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INTRODUCERE

Una dintre principalele directii urmarite la ora actuala, atat in Romania cét si in intreaga lume,
este Incercarea de individualizare a tratamentului cu scopul cresterii raspunsului pozitiv la terapie. Prin
identificarea pacientilor la care terapia va avea rezultatele scontate, se doreste evitarea unui tratament
inadecvat sau de supratratament si astfel indepértarea efectelor citotoxice ale medicamentelor.

Cancerul mamar reprezintd piatra de temelie in terapia oncologicd personalizatd. Statusul
receptorilor hormonali estrogenici si progesteronici si statusul genei HER2 sunt studiate de foarte multi
ani deoarece sunt factori de selectie a pacientilor in vederea efectudrii terapiei de substitutie hormonala
sau a terapiei anti-HER2 (Senkus si colab., 2014). O cale importantd in particularizarea tratamentului este
utilizarea metodologiilor de inaltd performantd de analizi genomicd (precum secventierea de noua
generatie — Next Generation Sequencing/NSG), care pot conduce la o noud caracterizare a formelor
tumorale si la extinderea atit a numarului de pacienti care vor putea beneficia de anumite forme de
terapie, cat si cresterea raspunsului la tratament.

Cancerul mamar reprezintd forma de cancer care afecteazd cu cea mai ridicatd frecventa,
femeile din intreaga lume aceastd forma de neoplazie aflandu-se pe primul loc ca incidenta si pe locul al
2-lea in ceea ce priveste cauza de deces. in Romania, incidenta cancerului de san a luat amploare in ultimii
ani, numarul de cazuri dublandu-se in ultimele doua decenii, fiind estimate aproximativ 51 de noi cazuri la
100000 de femei cu o rata a mortalitatii de 19%, aproximativ 24 de decese la 100000 de femei.

Un aspect mai pufin favorabil este faptul ca peste 50% din tumori sunt diagnosticate tardiv
avand astfel un rdspuns mai scazut la terapia curativa. Printre factorii implicati in geneza tumorald
mamara se numara: sexul, varsta, istoricul familial de boald, factorii genetici, 0 menstruatie precoce sau
menopauza tardiva, nuliparitatea sau varsta la care apare o sarcind, alaptatul, obezitatea, stresul crescut,
dieta cu alimente contaminate cu substante xenobiotice etc.

In ceea ce priveste factorul ereditar, susceptibilitatea familiald este responsabila de circa 25%
din totalul cazurilor de cancer mamar. Genele cu cea mai mare influentd in aparitia si dezvoltarea
tumorilor de san sunt BRCA1 si BRCA2 iar mutatiile la nivelul lor sunt responsabile de 20% din
cancerele familiale mamare. Genele TP53, PTEN si STK11 sunt si ele asociate unui risc crescut de a
dezvolta cancer de san, mutatii ale acestora fiind identificate in sindroame neoplazice rare din care putem
amintii Li-Fraumeni, Cowden si Peutz-Jegers. De asemenea mutatile genei RAD51C au fost asociate unui
risc crescut atat pentru cancer mamar cit si pentru cacer ovarian (Balmana si colab., 2014).

Desi in clinicd cea mai mare parte a schemelor de tratament sunt realizate in urma
determinarilor de imunohistochimie, totusi datoritd multitudinii de evenimente celulare si moleculare este
necesara studierea aprofundata a paternelor mutationale ale genelor ce prezintd risc crescut in aparifia si
dezvoltarea cancerului mamar.

In ultimii ani, datorita avansarii metodelor de determinare care au devenit usor accesibile si cu
timpi de investigare mai scurfi si a datelor stiintifice aflate intr-o continud Tmbunatatire, medicina
personalizatd a devenit astfel o {inta terapeutica reald care se bazeaza atat pe investigatii la nivel molecular
ct si pe cunoasterea aprofundata a aspectelor morfostructurale prin analize imunohistochimice. In acelasi
scop, un plus de informatii utile privind alterarile infrastructurale atat ale celulelor tumorale cat si ale
stromei tumorale obtinute prin analize de microscopie electronicd permit clinicianului abordarea unei
scheme de tratament optima pentru fiecare pacient oncologic in parte.
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SCOPUL, OBIECTIVELE SI ORIGINALITATEA TEZEI

Scopul acestei teze de doctorat il reprezintd determinarea statusului mutational al unor gene
implicate in tumorigeneza mamard si identificarea unor particularitdti infrastructurale ale celulelor
tumorale mamare. La ora actuald este binecunoscut faptul ca modificarile la nivel molecular de tipul
mutatiilor sunt implicate n procese biologice cheie care destabilizeazd buna functionare a organismului.
In Romaénia este necesard o studiere aprofundati a spectrului genetic al pacientului oncologic in vederea
stabilirii unei conduite terapeutice de precizie.

Obiectivele acestui studiul au urmarit:

v’ Stabilirea statusului mutational al unor gene implicate in cancerul mamar: oncogena PIK3CA,
supresorul tumoral TP53 si genele supresor tumorale BRCA1 si BRCA2;

v’ Identificarea unor particularitati ultrastructurale la nivel celular in tesuturi tumorale mamare cu
ajutorul microscopiei electronice in transmisie.

Originalitatea lucrarii a constat in: dezvoltarea si optimizarea unor metode de investigare
moderne a modificarilor genetice: analiza punctului de topire (High Resolution Melting Analysis -
HRMA), secventiere Sanger si secventierea de noud generatie (Next Generation Sequencing - NGS);
stabilirea statusului mutational al unor supresori tumorali implicati in cancerul mamar familial precum
BRCA1, BRCA2, respectiv TP53, dar si al oncogenei PIK3CA care prezinta o frecventd mutationald
ridicatd in tumorile mamare; analiza infrastructurii tesuturilor tumorale mamare in vederea detectiei unor
aspecte particulare. Acest studiu poate contribui la 0 mai buna intelegere a mecanismelor moleculare,
orientand spre o conduita terapeutica individualizatad in carcinoamelor mamare, cu marirea ratei de raspuns
la tratament si crescand astfel speranta de viata a bolnavului.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat intitulatd “Investigarea la nivel infrastructural si molecular a unor aspecte
particulare in evolutia cancerului mamar” contine 209 pagini plus 22 de pagini ale articolelor ISI publicate
in tema tezei si este impartitd in doud parti: “Fundamentarea bibliografica” si “Partea experimentald —
cercetdri proprii”. Lucrarea este structuratd in sapte capitole iar la final se regasesc si diseminarile atat a
figurilor si tabelelor din lucrare cat si a lucrérilor stiintifice publicate sau comunicate atat in tara cat si in
strdindtate, atat in tematica tezei de doctorat cat si in afara acesteia.

Fundamentarea bibliografica cuprinde 61 de pagini care reprezintda un procent de 29,5% si
contine scopul, obiectivele si originalitatea lucrérii, glosarul de termeni, generalitati cu privire la anatomia
si structura glandei mamare, date de epidemiologie si etiologie dar si strategii terapeutice in tumorile de
san.

Partea experimentali este extinsd pe 146 de pagini reprezentand 70,5% si este alcatuitd din
capitolele care descriu materialele si metodele utilizate, rezultatele si discutiile pe baza acestora,
concluziile obtinute in urma investigatiilor realizate, bibliografia si lista cu figurile si tabelele dar si cea a
lucrarilor stiintifice.



MATERIALE SI METODE

Materialul biologic analizat In vederea determindrii unor factori de risc genetici implicati in
aparitia si dezvoltarea cancerelor de san si a unor caracteristici infrastructurale, a constat din 22 de
specimene de tesut tumoral mamar si 22 de specimene de tesut aparent normal, recoltate proaspat prin
rezectie chirurgicald de la paciente supuse unui tratament curativ in cadrul Institutului Oncologic ,,Prof.
Dr. Alex. Trestioreanu”, din Bucuresti, in perioada 2012-2015. Toate probele biologice au fost prelevate
cu acordul informat al pacientelor, atat scris, cat si verbal, respectand astfel normele prevazute in ghidurile
de etica internationale in ceea ce priveste cercetarea biomedicala in care sunt implicati subiecti umani.

Pentru determinarea statusului mutational al genei PIK3CA am utilizat drept controale trei linii
celulare si anume: MCF-7 care este linie mutatd pe exonul 9 si sdlbatica pe exonii 1 si 20, SKBR3 linie
celulara utilizata ca si control negativ pentru exonul 9 si T47D control pozitiv pentru exonul 20 si negativ
pentru exonul 1.

Pentru investigatiile de biologie moleculara ADN a fost extras, purificat si cuantificat din tesut
tumoral si aparent normal proaspat de san dar si din liniile celulare luate drept control in studiu confom
specficatiilor protocolului de lucru ale producatorilor kit-urilor utilizate.

Toate metodele utilizate la analiza moleculara au fost optimizate. Statusul mutational al genelor
BRCA1 si BRCA2 a fost determinat prin secventierea de noud generatie (Next Generation Sequencing —
NGS) utilizdnd aparatul Personal Genome Machine (PGM, ThermoFisher Scientific). Analiza mutationala
a oncogenei PIK3CA a fost realizata prin tehnica analizei punctului de topire de inalta rezolutie (High
Resolution Melting Analysis — HRMA) utilizand instrumentul LightCycler480 Real-Time PCR System
(Roche). Ulterior documentarea mutatiilor identificate in gena PIK3CA s-a realizat prin secventiere
directa, metoda Sanger, utilizand aparatul 3500 Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific).

In ceea ce priveste patternul mutational al supresorului tumoral TP53 acesta a fost realizat prin
secventiere directa, metoda Sanger, utilizand aparatul 3500 Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific).

Analiza infrastructurald a celulelor si tesuturilor de carcinom mamar s-a realizat prin metoda de
microscopie electronica cu ajutorul microscopului electronic cu transmisie.

REZULTATE SI DISCUTII

A. ANALIZA MUTATIONALA A GENELOR BRCA1 SI BRCA2
REZULTATE

in aceasti lucrare am utilizat secventierea de noud generatie pentru a investiga regiunile codante si
necodante ale genelor BRCAL si BRCAZ2, la opt paciente care au fost diagnosticate cu cancere mamare
sporadice.
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Fig.1. A-Distributia polimorfismelor in cele doua gene BRCA; B-Distributia exon/intron a SNP BRCA.

In urma secventierii am identificat un numar de 23 variatii polimorfice, respectiv 43,48% in gena
BRCAL si 56,52% in gena BRCA2 (Fig.1,A). In literatura de specialitate, trei dintre aceste SNP-uri
(rs144848, rs1799966 si 1s16942) au fost evaluate ca avand risc minor daca sunt luate independent dar cu
risc crescut de cancer atunci cand activitatea lor este cumulatd. O singura mutatie ¢.10067C>G a fost
detectatd in gena BRCAZ2 la nivelul exonului 27. Raportat la distributia polimorfismelor, 69,56% dintre
acestea au fost detectate in regiunea codanta a celor doua gene, iar 26,08% au afectat regiunea necodanta a
BRCA (Fig.1,B) iar 4,34% s-a situat in regiunea utr-5.

DISCUTII

Tumorile de san ereditare Tnsumeaza un total de 25% din toate cazurile de carcinoame mamare.
Genele BRCAL si BRCA2 prezinta un risc crescut in aparitia si dezvoltarea tumorilor mamare. Mutatiile
BRCA sunt distribuite pe intreaga regiune de codificare dar cu o predominantd a acestora la nivelul
exonului 11 din ambele gene. De obicei mutatiile BRCA sunt reprezentate de modificari ale cadrelor de
citire (mutatii “frameshift”) sau mutatii care apar la locul de splice-ing in urma cérora rezultd proteine
trunchiate (Mihalcea si colab., 2017).

In ceea ce priveste variatiile de tip polimorfic s-a observat o concordanta intre purtitorii de mutatii
BRCA si statusul receptorilor estrogenici asociati tumorilor de san in populatia generald. Prin urmare,
polimorfismele asociate riscului de cancer cu receptori estrogenici negativi (ER-) au tendinta de a fi
asociate cu mutatiile in gena BRCAL, in timp ce tumorile care prezinta receptori estrogenici pozitivi (ER+)
tind sa fie associate purtatorilor de mutatii in BRCA2.

Varianta polimorficd rs144848 (N372H) este singura din gena BRCA2 care conduce la
modificarea aminoacizilor, avand frecventa unei alele mai ridicata de 10%. Exista putine date in literatura
legate de functia acestui plimorfism, Insd se stie cd substitutia unui rest de asparaginad care este un
aminoacid neutru cu un rest al unui aminoacid basic, in acest caz, histidina, afecteaza atat structura cat si
functionalitatea genei BRCAZ2, deoarece aceastd modificare are loc intr-o regiune responsabild de
interactiunea cu histon acetiltransferaza P/CAF chiar Tnainte de Inceperea procesului de transcriptie a altor
gene. In lucrarea de fatd, in urma secventierii genei BRCA2 am identificat la nivelul exonului 9 variatia
polimorfica rs144848 (p.Asn372His, c¢.1114A>C) care este o transversie A—C in pozitia 372 de la nivelul
proteinei. Am detectat acest SNP in 37,5% (3/8) din specimenele tumorale mamare analizate.



S-au facut cercetari pe linii celulare de limficite B, de celule limfoblastoide si celule extrase din
tesut mamar care au concluzionat cd gena BRCAL detine o expresie alelica diferentiata. Aceiasi constatare
a fost observata si In unele cazuri asociata riscului crescut de cancer mamar si cancer ovarian (Chen si
colab., 2008; Maia si colab., 2009; Shen si colab., 2011). Bazele de date disponibile au relevat faptul ca
variatiile polimorfice ale genei BRCA1, printre care si SNP rs16942, au fost asociate cu o expresi ridicata
a proteinei brcal (Dimas si colab., 2009).

Doua dintre variatiile polimorfice ale genei BRCAL si anume rs16942 (K1183) si rs1799966
(S1613G) care au o frecventa a alelei majore >10% sunt intr-un puternic dezechilibru de legare fapt care
conduce la un genotip homozigot cu cel putin patru alele diferite. Identificarea prin secventiere a tuturor
variantelor care au riscuri de cancer mici analizate individual dar care au efect cumulat crescut este
complementara secventierii intregului genom (Johnson si colab., 2007). Am identificat SNP rs1799966
(p-Ser1634Gly, c.4900A>G) in exonul 16 al genei BRCAL care este reprezentat de o tranzite A—G in
pozitia 1634 din proteina. Forma homozigota CC a SNP rs1799966 a fost detectatd intr-o singurd proba
12,5% (1/8) in timp ce forma heterozigota TC a fost identificata in 50% (4/8) din probele investigate.

In urma unor studii de expresie genica realizate pe celule mamare epiteliale murine s-a observat ci
reglarea expresiei proteinei brca2 este strans legatd de expresia proteinei brcal si cad acest proces de
reglare are loc in timpul proliferarii si diferentierii celulare. In ceea ce priveste spectrul mutational al
genelor BRCAL si BRCA2 putem spune ca este unul complex datorita variantelor care afecteaza atat
regiunile exonice cét si regiunile intronice ale acestora. Dintre mutatiile BRCA care sunt considerate a
avea caracter patogen se pot aminti mutatiile de tip ,,frameshift” (insertii/deletii) si mutatiile de tip
,honsense” care afecteazd codonii STOP, mutatii care conduc la schimbarea structurii genomice
(Tommasi si colab., 2012). In studiul de fatdi am identificat o singurd mutatie de tip “nonsense”
c.10067C>G (p.Ser3356Ter) in gena BRCAZ la nivelul exonului 27 si care reprezintd o transversie C—G
in pozitia 3356 a proteinei unde un rest de serind este inlocuit cu un codon STOP.

B. STATUSUL MUTATIONAL AL GENEI PIK3CA
REZULTATE

Sensibilitatea metodei HRM a fost testata prin realizarea unui amestec format din ADN extras din
linii celulare tumorale (T47D si MCF-7) si ADN extras din linii celulare normale, in procente de 50%,
25%, 12%, 6%, 3% si 1%. In exonul 9 am putut detecta 3% celule MCF-7 mutate (Fig.2), in timp ce
pentru exonul 20 limita de detectie a fost de 1% celule T47D mutate dintr-un amestec de ADN salbatic

(Fig.3).
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Fig.2. Profilul curbelor de sensibilitate pentru exonul 9 al genei PIK3CA.
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Fig.3. Profilul curbelor de sensibilitate pentru exonul 20 al genei PIK3CA.

Pattern-ul mutational al genei PIK3CA I|-am realizat prin analizarea profilelor curbelor de
disociere si a picurilor de topire ai exonilor 1, 9 si 20 cu ajutorul metodei HRMA si ulterior documentarea
acestora prin secventiere directd, metoda Sanger.

Rata mutatiilor in lotul de 22 de tumori mamare analizate a fost de 36,4% (8/22) din care 13,64%
(3/22) au fost detectate in exonul 9 din domeniul helical si 22,73% (5/22) in exonul 20 din domeniul
kinazic al genei (Fig.4). Mutatiile identificate au fost: Q546[K,E] si E542[E,K], care au afectat domeniul
helical al PIK3CA si H1047[H,R], care a afectat domeniul kinazic al genei. In exonul 1 nu s-au identificat
mutatii.

B domeniul kinazic

B domeniul helical

Fig.4. Frecventa mutatiilor in gena PIK3CA.

DISCUTII

Calea PI3K reprezinta una din cele mai intens studiate cai de semnalizare datorita implicatiei sale
oncogenice in marea majoritate a neoplaziilor, cancerul mamar fiind considerat a fi puternic influentat de
calea PI3K. Cercetarile au aratat ca exista cel putin un mecanism molecular care este implicat in aceasta
cale de semnalizare, unul dintre cele mai importante fiind mutatiile la nivelul genei PIK3CA. Mutatiile
PIK3CA au fost detectate pentru prima oara in anul 2004 in urma unor investigatii moleculare pe tumori
solide iar de atunci s-au realizat numeroase studii care au pus in evidentd implicatiile terapeutice si de
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prognostic ale mutatiilor acestei oncogene (Mukohara, 2015). Oncogena PIK3CA este a doua cea mai
frecvent mutata in cancerul mamar dupa gena supresoare TP53, mutatiile detectate la nivelul ei avand o
ratd a frecventei de la 20% pana la 40%. Mutatiile PIK3CA reprezintd un eveniment timpuriu fapt care a
condus la idea ca ele sunt implicate mai degraba in initierea procesului de cancerizare decat in propagarea
invaziva. S-a observat ca in cancerul mamar mutatiile care afecteaza alte gene decat PIK3CA in aval de
receptorul pentru tirozin kinaza, sunt evenimente rare comparativ cu alte malignitati.

Mutatiile somatice care apar cu precadere in domeniile helical si respectiv kinazic, sunt
reprezentate de trei hotspot-uri si anume E542 si E545 in exonul 9 si H1047 in exonul 20 al genei
PIK3CA. Pozitiile in care apar aceste mutatii au sugerat faptul cd proteina mutatd prezintd o activitate
kinazica intensd, avand de asemenea proprietati oncogenice (Zardavas si colab., 2014).

Studiul nostru a fost realizat pentru determinarea frecventei mutatiilor PIK3CA in tumori de san
iar in acest sens au fost analizate 22 de perechi de fragmente tisulare tumorale si aparent normale prelevate
de la paciente diagnosticate cu tumori mamare §i operate in Institutul Oncologic Bucuresti. Drept
controale in studiu am utilizat liniile celulare MCF-7, SKBR3 si T47D (Mihalcea si colab., 2015).

Mutatiile PIK3CA afecteaza trei domenii ale proteinei si anume: domeniul C2, domeniul helical si
respectiv, domeniul kinazic. Mutatiile care apar in domeniul C2 sunt localizate la suprafata buclei
proteinei crescand posibilitatea de legare la membrana a subunitatii catalitice p110a. In domeniul helical
apar trei hotspot-uri (E542, E545, Q546) care sunt localizate pe fata externi a domeniului, avand
posibilitatea de a interactiona cu o alta proteind. De cele mai multe ori Tn aceastd zona se insera o lizina
ajungand astfel la concluzia ci ar putea chiar interactiona si cu membrana celulard. In urma analizei
exonului 9 al genei PIK3CA am identificat 2 mutatii: o mutatie rard Q546K (c.1636C>A) detectata in
9,09% din probe (2/22) si care rezultd din substitutia unei glutamine cu lizind in pozitia 546 si mutatia
E542K (c.1624G>A), de asemenea o substitutie de glicind cu lizina in pozitia 542. Mutatiile din domeniul
kinazic apar localizate in imediata apropriere a buclei de activare a proteinei putdnd astfel influenta atat
mobilitatea cat si pozitia acestei bucle (Gymnopolous si colab., 2007).

Mutatia H1047R care afecteazd domeniul kinazic al genei PIK3CA induce cancerogeneza in
celulele epiteliale ale cancerului de san de tip luminal, eveniment care conduce la ideea cd aceastd mutatie
este un eveniment timpuriu al cancerului mamar. Tumorile cu mutatii HI047R au o sensibilitate variabila
in ceea ce priveste inhibarea PI3K si totodati au o dependenta variabila fatd de alte oncogene. In domeniul
kinazic, la nivelul exonului 20 al genei PIK3CA am identificat prin analiza HRM si ulterior confirmata
prin secventiere directd mutatia H1047R (¢.3140A>G) detectatd in 22,73% din probe (5/22), fiind o
substitutie in pozitia 1047 al unui rest de histidina cu un rest de arginind. Pentru ca frecventa mutatiilor in
aceasta oncogena este relativ similard in carcinoamele de sin ductale in situ si carcinoamele ductale
invasive, se poate considera ca mutatiile somatice care afecteaza oncogena PIK3CA sunt evenimente
precoce in cancerogeneza mamara facilitind transformarea celulelor de san normale in celule tumorale
(Miller, 2012).

C. ANALIZA MUTATIONALA A GENEI TP53
REZULTATE

Pentru determinarea pattern-ului mutational probele de ADN au fost amplificate cu
primeri exon-specifici pentru exonii 4-9 ai genei TP53. Verificarea puritatii i concentratiei



ampliconilor obtinuti post reactiei de polimerizare in lant (PCR — Polymerase Chain Reaction) s-a
facut prin electroforeza in gel de agaroza 2% (Fig.5).

M TP53 exon 4 M TP53 exoni 5-6
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Fig.5. Electroforeza in gel de agaroza 2%. Determinarea concentratiei ampliconilor exonilor 4-9 ai genei
TP53 utilizdind markerul de masa molecularda Low DNA Mass Lader.

u Deletii
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Fig.6. Frecventa mutatiilor in gena TP53.

Rata de mutatii TP53 in lotul investigat a fost de 27,3%. In cele 22 de probe de tesut tumoral
mamar au fost identificate un numar de 6 mutatii dintre care 2 (33,33%) au fost mutatii de tip substitutie
(o mutatie ,,missense” R175H, ¢.524G>A in exonul 5 si o mutatie ,,nonsense” p.R213*; c.637C>T 1n
exonul 6). Ambele substitutii au fost de tip heterozigot. S-au mai identificat de asemenea 4 (66,67%)
mutatii de tip deletii (o deletie de doud baze azotate CC c¢.213 214del2 in exonul 4, o deletie de tip
“frameshift” a unei singure baze azotate T p.M133fs*37, ¢.398delT in exonul 5, o deletie de noud
nucleotide AACCGGAGG de tip “inframe” p.N247-R249 deINRR, ¢.739 747delAACCGGAGG in
exonul 7 si o deletie a unei singure nucleotide de tip “frameshift” p.G244-fs*3, c.731delG, de asemenea in
exonul 7). S-a observat 0 predominanta a mutatiilor de tip deletii 66,67% in timp ce doar un procent de
33,33% a reprezentat mutatiile de tip substitutie (Fig.6).
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In urma analizei distributiei mutatiilor in gena TP53 s-a constatat ci 5/6 mutatii (83,3%) au avut
ca localizare domeniul de legare la ADN. Dintre acestea 2 (33,3%) au fost identificate in exonul 5, 1
(16,6%) a fost identificatd in exonul 6 si 2 (33,3%) in exonul 7 al genei. In exonul 4 s-a identificat de
asemenea 1 (16,6%) mutatie.

DISCUTII

Supresorul tumoral TP53 codifica un factor de transcriptie cu rol antiproliferativ care este activat
ca raspuns la mai multe forme de stres celular. Mutatiile somatice care apar la nivelul acestei gene sunt
evenimente extreme de frecvente in multe tipuri de cancere umane (in cancerul mamar procentul fiind de
20-40%) iar formele ereditare predispun la aparitia timpurie a unui spectru larg de neoplazii precum
sindromul Li-Fraumeni (LFS) si sindromul Li-Fraumeni-like (LFL). In gena TP53 mutatiile majoritare
sunt reprezentate de substitutiile “missense” (75%) urmate de insertii si deletii de tip “frameshift” (9%) si
nu in ultimul rand mutatii de tip “silent” (5%) (Petitejean si colab., 2007). in prezentul studiu au fost
identificate un numar de 6 mutatii din care 1 mutatie “missense” (16,67%), 1 mutatie “nonsense” (16,7%)
si 4 deletii (66,67%).

Majoritatea mutatiilor TP53 (90%) sunt identificate in domeniul de legare al proteinei perturband
astfel capacitatea acesteia de a lega molecula de ADN. Mutatiile care apar aici pot induce pierderea sau
castigarea partiala sau totala a functiei monomerului si astfel stabilitatea genei TP53 este foarte importanta
pentru buna functionare a proteinei. in concordanti cu datele din literatura 5 dintre mutatiile identificate in
aceasta lucrare au afectat domeniul de legare al proteinei si doar una a fost intr-un alt domeniu (Vegran si
colab., 2013; Murnyak si colab., 2016).

Initializarea procesului de metastazare prezinta caracteristici asemanatoare din punct de vedere
fenotipic cu procesul de tranzitie epitelial-mezenchimalda (EMT) printre care si cresterea motricitatii
celulare si pierderea adeziunii intercelulare. Date din literatura au aratat ca forma wild-type a TP53 inhiba
procesul EMT 1n timp ce forma mutata a supresorului tumoral faciliteazd EMT prin implicarea sa in buna
functionare a reglatorilor transcriptionali a acestui proces, SLUG si TWIST1. O alta cale prin care TP53
mutant promoveaza proliferarea celulara este inhibarea TAp63 conducand astfel la metastazarea datorata
mutatiile TP53 asupra progresiei tumorale ar putea fi procesul de reglare pozitivd a angiogenezei cu
observatia ca tumorile cu TP53 wt au tendinta de a fi mai putin vascularizate. Prin luarea in considerare a
tuturor acestor fenomene, se ajunge la ideea conform careia mutatiile in gena TP53 sunt evenimente care
fie apar tarziu 1n procesul de cancerizare, fie pot avea semnificatie importantd in stadiile avansate ale
cancerului in ceea ce priveste invazivitatea si agresivitatea tumorala (Kato si colab., 2003).

in cancerele umane predomind mutatiile de tip ,,missense” care afecteazi aminoacizii 102-292 din
domeniul de legare al ADN, cele mai importante hotspoturi fiind intdlnite la nivelul codonilor R175,
Y220, G245, R248, R249, R273 si R282. Clasificarea mutatiilor din aceastd gena s-a facut pe baza
functiei sale ca factor transcriptional si se pot distinge doud categorii: a) mutatiile de contact (R273H si
R248W) care apar la interfata dintre proteina p53 si molecula de ADN si b) mutatiile structurale (R175H,
Y220C, G245S, R248Q, R249S, R282W, etc) care conduc la instabilitatea conformationala a proteinei
p53. Luand in considerare alela mutatda R175H s-a observat o rata crescuta a tumorilor spontane, de tipul
limfoamelor si sarcoamelor. In urma investigatiei exonului 5 al genei TP53 am identificat substitutia
heterozigota ¢.524G>A (R175H), unde Arg este inlocuitd cu His, CGC>CAG in codonul hotspot 175,
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aceasta mutatie fiind responsabild de modificarea structurii domeniului de legare al ADN al proteinei (Xu
si colab., 2014).

O parte semnificativa din mutatiile TP53 sunt de tip ,,nonsense” ele dand nastere unor proteine
trunchiate si inactive. Cea mai frecventa mutatie ,,nonsense” si chiar mai comuna decat multe alte
substitutii ,,missense” identificatd in gena TP53 este R213*. in exonul 6 al genei TP53 am detectat mutatia
heterozigota de tip ,,nonsense” ¢.637C>T (R213*), unde Arg este inlocuitd cu codonul stop Ter,
CGA>TGA in pozitia 213. Repararea unei astfel de mutatii necesita in mod evident alte mecanisme decat
cele pentru mutatiile ,,missense”.

In probele de tumori mamare analizate in aceasta lucrare am identificat 4 deletii: 1) ¢.213 214del2
care este o deletie dublad a nucleotidului C care afecteaza codonii 71 si 72 din exonul 4; 2) c. 398delT
(p.M133fs*37), deletie de tip ,,frameshift” a nucleotidului T din pozitia 133 a exonului 5; 3) ¢.739_
747del AACCGGAGG (p.N247-R249deINRR) deletie de tip ,,inframe” de 9 nucleotide care afecteaza
codonii 247, 248 si 249 din exonul 7; 4) c¢.731delG (p.G244-fs*3), deletie de tip ,,frameshift” a
nucleotidului G din pozitia 244 din exonul 7. Cu exceptia deletiei din exonul 4 toate celelalte deletii au
afectat domeniul de legare al ADN.

Deletiile ,,frameshift” conduc la modificarea cadrului de citire a secventei ADN cu obtinerea unor
proteine trunchiate, uneori foarte scurte, alteori extrem de lungi si cel mai probabil nefunctionale. Acestea
variaza in lungime de la 1 - 37 de nucleotide insa cele mai des intélnite sunt cele cu stergere a 2-8 baze
azotate (Angelopoulou si colab., 1998).

D. VARIATIILE POLIMORFICE ALE GENEI TP53
REZULTATE

In urma secventierii directe atdt a zonelor codante cat si a celor necodante a celor 6 exoni
investigati in acest studiu S-au identificat 5 variatii polimorfice ale unei singure nucleotide din care 3 au
afectat regiunea codanta a exonilor 4 (rs1042522, R72P si rs372397095, P82P) si 6 (rs1800372, R213R),
iar 2 au fost identificate in intronul 6 (rs1625895 si rs17880604) (Tabel.1).

Tabel 1. Variatiile polimorfice identificate in gena TP53

Alela Alela

o o Aminoacizi
ancestrala mutata

Nr pacient Exon/Intron SN Genotip

Exon 4 rs1042522 16397C>G C G Pro—Arg
Exon 4 rs372397095 16428G>A G A Pro—Pro
Exon 6 rs1800372 17659A>G A G Arg—Arg
Intron 6 rs1625895 17754A>G A G
Intron 6 rs17880604 18225G>C G Cc
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DISCUTII

Activitatea proteinei p53 este reglatd prin mai multe mecanisme care influenteaza atat procesele
post-transcriptionale cat si procesele translationale si post-translationale, toate acestea ca raspuns la o
gama variatd de evenimente fizice si biologice. In present se cunosc aproximativ 100 de polimorfisme ale
genei TP53, o parte din acestea variind in functie de zonele geografice, densitatea populatiei si etnicitatea
de provenienta (Sagne si colab., 2013).

Este binecunoscut faptul ca aparte de frecventa ridicata a mutatiilor somatice, gena TP53 are de
asemenea si un inalt grad polimorfic. In cancer, la nivelul secventelor codante, actiunea mutatiilor din
gena TP53 si in mod particular a substitutiilor unei singure baze azotate numite si polimorfisme, pot avea
efecte devastatoare asupra bunei functionari a proteinei p53. Cu toate acestea se presupune ca doar un mic
procent din aceste polimorfisme ale genei TP53 pot avea efecte notabile care sa poata fi masurate
(Whibley si colab., 2009; Naccarati si colab., 2012).

Cel mai studiat polimorfism al genei TP53 este rs1042522 (R72P; 16397C>QG) identificat in
exonul 4 intr-o regiune bogata in prolind. Acest polimorfism este o tranzitie G—C la nucleotida din
pozitia 215 a genei si care contine la nivelul codonului 72 al genei TP53 fie prolind (CCC) fie arginina
(CGC) avand ca rezultat predispozitia la cancer. Unele studii au aratat ca genotipul homozigot al argininei
ar putea fi un factor de risc crescut in carcinoamele de san iar de-a lungul timpului acesta a fost studiat In
multe forme de cancer precum cancerul de stomac, vezicd, mamar, colon si plaman, prezentdnd o
distributie ampla in functie de etnicitate si zona demografici. In studiul nostru, variatia polimorfica
rs1042522 a fost identificatd cu genotipul homozigot GG 1n 59,09% (13/22) din probe, iar cu genotipul
heterozigot CG in 40,9% (9/22) din probe. Deoarece R72P afecteazd domeniul de transactivare acesta
poate conduce la modificarea expresiei proteice. De asemenea poate influenta atdt activitatea
transcriptionala cit si structura proteinei datorita localizarii intr-o zona hidrofoba a codonului afectat (de
Melo si colab., 2009).

In exonul 4 am identificat SNP-ul rs372397085 (P82P, ¢.246G>A), polimorfism sinonim care
reprezintd o substitufie G—A la nivelul codonului 246, CCG—CCA, situat intr-o regiune bogata in
prolina. In literaturd nu sunt date cu privire la influenta acestei variatii polimorfice asupra riscului de
cancer mamar.

Conform unor studii s-a demonstrat ca analiza cumulativd a mai multor supresori tumorali nu
indica un procent semnificativ de mutatii sinonime, insa la o analiza individuala gena TP53 prezinta o rata
de mutatii sinonime semnificativ crescutd. Acestea sunt extrem de recurente prin comparatie cu cele
descoperite in oncogene si afecteazd in mod direct nucleotidele situate la locurile de splicig altervativ, in
TP53 fiind afectate trei astfel de baze azotate. SNP rs1800372 (R213R, c.639A>G) este o variatie
sinonima rard pe care am identificat-o in regiunea codanta a exonului 5. Este o substitutie in pozitia 639
unde arginina este inlocuitd tot cu arginind, CGA—CGG. Se pare ca in pofida ratei crescute a acestor
tipuri de mutatii totusi ele nu au nici un efect semnificativ clinic (Supek si colab., 2014).

S-a observat ca variatiile genetice ale genei TP53 sunt asociate aparitiei cancerului de san la varste
fragede (Sprague si colab., 2007). In studiul nostru am identificat SNP rs1625895 in ambele forme atat
heterozigota (AG) cat si homozigotd (GQG), acesta reprezentand o tranzitie A—G in regiunea necodanti a
genei TP53. Rs1625895 reprezintd substitutia unei baze azotate in pozitia 61 din intronul 6 al genei TP53
si cu toate ca este incd necunoscut faptul daca acesta este un factor de reglare sau de splicing, s-a raportat
faptul ca poate afecta nivelul expresiei proteice dar totodata poate afecta si activitatea proteinei prin
modificarea structurii secundare a acesteia (Voropaeva si colab., 2015).
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Desi polimorfismul rs17880604 (G13964C) reprezinta unul din cele mai studiate SNP-uri
intronice din gena TP53 totusi nu s-a observat nici o corelatie intre acesta si susceptibilitatea la cancerul
mamar. Unele studii au aratat ca varianta 13964G ajutd la mentinerea stabilitatii atdt a ARN-ului mesager
cit si a stabilitatii functiei proteinei p53. In urma investigatiei exonilor 5-6 ai genei TP53 am identificat
tranzitia G—C la nivelul intronului 6 in ambele forme, heterozigotd (GC) si homozigota (GG) a SNP-ului
rs17880604. Varianta 13964C a fost analizatd in contextul stabilirii rolului sau intr-o gama larga de
cancere umane, precum cancerul de san, cancerul de colon §i cel ovarian, insd nu s-au obtinut date
suficiente pentru a asocia acest tip de polimorfism cu riscul de cancer (Dehghan si colab., 2015).

E. PARTICULARITATI ULTRASTRUCTURALE iN TESUTUL MAMAR TUMORAL
REZULTATE

Cito-histoarhitectura tumorilor mamare ductale invazive

O parte din rezultatele investigatiilor electronomicroscopice privind identificarea unor aspecte
infrastructurale particulare in tumorile de san sunt focusate pe analiza tumorilor de carcinom mamar
ductal invaziv si au fost partial publicate sub forma a doud lucréri stiintifice in Romanian Journal of
Morphology and Embryology: (1) Mihalcea si colab., RIME 56 (4): 1371-1381, 2015 si (2) Mihalcea si
colab., RIME 58 (2):445-455, 2017.

La analiza prin microscopie electronicd a tesuturilor tumorale mamare s-au observat modificari
drastice in structura histologicd a glandei mamare. in celulele tumorale din carcinomul ductal invaziv,
raportul dintre nucleu si citoplasma este crescut.
in nucleul celulelor tumorale predominid eucromatina. Heterocromatina este vizibild sub forma unui
lizereu atasat la membrana interna a anvelopei nucleare (Fig.7). De reguld, nucleii prezintd nucleoli de
dimensiuni relativ mari.

Fig.7 — Tesut mamar neoplazic reprezentat de celule tumorale care prezinta nuclei (N) de dimensiuni
foarte mari comparativ cu citoplasma. Nucleii sunt aproape in Intregime reprezentati de eucromatind, iar
unii nuclei prezintd nucleoli (nu) de dimensiuni mari. Lumenele intracelulare (i cyt L) prezintd numerosi
microvili Unul dintre lumene comunica cu spatiul extracelular (i cyt L*). Preluare cu permisiunea editurii
RIME (Mihalcea si colab., 2015).

Citoscheletul

in citoplasma celulelor tumorale examinate citoscheletul este slab reprezentat. Uneori, elemente
citoscheletice cu aspect electronomicroscopic de filamente intermediare apar sub forma unor conglomerat.
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De regula, citoscheletul apare sub forma unor filamente fine distribuite neorientat in citoplasma (Fig.8),

probabil datoritd absentei jonctiunilor desmozomale.
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Fig. 8 - Sector de celula tumorala (carcinoma mamar ductal invaziv) in care se disting filamente
citoscheletice fine (sdgeti) distribuite neorientat intrucat jonctiunile intercelulare desmozomale lipsesc.

Jonctiunile intercelulare

Asemanator altor tipuri de tesuturi epiteliale (epiderm, epiteliul tubului digestiv etc.) epiteliul
glandelor mamare in stare nealteratd este reprezentat de celule epiteliale cu o distributie caracteristica
pattern-ului histologic de tesut mamar. Aceasta presupune ca celulele epiteliale vor avea o anumitd
polaritate morfo-structurala care, in principal, se datoreaza existentei unor jonctiuni specializate ce obliga
celulele sa ramana in raporturi stabile cu celulele epiteliale adiacente precum si cu structurile anhiste de
tip membrand bazald prin polul lor bazal. Mentinerea polaritatii celulelor epiteliale este o conditie
esentiala pentru fiziologia normala a glandei mamare.

Analizele tesuturilor tumorale mamare cu ajutorul electronomicroscopiei au relevat o alterare
graduald a jonctiunilor desmozomale, in functie de gradul de evolutie a tumorilor mamare, cele mai
dramatice fiind cele inregistrate in tumorile mamare ductale invazive. Remarcam aici observatia noastra
potrivit careia uneori, electronomicroscopic sunt detectati desmozomi internalizati (Fig. 9).

Trebuie mentionat ca aspectul infrastructural aberant al acestor jonctiuni care presupune o
distributie anormala a componentelor moleculare versus distributia foarte precisa a diferitelor molecule
care compun desmozomii cu infrastructurd normald (Mirancea si colab., 2001; Mirancea si Mirancea,
2010), coroborat cu lipsa contactului filamentelor citoscheletice la desmozomii aberanti sugereaza faptul
ca 1n cazul celulelor tumorale jonctiunile intercelulare sunt precare. Nu de putine ori, se detecteaza numai
forme remnante de desmozomi, forme imperfecte.
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Fig. 9 — Se pot observa celule tumorale fara spatii intercelulare, care prezintd nuclei polimorfici de
dimensiuni mari (N). Jonctiunile desmosomale sunt rare (zona eliptica si cercul de culoare galbend din
stanga jos). Se detecteaza jonctiuni interdigitate (in patratul din partea dreaptd superioard). in patratul de
culare rosie se poate detecta un desmosom internalizat, detaliat in partea inferioara stdnga a insetului
(sageatd). GA - Aparat Golgi. Preluare cu permisiunea editurii RIME (Mihalcea si colab., 2015).

Interfata tumora-stroma peritumorala
Jonctiunea celule epiteliale-membrana bazala

Membrana bazala denumitd si lamina bazald (terminologie discutabild) este o structurd anhista
care este alcatuitd din molecule specifice secretate, in principal atat de celulele epiteliale cat si de celulele
conjunctive adiacente. In cazul unor epitelii inalt diferentiate cum este cazul epidermei, la interfata
epiteliu-tesut conjunctiv (de origine mezenchimald) se interpune o membrand bazala neintrerupta cu
grosime uniforma. O astfel de membrana bazala, la examinarea electronomicroscopicd prezintd distinct o
componenta mai electronodensd cunoscuta sub numele de lamina densa si o componentd mai slab
electronodensda denumitd lamina lucida. Aplicarea metodei de investigatiei munoelectronomicroscopica
permite analiza deosebit de find a distributiei spatiale a diferitelor molecule care compun membrana
bazalad (Mirancea si colab., 2001).

Celulele epiteliale ale glandei mamare normale prezintd o morfologie polarizata. Polul bazal al
acestora este acompaniat de o membrana bazala distincta. Cel mai adesea, la interfata celulelor tumorale
cu stroma adiacentd, membrana bazala este absenta sau mici trasee din aceastd infrastructurd mai pot fi
uneori identificate.

Invazivitatea. Invadopodiile. Vezicule membranare diseminate (Shedding membrane vesicles)

Invadopodiile tumorale patrund adanc in stroma peritumorald (Fig.10). Prin intermediul
invadopodiului pot fi eliberate vezicule membranare (shedding membrane vesicles). Examinarea atentd a
interfetei dintre celulele tumorale si stroma adiacentd surprine diferite aspecte infrastructurale ale
biogenezei si eliberdrii microveziculelor produse de celulele maligne.
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Fig. 10 - Un invadopodium (Inv) este dichotomizat (sageti rosii) si patrunde puternic in stratul fibros
peritumoral (PS). Nu se distinge nici o lamind bazald in jurul celulei tumorale (TC). Fb Cg: colagen
fibrilar. Preluare cu permisiunea editurii RIME (Mihalcea si colab., 2015).

Microvasculatura

In marea majoritatea a cazurilor, pot fi identificate capilare cu lumen colapsat ca urmare a
burjonarii nucleului si citoplasmei endocitelor in interiorul lumenului capilar pe care il ocupa aproape
integral, lumenul fiind decelabil sub forma unei fante inguste. Peretele endotelial al microvasculaturii
sangvine este reprezentat de celule endoteliale cu nuclei mari orientati catre lumenul capilar. Celulele
endoteliale sunt interconectate prin jonctiuni inguste (tight junctions). De cele mai multe ori pericitele sunt
absente. Pe langd membrana bazald obisnuita care inconjoara peretele endotelial, se mai pot observa
membrane bazale redundante si foarte mult material amorf. Trebuie mentionat faptul ca telocitele apar si
ele in apropriata vecinatate a vaselor capilare dar fard a veni in contact cu pericitul sau cu celulele
endoteliale (Fig.11), ceea ce contrasteaza evident cu situatia din glanda mamara normala. Un aspect
interesant 1l reprezintd fenomenul dislocérii pericitelor prin distributia anormald a unor membrane bazale

redundante sau ca urmare a infiltrarii unui material amorf intre pericite si peretele capilarului.
: i

Fig. 11 - Celulele endoteliale (EC) prezinta nuclei de dimensiuni mari (N). Un pericit (PC) partial detasat

de peretele endotelial de catre membrane bazale redundante (sdgeti rosii, roz si albastre) si o cantitate

crescutd de material amorf (asterisc). Sunt vizibile placile subplasmalemale dense de pe fata internd a

plasmalemelor pericitare (sdgeti albe) (vezi detalii in insetul din partea superioara unde sagetile galbene

marcheazd membrana bazald asociatd pericitului). De asemenea se detecteaza un telocit (Tc) in imediata
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apropriere a unui capilar sangvin, care nu intrd in contact direct nici cu celulele endoteliale nici cu
pericitul. N: Nuclei; nu: Nucleoli; Lu: Lumen. Capetele de sageti rosii marcheazd jonctiuni
interendoteliale. Cg: Colagen. Preluare cu permisiunea editurii RIME (Mihalcea si colab., 2015).

Telocitele

Pe langa celulele stromale obisnuite din san, se mai pot detecta fibroblaste, adipocite dar si alte
tipuri de celule, precum celulele mastocitare si telocitele. Uneori, doud ajung in contact una cu cealalta
realizand asa-numitele sinapse homocelulare.

Deoarece telopodele care reprezintd extensiile caracteristice telocitelor sunt extrem de subtiri,
sansa de a avea in acelasi plan Intreaga lungime a corpului telocitar impreund cu telopodele este foarte
rard. Exceptand citoplasma corpului celular (unde este situat nucleul), bogat in reticul endoplasmatic rugos
si in aparatul Golgi (care nu este prezentat aici), restul citoplasmei are un continut scazut de
citomembrane, insd cu foarte multi ribozomi, reticul endoplasmatic atat rugos cat si neted, microfibrile
apartinand citoscheletului si calveole. Trebuie mentionat faptul ca, pe langa telocitele localizate in
tesuturile stromale normale, in toate specimenele de carcinom mamar invaziv investigate de noi, telocitele
au avut o remarcabild limitare a numiarului de mitocondrii. In plus, trebuie mentionat faptul ca unele
telopode sunt implicate in procesele de eliminare a microveziculelor membranare. Adesea, doud sau mai
multe fragmente ale telopodelor reprezentate de alternanta dintre podomi si podomeri merg impreuna
extrem de apropiat, insa fard a se crea vreun contact direct Intre acestea.

DISCUTII

Utilizand microscopia electronica in transmisie, au fost analizate tumori invazive de carcinoame
mamare unde celulele neoplazice reprezentate de  epiteliul glandular prezintd un raport de
nucleu/citoplasma ridicat. Nucleii sunt polimorfi. In plus, se constati o frecventd ridicati de mitoze
atipice. Adesea, in celulele tumorale au fost detectati 1 sau 2 centrioli, uneori chiar 3 centrioli intr-o celula
maligna, ceea ce sugereaza procesul de multiplicare a celulelor tumorale. Eucromatina este predominanta
in timp ce heterocromatina este in cea mai mare parte atasatd la membrana interna a anvelopei nucleare.
Acesta este o caracteristicd generald a nucleoplasmei din celulele tumorale. Se considerd ca structura
nucleara in sine poate modula fenotipul celular si tipul de tesut. Eucromatina este mai usor de transcris
comparativ cu heterocromatina care este silentioasa din punct de vedere transcriptional (Bissell si colab.,
1999; Tamaru, 2010; Mirancea si colab., 2010; Mirancea si colab., 2013).

Celulele epiteliale ale glandei mamare normale sunt celule polarizate. Pentru a-si putea mentine
polaritatea, aceste celule trebuie sa mentina interactii relativ stabile de tip celula-celuld si celula-matrice
extracelulara. Astfel, jonctiunile celulelor specializate sunt dezvoltate si trebuie sa riméanad neschimbate in
infrastructura si componenta lor moleculara. Pentru a-si mentine structura 3-D si comunicarea cu celulele
invecinate din epitelii, structurile de adeziune jonctionald specializate pentru interactiile celuld-celuld si
celula-matrice extracelulard trebuie sa fie bine dezvoltate. Coeziunea intercelulard este sustinutd de
complexul jonctional, reprezentat In marea majoritate a cazurilor de desmosomi. Prin ancorarea
caderinelor desmosomale ale celulelor adiacente la citoscheletul intermediar al filamentelor, jonctiunile
desmosomale contribuie la organizarea si intretinerea histoarhitecturii (Kimura si colab., 2007; Stahley si
colab., 2014). Investigarea prin microscopie electronica de transmisie si prin imunoelectronomicroscopie a
desmozomilor s-a observat faptul ca infrastructurile specifice si componentele moleculare sunt extrem de
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precis localizate in domeniile extracelulare, transplasmalemale si intracelulare (Mirancea si colab., 2010;
Mirancea si colab., 2001).

Prin intermediul invadopodiilor, celulele tumorale genereaza si raspandesc vezicule de tip
membranar printre care si exozomi, in interiorul stromei peritumorale. Printre particularitatile detectate la
nivel infrastructural se numara si telocitele, care reprezintd un nou fenotip de celule interstitiale/stromale
care sunt considerate a detine functii cheie in procesul de semnalizare celulara, prezentand un numar redus
de interactii hetero-celulare, conducand la ipoteza ca ar putea perturba modulatia homeostazica tisulara
(Mihalcea si colab., 2015).

Adesea, membrana bazala este absenta la interfata tumora-stroma peritumorald. Se cunoaste bine
ca integritatea membranei bazale este o conditie esentiala a morfogenezei epiteliale din timpul dezvoltarii
embrionare aceasta regland interactiile epitelial-mezenchimale (Mirancea si colab., 2010).

Veziculele extracelulare sunt infrastructuri nano-membranoase care variaza de la 30-2.000 nm in
diametru si care sunt expulzate de catre mai multe tipuri de celule in micromediul extracelular.
Nomenclatura, biogeneza si rolurile acestora sunt incd nelamurite (Ji si colab., 2014). Veziculele
extracelulare, in special exosomii, sunt purtatoare de diverse molecule precum proteine, lipide, micro
ARN, mRNA si fragmente ADN. Aceste actioneaza ca mediatori In comunicarile intercelulare prin
inducerea unor modificari la nivelul receptorilor celulari (Ji si colab., 2014; Dutta si colab., 2014). De
asemenea si telocitele pot contribui la eliminarea de vezicule extracelulare (Mirancea si colab., 2013;
Cretoiu si colab., 2014; Fertig si colab., 2014).

Telocitele au fost descrise ca fiind celule interstitiale cu urmatorul pattern: corpul celular de forma
ovoida in care este localizat nucleul prezinta 1-5 (cel mai adesea doua) prelungiri celulare cu aspect
moniliform denumite telopode (Mirancea, 2016). Prelungirile celulare sunt de regula foarte lungi si foarte
subtiri. Fiecare telopod prezintd alternativ zone mai umflate denumite podomi si zone mai subtiri
denumite podomeri. La nivelul podomilor sunt localizate mitocondriile. In telopode sunt vizibile profiluri
de reticul endoplasmic neted si caveole (unititi de preluare/eliberare de Ca®*). Acest subtip special de
celule stromale a fost identificat in diferite tesuturi normale (Cretoiu si colab., 2014; Popescu si colab.,
2005; Zheng si colab., 2014; Rusu si colab., 2012). in glanda mamara umana normala, telocitele au fost
identificate ca fiind celule stromale CD-34 pozitive in jurul vaselor sanguine si al unitatilor secretorii
(Petre si colab., 2016).

CONCLUZII

Lucrarea de fata a fost realizatd in scopul determinarii statusului mutational al unor gene cu rol
important in aparitia si dezvoltarea tumorilor de san, si mai mult decat atat identificarea unor aspecte
particulare de infrastructura care ar putea sd aduca un plus in stabilirea unui tratament individualizat care
sd Tmbunatateasca atat raspunsul la tratament cét si rata de supravietuire a bolnavului oncologic. S-au
determinat profilele mutationale ale genelor supresor tumorale BRCA1l, BRCA2, TP53 si a oncogenei
PIK3CA. De asemenea probele au fost supuse si investigatiilor de microscopie electronica care au relevat
aspecte importante legate de ultrastructure celulelor tumorale. Analizdnd rezultatele de biologie
moleculara si microscopie electronica in transmisie obtinute putem spune ca:
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1. In urma investigatiilor pattern-ului mutational al genei TP53 am detectat un procent de 27,3%
mutatii somatice, din care, 66,67% au reprezentat deletii iar 33,3% substitutii.

2. Am identificat o singura mutatie “missense”, p.R175H (4,54%), la nivelul exonului 5 al genei
TP53.

3. De asemenea, o singurd substitutie “nonsense”, p.R231* (4,54%), a fost detectatd in regiunea
codanta a exonului 6 al genei TP53.

4. Din totalul mutatiilor detectate, 22,73% (5/22) au afectat proteina la nivelul domeniului de legare
al ADN si 4,54% (1/22) a fost in afara acestui domeniu.

5. In urma secventierii directe a exonilor 4-9 atét a regiunilor codante cét si a regiunilor necodante a
genei TP53 am identificat 5 variatii polimorfice mononucleotidice.

6. Trei dintre SNP-urile identificate au fost situate in regiuni codante ale exonului 4
(rs1042522/R72P i rs372397095/P82P) si ale exonului 5 (rs1800372/R213R).

7. In regiunea necodanti a intronului 6 am detectat 2SNP-uri: rs1625895 si rs17880604.

8. In urma analizei mutationale a exonilor 9 si 20 ai genei PIK3CA am identificat 36,4% (8/22)
mutatii.

9. In domeniul helical (exon 9) am identificat 13,64% (3/22) mutatii, acestea fiind p.Q546K
(c.1636C>A) si p.E542K (c.1624G>A).

10. in domeniul kinazic, rata mutatiilor a fost de 22,73% (5/22), iar mutatia identificati a fost
p.H1047R (c.3140A>G).

11. Rezultatele obtinute referitoare la frecventa mutatiilor in gena PIK3CA si ponderea mai mare a
mutatiilor in exonul 20 sunt in concordantd cu datele publicate anterior in literatura pe cancerul
mamar.

12. In urma investigatiilor moleculare a genelor BRCA1 si BRCA2 am identificat 12,5% (1/8) mutatii
de tip ,,nonsense” in exonul 27 al genei BRCAZ2.

13. De asemenea in urma secventierii am detectat 23 de variatii ale unei singure nucleotide dintre care
43,48% (10/23) au afectat gena BRCA1 in timp ce 56,52% (13/23) au fost identificate in gena
BRCA2.

14. 73,91% (17/23) reprezinta variatii polimorfice exonice iar 26,09% (6/23) sunt polimorfisme de tip
intronic.

15. Referitor la polimorfismele detectate in regiunea codantd a genelor BRCA, 87,5% (14/16) au
reprezentat tranzitii din care 50% au fost tranzitii A<>G si 50% tranzitii T<>C.

16. Transversii au fost detectate doar in regiunea exonica in doua cazuri (12,5%; 2/16) si anume SNP
rs144848 reprezentand o transversie de tip A—C si SNP rs206076 o transversie de tip G—C.

17. Toate cele sase variatii polimorfice identificate in regiunea necodantd a genelor au reprezentat
tranzitii din care 5 au fost tranzitii de tip CT iar 1 de tip A—G.

18. In zona netranslatatd Utr-5 a fost detectatd o variatie 1s1799943 care este reprezentati de o
tranzitie G—A.

In lotul de paciente luate in studiu trei dintre acestea au prezentat cate doud mutatii care au afectat gene
diferite astfel:

+« La pacienta corespunzatoare probei 1T am identificat mutatia c.213_214del2 care reprezinti o
deletie in exonul 4 al genei TP53 a doud baze nucleotidice CC, care conduce la modificarea
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cadrului de citire al ADN cu obtinerea unei proteine trunchiate care cel mai probabil va fi
nefunctionald. Aceiasi pacientd a prezentat si mutatia Q546K in exonul 9 al genei PIK3CA care
afecteaza sub 1% din populatie, fiind consideratd rara si care actioneaza in domeniul helical al
proteinei fiind orientata spre fata externd a domeniului, avand astfel capacitatea de a interactiona
si cu alte proteine. Deoarece in aceastd zona se insera de obicei un rest de lizina s-a formulat
ipoteza ca aceasta ar putea interactiona chiar si cu membrana celulara.

De asemenea, pacienta corespunzatoare probei 5T a prezentat doud mutatii in diferite gene si
anume: deletia de noua nucleotide de tip inframe ¢.739-747delAACCGGAGG care afecteaza trei
codoni din exonul 7 al genei TP53 (247, 248 si 249) conducénd la sinteza unei proteine scurte si
nefunctionale. A doua mutatie identificatd a fost HI047R 1n exonul 20 al genei PIK3CA, care
afecteaza domeniul kinazic al proteinei adiacent buclei de activare si influentand astfel mobilitatea
proteica. Aceasta mutatie este responsabild si de transformarea maligna a celulelor epiteliale in
cancerele mamare de tip luminal formuland ideea ca este un eveniment precoce in tumorigeneza
mamara.

Ultima pacientd cu mutatie dubla, corespunde probei 7T care a prezentat mutatia H1047R in
domeniul kinazic al genei PIK3CA. In urma acestui tip de mutatie se obtin proteine cu activitate
cataliticd intensd care transmit semnale puternice la nivelul cdii de semnalizare stimuland
inceperea procesului de transformare a celulelor normale in celule tumorale. Aceastd pacientd a
fost singura din lotul analizat care prezintd mutatie la nivelul genei BRCA2. Mutatia de tip
,honsense” ¢.10067C>G a fost detectata in exonul 27 si constd in Inlocuirea codonului TCA
(serind) cu codonul TGA (codon STOP) 1n pozitia 3356 a proteinei si se pare ca este responsabila
de alterarea structurii genomice.

Investigatiile de microscopie electronica in transmisie au relevat ca in carcinomul mamar ductal
invaziv jonctiunile intercelulare si anume, infrastructura desmozomilor este sever alteratd sau
desmozomii pot fi total absenti ceea ce conduce la alterarea profunda a histoarhitecturii glandei
mamare.

Celulele tumorale genereaza si disemineaza vezicule membranare, incluzand exosomii pe care i
elibereaza in interiorul stromei peritumorale.

Telocitele genereaza si elibereazd vezicule membranare In matricea extracelulard a stromei
peritumorale.

Veziculele membranare eliberate n stroma tumorala care poate fi diseminate distant de celulele
producitoare, prin continutul lor pot juca rol modulator prin efectele lor paracrine.

Contactele heterocelulare ale telocitelor sunt reduse, ceea ce sugereazd o posibila perturbare a
modulatiei homeostaziei tisulare.

Veziculele membranare produse de celulele tumorale per se si de telocitele prezente in stroma
tumorald prin continutul lor au un rol putativ in semnalizarea intercelulara.

Limitarea numarului pand la absenta totala a jonctiunilor heterocelulare ale telocitelor cu alte
tipuri celulare din carcinomul mamar ductal invaziv sugereaza o posibild perturbare a modulatiei
homeostaziei tisulare.
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+ Particular molecular and ultrastructural aspects in invasive mammary carcinoma
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Abstract

Electron microscopic investigations of invasive mammary carcinoma tumors revealed that intercellular
junctions, namely desmosomes are severely altered; some desmosomes became internalized. Tumor cells,
especially by their invadopodia, generate and disseminate membrane vesicles, including exosomes, inside
of peritumoral stroma. Telocytes, a new described interstitial/stromal cell phenotype, considered to play
important roles in cell signaling, exhibited a reduced number of hetero-cellular contacts, which suggests a
possible perturbation of tissular homeostasis modulation. Signaling PIK3/Akt pathway plays an important
role both in carcinogenesis and in proliferation, differentiation, and cell survival. Alteration of this
pathway has been observed in many human cancers, often involving an increase in the activity of
PIK3CA, p110a catalytic subunit of PI3K. Our study confirms the high prevalence of PIK3CA mutations
in breast cancer. In accordance with the results of the largest previous studies, 87.5% of mutations
detected by DNA direct sequencing were hot spot mutations, most of them located in the kinase domain.
High percentage of mutations detected by high-resolution melting makes the assay an attractive choice for
mutation scanning, especially, in samples with low percentage of tumor cell.

Keywords: invasive mammary carcinoma, shedding membrane vesicles, telocytes, mutations in exons 9
and 20 of PIK3CA gene.

+ Molecular analysis of BRCA1 and BRCA2 genes by next generation sequencing and
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Abstract
In this paper, we focus our interest on the dynamics alterations of the tumor—stroma interface at the
ultrastructural level and to detect BRCA1 and BRCA2 mutations using next generation sequencing (NGS)
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of breast tumor tissue. Electron microscopic investigation revealed some peculiar infrastructural
alterations of the tumor cells per se as well as of the tumor-stroma interface: invadopodia, shedding
microvesicles, altered morphology and reduced number of telocytes, different abnormalities of the
microvasculature. Tumor suppressor genes BRCAL1 and BRCA2 are the genes with most hereditary
predisposition to breast and ovarian cancer. An early identification of mutation within these genes is
essential for determining classification and therapeutic approach to patients. Genetic tests used to
determine mutations in BRCAL and BRCAZ2 genes are laborious analysis methods which include, among
others, NGS. We analyzed a total of eight samples, in which genomic DNA was amplified using lon
AmpliSeq panel BRCAL and BRCA2. DNA libraries were created, amplified and sequenced with lon
Torrent Personal Genome Machine. The bio-information data obtained allow us to detect all known
pathogenic mutation and uncertain polymorphisms.

Keywords: invasive mammary carcinoma, telocytes, BRCA1 and BRCAZ2, next generation sequencing.
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