, Dako), la temperatura de 93°C,
timp de 5 minute si rdcirea acestora la temperatura camerei. Metoda are ca scop
expunerea siturilor antigenice pentru a permite anticorpilor sa se lege.

Urmeaza incubarea in cuptorul cu microunde la 95-97C timp de 30 min. Lamele au fost
apoi transferate intr-un alt vas si spalate din abundenta cu apa de la robinet si apoi cu
apa distilatd. Etapa urmatoare a constat in blocarea peroxidazei endogene cu apa
oxigenatd 3% timp de 5 min, cu scopul de a interfera cu detectia semnalului. Fara
spalare, doar prin Indepartarea solutiei de blocare, s-a efectuat incubarea cu anticorpii
monoclonali (anticorpi pentru RE, RP, HER2/neu, Ki 67, RA), Tabel 6.1. Pentru
cazurile cu aspecte histologice incerte, au fost folositi si alti anticporpi cu scopul de a

stabili diagnosticul de certitudine.
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Tabel 6.1. Anticorpii folositi pentru analiza probelor studiate

Anticorpul | Provenienta | Clona | Izotipul | Sediul Producatorul

utilizat reactiei

RE Monoclonal, | SP1 IgG nuclear Biocare
iepure

RP Monoclonal, | SP2 IgG nuclear Biocare
iepure

HER2/meu | Monoclonal, | EP3 IgG Membranar, | Biocare
iepure citoplasmatic

Ki67 Monoclonal, | SP6 IgG nuclear Biocare
iepure

RA Monoclonal, | R441 IgG nuclear Biocare
soarece

Detectia RA in probele analizate

RA este localizat membranar, dar cu detectie si pozitivitate nucleara. Colorarea nucleard a
fost evaluata IHC utilizdnd anticorp monoclonal de soarece (clona, AR441, izotipul IgG,
producdtor Biocare). Cuantificarea RA am efectuat-o prin calculul scorului semicantitativ al
fractiilor (0, 1-10, 11-50, 51-75 si 76-100%) de nuclee colorate pozitiv, indiferent de intensitatea
colorarii nucleare. Tumorile cu colorare nucleara de 1% sau mai mult au fost acceptate ca RA-
pozitive, fiind cuantificat gradul de pozitivitate.
Detectia HER2/neu

HER2/neu este un anticorp monoclonal ce exprima gena ERBB2 (HER?2), fiind extrem de
util pentru clasificarea moleculara a tumorilor mamare maligne, aprecierea prognosticului si
administrarea tratamentului. Pozitivitatea acestui marker se raporteaza in scoruri de la 0 la 3+,
fiind uzual ca pentru scoruri de 1+ si 2+ testarea sa fie completata prin tehnici de citogenetica de
hibridizare in situ. Metoda are ca principiu identificarea unei secvente specifice de ADN de la
nivel cromozomial. Se folosesc 2 cromogeni, unul pentru marcarea cromozomului 17 centromeric
(CEP 17) si altul pentru marcarea genei HER2 care se gaseste la acest nivel. Conform
recomandarilor ASCO/CAP pentru testarea HER2, reactia este interpretata drept pozitiva pentru

amplificare la un raport HER2: CEP17 >2.
17



6.2.2. Analiza statistica a datelor

Pentru redarea rezultatelor am folosit fie diagrame, fie tabele, incercand o exemplificare cat
mai fideld a datelor obtinute. Pentru a corela semnificatia statistica a parametrilor folositi in acest
studiu, am folosit statistica interferentiala. Aceasta reprezinta metoda de comparatie a doua sau
mai multe populatii prin intermediul unor variabile observate ale lor. Pentru lotul studiat, datele
sunt prezentate sub forma medie + deviatie standard (D.S.) pentru variabilele continue si sub forma
frecventa absolutd (frecventa relativa—procente) pentru variabilele de categorie.

Pentru a determina predictorii independenti pentru progresie am folosit regresia Cox
multipla pentru variabilele cu semnificatie statistica la analiza simpla, algoritmul folosit a fost cel
al selectiei retrograde cu scopul de a evidentia factorii de predictie negativi pentru lotul de paciente
cu NMTN.

6.3 Rezultate
6.3.1  Analiza imunohistochimica a lotului studiat
Lotul pacientelor cu neoplasm mamar a fost constituit din totalitatea pacientelor
identificate conform crietriilor de includere si excludere, tratatate in cadrul SUU Elias in perioada
ianuarie 2014- decembrie 2019.

In mod uzual analiza THC interpreteazi 4 markeri importanti pentru prognostic si tratament
precum si incadrarea tumorii 1n 4 tipuri moleculare ce testeaza prezenta receptorilor hormonali de
estrogen si progesteron, indexul de proliferare cuantificat prin Ki67 si prezenta sau absenta
HER2/neu (care in circumstante particulare a fost testatd prin metode aditionale de biologie
moleculara de tipul FISH, SISH sau CICH)

Am studiat lotul de paciente in principal din perspectiva receptorilor hormonali si al
oncoproteinei HER2/neu, segregandu-le si obtinand corelatii intre profilul IHC si impactul pe

supravietuirea generala si fara semne de boala. Am impartit pacientele in 4 grupuri, ,Tabel 6.2.:

Tabel 6.2 Grupurile si caracteristicile moleculare pentru lotul analizat

Grupul Caractersticile moleculare Numarul de cazuri | Procent
I NMTN 39 27%
II ER", PR", Her 2° 22 15%
11T ER", PR", Her 2 68 48%
v ER+, PR+, Her 2+ 14 10%
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Pentru a analiza impactul pe care subtipul molecular il are asupra evolutiei pacientei, am
analizat OS si PFS pentru intreg lotul de paciente. In cohorta analizati, cea mai scurti
supravietuire, deci prognosticul cel mai prost, a fost intalnit in cadrul lotului cu NMTN. Atat
RMST (32.30 luni) cat si procentul de evenimente (20.51%) influenteazd semnificativ,
devaforabil, prognosticul acestor paciente, la testul log-rank: y2= 9.20, grade de libertate= 3, p=
0.0270, Tabel 6.3.

Tabel 6.3. Date de supravituire in functie de IHC pentru OS

Strata Procent evenimente (%) RMST PFS Supravietuire Mediana
[IC95%]|
Triplu Negativ 20.51 32.30 N/A
R (-) & HER (+) 9.09 35.20 N/A
R (+) & HER () 7.35 32.40 N/A
R (+) & HER (1) 0.00 36.00 N/A

Notam evolutia favorabild, fara evenimente, a grupului IV, receptori hormonali pozitiv (ER,

PR), HER2/neu pozitiv, Figura 6.4

Curbe Kaplan-Meier OS Tip IHC

Tip IHC == | == 1 L\

1.00+ =
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p=0.0027
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Timp (Luni)
Number at risk
8] | 39 37 32 25 0
T |4 22 22 22 21 0
o 68 68 66 63 0
F 14 14 14 14 0
0 10 20 30 40
Timp (Luni)

Figura 6.4. Curba de supravietuire pentru OS tip IHC

Sursa: contributie proprie.
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Pentru a evalua impactul pe care tipul IHC il aduce perioadei de supravituire fard semne de
boala, ca si in cazul OS, am impartit pacientele in patru categorii, Figura 6.5. In lotul analizat, nu
au fost evidentiate diferente cu semnificatie statisticd, la testul log-rank: ¥2= 5.80, grade de
libertate= 3, p=0.1200.

Curbe Kaplan-Meier PFS Tip IHC

TipIHC == 1| == 1 ==V
1.001 : — T 1
L - | |
ch?0,75- | ;
o
o
2 0.50
0
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O
o
= 0.251
p=0.12
0.001
0 10 20 30 40
Timp (Luni)
Number at risk

o 1 39 37 28 21 0
T 4 22 19 16 15 0
o 68 64 60 53 0
=N 14 : 13 13 0

0 10 20 30 40

Timp (Luni)

Figura 6.5. Curba de supravietuire pentru PFS in functie de IHC.
Sursa: contributie proprie.

Decesul a fost raportat la 35.89% dintre pacientele cu NMTN, iar perioada RMST PFS a fost
de 29.40 luni pentru aceste paciente, compartiv cu perioada minima observata de 14.28 luni in

grupul pacientelor cu receptori hormonali, HER2/neu poztiv, Tabel 6.4.

Tabel 6.4. Date de supravietuire in functie de IHC pentru PFS.

Strata Procent Evenimente RMST PFS Supravietuire Mediana
(%) [IC95%]
Triplu Negativ 35.89 29.40 N/A [34.00 la N/A]
R (-) & HER (+) 22.72 32.50 N/A
R (+) & HER () 20.58 32.50 N/A
R (+) & HER () 14.28 33.40 N/A
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6.3.2. Nivelul de expresare al receptorilor androgenici (%)

Cercetarea s-a axat pe impactul prognostic pe care expresia RA 1l au pentru pacientele
incluse in studiu, in functie de OS si PFS. Am analizat nivelul de expresare al RA si cum pot
acestia influenta supravietuirea generala a pacientelor cu neoplasm mamar. In esantionul analizat,

nivelul de expresare al receptorilor androgenici nu este factor de hazard, p > 0.05, Tabel 6.6.

Tabel 6.6 Impactul gradului de expresare al receptorilor androgenici pentru OS

RA: receptorii androgenici

Strata  Coeficient Valoare p HR [IC95%]
RA -0.002 0.7360 0.99[0.98 1a 1.01]

In cadrul lotului, nivelul de expresare al RA nu este factor de hazard pentru PFS, p < 0.05,

Tabel 6.7.

Tabel 6.7 Impactul gradului de expresare al receptorilor androgenici pentru PFS

Predictor Coeficient Valoare p HR [IC95%]
RA 0.004 0.3830 1.01[0.99 1a 1.02]

Ulterior, pentru a analiza corelatia dintre prezenta sau absenta RA, am comparat grupul
pacientelor cu receptori pozitivi vs. negativi, separat pentru cele doud end-pointuri ale studiului.
1. Impactul RA pe OS
Figura 6.7 ilustreaza supravietuirea generala a pacientelor cu RA pozitivi comparativ cu cele

fara receptori. Observam ca valoare p=0.027, cu semnificatie statistica.
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Curbe Kaplan-Meier OS Receptori Androgenici
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Figura 6.7 Analiza OS paciente cu receptori androgenici pozitivi vs receptori androgenici negativi
Sursa: contributie proprie
In cadrul lotului de pacienti, evenimentul, respectiv decesul, a fost prezent dupa 35.50 luni

in grupul pacientelor cu RA pozitivi, respectiv dupa 33.40 luni in grupul pacientelor RA negativi,

respectiv, Tabel 6.8.

Tabel 6.8. Date de supravietuire AR, OS

Procent
Strata evenimente RMST OS Supravietuire mediana [IC95%]
(%)
RA + 6.09 35.50 N/A
RA - 16.39 33.40 N/A

2. Impactul RA pe PFS
Prin comparatia PFS-ului pentru pacientele cu receptori pozitivi vs. negativi, am observat ca

prezenta acestora are un impact favorabil prin cresterea timpului liber de boala, Figura 6.8.
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Curbe Kaplan-Meier PFS Receptori Androgenici
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Figura 6.8. Analiza PFS paciente cu receptori androgenici pozitivi vs receptori androgenici negativi
Sursa: contributie proprie
Conform datelor prezentate in Tabel 6.9., RMST PFS pentru grupul RA pozitivi fost de 32.60

luni, iar pentru grupul RA negativi a fost de 30.50 luni. Astfel, am observat ca detectia metastazelor

s-a realizat mai devreme pentru pacientele fara supraexpresie RA.

Tabel 6.9. Date de supravietuire AR, PFS

Strata Procent RMST PFS Supravietuire
Evenimente (%) Mediana [IC95%)]

RA + 19.51 32.60 N/A

RA - 31.14 30.50 N/A

6.3.3  Analiza descriptiva si interferentiala pe subloturi

Am folosit analiza descriptiva si inferentiald pe lotul pacientelor cu NMTN, pacientelor non-
NMTN si pe lotul global pentru a aprecia factorii de prognostic specifici lotului triplu negativ.
Datele sunt prezentate sub forma medie + deviatie standard pentru variabilele continue si sub forma
de frecventd absoluta (frecventa relativa= procente) pentru variabilele de categorie, Tabel 6.10.

Tabel 6.10. Caracteristicile lotului studiat

Variabila Global NMTN (-) Non-NMTN (-)  Valoarea p
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Varsta — Medie = D. S
Mediu Rural

Urban
Studii Gimnaziale
Liceale
Superioare
AHC Nu
Da

APNO Nu
Da

APO Nu
Da
Menopauza Nu
Da

Paritate — Medie + D.S
Biopsie Preop. Nu
Da
Stadiul T TI1
T2
T3
T4
Stadiul N NO
N1
N2
N3
Ductal
Lobular
Alte Tipuri
Grad Diferentiere G1
G2
G3
R. Androgen—Mediex D. S
Ki67 — Medie = D. S
CA 15-3 — Medie £ D. S
Chirurgie Sector
Mastectomie
RT Terapie Nu
Da
CHT NeoAdjv Nu
Da

Tip HP

52.45 + 12.45
24/143 (16.78)
119/143 (83.22)
9/143 (6.29)
55/143 (38.46)
79/143 (55.24)
108/143 (75.52)
35/143 (24.48)
103/143 (61.17)
40/143 (38.83)
128/143 (89.52)
15/143 (10.48)
46/143 (32.17)
97/143 (67.83)
0.80 + 0.58
72/143 (50.34)
71/143 (49.66)
37/142 (26.05)
53/142 (37.32)
16/142 (11.26)
36/142 (25.35)
46/104 (44.23)
60/104 (57.69)
26/104 (25.00)
7/104 (6.73)
103/143 (72.02)
12/143 (8.39)
28/143 (19.58)
8/142 (5.63)
69/142 (48.59)
65/142 (45.77)
30.66 + 30.20
34.68 +22.77
22.20 + 15.68
86/138 (62.31)
52/138 (38.69)
50/143 (34.96)
93/143 (65.04)
71/139 (51.07)
68/139 (48.93)

50.51 + 12.76
6/35 (17.14)
29/35 (82.86)
5/35 (14.28)
10/35 (28.57)
20/35 (14.81)
29/35 (82.86)
6/35 (17.14)
26/35 (74.28)
9/35 (25.72)
30/35 (84.72)
5/35 (14.28)
12/35 (34.28)
23/35 (65.72)
0.94 + 0.87
16/35 (45.71)
19/35 (54.29)
6/35 (17.14)
16/35 (45.71)
4/35 (11.42)
9/35 (25.71)
14/34 (41.17)
14/34 (41.17)
5/34 (14.70)
1/34 (2.94)
25/35 (71.42)
0/35 (0.00)
10/35 (28.58)
2/35 (5.71)
4/35 (11.42)
29/35 (82.85)
33.86 + 30.49
55.59 +22.83
20.48 + 13.20
19/33 (57.57)
14/33 (42.43)
12/35 (34.28)
23/35 (65.72)
17/35 (48.57)
18/35 (51.43)

53.07 + 12.34
18/108 (16.66)
90/108 (83.34)
4/108 (3.70)
45/108 (41.66)
59/108 (54.62)
79/108 (73.15)
29/108 (26.85)
77/108 (71.30)
31/108 (28.70)
98/108 (90.75)
10/108 (9.25)
34/108 (31.48)
74/108 (68.52)
0.76 + 0.45
56/108 (51.85)
52/108 (48.15)
31/107 (28.97)
37/107 (34.57)
12/107 (11.21)
27/107 (25.32)
32/105 (30.47)
46/105 (43.80)
21/105 (20.00)
6/105 (5.71)
78/108 (72.22)
12/108 (11.11)
18/108 (16.66)
6/107 (5.60)
65/107 (60.74)
36/107 (33.64)
29.63 + 30.30
27.97 + 17.92
22.71 £ 16.35
67/105 (63.80)
38/105 (36.20)
38/108 (35.18)
70/108 (64.82)
54/104 (51.92)
50/104 (48.08)

NS!
NS?

NS?

NS?
NS?
NS?
NS?

NS!
NS?

NS?

NS?

0.01423

<0.00013

NS!
<0.00011
NS!
NS?

NS?

NS?

' Welch T Test bidirectional pentru doui esantioane independente

2 %2 Test bidirectional pentru doui proportii independente

3 G Test de independenti bidirectional

Varsta medie a fost de 52 ani pentru intreg lotul de paciente, respectiv 50.51 ani pentru

pacientele cu neoplasm triplu negativ si 53 ani pentru celelalte paciente.



Aspectele personale ale pacientelor (mediul de proveninetd, studiile, AHC, APO, APNO) nu
au influentat evolutia pacientelor cu NMTN fata de celelalte tipuri. De asemnea, nici menopauza
sau paritatea nu prezintd un impact asupra ratei de hazard comparativ pentru cele doud grupuri.

Din punctul de vedere al aspectelor histologice, remarcam lipsa carcinomului de tip lobular
in grupul pacientelor cu NMTN. Pacientele cu neoplasm mamar ductal si triplu negativ au avut o
evolutie mai severa fatd de cele non-NMTN, p=0.0142.

Obervam ca pacientele cu NMTN au prezentat mai frecvent tumori nediferentiate, deci G3.
Acest aspect a fost intalnit la 82% dintre paciente, compartiv cu 33% dintre pacientele lotului non-
TNBC. Valoarea p< 0.0001 este semnificativa statistic si se suprapune peste datele din literatura
care sustin acest parametru ca fiind des intalnit in cadrul acestor paciente, fiind marker de
agresivitate.

Receptorii androgenici au fost distribuiti aproximativ la fel in cele doua loturi, prezenta sau
absenta acestora nu a influentat supravietuirea, compativ pe loturi.

Evolutia nefavorabila a pacientelor cu NMTN este subliniatd si de indicele de proliferare
Ki67, un alt marker de agresivitate. Nivelul de expresare a fost mai crescut la aceste paciente,

Figura 6.9..

Comparatie Nivel Expresare Ki67

Non-Triplu(-)

Tip Neoplasm

Triplu(-)

Nivel Ki67 (%)

Figura 6.9. Nivel expresare Ki 67
Sursa: contributie proprie

Recidivele locale au aparut la 7.04% dintre subiecti, in vreme ce metastazele au aparut la

19.58% dintre pacientele din studiu. Determinarile secundare au avut urmadtoarea distributie:
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12.58% osoase, 9.79% ganglionare (altele decat statiile axilare I, II, III, supraclaviculare,
infraclaviculare sau mamare interne), 4.89% hepatice, 4.19% cerebrale, 3.49% pulmonare si
2.79% alte localizari (cutanate, pleurale, musculare, pericardice).
Pentru pacientele cu NMTN, localizarea metastazelor a avut urmatoarea distributie: 47%
cerebrale, 15% pulmonare, 13% hepatice, 10% osose, 4% ganglionare si 11% alte localizari.
9. Contributie personala si concluzii

Cancerul de san reprezinta cel mai frecvent tip de cancer la femei, fiind principala cauza de
mortalitate prin cancer pentru populatia de sex feminin. Aceastd neoplazie poate afecta toate
grupele de varsta, cu preponderentd in timpul decadei cinci-sase de viata, o varsta la care femeile
sunt foarte active din punct de vedere economic si socio-familial. Desi de-a lungul ultimilor ani
supravituirea pacientelor cu neoplasm mamar a fost imbunatdtitd prin individualizarea
tratamentului, este necesard implicarea societatii pentru ca aceste femei sa ramana integrate socio-
economic si familial pentru o perioada cat mai lunga de timp.

Am pornit acest studiul de la observatia cd pacientele cu tumori triplu negativ prezinta
evolutie nefavorabila grevata frecvent de prezenta metastazelor si deces precoce. Ne-am gandit
apoi sa determine daca existd markeri tumorali care sa ne ajute sa apreciem prognosticul acestor
paciente si sa ne orienteze decizia terapeutica privind intensitatea tratamentului citostatic. Ne-am
oprit atentia asupra RA si am efectuat determinarea IHC a acestora pentru Intreg lotul de pacienti.
Ulterior am inclus parametrii personali, tumorali si terapeutici pentru a observa care dintre acestia
poate infulenta prognosticul pacientelor cuantificat prin supravietuirea generald sau timpul fara
semne de boala.

Prin investigarea similara a 143 de paciente diagnosticate cu neoplasm mamar, acest studiu
permite evaluarea obiectiva a markerilor implicati in prognostic. Am observat evolutia pacientelor
prin cuantificarea supravietuirii generale si a timpului liber de boald pentru niveluri diferite ale
parametrilor analizati utilizand test log-rank cu nivel de sensibilitate statisticd de 5% si RMST
pentru a evalua timpul scurs intre evenimente (deces/ aparitia determinarilor secundare).

Rezultatele obtinute sunt in mare parte congruente cu cele din literatura universala de
specialitate, insa particularitatile acestei teze constau in paradigma pluriperspectivista a cancerului
mamar analizat intr-un spital clinic universitar pe o perioada de 6 ani pe un lot de studiu in care
corelatiile personale, sociale, histopatologice, clinice si terapeutice au particularititile generate de

aspecte atat demografice, cat si ale managementului medical local/national.
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Prin acest studiu de tip retrospectiv am analizat factorii de prognostic ce pot fi implicati in
supravituirea pacientelor cu neoplasm mamar si prezinta avantajul unor rezultate IHC sustenabile
prin utilizare de probe de tesut tumoral recoltate prin biopsie cu ac fin sau prin mastectomie, fixate
imediat dupa recoltare, lucrate si interpretate n laboratoare acreditate. Acest studiu ofera rezultate
viabile prin aceeasi abordare de diganostic si terapeutica. Un alt aspect important este ca toate
probele au fost recoltate si prelucrate inaintea oricarui tratament oncologic.

Existd si limitari ale studiului, una dintre cele mai importante fiind faptul ca este un trial
unicentric si acest lucru poate fi considerat bias de inrolare al bolnavilor, in conformitate cu profilul
clinicii noastre. O alta limitare o reprezintd perioada de urmarire care a fost de 36 luni, fiind
considerata relativ scurtd pentru neoplasmul mamar avand in vedere cd progresia poate aparea
dupd mai multi ani de la diagnostic si cd recomandarile NCCN actuale spun cad tratamentul
hormonal sd fie administrat timp de 10 ani. Cu toate cd datele au fost colectate pe o durata de 6
ani, doar 143 paciente au putut fi inrolate in studiu astfel Incét sa acopere criterile de includere si
absenta celor de excludere. Fiecare caz a fost discutat in cadrul Comisiei de Oncologie, fiind
abordat multidisciplinar, sub indrumarea protocoalelor internationale. Datele obtinute in urma
analizarii informatiilor culese de la bolnavii inrolati in studiul nostru vor trebui dezvoltate si
validate in lucrari de specialitate ulterioare.

Concluzii

1. Nu am evidentiat trasuturi particulare epidemiologice si clinice pentru pacientele cu
NMTN. Media de varsta a fost de 50.51 ani, aproximativ la fel cu cea a celorlati subiectii
inclusi in studiu. De asemnea bolnavele cu NMTN au fost diagnosticate prepoderent in
stadiile T2 si T4, respectiv N1, N2.

2. Prezenta subtipului tumoral triplu negativ este asociatd cu un impact negativ asupra OS
(32.30 vs 36 luni, p= 0.02) compartiv cu grupul in care receptorii hormonali si HER2/neu
au fost pozitivi. Predictori independenti de progresie au fost gradul de diferentiere si
valoarea Ki67. Remarcam absenta histiotipului lobular pentru acest subgrup.

3. Receptorii androgenici reprezintd punctul cheie al acestui studiu, conform rezultatelor
statistice calculate. Am observat cd prezenta acestora prezintd un impact favorabil pe

supravietuirea generala si fara semne de boald pentru lotul intreg de paciente.
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Mediul de provenienta al pacientelor nu a fost corelat statistic cu o evolutie nefavorabila,
insa un procent ridicat de paciente a provenit din mediul urban. Nivelul ridicat de educatie
prezintd un impact favorabil pe OS, dar nu si pe PFS.

Desi perioada de activitate endocrind a gonadelor reprezintd un factor de risc " per se" in
dezvoltarea patologiei neoplazice mamare, nici instalarea menopauzei si nici paritatea nu
s-au dovedit a constitui un factor de prognostic pentru evolutia pacientelor.

O valoare crescuta a CA 15-3 la diagostic poate orienta clinicianul asupra gradului de
impregnare neoplazici. In studiul prezent am observat ci o crestere cu 1 unitate a valorii
CA 15-3 este asociata cu o crestere cu 2% a hazardului de progresie a bolii.

OS s1 PFS pot fi influentate de niveluri crescute ale antigenului Ki67 si de gradul scazut de
diferentiere. Studiul nostru a evidentiat cd o crestere a expresiei Ki67 cu 1% este asociata
cu cresterea cu 2% a probabilitatii de hazard. Asadar, Ki67 reprezinta un marker util pentru
aprecierea agresivitdtii tumorale si, concecutiv, pentru practica clinica.

Predictori independenti pentru hazardul de deces, au fost nivelul de studii gimnazial, cu o
crestere a HR de 10.2 ori, si tipul IHC triplu negativ, cu o crestere a HR de 6 ori,
independent de nivelul de studii.

Predictorii independenti pentru progresia bolii au fost proportionali cu statia ganglionara
suspectd de impregnare maligna (N2,N3), valoarea crescutd a Ki67, gradul de diferentiere
si nivelul CA 15-3 la diagnostic.
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