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Introducere

Cancerul tiroidian diferentiat (CTD) dezvoltat din epiteliul tiroidian folicular
reprezinti cea mai frecventd neoplazie endocrina (1, 2). Tn general prognosticul pacientilor
cu CTD este bun, mai ales datorita eficientei terapiei cu radioiod, insa spectrul de prezentare
clinica este foarte larg: de la microcarcinoame papilare tiroidiene (MCPT), de multe ori
nesemnificative clinic (3), pana la forme de cancer tiroidian care evolucaza agresiv, cu

invazie si metastazare, uneori rezistenta la radioiod (4) si evolutie catre deces.

Cancerul tiroidian diferentiat - Ghiduri actuale de management. Dileme si

provocari

Managementul cancerului tiroidian diferentiat se bazeaza pe conceptul de stratificare
a riscului de recidiva, ceea ce permite personalizarea tratamentului pentru fiecare pacient,
cu scopul de a evita supra-tratarea pacientilor cu cancer tiroidian cu risc scazut si de trata
prompt, eficient si agresiv acele forme de cancer tiroidian cu risc crescut de recidiva si

prognostic prost (5-7).

In vederea optimizarii acestui algoritm, cercetarea biomedicali s-a axat, Tn ultimii
ani, pe identificarea unor noi markeri utili pentru diagnostic, pentru rafinarea prognosticului
si pentru optimizarea tratamentului cancerului tiroidian diferentiat. in paralel, ghidurile
internationale de diagnostic si tratament sunt reevaluare si innoite periodic (7-11) pe masura

ce se acumuleaza noi date legate de mecanismele de aparitie, evolutie si raspuns la tratament.

Cu toate acestea, Incd ne confruntdim cu urmatoarele dileme din punct de vedere

al diagnosticului si tratamentului CTD:

= Supra-diagnosticam microcarcinoame papilare tiroidiene (MPTC) nesemnificative
clinic. Majoritatea acestor MPTC par a avea o evolutie clinica indolenta, chiar in
absenta interventiei chirurgicale (3), insa ajung, de multe ori, sa fie tratate mai
agresiv decét se impune — tiroidectomie totala, uneori chiar radioiod.

= In cazul nodulilor tiroidieni clinic semnificativi pentru care se efectueaza punctie
tiroidiand cu ac fin, evaluarea arata, la un numar important de pacienti, un rezultat
citologic de tip nedeterminat (Bethesda IlI, 1V). Atitudinea traditionald in aceste

cazuri este a se recomanda efectuarea unei lobectomii in scop diagnostic, interventie



care se va dovedi excesiva pentru acei pacienti cu rezultat histopatologic benign si
insuficientd pentru multi dintre cei cu rezultat histopatologic de cancer pentru care
se va recomanda totalizarea ulterioara a tiroidectomiei.

= Managementul post-chirurgical al pacientilor cu CTD se bazeaza pe conceptul de
stratificare a riscului (8), care tine cont de trdsaturile clinice, imagistice si
histopatologice ale fiecarei tumori pentru a stratifica pacientii conform riscului de
mortalitate prin boala si a riscului de recidivd. Pe de altd parte, studiile arata cd o
clasificare moleculara a cancerului tiroidian ar putea reflecta mai corect evolutia
clinica si raspunsul la tratament (12).

= Pacientii cu CTD rezistent la radioiod reprezinta un subgrup distinct, cu evolutie
clinica in general agresiva si management dificil. Pacientii cu boala metastatica rapid
progresiva au indicatie de tratament cu inhibitori de tirozin kinaza, care sunt eficienti
in Tncetinirea progresiei bolii, dar nu afecteaza supravietuirea, iar terapia este
frecvent limitata datoritda multiplelor efecte adverse, adeseori severe (13, 14).
Acumularea informatiilor genetice in neoplazia tiroidiand a dus in timp la o
schimbare de paradigma catre oncologia de precizie, care implica dezvoltarea unor
terapii tintite indreptate impotriva alterarilor genetice implicate in tumorigeneza (15-

17).

Obiectivele cercetirii doctorale. Abordare metodologica

Plecand de la aceste premize, scopul cercetdrii doctorale a fost de a identifica noi

markeri utili in diagnosticul, prognosticul si tratamentul cancerului tiroidian.

Datele acumulate in ultimii ani referitoare la profilul genetic tumoral al cancerului
tiroidian diferentiat au ardtat ca, in mare masurd, aceasta evolutie clinica atat de variabila
reflectd, de fapt, semnaturi genetice tumorale distincte, cu consecinte fenotipice previzibile
(12). Practic, initierea si progresia cancerului tiroidian derivat din epiteliul folicular au la
baza aparitia si acumularea ulterioara treptatd a diferite anomalii genetice care vor determina
comportamentul tumoral (12, 14, 18, 19). Plecand de la acest cadru genetic, procesul de
tumorigeneza este influentat in cursul vietii fiecaui individ de o serie de factori de mediu
(expunerea la radiatii ionizante, compusi chimici, aport de iod), precum si de terenul genetic
personal (18), inclusiv eventuale gene de susceptibilitate sau variante genomice care pot

afecta riscul individual de a dezvolta cancer tiroidian diferentiat. In plus, procesul de



tumorigeneza la nivel tiroidian este strans dependent de factori care actioneaza la nivelul

micro-mediului tumoral: molecule de adeziune, factori de crestere si citokine.

Acest context etiopatogenic si clinic atat de complex ne-a permis mai multe metode

de abordare:

i) Investigarea Matrix Metallo-Proteinazei 9 (MMP-9) serice 1n
patologia tumorala tiroidiana benigna si maligna si evaluarea MMP-9 seric ca marker
de prognostic in cancerul papilar tiroidian (20).

i) Evaluarea impactului pe care 1l are genotipul promoterului MMP-9
asupra riscului de a dezvolta cancer papilar tiroidian si corelatia dintre genotip si
trasaturile clinice si histopatologice de agresivitate tumorala (21).

i) Evaluarea statusului mutational tumoral BRAF V600E si TERT
promoter C228T, C250T in cancerul tiroidian diferentiat si implicatiile acestui profil

genetic pentru practica clinica viitoare (22, 23).

Cercetarea doctorala s-a desfasurat in cadrul proiectelor de cercetare derulate in
cadrul Institutului National de Endocrinologie “CI Parhon”. In cursul proiectului Genitir,
desfasurat in parteneriat cu Institutul de Biologie si Patologie Celulara “Nicolae Simionescu”
si Institutul de Virusologie “Stefan S. Nicolau” (grant UEFISCDI PN-1I-PT-PCCA-2011-
3.2n0.135/2012) am evaluat impactul Matrix Metaloproteinazei-9 (MMP-9) ca marker seric
de diagnostic si prognostic (20), polimorfismele MMP-9 (21), statusul mutational BRAF,
rearanjamentele RET/ PTC, profilul de metilare ADN (24, 25). Plecand de la datele obtinute
in cursul cercetarii doctorale am elaborat proiectul privind statusul genetic al tumorilor
tiroidiene in Romania: “Evaluarea statusului mutational tumoral BRAF V600E si TERT
promoter C228T, C250T la pacientii cu cancer tiroidian derivat din epiteliul folicular”.
Proiectul beneficiaza de finantare din partea Institutului National “CI Parhon”, obtindnd
locul 2 in cadrul competitiei interne desfasurate in 2020. Proiectul este in prezent in

desfasurare si primele rezultate preliminare au fost recent prezentate (22).



Contributii personale. Cercetarea doctorala

1. MMP-9 seric ca marker de diagnostic si prognostic in cancerul tiroidian papilar

(20)

Introducere: Matrix metaloproteinaza 9 (MMP-9) a fost evaluata extensiv datorita rolului
important pe care il are in tumorigeneza, atat in etapele de initiere cat si in progresie, invazie
sl metastazare (26, 27). Niveluri crescute de MMP-9 in ser sau plasma au fost identificate in
numeroase tipuri de cancer (28-35), existand insa putine studii privind cancerul tiroidian
(36-39). Tn acest context ne-am propus sa evaluim rolul MMP-9 serice Tn diagnosticul si in

evaluarea prognosticului cancerului papilar tiroidian.

Materiale si metode: Am inrolat 185 de pacienti cu patologie nodulara tiroidiana, 88 dintre
acestia cu patologie benigna (gusa polinodulard), 97 cu cancer papilar tiroidian. La acesti
pacienti au fost recoltate preoperator probe de ser pentru determinarea, prin metoda

imunometrica, a nivelului MMP-9.

Rezulate: Nu am constatat diferente semnificative in ceea ce priveste nivelul MMP-9 seric
n patologia nodulard benigni vs malignd (p=0.3). In cancerul papilar tiroidian nu s-au
constatat diferente semnificative intre pacienti cu diferite subtipuri histologice, stadii TMN,
grade de invazie, insd pacientii Incadrati in grupa de risc crescut pe criteriile ATA, cu
trasaturi multiple de agresivitate, au prezentat niveluri de MMP-9 seric semnificativ mai
mari decat pacientii din grupa de risc scazut-intermediar (767.5 £ 269.2 ng/ml vs 563.7 +
228.4 ng/ml, p=0.019). O valoare cut-off de 806 ng/ml este capabila sa diferentieze pacientii
cu risc crescut cu o sensibilitate 60% si o specificitate de 87.36%, p=0.018. In cazul
pacientilor la care au fost disponibile date de evolutie (N=78), MMP-9 a fost mai mare la
pacientii care au neecsitat >2 doze !l (p=0.009) si la cei care au prezentat persistenta
biochimica a bolii sau care au necesitat terapie ulterioara pentru a atinge un status liber de

boala (p=0.017).

Concluzie: Nivelul de MMP-9 seric dozar preoperator nu este util in diagnosticul cancerului
papilar tiroidian, insa niveluri crescute MMP-9 seric ajuta la identificarea pacientilor cu risc

crescut de boala persistenta care vor necesita tratament intensiv si urmarire atenta.



2. Polimorfismul functional 1562 C/T al promoterului MMP-9 si susceptibilitatea
pentru cancer tiroidian (21)

Introducere: Plecand de la rolul dovedit al Matrix metaloproteinazei 9 (MMP-9) in
tumorigeneza (26, 27), si de la studiile anterioare care au aratat ca polimorfismul functional
MMP-9 C/T -1562 duce la o crestere importanta a expresie genice (40), ipoteza noastra de
lucru a fost ca pacientii purtatori ai alelei T in pozitia -1562 vor avea un risc mai mare de a
dezvolta carcinom tiroidian diferentiat, si in acelasi timp de a dezvolta forme mai agresive
de cancer, ducand la stadii tumorale mai avansate (21).

Materiale si metode: Am evaluat preoperator 236 de pacienti cu patologie nodulard
tiroidiana benigna (N= 119) sau maligna - cancer papilar tiroidian (N=117). ADN genomic
a fost izolat din sange periferic si ulterior genotipul -1562C/T a fost evaluat prin analiza

PCR-RFLP.

Rezultate: Am constatat o frecventa semnificativ mai mare a alelei T la pacientii cu cancer
vs cei cu patologie benignd (17.5% vs 10.1%), p=0.019. Pacientii cu genotipul CT sau
CT+TT au avut un risc semnificativ mai mare de a dezvolta cancer papilar, mai exact
microcarcinom papilar tiroidian (genotip CT: OR=6.467, p=0.00006; CT+TT: OR=6.859,
p=0.00002), dar nu si stadii mai avansate de boald (CT: p=0.094; CT+TT: p=0.157). Nu s-
au identificat corelatii semnificative intre genotipul -1562C/T si subtipul histologic, gradul

de invazie sau stadiul TNM.

Concluzii: prezenta alelei T in pozitia 1562 a promoterului MMP-9 creste in mod
semnificativ riscul de a dezvolta cancer papilar tiroidian. Aceste risc crescut este limitat insa
la formele incipiente, mai exact la microcarcinomul papilar intratiroidian, si nu se extinde si
la forme mai avansate de boald, ceea ce sugereaza ca genotipul CT+TT este important pentru
initierea tumorala, nu si progresie. Va fi nevoie de studii mai ample pentru a confirma aceste

observatii la nivel populational (21).



3. Mutatiile BRAF si TERT promoter C228T, 250T in cancerul tiroidian
diferentiat

Introducere: Oncologia de precizie se bazeaza pe utilizarea markerilor moleculari pentru
ghidarea managementului. In cancerul tiroidian diferentiat multe studii au aritat ca statusul
tumoral BRAF V600E si TERT promoter ajuta la rafinarea prognosticului si la estimarea
riscului de recidiva si deces (41, 42), insa pana la acest moment nu au existat date referitoare
la populatia Romaniei. In acest context ne-am stabilit ca obiective s optimizam protocolul
de detectie al statusului tumoral al tumorilor tiroidiene si sa evaludm asocierea dintre statusul

mutational si trasaturile clinice si anatomo-patologice utilizate in stratificarea riscului.

Materiale si metode: Au fost evaluate 68 de probe de tesut de la 58 de pacienti cu cancer
tiroidian diferentiat. Am extras ADN genomic din tesutul tumoral inclus in parafina iar
identificarea mutatiilor BRAF V600E si TERT promoter C228T si C250T a fost efectuata

prin secventiere Sanger.

Rezultate: Mutatia BRAF V600E a fost identificata la 21.2% dintre pacienti, fara diferente
semnificative legate de sex sau varsta. Mutatiile promoterului TERT au fost prezente la
17.3% (9/ 52) dintre pacienti, predominant la varste >45ani (y2=3.352, p=0.06). Prezenta
mutatiei BRAF V600E se asociaza semnificativ cu histologia agresiva si cu forme de
carcinom papilar clasic (¥2=11.29, p=0.023), insd nu cu alte trasaturi de agresivitate
(prezenta invaziei, stadiul TNM sau grupa de risc ATA). Mutatiile promoterului TERT se
asociaza cu subtipuri histologice agresive (¥2=9.04, p=0.060) si cu stadii tumorale locale
avansate (x2=4.121, p=0.042). Pacientii care au prezentat mutatii concomitente
BRAF+TERT (N=>5) aveau forme agresive de boala (risc inalt ATA) (32=6.019, p=0.049) si
4 din 5 aveau radioiodorezistenti. In plus, datele noastre indici o prevalentd mai mica a
mutatiilor BRAF V600E decat media raportata mondial, similar cu rezultatele altor studii
europene, posibil ca o consecintd a unor factori de mediu incomplet investigati, inclusiv
statusul iodat. Acesta este un element important, pentru ca aceste diferente pot reflecta unele

particularitati de evolutie a cancerului tiroidian in populatia Romaniei (22).

Concluzii: statusul tumoral BRAF V600E nu se asociaza semnificativ cu trasaturi clinice
sau patologice de agresivitate, ceea ce limiteaza rolul lui ca marker de prognostic prost,
atunci cand este evaluat independent. Mutatiile TERT promoter C228T s1 C250T se asociaza
cu histologii agresive si stadii locale avansate, iar prezenta concomitentd de mutatii BRAF
V600E ajuta la identificarea pacientilor cu forme clinice agresive (grup de risc crescut ATA,

radioiodorezistentd), care vor necesita tratament intensiv.



Concluzii. Implicatii practice ale cercetarii doctorale

Determinarea MMP-9 seric preoperator poate ajuta la identificarea pacientilor cu
forme agresive de cancer tiroidian si este o metoda rapida si ieftind, Tnsa rezultatul este
influentat de numerosi factori biologici (prezenta altor surse de secretie, de exemplu
afectiuni inflamatorii, inclusiv tiroidita cronicd) si pre-analitici (stocarea si prelucrarea

probei), ceea ce i limiteaza utilitatea Tn practica clinica curenta.

Evaluarea polimorfismului 1562 C/ T al promoterului MMP-9 a aratat ca prezenta
alelei T creste in mod semnificativ riscul de a dezvolta microcarcinom papilar tiroidian, nu
si forme mai agresive de boala. Este o observatie interesanta, care ar putea sugera ca unele
forme de microcarcinom papilar cu evolutie indolenta reprezinta o categorie clinica distincta
de cancer tiroidian. Ca pentru orice alti factori de susceptibilitate este insd nevoie de

confirmarea acestor date prin studii ample la nivel populational.

Evaluarea statusului mutational tumoral in cancerul tiroidian diferentiat, are

implicatii practice importante, atat imediat, cat si in perspectiva viitoare.

In primul rand, am reusit optimizarea protocolului de detectie al statusului tumoral
al tumorilor tiroidiene. Este un element extrem de important din punct de vedere nu doar al
cercetarii ci si al practicii clinice curente daca privim acesti markeri moleculari din
perspectiva rolului lor terapeutic. Determinarea statusului BRAF V600E este esentiala
pentru a stabili oportunitarea tratamentului cu inhibitori de BRAF s1 MEK (dabrafenib si
trametinib) in cancerul anaplazic, conform recomandarilor recente ale American Thyroid

Association (43).

Tn perspectiva practicii medicale viitoare, ca markeri cu rol prognostic, identificarea
in tesutul tumoral a mutatiilor TERT promoter, mai ales in asociere cu BRAF V600E, va
ajuta la identificarea rapida, postoperator, a pacientilor cu forme agresive de cancer tiroidian,

care vor necesita tratament rapid si intensiv.

Pe de alta parte, din perspectiva diagnostica, testarea moleculard pentru mutatii
BRAF V600E si TERT promoter din aspiratul de punctie pentru noduli cu citologie
nedeterminatd este posibila relativ usor, cu costuri reduse si va ajuta la identificarea

pacientilor cu cancer tiroidian inainte de operatie.
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