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RESUMEN

El cAncer de mama es la principal causa de muerte de mujeres en nuestro pais,
y es objeto de investigacion activa en todo el mundo. El diagnéstico actual es
realizado por la morfologia vy por técnicas moleculares como la
inmunohistoquimica y técnicas de hibridacion de ADN tales como el FISH
(hibridacion in situ fluorescente) y CISH (hibridacion in situ cromogénica). A
este diagnéstico se brinda un diagnostico que se encuentra estandarizado en
un protocolo universal denominado Clasificacion Molecular. Los tumores de
mama son heterogéneos en su agresividad bioldgica, respuesta al tratamiento
y el pronostico. En América Latina, los afios de vida saludable (AVISA)
perdidos debidos al Cancer de mama ascienden a 615 000, lo cual representa
1.4% del total de AVISA por todas las causas y una tasa de 221 por 100 000
mujeres. En contraste, en Estados Unidos y Canada se pierden 673 000
AVISA (3% del total y una tasa de 410 por 100 000 mujeres). (1)

En América Latina y el Caribe casi 300 000 mujeres mueren anualmente por
esta enfermedad. Es de maxima incidencia en EEUU, en cambio en Uruguay,
Brasil, Argentina, Canada, Puerto Rico y Colombia es de mediana incidencia,
siendo de baja incidencia en Costa rica, Peru y Ecuador. Los paises que tiene
una mortalidad anual por 10000 mujeres son mayores en Uruguay, Trinidad y
Tobago, Canada, Argentina, EEUU. (2)

FUNDAMENTACION DE LA PROPUESTA. HIPOTESIS DE TRABAJ O Y/O
TRABAJO DE PREGUNTA DE INVESTIGACION

El cAncer de mama es una de las enfermedades malignas mas frecuentes en la
mujer, la cual amenaza su vida, con casi 800 nuevos casos al afio por cada
100.000 mujeres. (1)

Los marcadores prondésticos que hasta el dia de hoy se usan, son indicadores
insuficientes de agresividad tumoral y no discriminan entre los diferentes
resultados clinicos y biolégicos. Por lo que se necesitan rapidamente nuevos

indicadores. Las proteinas juegan un rol fundamental en el cAncer de mama, en



la diferenciacién, invasion y / o metastasis, pudiendo influir en el progreso
biologico de los tumores, y por lo tanto podrian proporcionar informacion
prondstica; por lo que consideramos esencial, la busqueda de nuevos
marcadores inmunohistoquimicos para valorar el tratamiento y prondstico, y asi
mejorar la sobrevida de nuestras pacientes. Cabe destacar que también se

encuentra en el sexo masculino, con mucha menor frecuencia. (3)

El estudio de la expresion tumoral del receptor del factor de crecimiento
epidérmico-2 (HER2), el receptor de estrégenos (RE) y el receptor de
progesterona (RP) permite reconocer subtipos con diferentes caracteristicas

clinico-patolégicas y evolutivas. (4)

INTRODUCCION: MARCO TEORICO DEL TEMA DE INVESTIGACI ON

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en las mujeres tanto en los
paises desarrollados como en los paises en desarrollo. La incidencia de cancer
de mama estd aumentando en el mundo en desarrollo debido a la mayor
esperanza de vida, el aumento de la urbanizacion y la adopcién de modos de
vida occidentales. Segun datos de la Lucha Honoraria contra el Cancer en las
mujeres uruguayas, en el periodo del 2006 al 2010 el cancer de mama ha
ocupado el primer lugar en incidencia (73,99%), y también en mortalidad
(22,13%). Segun la tasa especifica por la edad el punto de mayor incidencia
esti aproximadamente a los 80 afios (350 casos cada 100000 habitantes), al

igual que en la mortalidad (casi 300 casos cada 100000 habitantes)

Aunque reducen en cierta medida el riesgo, las estrategias de prevencion no
pueden eliminar la mayoria de los casos de cancer de mama que se dan en
los paises de ingresos bajos y medios, donde el diagnéstico del problema se
hace en fases muy avanzadas. Asi pues, la deteccién precoz con vistas a
mejorar el prondstico y la supervivencia de esos casos sigue siendo la
piedra angular del control del cancer de mama.

La OMS promueve el control del cancer de mama en el marco de los

programas nacionales de lucha contra el cancer, integrandolo en la prevencion



y el control de las enfermedades no transmisibles. Las lesiones de mama
femeninas son mucho mas frecuentes que las de mama masculina.
Estas lesiones suelen tomar la forma de nédulos o masas palpables, a veces
dolorosas. Entre los factores de riesgo de padecer dicha enfermedad
encontramos que hay diferencias entre la incidencia y tasas de mortalidad en
diferentes paises. Con respecto a la edad se ha visto que es raro en menores
de 30 afios, luego el riesgo aumenta de forma mantenida, pero luego de la
menopausia aumenta mucho mas. En relacion con la genética y los
antecedentes familiares, entre el 5y el 10% estan relacionados con mutaciones
hereditarias especificas. Casi la mitad de las mujeres con cancer de mama
tienen mutaciones del gen BRCA1 Y un tercio mas tienen mutaciones en el
BRCA2. Actian como genes supresores de tumor, ya que el cancer se produce
cuando ambos alelos son inactivos o defectuosos. La exposicion prolongada a
estrogenos exdgenos en la posmenopausia conocida como tratamiento de
sustitucion hormonal se asocia a riesgo de cancer de mama, diagnéstico en
estadios mas avanzados y mamografias anormales. Se ha sospechado que
los anticonceptivos orales aumentan el riesgo, pero las pruebas son
contradictorias y las nuevas formulaciones con bajas concentraciones de
estrogenos y gestagenos parecen ser seguras. Las radiaciones ionizantes del
torax aumentan el riesgo, la magnitud del riesgo depende de la dosis de
radiacion, del tiempo de exposicion y de la edad. La causa sigue siendo
desconocida, sin embargo se han visto que influyen 3 factores; los cambios
genéticos, lo hormonal y lo ambiental. Con respecto a los cambios genéticos
entre los mejores caracterizados estan la sobreexpresion de HER2/NEU, que
estd amplificado en hasta el 30% de los canceres de mama invasivos. Su
sobreexpresion se asocia con mal pronostico.Ademas, se ha publicado la
amplificacion de los genes RAS y MYC, y también se pueden presentar

mutaciones en genes supresores de tumor como el RB p53.

En cuanto a las influencias hormonales, claramente el exceso de estrégenos
enddgenos tiene una influencia importante. Las variables ambientales son
sugeridas por la incidencia variable de cancer en grupos homogéneos

genéticamente y por las diferencias geograficas de prevalencia. En cuanto a la



morfologia, este cancer afecta mas a la mama izquierda. En cuanto a la
localizacion dentro de la mama el cuadrante supero externo es el més afectado
(50%), luego es la parte central (20%), los cuadrantes inferoexterno,

superointerno e inferointerno se afectan en un 10% de las veces cada uno.
ANATOMIA PATOLOGICA

Los cambios fibroquisticos son cambios que van desde inocuos a patrones
asociados con un mayor riesgo de cancer de mama. Se acepta ampliamente
que esta gama de cambios es la consecuencia de una exageracion y distorsion
de los cambios mamarios ciclicos que se producen normalmente en el ciclo
menstrual. De manera arbitraria, estos cambios se dividen en patrones
proliferativos y no proliferativos Los cambios no proliferativos son los mas
frecuentes. Se caracterizan por un aumento del estroma fibroso con dilatacién
de los conductos y formacion de quistes de varios tamafnos.
Macroscopicamente puede formarse un sdélo quiste grande en una mama, pero
este trastorno suele ser multifocal y bilateral. Las zonas afectadas muestran un
aumento difuso y mal definido de la densidad y nodularidades discretas. Los
quistes, sin abrir son de color marrén azulados y estan llenos de liquido seroso
y turbio. Frecuentemente los quistes estan revestidos por células poligonales
grandes que tienen un citoplasma abundante, granular, eosinéfilos, con nicleos
pequefios, redondos, hipercromaticos, la lamada metaplasia apocrina, que casi
siempre es benigna. Dentro de los cambios proliferativos encontramos a la
hiperplasia epitelial, algunas son leves y ordenadas, y tienen poco riesgo de
evolucionar hacia carcinoma, pero en el otro extremo se encuentran las
hiperplasias atipicas, que tienen un riesgo mayor, en proporcion con la
intensidad y atipia de los cambios. La hiperplasia epitelial no causa por si
misma una masa mamaria definida. El aspecto macroscépico no es distintivo y
estd dominado por los cambios fibrosos o0 quisticos coexistentes.
Microscopicamente hay espectro casi infinito de alteraciones proliferativas. Los
conductos, conductillos o lobulillos pueden estar llenos de células cuboideas
ordenadas, dentro de las cuales se pueden distinguir pequefios patrones
glandulares (fenestraciones). El grado de hiperplasia, manifestado en parte por

el nimero de capas de proliferacion epitelial intraductal, puede ser leve,



moderado o grave. En algunos casos las células hiperplésicas se vuelven
monomorfas con complejos patrones arquitecténicos. Estos cambios se
acercan a los del carcinoma ductal in situ (hiperplasia atipica). La hiperplasia
lobulillar atipica se parece citolégicamente al carcinoma lobulillar in situ, pero
las células no llenan ni distienden mas del 50% de los acinos de un lobulillo. Se
asocia con un aumento del riesgo de carcinoma invasor. La adenosis
esclerosante es menos frecuente que los quistes y la hiperplasia pero es
importante por sus caracteristicas clinicas y morfolégicas que pueden ser
similares a las del carcinoma, y a veces puede ser dificil de distinguir de este.
Pero solo se asocia con un minimo de aumento del riesgo de progresién a
carcinoma. Estas lesiones contienen fibrosis intralobulillar marcada y
proliferacion de los pequefios conductillos y acinos. MacroscOpicamente la
lesion tiene consistencia dura, similar a la del cancer de mama.
Microscopicamente la adenosis esclerosante se caracteriza por la proliferacion
de células epiteliales de revestimiento y de células mioepiteliales de los
conductos pequeiios y de los conductillos, que producen masas de patrones
glandulares pequefios dentro de un estroma fibroso. Los conglomerados de
glandulas o de conductillos proliferativos pueden estar practicamente
adosados, estando capas de células Unicas o multiples en conducto una con

otra.

Con respecto a la relacién de los cambios fibroquisticos con el carcinoma de
mama aunque clinicamente algunas caracteristicas del cambio fibroquistico
tienden a distinguirlo del cancer, la Unica forma cierta de establecer la
diferencia en el diagnéstico es por biopsia y estudio histolégico. Las
inflamaciones son raras y durante las etapas agudas suelen producir dolor y
sensibilidad en las areas afectadas, dentro de este grupo se encuentran las
mastitis y las necrosis grasa traumética, de las cuales ninguna se asocia con
aumento del riesgo de cancer. Los tumores mamarios son las lesiones mas
importantes de la mama femenina. El fibroadenoma es la neoplasia benigna
més frecuente de la mama femenina. Se cree que un aumento absoluto o
relativo de la actividad estrogénica influye en su aparicién. Suelen aparecer en

mujeres jovenes, con una incidencia maxima en la tercera década de la vida.



Pueden aumentar de tamafio al final del ciclo menstrual y durante el embarazo.
Después de la menopausia pueden regresar y calcificarse.
Morfolégicamente se presenta como un nddulo definido, habitualmente
solitario, movil de 1 a 10 cm de didmetro, es raro encontrar tumores multiples y
mayores de 10 cms. Macroscopicamente son firmes de color blanco.
Histolégicamente hay un estroma fibroelastico laxo que contiene espacios del
tipo de conductos, tapizados por epitelio de varias formas y tamafos. El

fiboroadenoma puede ser pericanalicular o intracanalicular.

Los tumores filoides son mucho menos frecuentes que los fibroadenomas y se
cree que se originan en el estroma periductal y no en fibroadenomas
preexistentes. En cuanto al tamafio, pueden ser pequefios, pero la mayoria
crecen hasta un tamafo grande, masivo que distiende la mama. Se pueden
hacer lobulados y quisticos. Macroscopicamente presentan grietas y
hendiduras. La aparicion de un aumento de la celularidad del estroma, con
anaplasia y elevada actividad mitética, con un rapido aumento del tamafio
indica malignidad. La mayoria permanecen localizados y se curan con la

escision.

El papiloma intraductal es un crecimiento neoplasico papilar en un conducto, la
mayoria son lesiones solitarias y se localizan en los conductos o en los senos

galactoforos principales.

CLASIFICACION (OMS)
-No invasores cuando no han penetrado la membrana basal limitante:
-Carcinoma ductal in situ

-Carcinoma lobulillar in situ

-Invasores (infiltrantes):
-Carcinoma ductal invasivo (mas frecuente)
-Carcinoma lobulillar invasivo
-Carcinoma medular
-Carcinoma coloide 0 mucinoso
-Carcinoma tubular

-Otros tipos



Hay dos tipos de carcinoma de mama no invasivo, el carcinoma ductal in situ
(CDIS) 'y el carcinoma lobulillar in situ (CLIS), segun estudios se ha
demostrado que ambos suelen originarse en el conducto terminal de la unidad
lobulillar. ElI CDIS tiende a llenar, distorsionar y desplegar los lobulillos
afectados. Tiene una amplia gama de aspectos histologicos. Los patrones
arquitectonicos estdn mezclados a menudo e incluyen tipos sélidos, comedo,
cribiforme, papilar, micropapilar y clinging. La necrosis puede estar presente en
cualquiera de estos. EI comedo es inconfundible y se caracteriza por células de
alto grado nuclear que distienden espacios con necrosis central.
Las calcificaciones se asocian frecuentemente al CDIS. Las células de los
tumores mejor diferenciados expresan receptores de estr6genos y, con menor
frecuencia, de progesterona. El prondstico del CDIS es excelente con una
supervivencia superior al 97% tras mastectomia simple. El tratamiento con
tamoxifeno puede reducir el riesgo de recidiva. La enfermedad de Paget del
pezén esta causada por la extension de un CDIS por los conductos
galactoforos y a la piel contigua del pezén. Las células malignas rompen la
barrera epidérmica normal, lo que permite que el liquido extracelular sea
secretado a la superficie. El aspecto clinico suele ser el de un exudado calostro
sobre el pezén y la piel de la areola. En casi la mitad de los casos estara
presente un carcinoma invasor subyacente. El CLIS tiene un aspecto uniforme.
Las células son monomorfas, con nucleos blandos, redondeados y se
presentan acumulas laxamente cohesivos en conductos y lobulillos. EI CLIS es
casi siempre un hallazgo incidental, y a diferencia del CDIS no forma masas y
sOlo raramente se asocia a calcificaciones. Los carcinomas invasores
posteriores aparecen en cualquiera de las mamas con una frecuencia
significativa. Por lo tanto el CLIS es tanto un marcador de aumento del riesgo
de presentar cancer en cualquiera de las mamas como un precursor directo de

algunos céanceres.

El carcinoma ductal invasor es un término usado para todos los carcinomas
que no pueden ser subclasificados en uno de los tipos especializados, y no
indica que este se origine especificamente en el sistema ductal. La mayoria de
los canceres (70-80%) caen en este grupo. Suele estar asociado con el CDIS.



La mayoria de los carcinomas ductales produce una respuesta desmoplasica
que sustituye la grasa mamaria normal y forma una masa dura, palpable. El
aspecto microscOpico es bastante heterogéneo. Los bordes suelen ser
irregulares. Los cénceres avanzados pueden causar hoyuelos en la piel,

retraccion del pezén o fijacién a la pared toracica.

El carcinoma inflamatorio est4 definido por la presentacion clinica de una
mama aumentada de tamafo, tumefacta eritematosa, generalmente sin masa
palpable. El carcinoma subyacente suele ser mal diferenciado e invade el
parénquima de forma difusa, la mayoria tienen metastasis a distancia y el

prondstico es muy malo.

El carcinoma lobulillar invasor consta de células morfolégicamente idénticas a
las del CLIS. Dos tercios se asocian a CLIS adyacentes. Las células invaden el
estroma individualmente y se alinean en hileras o cadenas. Aunque en la
mayoria de los casos se presentan como masas palpables o densidades
mamograficas un importante subgrupo puede tener un patron difusamente
invasor sin respuesta desmoplasica y puede estar clinicamente oculto. Con
mayor frecuencia metastatizan a LCR, superficies serosas, tubo digestivo,

ovario, Utero y médula 6sea. Suelen ser multicéntricos y bilaterales.

El carcinoma medular es un raro subtipo comprende menos del 1% de los
casos. Constan de laminas de grandes células anaplasicas con bordes
expansivos bien circunscritos. Clinicamente pueden ser confundidos con
fibroadenomas. Se dan con mayor frecuencia en mujeres con mutacion del
BCRA1 aunque la mayoria de las mujeres con carcinoma medular no son

portadoras.

El carcinoma coloide es un subtipo raro. Las células tumorales producen
abundantes cantidades de mucina extracelular que disecciona el estroma

circundante. Suelen ser blandos y gelatinosos.

Los carcinomas tubulares se presentan raramente como masas palpables pero

representan el 20% de los carcinomas invasores menores de 1 cm que se



descubren en la mamografia. Las metéstasis a ganglios linfaticos son raras y el

prondstico es excelente.

Hay algunas caracteristicas que son comunes a todos los canceres invasores
tendencia a adherirse a los musculos pectorales o a la fascia profunda de la
pared toracica con la fijacion de la lesién, asi como la adherencia a la piel que
lo recubre con retraccion o formacién de hoyuelos de la piel o el pezon. La

afectacién de las vias linfaticas puede producir linfedema localizado.

La extension del cancer se produce por los canales linfaticos y hematdgenos.
Hay metastasis a los ganglios linfaticos en alrededor del 40% de los canceres
que se descubre como masas palpables pero en menos del 15% de los que se
descubren por mamografia. Las lesiones en los cuadrantes externos y
centralmente suelen extenderse primero a los ganglios axilares. Las situadas
en los cuadrantes internos afectan normalmente a los ganglios que se
encuentran a lo largo de las arterias mamarias internas. A veces los ganglios
supraclaviculares son el primer sitio al que se extienden. A la larga se produce
diseminacién més distante, las localizaciones preferidas son los pulmones, el
esqueleto, el higado, las suprarrenales y menos frecuente el cerebro, bazo e
hipdfisis. Las metéstasis pueden aparecer muchos afios después del aparente

control terapéutico de la lesion primaria.

En el prondstico influyen las siguientes variables:

- Tamafio del carcinoma primario: los carcinomas invasores menores de 1 cm
tienen prondstico excelente en ausencia de metastasis a los ganglios linfaticos
y pueden no necesitar tratamiento sistémico.

-Afectacion de los ganglios linfaticos y numero de ganglios axilares. Sin
afectacién de los ganglios axilares la supervivencia a los 5 afios se acerca al
90%. La tasa de supervivencia disminuye con cada ganglio afectado.

- Metéstasis a distancia: los pacientes que presentan extensién hematogena
raramente se curan, aunque la quimioterapia puede prolongar la supervivencia.
- Grado de carcinoma, el sistema de gradacién mas habitual de cancer de
mama evalla la formacion de tubulos, el grado nuclear y la actividad mitética

para dividir a los carcinomas en tres grupos. Los bien diferenciados tienen un



mejor prondstico en comparacion con los mal diferenciados. Los
moderadamente diferenciados tienen inicialmente, un mejor prondstico, pero la
supervivencia a los 20 afios se aproxima a los mal diferenciados.

-Tipo histologico del carcinoma. Todos los tipos especializados de carcinoma
de mama tienen un prondstico algo mejor que los carcinomas que no son de
ningun tipo especial.

-Presencia o ausencia de receptores de estrogenos y de progesterona. La
presencia de receptores hormonales confiere un prondstico ligeramente mejor.
El motivo para determinar su presencia es proporcionar la respuesta al
tratamiento. La tasa mas elevada de respuesta al tratamiento antiestrogénico
se observa en mujeres cuyos tumores tienen receptores de estrégenos y
progesterona.

-Ritmo de proliferacion del cancer. Se puede medir la proliferacion mediante el
recuento de mitosis, citometria de flujo o marcadores inmunohistoquimica de
proteinas del ciclo celular. Ritmos de proliferacion elevados se asocian con un
peor prondstico.

- Aneuploidia. Los carcinomas con contenido anémalo de ADN tienen un
prondstico peor en comparacion con carcinomas que tiene el ADN similar al de

las células normales.

-Sobreexpresion de HER2/NEU, esto se produce casi siempre por la
amplificacion del gen, por lo tanto se puede determinar la sobreexpresiéon por
inmunohistoquimica o por hibridacion in situ con fluorescencia. La

sobreexpresion se asocia a peor prondstico. (5)

OBJETIVO GENERAL

Correlacionar las distintas clasificaciones moleculares del cancer de mama y

establecer las implicancias terapéuticas y pronosticas de las mismas.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Identificar los distintos tipos de marcadores, su naturaleza e importancia
diagnéstica.

-Correlacionar los diferentes marcadores para el establecimiento de la
clasificacion fenotipica.

-Informarnos acerca de la prevalencia de esta enfermedad.

-Conocer cuales son los nuevos avances en el area de la biologia molecular.

METODOLOGIA

Para poder conocer los diferentes subtipos de cancer de mama, recurrimos a
realizar una revision sistematica, basandonos en palabras claves como
“subtipos de céancer de mama”, “biomarcadores moleculares del cancer de
mama” y a su vez buscamos articulos con cada subtipo por separado; en
buscadores ya conocidos como el portal Timb6 y PubMed. Realizamos una
revision del tema leyendo libros reconocidos y recomendados. Luego
comenzamos a leer los resimenes de cada articulo, para clasificar los que
realmente nos interesaban, ya que existian articulos que si bien nos hablaban
del tema que nos interesaba buscar, no se relacionaban con nuestros objetivos,
tal como nos habiamos planteado con anterioridad.

Asi llegamos a los articulos de interés, con los que logramos desarrollar esta

monografia.

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION O DATOS OBTENIDOS

Diversos estudios epidemioldgicos y con parejas de gemelos monocigoticos
nos advierten de la importancia de la genética en la susceptibilidad para
padecer el cancer de mama. Inicialmente se descubrieron los genes BRCALl y
BRCA2, como genes que aumentaban el riesgo de padecerlo. A su vez se
identificaron otros como el TP53 y el PTEN. Con todos estos datos solamente

se puede predecir el 30% de todos los casos. Lo que nos obliga a buscar la



causa del 70% restante, para tratar de curar a la mayor parte de la poblacién
afectada. (6)

Se han encontrado un conjunto de perfiles de expresion del genoma, que ha
definido al cancer de mama en distintos subtipos moleculares, que difieren en
su evolucién y respuesta al tratamiento sistémico del paciente. Estos articulos
tratan de proponer que la investigacion de marcadores moleculares identificara
subtipos en el momento del diagnéstico primario, y esto ayudara con el
tratamiento individualizado del paciente y dirigido farmaco.

Existen diferentes plataformas de microarreglos para definir los diferentes

perfiles de riesgo:

1- Modelo de progresién basado en 70 genes (MammaPrint)

2- Modelo de respuesta a heridas

3 Puntaje de recurrencia (OncotypeDX)

4- Modelo de subtipos intrinsecos (luminal A y B, Her2/neu, basal,

parecido al normal)

5- Modelo de tasa de expresion de dos genes(HOXB13 e IL17BR)

(6)
Los resultados indican que la mayoria de los modelos presentan niveles altos
de concordancia.
Ya existen varios factores clinicos, histopatolégicos y moleculares validados
gue se utilizan habitualmente como marcadores prondsticos y predictivos del
cancer de mama. Estos son por ejemplo: la edad del paciente, el grado
tumoral, tamafio del tumor, los ganglios linfaticos y la presencia de metastasis,
el tipo histologico y el estado de los receptores hormonales (receptor de
estrogeno (ER) y del receptor de progesterona (PR)). Mas recientemente, el
factor de crecimiento epidérmico humano receptor 2 (HER2/neu) y la invasion
peritumoral vascular (VPI) se han incluido como marcadores de rutina. (7)
Como sabemos, el cancer de mama se divide en tumores positivos y negativos
segun si tiene o no los receptores de la hormona. Esto impulsé al manejo de la
paciente en el uso de terapias enddcrinas que directa o indirectamente eran
dirigidas al receptor de la hormona, tales como moduladores del receptor de

estrogeno selectivo (SERM), por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, inhibidores de



la aromatasa; y "puros" analogos de estradiol como fulvestrant. El uso
generalizado de estos agentes en el tratamiento adyuvante ha prolongado la
supervivencia global y ha reducido la incidencia de cancer de mama
contralateral. A pesar de ello, hasta la mitad de todos los receptores de la
hormona del cancer de mama positivo no responden al tratamiento endécrino
en la presentacion inicial (resistencia intrinseca) o hay un desarrollo inevitable
de la resistencia a lo largo del tiempo (resistencia adquirida). En cuanto a su
capacidad de prediccion clinica en muestras individuales. (7)

En parte, esta monografia se ha centrado en la identificacion de posibles
marcadores prondsticos y predictivos que faciliten un enfoque de tratamiento

mas individualizado para pacientes con cancer de mama.

Los subtipos intrinsecos del cAncer de mama

En estos ultimos afios, el andlisis de la expresion génica, ha dividido al cancer
de mama en al menos cinco grupos principales o subtipos: luminal A, luminal B,
sobreexpresion de HER2/neu, tipo basal y el subtipo de tumor de mama normal
segun lo definido por su similitud en la expresion con el tejido normal y los
tumores benignos. (7)

Estos subtipos difieren en términos de: resultados de los pacientes, la
supervivencia general y libre de la enfermedad, el prondstico, la respuesta al
tratamiento y la raza o el origen étnico. Esto sugiere que el cAncer de mama no
es una sola entidad, sino, una coleccion de enfermedades heterogéneas que
se manifiestan por las diferencias en el nivel molecular, histopatolégica y
clinica. Sin embargo, el perfil genético es costoso y dificil de conseguir en el
ambito clinico. Como resultado, varios estudios han investigado el papel de los
paneles de inmunohistoquimica (IHC), marcadores que rutinariamente se
podrian utilizar para clasificar los canceres de mama en subtipos similares a los
definidos anteriormente utilizando el analisis de la expresion génica. Hasta la
fecha no existe un consenso sobre cuél es el panel mas apropiado de
marcadores para su uso. Por lo tanto, muchos investigadores utilizan una
clasificacion simple basada en expresiones de IHC ER, PR y receptores
HER2/neu. (7). En nuestro pais se realiz6 un estudio con el objetivo de

determinar la frecuencia de los subtipos de céncer mamario en base a la



expresion tumoral de los receptores anteriormente nombrados, el andlisis
incluyé las historias clinicas de 197 pacientes de sexo femenino con
diagnéstico de céncer de mama invasivo (estadio |I-lll) intervenidas
quirdrgicamente entre marzo 2006-marzo 2008. Se extrajeron los siguientes
datos: edad, tipo histologico, grado histolégico, tamafio tumoral patoldgico,
estado de los ganglios linfaticos axilares, estadificacion TNM y niveles de
expresion de HER2, RE y RP estudiados mediante IHQ. Los RE y RP se
determinaron mediante anticuerpos monoclonales y los resultados fueron
considerados positivos cuando se informé inmunotincién nuclear mayor al 1%
de las células tumorales. El nivel de expresiéon de HER2 se determindé mediante
Herceptest ®, los informes se clasificaron segun las recomendaciones vigentes
de ese periodo en 4 grados:

- 0, ausencia de tincion de membrana

- +1, tincibn de membrana parcial y débil

- +2, tincion de membrana completa y débil en menos del 10 % de

células tumorales
- +3, tincion de membrana completa e intensa en méas del 10% de
células tumorales

Se consider6 positivo el resultado con inmunotincién 3+.
Los resultados obtenidos indican que la edad media fue de 55 afios, siendo el
67% mayor de 50 afios. La mayoria de las pacientes demostré caracteristicas
clinicas y patoldgicas beneficiosas para su enfermedad, tales como: pequefio
tamafio tumoral, ganglios axilares negativos, grado histologico bajo, etc.
También los RE o RP, o medidos conjuntamente, arrojé un resultado positivo
en el 78% de los casos. Por otro lado, el 17% fue triple negativo, subtipo basal,
vinculandose esto a menor edad de diagnostico, y mayor agresividad bioldgica.
El resultado de la expresion de HER2 en las células tumorales fue positivo en
el 10% de los casos, por lo que las conclusiones obtenidas respecto a este
hallazgo fueron discordantes con las reportadas en la bibliografia estudiada,
llegdndose a la conclusion de que la sobreexpresion de HER2 en tumores
mamarios invasivos de la poblacion uruguaya tiene menor prevalencia que en
otros paises de Europa y América, no encontrandose en cambio, diferencias en

la prevalencia de canceres con receptores de estrégeno y progesterona.(8)



Subtipos luminal A y B: Los dos subtipos luminales, A y B, expresan el receptor

de estrégenos y son similares a las células luminales normales de la mama.
Los Tumores luminal A son los mas comunes de la mama, y los mas comunes
de los cinco subtipos de cancer de mama; poseen una mayor expresion de
receptores de estrogenos y los genes de estrogenos asociada ESR1, GATAS, y
FOXA1, en comparacion con los tumores luminales B, y no expresan
HER2/neu. Los tumores luminal A se asocian con un mejor prondstico y son
menos agresivos que los subtipos de tipo basal o HER2/neu. Por otro lado, los
tumores luminal B tienen similares caracteristicas de expresion que los tumores
sin receptores de estrogenos, tales como aumento de la frecuencia de
mutaciones de TP53. TP53, es un gen supresor de tumores a menudo mutado
en el sindrome de Li-Fraumeni, se ha demostrado que tiene una fuerte
asociacion con los subtipos de tipo basal y HER2/neu. Los pacientes con
tumores luminal B también tienen una menor supervivencia general que
aquellos con el subtipo luminal A. Las diferencias entre los dos subtipos
luminales sugieren que el prondstico de los que tienen receptores de
estrégenos, no solo estad determinado por la presencia de ellos, sino también
de otros factores que trabajan con la regulacion de estos receptores
responsable de los estr6genos.

Un estudio reciente de Cheang et al., establecié que un inmunopanel de cuatro
marcadores, que consiste en ER y PR, HER2/neu y el indice Ki-67 (es decir,
porcentaje de células positivas para la tincion nuclear para Ki-67) fue capaz de
distinguir luminal A de luminal B cuando se prueba en un poblacion de 357
personas con cancer de mama. Los tumores luminales se dividieron en tres
grupos: luminal A, definido como ER o PR positivo, HER2/neu negativo, e
indice Ki-67 de proliferacion baja; luminal B, definida como ER o PR positivo,
HER2/neu negativo e indice Ki-67 de proliferacion elevado; y tumores
HER2/neu-positivos. Se determind que el punto de corte del indice Ki-67 es de
proliferacion del 14% o mayor, pudiendo discriminar luminal B de luminales A.
El pronéstico de la subtipificacion definido por los inmunopaneles de cuatro
marcadores descritos anteriormente, también se han investigado en una serie

de 4046 microarrays de tejido independiente de cancer de mama, 2847 de los



cuales eran receptores hormonales positivos. En comparacion con luminal A,
luminal B y tumores HER2/neu-positivos, se asociaron significativamente con
una supervivencia cancer especifica libre de recurrencia, tanto en la presencia
0 ausencia de un tratamiento sistémico adyuvante con tamoxifeno solo o
guimioterapia. Ki-67 es un antigeno nuclear que se encuentra en las células
durante la fase proliferativa del ciclo celular (fase G1, fase S, fase G2 y la fase
M), pero no en las células durante la fase de reposo (fase GO0). La proteina
puede ser identificada por el anticuerpo monoclonal MIB-1. Varios estudios han
descrito la importancia pronostica del marcador de proliferacion Ki-67 en los
canceres de mama en fases iniciales e invasivos. Existe una fuerte asociacion
entre el nimero de células positivas para la tincién de Ki-67 y el grado nuclear,
la edad, el indice mitético y la presencia de otros marcadores de la
proliferacion, tales como el antigeno nuclear de proliferacion celular. En los
tumores de mama que sobreexpresan mas del 50% de las células Ki-67 se
asocian con una supervivencia global y libre de enfermedad mas corto. Spitale
et al., describe cémo se expresa Ki-67 diferencialmente a través de una gran
poblacion de 1214 canceres de mama agrupados en subtipos moleculares de
acuerdo a los marcadores clasicos IHC ER, PR y HER2/neu. Encontraron
disminucion de la expresién de Ki-67 en el luminal subtipo A en comparacion
con los tumores de tipo basal y HER2/neu. (7)

Hugh et al.,, recientemente investigd la importancia de subtipificar
tempranamente el cancer de mama con ganglios positivos, usando algo
parecido a inmunopaneles de cuatro marcadores. Se analizaron los datos
patolégicos de 1.350 pacientes del “grupo de investigacién internacional del
cancer de mama” (BCIRG) 001, un ensayo de fase Ill comparando docetaxel,
doxorubicina y ciclofosfamida (TAC), con fluorouracilo, doxorrubicina y
ciclofosfamida (FAC) como tratamiento adyuvante de nodulos positivos del
cancer de mama operable. Determinaron que la TAC complementa
significativamente la terapia endocrina en pacientes con luminal A. Esto sugiere
gue un inmunopanel de cuatro marcadores puede dividir los tumores de mama

en subtipos distintos con un potencialmente fuerte efecto prondstico. (7)



Sobre-expresion del subtipo  HER2/neu: El subtipo que sobreexpresan

HER2/neu (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano o c-erb
B2 o neu) se identifica en los canceres de mama con el aumento de expresion
de genes localizados en la misma region en el cromosoma 17g. Estos incluyen
el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2, ErbB2, un proto-
oncogén, que cuando se sobre expresa se asocia con un alto grado histolégico,
la baja expresion de receptores hormonales, y un peor prondstico clinico. Este
subtipo es particularmente resistente a la terapia endocrina con independencia
del estado de receptores hormonales y garantiza el tratamiento con un
anticuerpo monoclonal recombinante, trastuzumab (Herceptin), el cual esta
demostrado, que mejora significativamente los resultados del paciente.(7)

Alteraciones en la amplificacion de ErbB2 y en la sobre expresion de la
proteina HER2/neu, generalmente se producen en simultdneo. Estas
alteraciones pueden ser precisas por fluorescencia en hibridacion in situ (FISH)
o IHC. Sin embargo, estudios recientes han sugerido que existen problemas de
reproducibilidad en los casos de tincion IHC 2 + y posteriormente demostrado
tener la amplificacion de ERBB2 por FISH. Nuevas directrices de la American
Society of Clinical Society y el Colegio Americano de Pat6logos introdujeron el
término "equivoca" para clasificar los estudios HER2/neu que puntdan 2 + por
IHC. Que definen un resultado negativo como tinciéon IHC de 0 o 1 + y un
resultado positivo como manchar 3 +, y recomiendan medidas adicionales

como el FISH, para determinados resultados equivocos, es decir, 2 +.(7)

Subtipo basal: El subtipo basal, fue identificado entre el 2% y el 18% de todos

los canceres de mama, expresan citoqueratinas de alto peso molecular (CK) en
sus células mioepiteliales. Se trata de un curso clinico agresivo, con epitelio
maligno de mama mesenquimal, sarcomatoide y metaplasia escamosa. Se
reconocié en ese momento que este subtipo de cancer de mama es de
receptores hormonales (estrégeno y progesterona) y del receptor HER2/neu
negativo, es decir, el triple negativo. Estudios de los perfiles de expresion de
genes, caracterizan el grupo basal mediante la expresion de genes asociados
con células mioepiteliales: KRT5 (queratina 5), KRT17 (queratina 17), CNN1
(calponina 1), CAV1 (caveolina) y LAMB1l (laminina). El hallazgo mas



clinicamente significativa revel6 que este subtipo es mas agresivo, y con una
menor supervivencia que los otros subtipos de cancer de mama. Un dilema
terapéutico que enfrentan los médicos es que las terapias endocrinas o el
trastuzumab son inefectivos en el tratamiento de tumores de tipo basal debido
a la falta de los receptores hormonales y el receptor HER2/neu, y la eleccién
de la quimioterapia sigue siendo poco clara. En consecuencia, este subtipo ha
sido objeto de una extensa investigacion en los ultimos afos.(7)

Varios estudios han investigado el valor de inmunopaneles para la clasificacion
molecular de los canceres de mama. Sin embargo, hay una escasez de
consenso entre las autoridades, como al panel de IHC mas apropiado a utilizar.
Algunos sugieren que la expresion de citoqueratinas de alto peso molecular,
por ejemplo, CK 5/6, CK 14 y CK 17, identifica a un grupo de tumores de mama
con un pobre resultado que debe considerarse por separado de los tumores
triples negativos. Otros sugieren que la ausencia de expresion de los
receptores hormonales y el receptor HER2/neu puede definir de manera fiable
el subtipo basal.(7)

Nielssen et al., investigaron 4.046 cénceres de mama primarios invasivos,
compararon la importancia prondéstica entre una ER, PR y HER2/neu, con un
panel de tres marcadores; y un ER, PR, HER2/neu, receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y CK 5/6, con un panel de cinco marcadores;
en la definicion intrinseca de los subtipos de cancer de mama. Los
Inmunopaneles mostraron como fenotipo triple negativo (TNP) (ER-, PR-,
HER2/neu-, EGFR + o0 CK 5/6 +). Proporcionan evidencia convincente de que
la adicién de marcadores positivos para EGFR o CK 5/6 identifica una cohorte
de pacientes en particular de alto riesgo con significativamente peor prondstico
en comparacién con los casos de un fenotipo triple negativo. Una implicacién
terapéutica para esto se confirma por el hecho de que los pacientes con
tumores de mama basal, al igual que los que sobre expresan EGFR pueden
beneficiarse de las terapias desarrolladas recientemente que apuntan a que,
por ejemplo, inhibidores de la tirosina quinasa (gefitinib, erlotinib) y anticuerpos
monoclonales (cetuximab). Otro biomarcador potencial del subtipo basal es
CD117, también conocido como c-kit. Este receptor de superficie se une al

factor de células madre, estimulando el crecimiento celular. La expresion de c-



kit es mas frecuente en los tumores de tipo basal que en otros subtipos; Sin
embargo, no influyen en el prondstico. No se tiene mucha experiencia de
imatinib en esta cohorte, de saber si puede o no ser un marcador de la

respuesta al tratamiento.(7)

MicroRNAs: los nuevos biomarcadores

Los MicroRNA (miRNA) son moléculas cortas, de una sola hebra de ARN
reguladoras que han salido recientemente a la luz de la investigacién molecular
en los mecanismos subyacentes de muchas enfermedades, en particular el
cancer. Son actores clave en numerosos procesos celulares, incluyendo la
diferenciacion, crecimiento celular y la apoptosis, y ejercen su funcionalidad
mediante la union directamente a sus genes diana, lo que resulta en la
represion de traduccion de la secuencia diana. Hasta la fecha, varios estudios
de perfiles de expresién han identificado varios miRNAs que exhiben patrones
de expresion desregulados en tumores de mama en comparacion con el tejido
normal (miR-21, miR-29b-aumento de la expresion; miR-125 ter, miR-145, miR-
10b, MIR-155, miR-17-5p - expresion disminuida).(7) (6)

Varios informes han identificado un conjunto Unico de miRNAs que actian
como reguladores del estado de los receptores ER y HER2/neu (miR-206 y
miR-125a, respectivamente). Utilizando los datos de microarrays de 29 tumores
de mama en fases iniciales, analizados mediante un modelo de redes
neuronales artificiales, la expresion de miR-372 ha demostrado ser disminuido
en el triple negativo de los basales y aumento en el triple positivo del subtipo
luminal B. Esto sugiere gue miRNAs podrian desempefiar un papel clave en la
toma de decisiones para el tratamiento de cada uno de los subtipos de cancer
de mama y pueden ser nuevos biomarcadores utiles en las primeras fases de
la enfermedad. Potencialmente, una nueva funcion de miRNAs ha descrito por
Mitchell, demostraron que el miR-141, procedente de xenoinjertos de cancer de
prostata humanos, paso a la circulaciéon, donde se pueden evaluar y comparar
con los controles. Con los rapidos avances y el desarrollo de herramientas de
gran alcance para caracterizar y cuantificar miRNAs, es sélo cuestion de
tiempo, conocer su papel en el cdncer de mama como biomarcadores

minimamente invasivos, como se define en otros tipos de cancer. (7)



Biomarcadores circulantes

Se han desarrollado biomarcadores basados en la proteina de suero y plasma
y se utilizan de forma rutinaria como herramientas de deteccién de muchas
enfermedades, incluyendo céancer de préstata y de ovario. una variedad de
marcadores circulantes de tumores también se han descrito para el cancer de
mama, tales como el MUC-1 glicoproteina antigenos de carbohidrato 15-3 (CA
15-3) y CA 27.29 (también llamado BR 27,29), antigeno carcinoembrionario
(CEA), antigeno del polipéptido de tejido, antigeno especifico del polipéptido de
tejido y HER2/neu (dominio extracelular). Sin embargo, debido a la baja
sensibilidad y especificidad de estos marcadores biol6gicos, su uso en la
deteccién de cancer de mama temprano es limitado. EI Grupo Europeo de
marcadores tumorales recomienda solamente mediciones seriadas de CA 15.3
y CEA para monitorear la deteccion temprana de la enfermedad recurrente y
respuesta al tratamiento.

Recientemente, dos proteinas de la sangre, el suero amiloideo A (SAA) y la
proteina C reactiva (CRP), han sido identificadas como marcadores
importantes para la supervivencia del cancer. Estos dos marcadores no
especificos de inflamacion cronica de bajo grado se secretan en la circulacion
en respuesta a citoquinas incluyendo IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumoral.
(")

Dentro de la familia de IL1, se identifico a la IL33 como posible biomarcador del
cancer de mama, tras descubrir que se expresa el doble en muestras de suero
y tejido tumoral en pacientes con cancer de mama, que lo que se expresa en
lesiones benignas del mismo 6rgano. Esta citoquina unida a su receptor ST2,
estimula la produccion de citoquina tipo 2, y ejerce tanto una funcién
proinflamatoria como protectora de la inmunidad tumoral, dependiendo del
contexto molecular del tejido. También se asocia con un fenotipo tumoral bien
diferenciado, la sobreexpresion de HER2, afectacion de més ganglios linfaticos,
y antecedentes familiares de carcinoma maligno. Estos resultados sugieren que
la IL-33 puede jugar un papel importante en el progreso de la enfermedad y
puede ser un biomarcador util para predecir el avance y la probabilidad de

metastasis.(9)



Tras un andlisis de inmunohistoquimica realizado a una cohorte de 235
tumores de mama esporadicos, se descubri6 que RAD51 es un potencial
biomarcador y atractivo blanco terapéutico para el cancer de mama tipo basal.
Se determiné que RAD51, debido a la acumulacion de errores en su ADN, se
sobreexpresa en células tumorales, las cuales sufren alteraciones en su ciclo
celular, resistencia a sefales de apoptosis y resistencia a agentes de radio y
guimioterapia. Asi mismo RAD 51 estd relacionado a un mayor grado de
agresividad tumoral, mayor grado histolégico, mayor indice de proliferacion,
sobreexpresion de HER2, carencia de receptores hormonales, peor prondstico
y mayor numero de metastasis precoces (pulmén, SNC, higado). Referido a
esto el mecanismo por el cual RAD 51 favorece la metastasis tumoral es
mediante la estabilizacion del ADN tumoral, y la regulacion de BEBP en los
genes prometastasicos, estimulandolos y disminuyendo la capacidad de los
supresores metastasicos. Ademas el estudio concluyo que RAD51 Se
sobreexpresa intensamente en el 75% de los tumores tipo basal o triple
negativo, en el 67% de los HER2 y en el 20% del subtipo luminal Ay B.(10)

-CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Vimos que en estudios univariados, las muertes con cancer detectado por
mamografia tuvieron una mejoria general y un periodo libre de enfermedad
mas prolongado comparado con los tumores detectados por sintomas (p menor
0.0001).

Los subtipos moleculares juegan un rol importante en el prondstico y son
considerados a la hora de elegir el tratamiento. El subtipo luminal A se asoci6
con el mejor periodo libre de enfermedad de los 4 subtipos. (11)

Las nuevas tecnologias de micromatrices (microarray, gen chips) han permitido
detectar y cuantificar simultaneamente la expresion de numerosos genes
(potencialmente el genoma humano completo). Dos grupos de trabajo
diferentes compararon muestras de tumores de mama de agresividad alta y
baja e identificaron perfiles génicos (“gene signatures”), con capacidad

prondstica, predictivos del comportamiento clinico. A estos hallazgos siguieron



algunos otros en esta misma linea, incluyendo un nuevo perfil de 186 genes
publicado el afio 2007 que correlaciona con supervivencia no sélo en cancer de
mama sino también en cancer de pulmén, de préstata y meduloblastoma,
denominado “perfil génico de invasividad” y obtenido a partir de células con
capacidad tumorigenémica.(12)

Existen 3 firmas hoy en dia publicadas denominadas Oncotype DX, Amsterdam
y Rotterdam. De la firma Amsterdam se desprenden 70 genes identificados, y
de Rotterdam 76 genes, a pesar de mostrar un disefio estadistico y clinico muy
similar, s6lo comparten 3 genes en comun. En cuanto a la firma Oncotype
posibilitod el disefio un algoritmo predictivo de riesgo, agrupando a los pacientes
en alto, medio o bajo riesgo. (12)

En la actualidad, una limitacion importante en los estudios de expresion génica
en el cancer es la de obtener un nimero suficiente de tumores en fresco de tal
manera que los resultados obtenidos sean significativos. Por otro lado, la
utilizacion de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina, y tal como se
conservan de forma rutinaria en los servicios de Patologia, tiene como principal
ventaja el acceso a grandes series de pacientes, lo que permite seleccionar
retrospectivamente una casuistica y seguimiento bien definidos.(13)

Existen estudios que hoy en dia asocian los marcadores biomoleculares con
los genes BRCA 1y BRCA 2. Al primero se los relaciona con los tipos basales
y al segundo con los luminal b. (14)

Actualmente se esta realizando un proyecto denominado US-LACRN que
estudia el perfil molecular en estadios Il y Il del cancer de mama en mujeres

del continente Americano donde Uruguay forma parte.
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ANEXOS

El American Joint Committee on Cancer utiliza los principales factores
prondsticos para dividir a los carcinomas de mama en diferentes estadios:
Estadio 0 CDIS o CLIS supervivencia a los 5 afios 92%.

Estadio | carcinoma invasor de diametro menor o igual a 2cm sin afectacion de
los ganglios.

Estadio Il carcinoma invasor de diametro menor o igual a 5 cm con hasta 3
ganglio axilares afectados o carcinoma invasor mayor a 5 cm sin afectacion
ganglionar, supervivencia a los 5 afios 75%.

Estadio Ill: carcinoma invasor de diametro menor o igual a 5 cm con cuatro o
mas ganglios axilares afectados; carcinoma invasor de diametro mayor a 5 cm
con afectacion ganglionar; carcinoma invasor n 10 o mas ganglios axilares
afectados; carcinoma invasor con afectacion de los ganglios linfaticos
mamarios internos homolaterales o carcinoma invasor con afectacion cutanea,
fijacion a la pared toracica o carcinoma inflamatorio clinico.

Estadio 1V: cualquier cancer de mama con metastasis a distancia.

Imagenes Histoldgicas
g f; A-: &5

Carcinoma ductal infiltrante (9)
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Receptor de Progesterona

Hercep Test (39)



Classification of the luminal subtype using a four-marker immunopanel

Subtype ER status PR status HER2/neu status Ki-67 proliferation index
Luminal A Positive andfor Positive Negative Low; < 14%

Luminal B Positive and/or Positive Negative High; > 14%
Luminal-Her2/neu Negative Negative Pasitive High

ER, oestrogen receptor; PR, progesterone receptor; HER2/neu, human epidermal growth factor receptor 2.

Classification of the basal-like subtype using a three- or five-marker inmunopanel

Subtype ER status PR status HER2/neu status EGFR status CK 5/6 status
Triple negative phenotype Negative Negative Negative
Core basal phenotype Negative Negative Negative Positive andfor Positive

ER, oestrogen receptor; PR, progesterone receptor; HER2/neu, human epidermal growth factor receptor 2; EGFR, epidermal growth factor receptor; CK, cytokeratin.



Understanding breast cancer stem cell heterogeneity: time to move on to a new

research paradigm
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Figure 1 Schematic representation of differences between normal and malignant breast epithelial stem/progenitor subpopulations.
Comparison of pie charts summarizing the differences and similarities between different epithelial cells within Ep-CAMACDESF subpopulations,
which were presented as subfractions based on-stemy/progenitor cell markers, in accordance with the data recently described in 8WC Cancer 211
The three epithelial cell populstions of the nomal breast (namad A, B and C) are compared with their malignant countemarts, highlighting the
peculiarity of each subpopulation. The schematic size of the mammasphere relates to the measured ability of mammaospherefcolony-forming
cells Basal progenitor cells showed higher mammaosphere colome-fomning ability compared with luminal progenitor cells in normal breast cells
(A=B, C = 0), whereas in BC, the luminal progenitor subpopulation showed increased ability to form mammaospheres compared with
differentiated luminal cells Suboooulations oranoe. Eo-CAM™/(D49f* vellow. Ep-CAMM S D45 aren Eo-CAM™S /L D49




Effect of ASCO/CAP Guidelines for Determining ER Status on Molecular
Subtype
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FIG. 2 Schematic for classification of primary breast umors mto basal-like subtypes was applied. Tumors were then classified based on
inkrinsic -.u!:typcs using the BRS classifier. Bn'cﬂy, o |00—gcnc which snf:rtypc Ill:y most cln:i:ly rrpre:::nlcd at the gene :xpr:siuu
classifier representing the normal-like subtype was applied 1o all level. The inserted chart demonstrates the results for one low-staining
tumors. Of those that did not display this normal-like gene expression wmor which has the highest comrelation coefficient with the basal-like
profile, a second 180-gene classifier comprsing gene expression subtype
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Taxonomy of breast cancer based on normal cell phenotype predicts outcome
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Figure 5

Identification of normal callular phenotypes In human braast
tumors. Heat maps of Cld-4, K7, K18, VDR, AR, K5, K14, CD10,
SMA, pE3, PR, ER, and HER2 protein kevels in 216 human breast
cancer lumors, separated inte (A) ER* (n = 51), (B} HER2-
{n = 46), and (C) TNBC (n = 118). Luminal markers (Cld-4, K7,
K18, VDR, and AR) and basal markers (CD10, SMA, and p63)
are indicated. TNBCs are separated into luminal 1 (LM1; K5/14-),

L1

Lm2

ER AR luminal 2 (LM2; K514}, and mixed (M; expressing both luminal
and myoepithelial markers) subtypes. TMA seclions ware sub-
r . jected 10 IHG and scored using lght microscopy on a scale of 0

(blue, low expression) to 25 (yellow, high expression), with white
K5 denoling imtermediate expressien. Corresponding normal cell
counterparts ame illustrated next to @ach heat map.




