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1. PROBLEMA FUNDAMENTALA

Tumorile stromale gastrointestinale (GIST) reprezinta cel mai frecvent tip de tumori
mezenchimale de la nivelul tractului digestiv, cu origine la nivelul celulelor interstitiale
Cajal. Constituie aproximativ 1% din totalitatea tumorilor maligne cu aceasta localizare,
fiind tumori cu agresivitate si evolutie variabila [1]. Incidenta GISTurilor este de cuprinsa
intre 4 si 21 la un milion de locuitori, conform studiilor disponibile, variind in functie de
arealul geografic. Cele mai multe cazuri sunt Tnregistrate la pacienti intre 60-65 de ani, desi

pot aparea la orice categorie de varsta [2].

Patogeneza acestora are la baza, Tn majoritatea cazurilor, mutatii activatoare ale
tirozin-kinazei KIT, interesédnd cu precadere patru exoni: 11 (cel mai frecvent), 9 (asociate
cu o sensibilitate redusa la imatinib), 13 si 17. PDGFRA face de asemenea parte din clasa
tirozin-kinazelor si mutatiile la acest nivel sunt mutual exclusive cu cele ale kit in GIST,
aparand in 10-15% din cazuri si afectand predominant exonii 18, 12 si 14. Ulterior s-au
descoperit si alte tipuri de mutatii, mult mai rare, precum cele de la nivelul NF1, BRAF,
KRAS, SDH etc. Genotiparea GISTurilor are importanta terapeutica, constatandu-se ca
anumite tipuri de mutatii asociaza sensibilitate diferita la inhibitori de tirozin-kinaze (TKI)

si evolutie clinica diferita [3-4].

Acest tip tumoral poate aparea la orice nivel al tubului digestiv, de la esofag pana la
rect, stomacul si intestinul subtire fiind cele mai frecvente localizari. Exista insa si cazuri cu
localizare in afara tractului gastro-intestinal, cel mai frecvent la nivelul mezenterului,
omentului (80% din cazuri), retroperitoneului etc. Tumorile cu asemenea localizari au fost
denumite EGISTuri (tumori stromale extragastrointestinale) [5-6]. Din punct de vedere
clinic, manifestarile sunt extrem de variabile, reflectand localizarea si dimensiunea tumorala,
cel mai frecvent fiind raportatdi hemoragia digestiva. In unele cazuri acestea sunt

asimptomatice si descoperite incidental, in timpul evaluarilor imagistice pentru alte afectiuni
[7].

Din punct de vedere macroscopic, tumorile stromale gastrointestinale au dimensiuni
variabile, de la infracentimetrice, la peste 20 cm diametru. De obicei sunt circumscrise,

Tnconjurate ocazional de o pseudocapsula. Masele tumorale se pot dezvolta intraluminal, cu



posibila ulceratie a mucoasei supraiacente, intramural sau subseros. Pe suprafata de sectiune,
culoarea variaza de la cenusiu-albicios la rosu-brun, in functie de gradul de vascularizare si
prezenta hemoragiei. Aspectul poate fi omogen sau poate exista o variabilitate a culorii si
consistentei. De cele mai multe ori tumora este solida, de consistenta elastica, putand exista
arii chistice si de necroza. Unele tumori de talie mare pot fi degenerate chistic central,
dezvoltand un aspect pseudodiverticular, centrul tumorii comunicand cu lumenul intestinal
printr-un traiect fistulos. In unele cazuri, tumora poate cipita un aspect de clepsidra, cu o

componenta extrinseca si una intraluminala [8].

Din punct de vedere histopatologic, tumorile stromale gastrointestinale s-au dovedit
a fi extrem de heterogene, avand un spectru morfologic foarte larg. Ele pot fi alcatuite din
celule fusiforme (70 % din cazuri), epitelioide (20%) sau un amestec al acestor tipuri (10%).
Trasaturi precum pleomorfismul cito-nuclear, hipercelularitatea, sclero-hialinizarea,
palisadarea nucleara, necroza tumorala, calcificarile, vacuolizarile citoplasmatice, fibrele
skenoide etc., pot caracteriza aceste tumori. Rata mitotica poate inregistra valori diferite,
cele <5/50 HPF avand un prognostic mai bun [1,9]. Diagnosticul diferential microscopic al
tumorilor stromale gastrointestinale se face cu alte tumori, Tn mare parte de origine
mezenchimald, cu localizare digestivd. Printre acestea se numard leiomioame,
leiomiosarcoame, schwanoame, polipi fibroizi inflamatori, tumori miofibroblastice

inflamatorii, fibromatoza desmoida, melanoame etc [10].

Din punct de vedere imunohistochimic, majoritatea GISTurilor sunt pozitive difuz si
intens pentru CD117 (KIT), exprimat in mod normal in celulele interstitiale Cajal, Tn care isi
au originea aceste tumori. DOG1 are o sensibilitate si o specificitate comparabild cu
markerul precedent, rolul patologic al acestuia fiind incomplet elucidat. CD34 este pozitiv
in majoritatea GISTurilor gastrice, insd negativ in cele mai multe cazuri cu alte localizari.
Un procent semnificativ de cazuri poate exprima markeri musculari netezi (SMA, desmina,
caldesmon) sau neurali (S100). Ki67 este folosit ca indice de proliferare celulara, valori mari

ale acestuia indicand risc crescut de recurenta [11, 12].

O serie de sindroame congenitale asociaza GISTuri, printre acestea numarandu-se

Neurofibromatoza tip I, triada Carney (GIST, paragangliom extra-adrenal si condrom

pulmonar), sindromul Carney-Stratakis (GIST si paraganglioame) [13].

in ceea ce priveste stratificarea riscului, existd mai multe sisteme de clasificare. Unul

dintre ele este NIH (National Institutes of Health), elaborat de Fletcher et al in 2002, care



fmparte pacientii in patru grade de risc: foarte scazut, scazut, intermediar si inalt, coroborand
dimensiunea tumoral3 si rata mitotica. Tn 2006, Miettinen et al au propus sistemul de
clasificare cunoscut drept AFIP (Armed Forces Institute of Pathology), in care si localizarea
tumorala este luata in calcul, dupa ce au constatat ca tumorile gastrice au un risc de recidiva
mai scazut decat cele cu alte localizari, in cazul acelorasi dimensiuni si rata mitotica. Astfel
rezultd 8 grupuri prognostice (1, 2, 3a, 3b, 4, 5, 6a si 6b). in 2008, Joensuu propune criteriile
NIH modificate, care considera in plus ruptura tumorala ca factor de prognostic negativ [14-
17]. Statusul mutational reprezinta de asemenea un factor de prognostic. Cel mai bun
prognostic se asociaza cu mutatiile de la nivelul exonului 12 al PDGFRA, exonului 11 al
KIT si de la nivelul BRAF. Mutatiile de la nivelul exonului 18 al PDGFRA si 9 al KIT se
asociaza cu un prognostic nefavorabil [18]. Unele studii sustin ca indicele de proliferare Ki

67 poate fi utilizat in determinarea potentialului malign al GIST [19].

Tn tratamentul GISTurilor se impune o abordare multidisciplinara ce implica
gastroenterologul, radiologul, chirurgul, anatomopatologul, oncologul, in functie de caz
[20]. Tratamentul chirurgical are potential curativ, in conditiile in care se realizeaza 0
rezectie completa, marginile sunt negative pentru celule neoplazice si nu se produce ruptura
tumorala [21]. Tn tumorile cu risc crescut este recomandat tratamentul adjuvant cu inhibitor
de tirozin-kinaza, prima linie fiind reprezentata de Imatinib, asociat cu o crestere a
supravietuirii totale si fara progresie a bolii [22]. Pentru cazurile rezistente la Imatinib,

alternativele terapeutice sunt reprezentate de Sunitinib si Regorafenib [23, 24].

Tumorigeneza, in GIST, precum si in general, este un proces dinamic complex,
micromediul tumoral fiind in stransa conexiune cu celulele neoplazice pe tot parcursul
dezvoltarii tumorale [25]. Sistemul imun are rolul de a monitoriza si asigura mentinerea
homeostaziei prin eliminarea celulelor cu defecte. Este bine cunoscut faptul cd tumorile
prezintd antigene ce induc un raspuns imun datoritd produsilor proteici pe care-i sintetizeaza
si care sunt perceputi ca non-self de citre sistemul imun. Tn cadrul interactiunilor complexe
dintre celulele tumorale si sistemul imunitar au fost descrise trei faze: eliminare - cand
celulele tumorale sunt distruse, faza de echilibru - in care functiile celulelor imune cu rol
antitumoral si a celor cu rol imunosupresor sunt in balanta si faza de evadare, in care tumora
incepe sa creasca progresiv devenind clinic aparenta si micromediul tumoral este dominat
de imunosupresie [26]. Infiltratul inflamator intratumoral difera din punct de vedere

cantitativ si calitativ de la tumora la tumora insa este incontestabil faptul ca sistemul imunitar



incearca sa contracareze progresia tumorald in cadrul asa-numitei supravegheri imune.
Numeroase studii au corelat infiltratul inflamator intratumoral cu un prognostic mai bun si

o supravietuire mai indelungata [27].

Studiile despre infiltratul imun intratumoral in GIST sunt limitate, aratand ca
sistemul imun este activ in microclimatul acestora, si potenteaza efectele tratamentului cu
imatinib. S-a dovedit ca ca macrofagele sunt subtipul cel mai frecvent intalnit, urmate de
limfocite CD3+ si de asemenea, cd macrofagele se regasesc in numar mult mai mare in
metastaze, comparativ cu tumorile primare. De asemenea numarul de macrofage este
superior Tn subtipul cu celule epitelioide, in tumorile cu dimensiuni mari si rata mitotica
crescutd [28-30]. In stransi legitura cu infiltratul inflamator intratumoral se afla expresia
moleculelor de tip “check-point”. Printre acestea se numara si PD-L1, prezent pe suprafata
celulelor neoplazice, acesta fiind ligand al PD-1, prezent pe suprafata celulelor T citotoxice
activate. Tn cazul interactiunii PD1-PD-L1, are loc diminuarea atacului imun asupra celulelor
tumorale, acestea supravietuind. Tn GIST, expresia PD-L1 s-a dovedit ci reprezinta un factor
de prognostic negativ. Pe de alta parte, un avantaj ar putea reiesi din abordarea terapeutica a
caii PD1-PD-L1, imunoterapia asociata tratamentului conventional putdnd imbunatati
Supravietuirea pacientilor cu GIST, in cazuri selectionate. Aceasta este insa in prezent doar
o ipotezd care este necesar a fi verificatd in cadrul studiilor clinice [31]. Toate aceste
caracteristici evidentiazd complexitatea GISTurilor si importanta cunoasterii factorilor cu
rol prognostic sau care pot fi abordati terapeutic, astfel incat managementul pacientului sa

fie unul adecvat, cat mai adaptat particularitatilor cazului.

Prezenta lucrare abordeaza problema antementionatd prin studierea aspectelor
demografice, clinice, histologice si imunohistochimice ale GIST si totodata prin analizarea
relatiei dintre celulele tumorale si micromediul imun, mai exact expresia PD-L1 la nivelul
celulelor neoplazice si caracteristicile infiltratului inflamator intratumoral. Prima parte a
prezentului studiu doctoral — partea generala - este dedicata prezentarii notiunilor teoretice,
care evidentiazad stadiul actual al cunoasterii si importanta aprofundarii subiectului ales. A
doua parte — partea speciala — infatiseaza studiile realizate, cu obiectivele particulare si
rezultatele obtinute, pentru ca in final sa fie enuntate concluziile. Rezultatele acestei lucrari
stiintifice vor contribui la 0 mai buna cunoastere a caracterelor clinico-patologice si
imunohistochimice a GISTurilor, a raspunsului imun antitumoral in cazul acestei entitati si

a implicatiei prognostice a variabilelor analizate.



2. IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE GENERALE ALE CERCETARII

Prezenta cercetare doctorala are drept scop analiza aprofundata a tumorilor stromale
gastrointestinale prin studiul caracterelor clinice, morfopatologice si imunohistochimice, in
vederea unei mai bune intelegeri a implicatiilor prognostice ale acestor variabile. De
asemenea, lucrarea de fatd isi propune punerea in evidentd a rolului micromediului tumoral
in dinamica bolii, prin studierea infiltratului inflamator intratumoral si a expresiei PD-L1 la
nivelul celulelor tumorale urmata de evaluarea corelatiilor dintre acestea si factorii de

prognostic.
Obiectivele studiului cuprind:

1. Analiza caracteristicilor generale, demografice si clinice ale tumorilor stromale
gastrointestinale — in care vor fi detaliate caracteristicile pacientilor precum sexul,
varsta, mediul de provenientd, afectiunile asociate/ antecedentele personale
patologice, semnele si simptomele la prezentare, insa si caracteristici tumorale cu
implicatii asupra simptomatologiei clinice precum localizarea, caracterul
primar/secundar tumoral, uni-/multifocalitatea tumorald si dimensiunea maxima
tumorala. De asemenea va fi evaluata existenta asocierilor si corelatiilor intre aceste
variabile, precum si impactul asupra supravietuirii.

2. Analiza caracterelor morfologice —in care vor fi raportate cele mai frecvente aspecte
macroscopice tumorale si vor fi detaliate aspectele microscopice (tip celular tumoral,
rata mitotica, prezenta necrozei tumorale, a ulceratiei, a pleomorfismului celular, a
existentei particularitatilor morfologice precum vacuolizarile citoplasmatice, fibrele
skenoide, palisadarea nucleard), cu iconografie reprezentativa. Totodata, se va testa
existenta asocierilor si corelatiilor cu alte variabile clinico-patologice si prognostice,
precum si modul in care influenteaza supravietuirea.

3. Incadrarea cazurilor individuale in grupuri prognostice si clase de risc, conform
schemelor propuse de AFIP si NIH, luand 1n considerare dimensiunea tumorala, rata
mitotica si localizarea, Cu analiza detaliatd a acestora, si evidentierea eventualelor
corelatii si asocieri cu alte variabile clinico-patologice, precum si compararea

supravietuirii Intre categorii.
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4. Studierea expresiei imunohistochimice a markerilor uzuali, utilizati pentru
diagnosticul pozitiv (CD117, DOG1, CD34) si diferential (SMA, S100), precum si a
indicelui de proliferare Ki67. De asemenea vor fi evaluate corelatiile imunoexpresiei
acestor markeri cu alte variabile clinico-patologice si morfologice tumorale precum
si supravietuirea.

5. Studiul morfologic si imunohistochimic al infiltratului inflamator intratumoral -
cu descrierea patternului si distributiei in diversele categorii tumorale, punerea in
evidentd a imunofenotipului celulelor inflamatorii (CD3+, CD4+, CD8+, CD20+,
CD68+) si cuantificarea acestora cu ajutorul unui software specializat. Ulterior, vor
fi testate corelatiile si asocierile acestor date cu variabilele clinico-patologice,
morfologice, imunohistochimice si prognostice si impactul asupra supravietuirii.

6. Studiul expresiei PD-L1 in celulele tumorale prin testare imunohistochimica,

......

cuantificarea pozitivitatii si determinarea relatiei cu infiltratul inflamator

intratumoral si cu alte variabile clinico-patologice, morfologice, imunohistochimice

si prognostice si de asemenea verificarea influentei asupra supravietuirii.
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3. METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

Prezentul studiu doctoral are la baza analiza retrospectiva a cazurilor de tumori
stromale gastro-intestinale diagnosticate in doua mari centre universitare din Bucuresti:
Spitalul Universitar de Urgenta Bucuresti si Institutul Clinic Fundeni, de-a lungul unei
perioade de 4 ani (2015-2018), tratate in sectiile de chirurgie ale spitalelor mentionate si
diagnosticate histopatologic in departamentele de Anatomie Patologica ale acelorasi
institutii. Lotul a totalizat un numar de 96 de cazuri. Din fisele de insotire, registrele
histopatologice si bazele de date interne ale spitalelor au fost extrase principalele date clinice
(varsta, sex, mediul de provenienta, localizarea anatomica a tumorilor, data diagnosticului),
aspectele macro- si microscopice ale tumorilor, diagnosticul histopatologic, expresia
imunohistochimica, grupul prognostic in care se incadreaza si riscul de progresie a bolii,

realizadndu-se o bazi de date.

Analiza microscopica s-a realizat cu ajutorul microscopului optic, urmarindu-se
detalii precum tipul celular, rata mitotica, pleomorfismul cito-nuclear, prezenta necrozei, a
ulceratiei, a vacuolizdrilor citoplasmatice, a fibrelor skenoide si palisaddrii nucleare,
infiltratul inflamator intratumoral. Concomitent s-au realizat si fotografii reprezentative cu

ajutorul camerelor Tncorporate.

Analiza imunohistochimica a fost necesara in primul rand pentru confirmarea
diagnosticului de GIST, in final, toate cazurile incluse in studiu avind aceasta confirmare,
prin pozitivitatea CD117 si/sau DOGI1. Acolo unde particularitatile tumorale au impus
adaugarea unor teste suplimentare, au fost folositi imunomarkeri pentru diagnostic
diferential (SMA, S100, CD34, Desmina, AE1/AE3 etc).

Din acest lot principal s-a ales un lot secundar alcatuit din 90 de cazuri de GIST
pentru care s-a realizat analiza morfologica si imunohistochimicd a infiltratului inflamator
intratumoral, si un lot de 89 de cazuri pentru care s-a testat expresia PD-L1 la nivelul
celulelor tumorale. Dupa finalizarea testelor, a fost completata o baza de date care a stat la

baza calculelor statistice.
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Criterii de includere:

e Cazurile inregistrate in cadrul departamentelor de Anatomie Patologica ale Spitalului
Universitar Urgenta Bucuresti (SUUB) si Institutului Clinic Fundeni
e Cazurile diagnosticate histopatologic drept tumori stromale gastrointestinale.

e Cazurile cu confirmare imunohistochimica a diagnosticului histopatologic

Criterii de excludere:

e Cazurile Tnregistrate Tn afara intervalului 2015-2018
e Cazurile la care informatiile clinico-patologice esentiale nu au fost accesibile

e Cazurile in care diagnosticul histopatologic a fost infirmat imunohistochimic

Pentru analiza statistica, variabilele esantionului studiat au fost colectate intr-o baza de
date in programul Microsoft Excel 2016. Analiza statistica s-a efectuat in programul IBM
SPSS Statistics 20. Pentru verificarea asocierilor intervariabile s-a utilizat testul Chi-Square,
corectiile corespunzatoare atunci cand criteriile nu au fost indeplinite (Likelihood ratio,
Fisher test) si parametrii Phi si Cramer V pentru stabilirea marimii efectului; testul t-
independent cu raportarea gradelor de libertate, diferenta mediilor, testul Levene's pentru
testarea omogenitatii, testele de normalitate Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk pentru
subgupurile sub 30 de respondenti. Intervalul de incredere a fost setat la 95%. Pentru situatia
in care conditiile testelor de normalitate nu au fost indeplinite s-a utilizat testul non-
parametric Mann-Whitney U si Kruskal-Wallis. Pentru testarea corelatiilor s-a utilizat testul
Pearson r. Rezultatele au fost prezentate numeric si grafic. Pentru studiul supravietuirii s-
au realizat curbe Kaplan-Meier, pentru variabile categorice si regresie Cox pentru variabile

continue.
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4. PARTEA SPECIALA - SINTEZA CAPITOLELOR

4.1. Studiul I: Studiul clinic si epidemiologic al tumorilor stromale gastrointestinale

Acest studiu (dezvoltat in capitolul 7 al tezei de doctorat) si-a propus sa analizeze n
amanunt caracterele demografice si clinice ale GISTurilor in vederea unei mai bune
intelegeri a implicatiilor prognostice ale acestor variabile. Astfel au fost evaluate varsta si
sexul pacientilor, mediul de provenienta, semnele si simptomele, antecedentele personale
patologice, caracterul uni-multifocal tumoral, caracterul primar/secundar al tumorii,
localizarea si dimensiunea tumorald. De asemenea, s-a testat existenta unor corelatii sau
asocieri intre variabile precum si felul in care acestea influenteaza supravietuirea.

Rezultatele au fost comparate cu cele din literatura de specialitate.

Studiul s-a desfasurat pe o cohorta constituita din 96 de pacienti diagnosticati cu GIST.
Acestia au avut varste cuprinse intre 28 si 78 de ani, varsta medie fiind de 58.2 ani. Numarul
de cazuri a fost usor crescut in favoarea sexului masculin (52.1% barbati versus 47.9%
femei). La sexul feminin s-au inregistrat varste intre 31 si 73 de ani, cu o medie de 57.3 ani,
iar la sexul masculin varstele au fost cuprinse intre 28 si 78 de ani, cu o medie de 58.9 ani.
Majoritatea pacientilor au provenit din mediu urban (69.8%). Semnele si simptomele cel mai

frecvent intalnite Tn cadrul cohortei au fost cele asociate hemoragiei digestive (39.5%)

Din categoria tumorilor primare, cel mai mare numar de cazuri a fost Inregistrat la
nivel gastric (N = 50), urmat de intestin subtire (N = 18), localizarea extragastrointestinala
(N =9), colon (N = 2) si rect (N = 2). De asemenea, lotul a cuprins 7 cazuri de recidive
tumorale si 8 de metastaze. Dimensiunile tumorilor stromale gastrointestinale din lotul

studiat au fost cuprinse intre 0.5 si 21 cm, cu 0 medie de 6.953 cm.

Majoritatea tumorilor au avut un caracter unifocal, mai frecvent cele de la nivelul
tubului digestiv, multifocalitatea caracterizand mai adesea determindrile secundare si
EGISTurile. Tn plus, tumorile multifocale au nregistrat dimensiuni superioare celor
unifocale (media de 9.18 cm versus 6.44 cm). Nu au existat alte asocieri si corelatii
semnificative intre variabilele analizate si acestea nu s-a dovedit a avea impact asupra

supravietuirii, in cadrul lotului studiat.
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4.2. Studiul I1: Studiul morfologic al tumorilor stromale gastrointestinale

Variabilitatea GISTurilor nu se regaseste doar la nivelul comportamentului clinic si al
evolutiei bolii, ci si la nivel morfologic. Tn acest context, actualul studiu (dezvoltat n
capitolul 8 al tezei de doctorat) si-a propus sa analizeze in detaliu aspectele macro- si
microscopice ale tumorilor stromale gastrointestinale apartinand lotului selectat, sa evalueze
particularitatile morfologice, sa constate frecventa lor si sa testeze existenta de asocieri si
corelatii Intre acestea si alte variabile clinico-patologice, precum si impactul asupra
supravietuirii. Rezultatele au fost ulterior comparate cu datele existente n literatura de
specialitate, Tn mare parte fiind concordante cu acestea. Studiul de fata a cuprins un numar

total de 96 de pacienti diagnosticati cu GIST.

Din punct de vedere macroscopic, cele mai multe GISTuri de la nivelul tractului
digestiv au fost descrise ca tumori nodulare, circumscrise, intramurale, cu localizare
submucoasa, extinse subseros, si chiar invadand organele din jur. Recidivele, metastazele si
EGISTurile au fost descrise ca formatiuni tumorale nodulare. Aspecte particulare au fost

reprezentate de arii chistice, hemoragice, de necroza, zone abcedate si ulceratie in suprafata

Din punct de vedere microscopic, GISTurile din lotul studiat au fost constituite, in
marea majoritate a cazurilor, din celule fusiforme (65.6%), pe locul doi ca frecventa fiind
celularitatea mixta (28.1 %), si pe ultimul loc tipul celular epitelioid (6.3%). Tipul celular s-
a asociat semnificativ cu dimensiunea tumorald, tumorile cu celularitate mixtd avand
dimensiuni mai mari. Prezenta vacuolelor citoplasmatice este mai frecvent intdlnitd in
tumorile primare, unifocale, la nivel gastric si mai rar in determinarile secundare. Palisadarea
nucleara a fost inregistrata in 13.5% din totalul lotului studiat cu o frecventa mai ridicata in
tumorile gastrice, succedate de cele de intestin subtire si EGIST. Prezenta fibrelor skenoide
a fost intalnita in 7.3% din totalul cazurilor lotului studiat Tn tumori gastrice si de intestin
subtire. Pleomorfismul cito-nuclear marcat s-a regasit cu o frecventa superioara in EGISTuri
(din categoria tumorilor primare), si mai des in tumorile secundare (recidive si metastaze) in
comparatie cu tumorile primare. De asemenea, pleomorfismul marcat a fost mai frecvent in

randul tumorilor de mari dimensiuni.
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Necroza intratumorald a fost adesea intalnita in cazurile lotului studiat (45.8%), atat in
tumorile primare, indiferent de localizare, cat si in cele secundare, mai frecvent in tumorile
de talie mare. De asemenea, ulceratia a fost mai frecvent intalnita in tumorile cu dimensiuni
mai mari. O ratd mitotica crescutd (>5 mitoze/S0HPF) a fost mai des intdlnita in
determindrile secundare (recidive + metastaze), in comparatie cu tumorile primare.
Variabilele analizate s-a dovedit ca nu influenteaza semnificativ supravietuirea, in cadrul

lotului studiat.

4.3. Studiul 111: Studiul grupurilor prognostice si al riscului de progresie a bolii

Tumorile stromale gastrointestinale au un spectru biologic larg, de la tumori de talie
mica, benigne, la sarcoame fatale [1]. Stratificarea riscului are rolul de a evalua posibilitatea
unei evolutii nefavorabile si de a selecta pacietii care ar putea beneficia de tratament
adjuvant. Clasificarea prognosticd a tumorilor stromale gastrointestinale se bazeaza in
prezent pe trasdturi precum localizarea anatomica, dimensiunea tumorala, rata mitotica,
rupturd tumorala si statusul mutational [32]. Aceasta nu este insa ideald, rolul altor variabile
tumorale nefiind pe deplin elucidat. Cele mai larg uzitate sisteme prognostice in prezent sunt
AFIP si NIH revizuit, care delimiteaza grupuri prognostice, respectiv clase de risc,
coroborand localizarea, dimensiunea si numarul de mitoze/SOHPF [15-17]. Prezentul studiu
(dezvoltat in capitolul 9 al tezei de doctorat) s-a desfasurat pe un lot de 81 de tumori primare,
propunandu-si sa stratifice riscul folosind ambele sisteme de clasificare si sa evalueze
existenta de asocieri si corelatii cu alte variabile clinico-patologice, in incercarea de a deduce
un posibil rol prognostic al acestora din urma. De asemenea a fost testat si impactul asupra

supravietuirii al grupurilor prognostice si a riscului de progresie a bolii.

In ceea ce priveste impartirea in grupuri prognostice, conform Miettinen/ AFIP, lotul
studiat a cuprins cazuri apartinand tuturor celor 8 clase, cei mai multi reprezentanti fiind
inclusi in grupul 2. Din punct de vedere morfologic, tipul celular mixt s-a asociat

semnificativ cu un grad prognostic Tnalt. De asemenea tumorile cu pleomorfism ridicat s-au
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Tncadrat mai frecvent in grupuri prognostice Tnalte. Necroza si ulceratia s-au intalnit mai des
n tumorile cu grad prognostic mare.

In urma impartirii tumorilor primare in clase de risc de progresie a bolii, conform
criteriilor NIH revizuite, lotul studiat a avut reprezentanti in toate cele 4 categorii, dominand
riscul scazut. Din punct de vedere morfologic, celularitatea fusiforma tumorala s-a asociat
cu un risc scazut de progresie a bolii, pe cand cea mixta cu un risc mai ridicat. Pleomorfismul
cito-nuclear moderat si inalt s-a asociat cu un risc crescut. Prezenta necrozei a fost mai
frecventa in tumorile cu risc crescut, si de asemenea si ulceratia tumorala. Tumorile
multifocale au fost semnificativ statistic mai frecvent asociate cu risc Tnalt decat tumorile

unifocale.

4.4. Studiul 1V: Studiul imunohistochimic al tumorilor stromale gastrointestinale

Datoritd heterogenitatii morfologice, tumorile stromale gastrointestinale necesita
confirmare imunohistochimica pentru diagnostic de certitudine. Pentru diagnosticul pozitiv
al GIST in practica curentd, sunt utilizati CD117 si DOG1, markeri cu sensibilitate si
specificitate crescuta si de asemenea CD34, cu sensibilitate crescuta, insa specificitate
redusa. Pentru excluderea altor diagnostice diferentiale, sunt adesea inclusi in panelul de
markeri utilizati si S100 — pozitiv in tumorile cu origine nervoasa si SMA — care evidentiaza
diferentierea musculara neteda. Indicele de proliferare Ki67 poate avea un spectru larg de
valori in cazul acestei entitati tumorale, cu un impact prognostic incomplete elucidat [33].

Tn cadrul prezentului studiu (dezvoltat in capitolul 10 al tezei de doctorat), nu au existat
diferente semnificative statistic intre tumorile CD117 pozitive si cele CD117 negative in
ceea ce priveste caracteristicile morfo-patologice, cu exceptia pleomorfismului cito-nuclear,
care a fost predominant moderat in cazurile CD117 +. Expresia SMA a fost mai frecvent
intalnita la sexul masculin. Tumorile SMA negative au avut mai frecvent dimensiuni mari.
De asemenea, riscul de progresie a bolii a fost diferit semnificativ statistic Tn relatie cu
expresia SMA, cazurile SMA pozitive avand mai frecvent risc scazut. Expresia S100 nu a
inregistrat asocieri semnificative statistic cu alte variabile prognostice.

In ceea ce priveste valoarea indicelui de proliferare Ki67 aceasta a fost semnificativ
mai mare in determindrile secundare, in tumorile cu dimensiuni crescute, in asociere cu

tipurile celulare epitelioid si mixt, in tumorile cu pleomorfism marcat. Pe de alta parte, Ki67
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a fost mai mic in prezenta unor particularititi morfologice precum vacuolizarile
citoplasmatice si fibrele skenoide. Ki67 s-a asociat cu necroza intratumorald, aceasta din
urma fiind prezenta mai frecvent in tumorile cu indice de proliferare crescut. Valoarea Ki 67
s-a asociat de asemenea semnificativ statistic cu rata mitotica, la o ratd peste 5 mitoze/50HPF
procentul Ki67 crescand. In relatie cu gradul prognostic si riscul de progresie a bolii,
procentul Ki67 a crescut in acelasi sens cu acestea. Tumorile multifocale au avut un indice
de proliferare superior tumorilor unifocale.

Studiul supravietuirii nu a evidentiat diferente semnificative statistic intre pacientii cu

GISTuri cu expresie imunohistochimica diferita, in cadrul lotului studiat.

4.5. Studiul V: Studiul infiltratului inflamator in tumorile stromale gastrointestinale

Rolul micromediului inflamator este inca incomplet elucidat in cancer. Raspunsul
imun antitumoral variaza in functie de tipul tumorii dar si de particularitatile pacientului.
Studiile asupra acestui subiect au descoperit implicatii in determinarea prognosticului bolii

si in dezvoltarea imunoterapiei [34].

Tn prezentul studiu (dezvoltat in capitolul 11 al tezei de doctorat), infiltratul
inflamator asociat tumorii a fost analizat intr-un numar total de 90 de cazuri. Intr-o prima
faza, evaluarea celulelor inflamatorii a fost una globald, realizata pe lamele colorate uzual,
cu hematoxilin-eozina. In acest scop, a fost selectatd cite o lama reprezentativa pentru
fiecare caz si a fost evaluat exclusiv infiltratul inflamator intratumoral. Din blocul
corespondent s-au efectuat si teste imunohistochimice pentru determinarea fenotipului
celulelor inflamatorii (CD3, CD4, CD8, CD20 si CD68). Analiza calitativd a presupus
aprecierea tipului de celule inflamatorii (PMN, macrofage, limfocite), a densitatii si a
patternului de distributie (difuz, nodular, perivascular). Pentru analiza cantitativa, s-au
efectuat cate 5 fotografii ale unor cAmpuri cu putere mare de marire (400 X) de pe aceeasi
lama, cu aspecte reprezentative pentru caz. Ulterior, cu ajutorul unui software specializat in
analiza imaginilor (ImagelJ) au fost numarate celulele inflamatorii de pe campurile selectate.
Pentru fiecare caz a fost calculatd o medie a numarului de celule imune (totale, evaluate pe
coloratia uzuala H&E si pentru fiecare subtip in parte — determinat imunohistochimic),

numarul rezultat fiind atribuit cazului.
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Rezultatele analizei calitative au identificat o distributie variabila, fie difuza, cu celule
izolate si grupate, fie sub forma de agregate ce se dispun predominant perivascular si in
periferia tumorii. Tn majoritatea cazurilor au fost intalnite mai multe patternuri in cadrul
aceleiasi tumori. Tipul principal de celule imune prezent a fost reprezentat de limfocite,
urmat de histiocite si mai rar de plasmocite, mastocite, eozinofile. Neutrofilele s-au regasit

preponderant in vecinatatea ulceratiilor.

La analiza cantitativa, efectuatd pe coloratia uzuald Hematoxilind-Eozina, numarul de
celule inflamatorii a fost variabil si nu a Inregistrat diferente semnificative statistic intre
diversele localizari tumorale, categorii dimensionale, rate mitotice, grupuri prognostice,
clase de risc, categorii de varsta etc. Singura diferentd semnificativa statistic constatata a fost
raportata la sexul pacientului, pacientii de sex masculin avand o cantitate mai mare de celule

imune intratumorale.

Tn ansamblu, cel mai frecvent subtip celular inflamator mononuclear a fost reprezentat

de limfocitele T, urmate de histiocite, pe ultimul loc situdndu-se limfocitele B.

Din categoria limfocitelor T, cele CD4+ au fost intr-o cantitate superioara celor CD8+.
Nu au existat diferente semnificative statistic intre numarul total de celule CD3+ si alte
variabile clinico-patologice si prognostice. Pe de alta parte, numarul limfocitelor T CD8+ a
fost semnificativ mai mare in tumorile ulcerate comparativ cu cele acoperite de mucoasa
indemna si semnificativ mai mica in recidivele tumorale. Un raport CD4/CD8 subunitar a
fost mai frecvent intalnit in tumorile localizate la nivelul intestinului subtire si la cele cu
imunoexpresie SMA, iar un raport CD4/CD8 supraunitar s-a asociat mai frecvent cu o rata

mitotica > 5 mitoze / 50 HPF si cu dimensiuni tumorale mai mari.

In ceea ce priveste numirul de limfocite B intratumorale, acesta a fost mai mic in
tumorile multifocale, in comparatie cu cele unifocale si de asemenea in recidivele tumorale,
spre deosebire de celelalte categorii. Cele mai mari valori ale celulelor CD20+ s-au
inregistrat in tumorile primare, Tn mod particular Tn EGISTuri. Nu s-au identificat alte
asocieri semnificative statistic intre numarul de limfocite B si alte variabile morfologice si

prognostice.

Cantitatea de histiocite intratumorale a inregistrat variatii raportate la dimensiunea
tumorala, fiind mai redusa in tumorile de talie mica, si mai mare in cele cu diametrul crescut.
Concentratiile de celule CD68+ au fost mai crescute semnificativ statistic la valori ale ratei

mitotice ce au depasit 5 mitoze/ SOHPF. In cazul acestui tip de celule inflamatorii, a existat
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0 asociere cu riscul de progresie a bolii, cantitatea cea mai mare de histiocite intratumorale
Tnregistrandu-se in tumorile cu risc nalt, pe ultimul loc situandu-se tumorile cu risc scazut.
In mod similar, in randul grupurilor prognostice au existat diferente semnificative. In ceea
ce priveste morfologia celulara tumorald, tumorile cu celularitate mixta au avut cel mai mare
grad de infiltrare cu histiocite, la polul opus situdndu-se cele cu celularitate fusiforma. De
asemenea tumorile cu pleomorfism marcat si moderat s-au asociat semnificativ cu mai multe
celule CD68+ in comparatie cu cele cu pleomorfism minim. Prezenta fibrelor skenoide in
cadrul tumorilor s-a asociat cu un numar semnificativ mai mic de celule CD68+. Raportat la
indicele de proliferare Ki67, histiocitele intratumorale au numarat valori semnificativ mai

mici Tn tumorile cu Ki67<5%.

Referitor la relatia dintre diversele categorii de celule imune intratumorale, titrul
celulelor imune contabilizate in coloratia uzuala, H&E s-a corelat pozitiv cu valorile CD3+,
CD20+ si CD8+. De asemenea, valorile CD3 s-au corelat semnificativ, puternic si pozitiv
cu valorile CD4, CD20, CD8 iar valorile CD4 s-au corelat semnificativ, puternic si pozitiv
cu valorile CD8 si CD68. Numadrul de celule imune intratumorale nu a influentat

semnificativ statistic durata supravietuirii.

4.6. Studiul VI: Studiul expresiei PD-L1 n tumorile stromale gastrointestinale

PD-L1 este 0 molecula de tip punct de control (,,checkpoint”) si ligand pentru PD-1.
Este exprimat atat in celule imune (limfocite, macrofage, celule dendritice), cat si in celule
non-imune, tumorale. Aceasta moleculd este implicata in blocarea raspunsului imun
antitumoral si este asociata cu un prognostic negativ in multe tipuri de cancere. Blocarea
axei PD-1-PD-L1 poate fi o strategie terapeutica in cazul tumorilor ce exprima PD-L1.
Testarea prezentei acestui marker are utilitate clinica, fiind aprobata in unele tipuri de cancer

pentru a verifica raspunsul la tratamentul cu inhibitori de PD-1 [35-37].

Tn acest studiu (dezvoltat in capitolul 12 al tezei de doctorat) am urmarit evaluarea PD-
L1 in tumorile stromale gastrointestinale in relatie cu variabilele clinico-patologice,
prognostice si infiltratul inflamator intratumoral. Tn cazurile lotului studiat (89 de cazuri), s-

a dovedit ca expresia PD-L1 se coreleaza pozitiv cu varsta pacientilor, aceasta crescand cu
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inaintarea in varstd a bolnavilor. Dintre caracteristicile morfologice, s-a dovedit ca
palisadarea nucleard se asociazd semnificativ statistic cu cresterea valorilor PD-L1. Din
punct de vedere imunohistochimic, expresia CD117 s-a asociat semnificativ statistic cu

expresia PD-L1.

In relatie cu infiltratul inflamator intratumoral, valorile PD-L1 s-au corelat
semnificativ statistic cu numarul de celule imune contabilizat pe coloratia uzuala. Tn urma
evaluarii subtipurilor de celule imune in raport cu expresia PD-L1, s-a constatat ca valorile
PD-L1 se coreleaza semnificativ statistic cu numarul de celule CD3+, CD4+, CD8+, CD20+
si CD68+. Studiul supravietuirii nu a evidentiat diferente semnificative statistic intre

tumorile PD-L1 pozitive si cele negative.
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

In cadrul prezentei cercetari doctorale au fost atinse scopul si obiectivele propuse, ce
au gravitat in jurul caracterizarii tumorilor stromale gastrointestinale din punct de vedere
clinic, morfopatologic, imunohistochimic, al relatiei cu micromediul inflamator si a
identificarii rolului prognostic al variabilelor de interes. Tn acest scop, am testat existenta
asocierilor si corelatiilor intre diverse categorii de variabile si In special cu grupul prognostic
si riscul de progresie a bolii. Astfel, tipul celular mixt s-a asociat cu un grup prognostic mai
ridicat. De asemenea pleomorfismul citonuclear crescut, prezenta necrozei si ulceratiei. in
mod similar, aceleasi variabile s-au asociat cu un risc crescut de progresie a bolii. Tn plus,
multifocalitatea tumorala s-a asociat mai frecvent cu cu un risc nalt. Din punct de vedere
imunohistochimic, valoarea Ki67 a crescut in acelasi sens cu gradul grupului prognostic,
respectiv riscul de progresie a bolii.

Un element de actualitate I-a reprezentat studiul infiltratului inflamator intratumoral,
dovedindu-se cad celulele imune reprezintda o componentd importantd a micromediului
tumoral Tn majoritatea cazurilor. Subtipul dominant a fost reprezentat de limfocitele T.
Cantitatea de histiocite s-a asociat cu grupul prognostic si riscul de progresie a bolii, fiind
mai mare in grupurile prognostice superioare si in clasele de risc inalt. Celelalte tipuri de
celule inflamatorii nu s-au asociat/corelat cu sistemele de gradare actuale si nu s-a dovedit a
influenta supravietuirea.

Un alt element de actualitate a fost reprezentat de testarea expresiei PD-L1 in celulele
tumorale, acest marker deschizand calea imunoterapiei in diverse tipuri de cancere. S-a
dovedit cd GISTurile exprima aceastd moleculd in cantitate variabila si ca nivelul expresiei
se coreleaza cu cantitatea de celule imune intratumorale, indiferent de subtip. Nu s-a
identificat Tnsa o asociere intre valoarea PD-L1 si grupul prognostic/riscul de progresie a
bolii si nu s-a dovedit a influenta supravietuirea.

Niciuna dintre variabilele evaluate nu s-a dovedit a influenta semnificativ statistic
supravietuirea, insd aceste rezultate trebuie interpretate cu prudentd Tntrucat analiza a fost
efectuata pe o populatie relativ restransa, heterogena (tumori primare si secundare, localizari
tumorale diferite), natura retrospectiva a studiului ducand la o pierdere inevitabila a unor

date despre pacient si caz.
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Prezentul studiu doctoral s-a confruntat cu o serie de limitari, pe de o parte de natura
materiald, nedispunand de investigatii genetice, care sd intregeascd tabloul tumorilor
evaluate pana la nivel molecular sau de testare imunohistochimica exhaustiva. Pe de alta
parte din punct de vedere al istoricului si tabloului clinic al pacientilor, informatiile
disponibile nu au fost intotdeauna complete si ulterior urmarirea a fost limitatd. Incidenta
redusa a tumorilor stromale gastrointestinale a facut ca numarul total de cazuri ce a format
lotul investigat sa fie unul relativ redus, desi s-a desfasurat pe o perioada de 4 ani si a inclus
bolnavi diagnosticati in doua mari centre universitare din Bucuresti. Astfel nu a fost posibila
obtinerea de informatii cu semnificatie statisticd pentru diverse subcategorii tumorale.
Natura retrospectivd a studiului a dus, inevitabil, la o pierdere de date. De asemenea,
caracterul observational nu a facut posibila evidentierea unor relatii cauzale intre variabilele

analizate, ci doar tendinte de asociere.

Desi s-au facut progrese considerabile in ultimele decade in intelegerea biologiei
tumorilor stromale gastrointestinale si ulterior in tratamentul acestora, fiind disponibile
multiple optiuni si scheme terapeutice, existd in continuare un subset de cazuri rezistente la
tratament. Aceste cazuri impun cercetare suplimentara avand ca scop descoperirea unor
alternative de tratament. Imunoterapia ar putea fi o solutie, insa studiile asupra acestui
subiect sunt abia la inceput si in numadr redus. Astfel, expresia PD-L1 si a infiltratului
inflamator in GIST ar trebui investigate suplimentar, pe cohorte mai mari si completate cu

studii clinice.
Noi directii de cercetare ar putea fi indreptate Tnspre:

- expresia PD-L1 in celulele inflamatorii

- elaborarea unui sistem standardizat de cuantificare a PD-L1 si a altor biomarkeri si
de asemenea si a celulelor inflamatorii

- raspunsul la tratamentul cu inhibitori de PD-1 al tumorilor PD-L1 pozitive

- semnificatia infiltratului inflamator la nivelul marginii de invazie si relatia acestuia
cu infiltratul inflamator din centrul tumorii

- alte tipuri de celule inflamatorii in GIST (Natural killer, plasmocite, eozinofile etc)

- contributia inteligentei artificiale in diagnosticul GIST
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