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l. PARTEA GENERALA - stadiul actual al cunoasterii
1. EMBRIOLOGIA SISTEMULUI RESPIRATOR

Dezvoltarea plamanilor cuprinde doua etape fundamentale: o prima etapa de formare a
ductelor aeriene si etapa tardiva, de dezvoltare a interfetei respiratorii. Organogeneza pulmonara
se bazeaza pe interactiuni complexe intre endoderm si mezoderm, realizate prin factori de crestere,
hormoni si mecanisme complexe de semnalizare si debuteaza in saptdmanile embrionice 3 si 4
prin formarea mugurilor pulmonari primitivi, derivati din endodermul intestinului proximal. in
continuare urmeaza un proces complex de dezvoltare tridimensionald, iar cele ce definesc etapele
embriologice sunt evenimentele celulare si morfologia pulmonard, in detrimentul perioadei

calendaristice [1].

2. ANATOMIA SI HISTOLOGIA SISTEMULUI RESPIRATOR

Sistemul respirator este alcatuit din cei doi plamani si o serie de ducte ce conduc aerul catre
si dinspre plimani. In plamani, ciile aeriene se ramifici in structuri cu dimensiuni ce scad
progresiv, pand la nivelul celui mai mic spatiu aerian, numit alveola. Acest sistem indeplineste trei
functii principale: conducerea, filtrarea aerului si schimbul gazos, la nivel alveolar [2].

Traheea se divide in cele doud bronhii principale, dreapta si stdngd. La nivelul hilului
pulmonar, fiecare bronhie se divide in bronhiile lobare (bronhii secundare). Plaméanul sting este
format din doi lobi, iar plamanul drept din trei si, de aceea, bronhia principala dreapta se divide n
trei bronhii lobare, iar cea stanga In doud. Plamanul sting este mai departe impartit in opt segmente
bronhopulmonare, iar plamanul drept in zece, fiecare segment fiind deservit de cate o bronhie
tertiara sau segmentara [3].

Initial, bronhiile au aceeasi structura histologicd precum a traheei. Dupd intrarea in
parenchimul pulmonar, inelele cartilaginoase sunt inlocuite cu placi cartilaginoase cu contururi
neregulate, dispuse liniar pe intreaga circumferintd a peretelui, conferind astfel forma cilindrica a
bronhiilor. Pe masura ce bronhiile se ramificd si scad in dimensiuni, se diminueaza continutul
peretelui in tesut cartilaginos si dispare complet cand acestea ating diametrul de 1 mm, devenind
bronhiole. A doua modificare observata la nivelul peretelui bronhiei intrapulmonare este cresterea
cantitdtii de tesut muscular neted direct proportional cu scdderea continutului in cartilaj, formand

un strat muscular continuu ce devine intrerupt in bronhiile mai mici [4].
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Segmentele bronhopulmonare sunt divizate mai departe in lobuli pulmonari, fiecare cu cate
o bronhiola aferenta. Pe suprafata seroasa, lobulii apar ca zone poligonale delimitate de un discret
tesut conjunctiv. Fiecare lobul este format din mai multi acini pulmonari. Cea mai mica unitate
functionalda a pldméanului este unitatea respiratorie bronhiolard, formatd dintr-o bronhiolad
respiratorie si alveolele ce o deservesc. Ductele alveolare sunt cai aeriene alungite, fara perete
propriu, delimitate doar de peretii alveolari. Sacii alveolari sunt spatii aeriene inconjurate de
grupuri de alveole ce se deschid in ei. Ei pot fi localizati la capatul ductelor aeriene sau oriunde
de-a lungul acestora [5].

Alveolele sunt sediul schimbului gazos dintre aer si sange. Fiecare alveold este o camera
poliedrica cu diametrul de 0,2 mm, marginita de un perete subtire (sept alveolar), fiind inconjurata
de o bogata retea de capilare ce aduce sange in apropierea aerului inspirat din interiorul alveolelor
[2]. Epiteliul alveolar este compus din celule alveolare de tip I si de tip II si ocazionale celule in
perie. Fiind expus constant la particule inhalate, patogeni si toxine, epiteliul alveolar contine si

unele celule specializate cu rol in aparare [2,6].
3. CANCERUL PULMONAR

Pe plan international, cancerul pulmonar continua sd fie principala cauza de deces prin
cancer la barbati si la femei, nivelul de dezvoltare economica avand rol important mai ales in
randul pacientilor de sex feminin [7]. Conform Studiului Global privind Tutunul la Adulti din
2018, 30,7% dintre romanii peste 15 ani au consumat tutun sub orice forma, regulat, iar 30% sub
forma de fumat de tigarete, media consumului de tigarete fiind de 16,5/zi.

Evolutia fumatului in Romania raportatd de Ministerul Sanatatii din Roméania in 2019 arata
ca per total consumul curent de tutun a crescut de la 26,8% in 2011 la 30,7% in 2018, fiind o
crestere relativa de 14,9% [8].

In Romania, in raportul publicat de Organizatia Mondiala a Sanattii in anul 2020, cancerul
pulmonar era pe locul doi ca numar total de cazuri noi la ambele sexe, el reprezentand 12,3% din
numirul total de cazuri. In anul 2020 au fost diagnosticate 9030 de cazuri noi de cancer pulmonar
la barbati, acesta ocupand primul loc, iar la femei au fost diagnosticate 3092 de cazuri, cancerul

pulmonar ocupand locul patru, dupa cancerul mamar, colorectal si cel de col uterin [9].



RN T

VA

UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE "
»CAROL DAVILA* DIN BUCURESTI

lieg

Str. Diomisie Lupu 37, sector 2, Bucurest, 02021, Romania, www.umfcd.ro, email: rectoratirumfcd.ro

La momentul diagnosticului, mai mult de 90% dintre pacientii cu cancer pulmonar prezinta
simptome, cel mai frecvent fiind tusea [10]. Simptomatologia este strans legata de localizarea
proliferarii tumorale. Tumorile centrale prezintd mai frecvent simptome asociate cu afectarea
bronhiilor principale, bronhiilor lobare sau segmentare proximale si acestea includ tusea,
hemoptizia, dispneea, disfonia sau stridorul dat de obstructia bronsica. Pacientii cu tumori
localizate periferic pot prezenta tuse, durere de tip pleuritic sau dispnee [10].

Cancerul pulmonar primar se manifesta ca o leziune nodulara sau masa tumorala, uneori
putand lua forme complexe. Acesta este detectat initial prin radiografie toracica si din ce in ce mai
frecvent prin tomografie computerizata (CT), fie ca o descoperire incidentald sau in cadrul unui
program de screening [11].

Din punctul de vedere al aspectului macroscopic, putem identifica leziunile de hiperplazie
adenomatoasa atipicd ca o arie milimetrici nodulard slab delimitatd, cenusiu-rosiatica [11].
Leziunile de pana la 3 cm, cu aspect compact sau cu spatii aeriene vizibile sunt cel mai frecvent
adenocarcinoame in situ [11].

Adenocarcinomul minim invaziv apare ca leziune nodulara periferica cu arie centrala solida,
mai mica de 5 mm, inconjurata de tesut pulmonar colabat. Frecvent asociaza pigment antracotic si
retractie pleurald [12].

Adenocarcinomul pulmonar invaziv, poate fi non-mucinos si mucinos. Acesta apare ca o
leziune nodulara cu margine slab delimitata, cenusiu-albicioasa, cu cicatrice fibroasa centrald sau
de consistentd scazuta, cu aspect gelatinos/mucoid [11]. Acelasi aspect gelatinos, moale este
intalnit s1 In adenocarcinoamele coloide.

Displazia scuamoasa si carcinomul scuamos in situ sunt leziuni preinvazive ce deriva din
epiteliul brongic. Macroscopic se evidentiaza cel mai frecvent n vecindtatea bifurcatiilor ca leziuni
polipoide sau nodulare de 1-2 mm. Sunt mai frecvente leziunile plate mai mari de 1 cm si prezinta
mucoasa focal ingrosata, cu aspect neregulat si vascularizatie crescuta [11][13].

Carcinomul scuamos pulmonar este o leziune ferma, slab delimitata, albicioasa, cenusie sau
bruna. Pot exista arii de hemoragie, de necroza si degenerescenta chistica, mai ales in tumorile de
dimensiuni mari. Tumorile centrale sunt evidentiate ca leziuni endobronsice cu aspect exofitic,

papilar [11].
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Carcinoamele cu celule mari sunt de obicei tumori de mari dimensiuni, circumscrise, solide,
frecvent necrozate si rareori cu arii chistice [11].

Tumorile carcinoide sunt leziuni centrale, au frecvent crestere endobronsica si apar ca leziuni
rotund-ovalare, de dimensiuni variabile, dar mai mari de 5 mm, de culoare cenusie sau galbuie, de
consistenta scazuta sau ferma [14].

Carcinoamele neuroendocrine cu celule mari sunt frecvent leziuni periferice, de mari
dimensiuni, bine-delimitate, brun-rosiatice si cu arii de necroza [15].

Carcinoamele neuroendocrine cu celule mici sunt leziuni mari perihilare, frecvent
nerezecabile si extensiv invadante [11]. Apar ca tumori ce se muleaza frecvent pe conturul bronsic,
de culoare bruna si cu arii extinse de necroza. Doar 5% apar ca noduli periferici circumscrisi [16].

In ceea ce priveste aspectul microscopic, hiperplazia adenomatoasa atipica este o leziune
precursoare a adenocarcinomului pulmonar in situ si este constituitd dintr-0 proliferare de
dimensiuni reduse (<5 mm) de pneumocite de tip II cu atipii moderate si/sau celule bronhiolare
exocrine, cunoscute si sub denumirea de celule Clara (in prezent, in engleza este folosit termenul
de “club cells”). Acestea tapeteaza peretii alveolari si uneori si pe cei ai bronhiolelor respiratorii
[11].

Adenocarcinomul pulmonar in situ este o leziune de talie mica (<30 mm) compusa din celule
neoplazice extinse pe septurile alveolare pre-existente, dand asa numitul pattern lepidic de crestere,
fara aspecte clare de invazie stromala, vasculara, a spatiilor aeriene, pleurala sau de necroza [17].
Celulele tumorale se dispun intr-un sir continuu, sunt unistratificate, rareori pseudostratificate, fara
formarea de structuri papilare sau micropapilare si fara celule tumorale in spatiile alveolare. In
functie de aspectul celulelor tumorale, acesta poate fi non-mucinos sau mucinos [11].

Adenocarcinomul minim invaziv este definit ca o leziune solitard ce masoara mai putin de 3
cm, avand preponderent pattern lepidic de crestere si o arie de invazie mai mica de 5 mm. Cel mai
frecvent este non-mucinos, dar rareori poate fi si mucinos si mixt [18]. Subtipul non-mucinos este
format din pneumocite de tip II, cu sau fara celule Clara. Cel mucinos prezinta celule columnare
cu mucina apicala abundenta si nuclei bazali, fiind asemanatoare celulelor caliciforme colonice.
Aria de invazie este definitd prin prezenta altor subtipuri histologice de adenocarcinom decat cel
lepidic: acinar, papilar, micropapilar, solid, coloid, enteric, fetal sau mucinos invaziv sau prin

prezenta de celule tumorale ce infiltreaza stroma miofibroblastica [11].
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Adenocarcinomul pulmonar invaziv non-mucinos este un carcinom pulmonar non-
microcelular cu diferentiere glandulard evidentiabild morfologic si imunohistochimic. Morfologic
acesta consta dintr-un amestec de patternuri arhitecturale (lepidic, acinar, papilar, micropapilar si
solid) si poate fi clasificat in subtipuri in functie de patternul care predomina [17].

Adenocarcinomul mucinos invaziv este un neoplasm primar pulmonar caracterizat printr-o
proliferare de celule epiteliale cubic-columnare cu mucina abundenta intracitoplasmatica si nuclei
orientati la polul bazal, de cele mai multe ori fara atipii marcate. Dispozitia celulelor tumorale
poate fi variata, cu model de crestere lepidic, acinar, papilar, micropapilar, solid sau cribriform
[19]. Tumorile cu morfologie heterogend, mucinoasa §i non-mucinoasa, Sse numesc
adenocarcinoame mixte daca fiecare componenta ocupd mai mult de 10% din suprafata tumorala
[20].

Carcinomul scuamocelular este o tumord maligna epiteliald caracterizatd prin prezenta
keratinizarii, a puntilor intercelulare si imunofenotip specific pentru diferentierea scuamoasa [21].

In functie de aspectul microscopic, acesta a fost impartit in carcinom keratinizant,
nekeratinizant si bazaloid. Carcinomul keratinizant este alcatuit dintr-0 proliferare de celule
epiteliale poligonale, dispuse 1n cuiburi si travee celulare, cu punti intercelulare si, in special in
tumorile bine diferentiate, cu arii extinse de keratinizare, adesea cu formarea de perle de keratina.
Atunci cand nu se identifica formarea de keratina, testarea imunohistochimica este recomandata
pentru stabilirea diagnosticului de carcinom scuamos non-keratinizant [22].

Carcinomul bazaloid este caracterizat de prezenta unor celule de talie mica-medie, cu
citoplasma redusa, organizate in cuiburi cu dispozitie lobulara si cu palisadare nucleara periferica.
Adesea rata mitotica este inalta si la fel si indicele mitotic Ki-67[23].

Neoplasmele neuroendocrine pulmonare se Tmpart in tumori neuroendocrine (NET), ce
includ tumorile cu grad scazut de malignitate numite carcinoide tipice si tumorile cu grad
intermediar numite carcinoide atipice si carcinoamele neuroendocrine (NEC), ce includ
carcinoamele neuroendocrine cu celule mari si cu celule mici [24].

Tumorile carcinoide sunt tumori neuroendocrine maligne bine-diferentiate citologic si
arhitectural. Sunt caracterizate prin pattern de crestere organoid, cu formarea de trabecule, rozete,

insule sau plaje de celule uniforme, cu citoplasma moderata-abundenta eozinofila si nuclei rotunzi
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centrali, cu cromatina fin dispersata, cu aspect de ,,sare si piper” [24]. Carcinoidul tipic are mitoze
reduse (<2 mitoze/2 mm?) si nu prezinti necrozi tumorala, spre deosebire de cel atipic [11].

Cel mai frecvent tip de neoplasm neuroendocrin Tntélnit la nivel pulmonar este carcinomul
cu celule mici. Acesta este o tumora epiteliald cu grad inalt de malignitate, alcatuitd din celule
rotund-ovalare de talie mica, cu citoplasma redusa, margini celulare slab definite si nuclei cu
cromatind fin dispersata, fara nucleoli, adesea cu aspecte de mulare nucleara reciproca. Tumora
prezinta arii dens celulare, solide, numeroase mitoze atipice si arii extinse de necroza tumorala
[25].

Carcinomul neuroendocrin cu celule mari este un carcinom non-microcelular de grad Tnalt,
cu morfologie neuroendocrini si cu mai mult de 10 mitoze pe 2 mm?[11]. Din punct de vedere
microscopic, acesta prezintd pattern de crestere organoid, in cuiburi si travee celulare, cu
palisadare periferica si formare de rozete. Spre deosebire de celelalte tumori neuroendocrine, in
cadrul acestui tip, celulele tumorale prezinta nucleoli evidenti de talie medie-mare si citoplasma
abundentd, cu margini celulare evidente. Nucleii pot avea cromatina fin granulara, dar si aspect
veziculos. Necroza este prezenta In aproape toate cazurile de carcinom neuroendocrin cu celule
mari si la fel si numeroase mitoze atipice (valoare medie 70 mitoze/2 mm?)[26].

Diagnosticul de carcinom pulmonar se realizeaza pe criterii histologice, dar uneori
diferentierea subtipurilor histologice poate fi dificild si in aceste conditii, imunohistochimia 1si
poate aduce aportul [27]

Adenocarcinomul minim invaziv non-mucinos prezintd pozitivitate pentru markerii
pneumocitari TTF1 si Napsin A, iar cel mucinos este negativ pentru markerii pneumocitari si este
pozitiv pentru CK20 si HNF4a [28]

Adenocarcinomul pulmonar invaziv, non-mucinos nu are markeri la care sd prezinte
pozitivitate in 100% din cazuri, insd cel mai frecvent acesta este pozitiv pentru markerii
pneumocitari TTF1 si Napsin A. Dubla pozitivitate pentru TTF1 si p40 caracterizeazd un
adenocarcinom sau un carcinom adenoscuamos [29] CK7 nu este specific pentru adenocarcinomul
pulmonar [29]

Pentru stabilirea naturii neuroendocrine si incadrarea tumorii intr-una din categoriile:

carcinom pulmonar cu celuld micd, carcinom neuroendocrin cu celula mare sau tumora carcinoida,
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trebuie demonstratd pozitivitatea pentru cel putin unul din markerii: Cromogranind A,
Sinaptofizina, CD56 (NCAM1) sau INSM1 [30].

Carcinomul pulmonar este o boald cu marcatd heterogenitate histologica si moleculara.
Acumularea de informatii despre modelele moleculare de formare a carcinoamelor pulmonare a
dus la clasificarea acestora in subtipuri specifice, bazate pe terapia tintita la care acestea raspund.
Astfel, folosirea imunohistochimiei poate reprezenta o metoda simpla de screening [31].

Adenocarcinoamele pulmonare cu rearanjament ALK 1insumeaza 4-5% din
adenocarcinoamele pulmonare si reprezintd tumori aparute la pacienti tinei, nefumatori, cu
pozitivitate pentru TTF-1, arhitectura acinara, secretie mucinoasa sau celule cu aspect de “inel cu
pecete”’[32] Testarea imunohistochimica pentru ALK reprezinta o metoda larg raspandita, ieftina
si rapida si reprezintd o metoda bund de screening pentru detectarea rearanjamentului ALK, aldturi
de hibridizarea in situ (FISH)[33].

ROS1 este un driver oncogenic intalnit la aproximativ 1-2% din adenocarcinoamele
pulmonare [34]. Aceste tumori apar mai frecvent la femeile tinere, nefumatoare si sunt
caracterizate de un aspect solid, cu morfologie cribriforma, cu mucus extracelular sau cu celule cu
aspect de “inel cu pecete”[35] La fel ca si in cazul ALK, testarea imunohistochimica pentru
rearanjamentul ROS1 reprezinta o metoda buna de screening. Aspectul imunohistochimic depinde
de partenerii de fuziune ai lui ROS1, astfel carcinoamele cu fuziune CD74-R0OS1, care este cea
mai frecventa, prezintd imunoreactivitate citoplasmatica globulara pentru ROSI, iar cele cu
fuziune EZR-ROSI1 prezinta pozitivitate membranara [35].

Mutatia EGFR este una dintre cele mai comune mutatii driver in adenocarcinomul pulmonar,
ea regasindu-se mai frecvent la pacientele de origine Asiatica, nefumatoare, histologic prezentand
frecvent aspect “hobnail”, arhitectura micropapilara si pozitivitate pentru TTF-1[36]. Tn prezent
testarea imunohistochimica nu este recomandatd ca metoda de screening, pentru cd anticorpii
dezvoltati pentru a detecta deletia exonului 19 (clona 6B6) si mutatia LS8R de pe exonul 21
(clona 43B2) nu s-au dovedit specifici [37].

PD-L1 (CD274) este un modulator imun ce promoveaza imunosupresia prin legarea de PD1.
PD-L1 de pe suprafata celulelor tumorale impiedica actiunea citotoxica a limfocitelor T atunci
cand se leagd de PDI de pe suprafata acestora [38]. Tn acest sens, terapia anti PD1/PD-L1 inhiba

legarea PD-L1 la PD1, permitand atacul mediat imun impotriva celulelor tumorale, iar numeroase
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studii au aratat deja beneficiul terapiei imune in prelungirea supravietuirii pacientilor cu cancer

pulmonar [39].

II. PARTEA SPECIALA -contributia personali
4. SCOPUL LUCRARII

Scopul acestei lucrari este de a realiza o analiza detaliatd a uneia dintre cele mai agresive
tipuri de tumori - carcinomul pulmonar. Prin efectuarea unei evaluari extensive a caracterelor
clinice, demografice, histologice si imunohistochimice, am vrut sa identific posibili factori de
prognostic, in vederea depistarii precoce si a imbunatatirii supravietuirii pacientilor.

Analiza micromediului tumoral in cancerul pulmonar poate aduce numeroase informatii cu
implicare directd in practica clinica. Aceste informatii pot contribui la diagnosticare, stabilirea
prognosticului si al unui tratament personalizat al pacientilor.

Evaluarea tipului si a densitatii celulelor imune, cum ar fi limfocitele T si macrofagele, poate
oferi indicii asupra raspunsului imun al organismului la tumora. Un infiltrat inflamator bogat poate
fi asociat cu un prognostic mai bun si o supravietuire mai lunga si am dorit sa analizez aceasta
corelatie si pe cazurile din Romania.

Identificarea markerilor imunologici, cum ar fi PD-L1 sau LAG-3, poate ajuta la predictia
raspunsului la imunoterapie, oferind informatii importante pentru selectia pacientilor care ar
beneficia de astfel de tratamente.

Analiza detaliatd a micromediului tumoral poate descoperi noi proteine si cai de semnalizare
care joaca un rol in progresia cancerului pulmonar. Aceste descoperiri pot deveni baza pentru
dezvoltarea de noi terapii tintite.

Prin integrarea acestor informatii in practica clinicd, se poate Imbunatiti semnificativ
managementul pacientilor cu cancer pulmonar, conducand la tratamente mai eficiente si
personalizate, cresterea supravietuirii si imbunatdtirea calitatii vietii acestora.

In plus, aceasta lucrare 1si propune sa prezinte o metoda de Tmbunatatire a sistemului actual de
raportare a cazurilor de cancer pulmonar din Romania, prin dezvoltarea unei aplicatii web menite
sa usureze munca clinicienilor, sa uniformizeze rezultatele histopatologice si sa imbunatateasca

stratificarea pacientilor si aplicarea cat mai rapida a tratamentului adecvat.
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Rezultatele acestui studiu sunt asteptate sd contribuie la o mai buna intelegere a mecanismelor
patologice ale cancerului pulmonar si sd ofere baze solide pentru dezvoltarea unor strategii de
tratament mai eficiente si personalizate. Intelegerea interactiunilor celulare din micromediul
tumoral si identificarea unor noi biomarkeri si tinte terapeutice ar putea duce la imbunatatirea

supravietuirii gi calitatii vietii pacientilor cu cancer pulmonar.

5. OBIECTIVELE STUDIULUI

1. Identificarea si evaluarea factorilor de prognostic la cei 160 de pacienti cu cancer
pulmonar, cu scopul de a intelege mai bine influenta acestora asupra evolutiei bolii si a
supravietuirii.

2. Investigarea relatiilor dintre factorii demografici (varsta, sex, mediu de provenientd) si cei
clinici (stadiul bolii, tipul histologic, comorbiditati) si factorii de prognostic, pentru a identifica
modele si tendinte relevante.

3. Evaluarea potentialului factorilor demografici si clinici de a contribui la depistarea
precoce a cancerului pulmonar si imbunatatirea supravietuirii prin interventii timpurii.

4. Analizarea tipurilor histologice predominante, structura arhitecturald si gradul de
diferentiere a celulelor tumorale in cazurile de carcinoame pulmonare.

5. Analiza micromediului tumoral pentru a descoperi interactiunile celulare ca potentiale
tinte terapeutice, care ar putea fi utilizate in tratamente mai eficiente si personalizate pentru
pacientii cu cancer pulmonar.

6. Evaluarea distributiei infiltratului inflamator in micromediul tumoral si corelarea acestuia
cu prognosticul pacientilor, pentru a intelege impactul rdspunsului imun asupra evolutiei
cancerului pulmonar si pentru a identifica potentiale tinte terapeutice.

7. Crearea unei aplicatii web care sd imbundtdteasca sistemul actual de raportare a cazurilor
de cancer pulmonar din Romania. Aplicatia va facilita munca clinicienilor, va uniformiza
rezultatele raportate si va contribui la o stratificare mai precisa a pacientilor, permitand aplicarea

cat mai rapida a tratamentului adecvat.
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6. MATERIALE SI METODE

Loturile de studiu au fost selectate din registrele histopatologice ale Serviciului de Anatomie
Patologica al Spitalului Universitar de Urgenta din Bucuresti. Preparatele histologice examinate
au provenit atat din biopsii bronhopulmonare cat si din piese de rezectie chirurgicala.

S-a realizat examinarea macroscopica si s-au prelevat fragmente pentru examinarea
microscopica, folosind ca principald metoda de lucru ORDINUL NR. 1217/2010 privind aprobarea
Ghidurilor de practicd medicald pentru specialitatea anatomie patologica, Anexele 1 si 3, precum
si protocolul de examinare a specimenelor de la pacientii cu carcinom pulmonar primar non-
microcelular, carcinom pulmonar cu celule mici sau tumori carcinoide pulmonare, al Colegiului
Patologilor Americani (CAP).

Dupa realizarea examenului macroscopic, prelevarea fragmentelor reprezentative,
prelucrarea acestora In vederea obtinerii sectiunilor histologice si colorarea la coloratie uzuala sau
imunohistochimicd, a urmat evaluarea microscopica si un rezultat histopatologic a fost inregistrat
in baza de date electronica a Spitalului Universitar de Urgenta din Bucuresti.

Datele acestui studiu au fost colectate din baza de date a Spitalului Universitar de Urgenta
din Bucuresti, foile de observatie clinica ale pacientilor internati in Departamentele de Chirurgie
Toracica si Oncologie ale Spitalului Universitar de Urgentd Bucuresti si din registrele cu rezultate
histopatologice ale departamentului de Anatomie Patologica al Spitalului Universitar de Urgenta
Bucuresti.

Achizitia de imagini s-a realizat cu ajutorul microscopului Leica DM750 dotat cu camera
de preluat imagini Leica ICC50 HD, din cadrul spitalului Universitar de Urgentd din Bucuresti si
al celui Olympus BX43, dotat cu camera de inalta definitie Olympus XC50, de la Centrul de
Excelenta in Medicina Translationald, Fundeni, Bucuresti.

Imaginile digitale ale preparatelor histologice au fost realizate cu ajutorul scannerului de la
Spitalul Clinic Judetean de Urgenta din Constanta, din cadrul Serviciului clinic de Anatomie
Patologica.

Datele clinico-morfologice, histopatologice si imunohistochimice au fost inregistrate intr-
o baza de date electronicd, utilizand platforma Microsoft Excel si parte din ele au fost interpretate

in cadrul aceleiasi platforme. Evaluarea si interpretarea statistica a datelor a fost realizata cu
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ajutorul platformei GraphPad Prism V.10.2.0 software (GraphPad Software, Boston,

Massachusetts USA, www.graphpad.com).

7. REZULTATE

Lotul analizat a inclus 160 de pacienti tratati in departamentul de Chirurgie Toracicd a
Spitalului Universitar de Urgenta din Bucuresti si diagnosticati in cadrul Departamentului de
Anatomie Patologica a Spitalului Universitar de Urgenta din Bucuresti, in perioada Aprilie 2016
— Octombrie 2020.

Analiza descriptivd a lotului studiat a relevat cad majoritatea pacientilor au fost barbati,
intervalul de vérstd cu incidenta maxima fiind 61-70 ani pentru ambele sexe, majoritatea
pacientilor provenind din mediul urban, din Bucuresti si din judetele invecinate.

Interventiile realizate n scopul obtinerii fragmentelor tisulare au fost reprezentate in primul
rand de lobectomii, biopsii excizionale (rezectii atipice subsegmentare), pneumectomii,
segmentectomii si punctii biopsii.

Cel mai frecvent s-au identificat leziuni tumorale la nivelul plamanului drept, diametrele
tumorale variind intre 0,8 cm si 16,1 cm, cu o medie de 4,31 cm.

Majoritatea cazurilor au avut invazie locoregionald, limfoganglionara, pleurala,
mediastinald, costala, parietald, pericardica, diafragmatica, iar dintre determindrile secundare la
distanta, cele mai frecvent intalnite au fost cele de la nivelul sistemului nervos central (6%
determinari cerebrale sau cerebeloase), urmate de cele hepatice (3%).

Majoritatea cancerelor pulmonare au fost diagnosticate in stadii avansate, la momentul
diagnosticului stadiul 1V fiind cel mai frecvent stabilit, urmat de stadiul I, iar tipurile histologice
au fost, in ordine descrescatoare a frecventei, adenocarcinom, carcinom scuamos, tumori
neuroendocrine, cele mai rare fiind carcinoamele fara linie evidentd de diferentiere, carcinoamele
adenoscuamoase si cele mucoepidermoide.

Adenocarcinoamele au fost preponderent de tip acinar (54%), urmate de cele NOS (not
otherwise specified - 22%) si de cele solide (10%). Adenocarcinoamele mucinoase au constituit
7% din totalul adenocarcinoamelor, alte 3% din cazuri prezentdnd o componenta mucinoasd mai
mare de 10% din suprafata tumorala. 59% dintre cazurile de adenocarcinom au fost confirmate

prin testare imunohistochimicd, la momentul diagnosticului.


http://www.graphpad.com/
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Carcinoamele scuamoase au fost in doud treimi din cazuri de tip nekeratinizant, iar dintre
acestea doar trei cazuri au avut si confirmare imunohistochimica.

Principalele subtipuri de neoplasme neuroendocrine intdlnite in cohorta studiatd au fost
reprezentate in doud treimi din cazuri de carcinoamele pulmonare cu celule mici, urmate de cele
cu celula mare si in final de tumorile carcinoide tipice si atipice.

Dintre pacientii analizati doar 27% erau in viatd in Mai 2024, avand supravietuire cuprinsa
intre 7 ani s1 6 luni si 3 ani s1 7 luni. S-a observat o supravietuire superioara in randul femeilor,

acestea fiind diagnosticate cel mai frecvent in stadiu tumoral incipient, comparativ cu barbatii.

Analiza micromediului tumoral in adenocarcinomul pulmonar

Am analizat suplimentar 50 de cazuri de adenocarcinom pulmonar din cohorta initiala si prin
metoda de Tissue Array am obtinut trei blocuri receptoare compuse din fragmente prelevate de la
toate cele 50 de cazuri.

Prelevarea s-a realizat la Centrul de Excelenta in Medicina Translationala, utilizand aparatul
Tissue Arrayer MiniCore® 3 si software-ul aferent acestuia. Blocurile de parafind obtinute au fost
sectionate in scopul examinarii la coloratie uzuala si prin metode imunohistochimice.

Sectiunile cu grosime de 4 microni obtinute din blocurile receptoare au fost colorate pentru
markerii imunohistochimici CD3 (clona EP41), CD4 (clona EP204), CD8 (clona SP16), CD68
(clona Kp-1), CD163 (clona EP324), PD-L1 (clona Cal10), PD1 (clona NAT105) si LAG-3 (clona
17B4).

Tn lotul studiat s-a evidentiat prezenta unei corelatii cu semnificatie statistica intre densitatea
limfocitelor CD4+ si a celor CD8+, indicand o posibild dependentd reciproca si sustinand
interactiunea acestora in mediul tumoral, in reglarea raspunsului imun impotriva celulelor
tumorale. Raportul CD4/CD8 crescut, folosit ca masurd a capacitatii tumorale de a evita actiunea
distructiva a sistemului imunitar, a fost observat si In cazul adenocarcinoamelor pulmonare
evaluate.

Analiza histiocitelor intratumorale a ardtat o distributie non-Gaussiana a densitatilor
celulelor pozitive pentru CD68 si pentru CD163 si o corelatie cu semnificatie statistica intre
densitatea celulelor CD68+ si diametrul tumoral, ce poate indica un rol al inflamatiei si al

macrofagelor 1n cresterea tumorala.
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De asemenea, corelatia identificatd intre densitatea celulelor CD68+ si indicele de
proliferare Ki-67 ofera informatii importante despre relatia macrofagelor cu proliferarea tumorala.
Relatia pozitiva dintre CD68 si Ki-67 sugereaza ca macrofagele CD68+ pot contribui la cresterea
si agresivitatea adenocarcinoamelor pulmonare prin promovarea proliferarii celulare, dar si ca
acestea ar putea fi recrutate cu precadere in tumorile mai agresive (cu indice Ki-67 mare), acolo
unde apare liza mai frecventa a celulelor tumorale si eliberare mai pronuntata de antigene tumorale.

In ceea ce priveste evaluarea markerilor celulelor imune, s-au identificat corelatii
semnificative intre densitatile celulelor CD4+ si a celor CD68+ si CD163+, precum si intre CD8
si CD163. Astfel, o corelatie semnificativa intre densitatea limfocitelor T helper (CD4+) si a
macrofagelor (CD68+) sugereaza o interactiune intre aceste celule imune. Macrofagele CD68+
pot fi implicate in recrutarea si activarea limfocitelor T helper, ceea ce poate influenta raspunsul
imun in mediul tumoral. Corelatia semnificativa intre CD4+ si CD163+ sugereaza o interactiune
intre celulele T helper si macrofagele imunosupresoare, indicand un posibil rol al limfocitelor T in
medierea activitatii macrofagelor M2 in tumori.

CD8+ sunt celule T citotoxice care joaca un rol crucial in raspunsul imun antitumoral. O
corelatie semnificativa si puternicd intre CD8+ si CD163+ sugereaza ca macrofagele M2 pot
influenta sau interactiona cu celulele T citotoxice, posibil suprimandu-le activitatea si contribuind
la evaziunea imuna a tumorii.

Aceste corelatii indicd interactiuni importante intre diferitele componente imune din mediul
tumoral. In mod specific, relatiile semnificative dintre limfocitele T (CD4+ si CD8+) si macrofage
(CD68+ si CD163+) sugereaza cd macrofagele pot influenta in mod semnificativ rdspunsul imun
in tumord, fie prin recrutarea si activarea limfocitelor T, fie prin suprimarea activitatii lor.

Evaluarea mecanismelor de evitare a raspunsului imun prin expresia proteinelor PD-L1, PD1
si LAG-3 a dus la identificarea unei corelatii semnificative intre expresia PD-L1 si LAG-3, ce
poate sugera ca aceste doua proteine sunt co-reglate sau c¢a au un rol sinergic in mediul tumoral,
cu interactiune functionala intre ele in contextul suprimarii raspunsului imun antitumoral.

O corelatie cu semnificatie inaltd a fost identificata si intre LAG-3 si CD163, sugerand ca in
micromediul tumoral, prezenta LAG-3 este asociatd cu prezenta macrofagelor de tip M2

(CD163+). Acest lucru poate indica faptul ca ambele componente contribuie la un mediu tumoral
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imunosupresor. Astfel, macrofagele CD163+ si celulele care exprimda LAG-3 ar putea lucra
sinergic pentru a suprima raspunsul imun antitumoral, favorizand progresia tumorii.

In plus, rezultatele au aritat corelatii semnificative statistic intre expresia PD1 si populatiile
de celule CD4+ si CD68+. Limfocitele T helper CD4+ sunt esentiale in medierea si reglarea
raspunsului imun. Corelatia intre PD1 si CD4+ sugereaza ca in micromediul tumoral exista o
interactiune semnificativa Intre aceste celule si expresia PDI1, ceea ce ar putea contribui la
imunosupresia indusd de proliferarea tumorald. Corelatia intre PD1 si CD68+ sugereaza ca
macrofagele, care joacd un rol crucial in imunitatea Tnnascuta si adaptativa, pot avea o influenta
semnificativa asupra expresiei PD1.

S-a identificat o corelatie semnificativa din punct de vedere statistic intre varsta pacientilor
si expresia PD-L1. S-a observat cd expresiile PD-L1 scad odatd cu varsta si acest lucru poate
insemna ca tumorile la pacientii mai in varsta sunt mai putin capabile sa evadeze raspunsul imun
prin intermediul acestei cai specifice. Acest lucru ar putea influenta raspunsul la terapii care
vizeaza inhibitorii punctelor de control imun (checkpoint inhibitors).

Dintre markerii limfocitari si cei histiocitari, s-a observat ca doar densitatea limfocitelor
CD4+ a prezentat o corelatie semnificativd negativa cu varsta pacientilor. Scaderea densitatii
limfocitelor CD4+ odata cu inaintarea in varsta poate indica o modificare a functiei sistemului
imunitar legata de imbatranire. Modificarile in densitatea limfocitelor CD4+ in functie de varsta

pot influenta capacitatea organismului de a raspunde la tumori si de a controla progresia acestora.

Analiza distributiei spatiale a infiltratului inflamator din micromediul tumoral

Analiza s-a realizat pe lotul de 50 de pacienti cu adenocarcinom pulmonar descris anterior.

In aceastd etapd a studiului am analizat distributia spatiald a infiltratului inflamator la
nivelul micromediului tumoral din doua regiuni ale tumorii — din centrul tumoral si din marginea
tumorii. Pentru limitarea variabilelor, am ales sa analizez corelatiile prezente intre diversele celule
inflamatorii, densitatile lor din mijlocul si periferia tumorala, raportata la doua categorii de tumori:
adenocarcinoame acinare si non-acinare.

Pentru adenocarcinoamele acinare, s-au identificat corelatii pozitive moderate si

semnificative intre expresiile CD8+, CD3+, CD68+ si CD163+ din mijlocul si de la marginea



RN T

M-
ol

UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE <%
,CAROL DAVILA“ DIN BUCURESTI

Str. Diomisie Lupu 37, sector 2, Bucurest, 02021, Romania, www.umfcd.ro, email: rectoratirumfcd.ro

tumorii, ceea ce ar putea sugera ca distributia acestor celule este relativ uniforma intre mijlocul si
marginea tumorii, cu un raspuns imun coordonat si eficient in aceste tumori.

Diferentele in corelatia dintre celulele inflamatorii din mijlocul si de la marginea tumorii
intre adenocarcinoamele acinare si non-acinare sugereaza ca tipul histologic al tumorii poate
influenta distributia si raspunsul imun. Astfel, lipsa unei corelatii Semnificative 1n
adenocarcinoamele non-acinare poate indica o variabilitate mai mare in distributia celulelor
inflamatorii sau o diferentd in modul in care aceste celule infiltreaza tumora.

Aceste rezultate subliniaza importanta caracterizarii precise a infiltratului imun in diferitele
tipuri histologice de adenocarcinoame pulmonare pentru a intelege mai bine mecanismele
raspunsului imun antitumoral si pentru a dezvolta strategii terapeutice personalizate.

In ceea ce priveste evaluarea expresiilor markerilor in centrul tumoral si marginea tumorala
si corelarea acestora cu varsta pacientilor, rezultatele indica o corelare semnificativa intre varsta
pacientilor si expresia markerilor inflamatori (CD4+ si CD68) in centrul tumoral, dar nu si la
periferia tumorii. Aceasta sugereazd ca Imbatranirea afecteaza in mod diferit compartimentele
tumorii. Micromediul mai advers din centrul tumoral, caracterizat prin hipoxie si necroza, poate
accentua efectele imunosenescentei, ducand la o scadere mai pronuntata a densitatii celulelor
imune la pacientii varstnici. In contrast, la periferia tumorii, conditiile mai favorabile pot mentine

densitatea celulelor imune relativ constanta, indiferent de varsta pacientului.

Analiza prin patologie digitala a tumorilor pulmonare maligne

In studiul de fati am analizat prin intermediul patologiei digitale caracterele histologice
tumorale si factorii de prognostic identificati la nivelul carcinoamelor pulmonare a 40 de pacienti
din lotul studiat.

S-a remarcat o scadere a infiltratului inflamator odata cu cresterea diametrului tumoral, n
tumorile mari fiind mai frecvent intalnita o stroma tumorala fibroblastica, dens celulara. Aceasta
stromd poate oferi suport structural si nutritional mai bun pentru celulele tumorale, favorizand
cresterea si extinderea tumorii. In schimb, stroma colagenoasi este dominati de fibre de colagen
dens organizate, care pot crea o bariera fizica pentru proliferarea si migrarea celulelor tumorale. O
densitate celulara mai mica si o activitate de remodelare mai scazuta pot limita expansiunea

tumorala in acest tip de stroma.
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Factorii de prognostic analizati au fost extensia prin spatiile aeriene, necroza si invazia
vasculara. STAS se refera la raspandirea celulelor tumorale prin spatiile aeriene alveolare
adiacente tumorii primare, fara sa fie conectate prin intermediul stromei tumorale sau vaselor
sanguine/limfatice. Aceasta caracteristicd morfologica a fost asociatd cu un prognostic mai slab si
recurentd mai mare dupi rezectia chirurgicald a tumorii. In studiul de fatd s-a remarcat prezenta
acestui tip de invazie doar in randul adenocarcinoamelor, cel mai frecvent in subtipul mucinos si
in adenocarcinoamele acinare cu o importantd componenta micropapilara.

Prezenta necrozei tumorale este asociatd cu dimensiuni tumorale mai mari. Necroza apare
adesea in tumori mari, unde aprovizionarea cu sange este insuficienta pentru a hrani intreaga masa
tumorald, ducand la moarte celulara in mijlocul tumorii. Tumorile mari pot crea un micromediu
hipoxic, favorizdnd necroza, acest fapt putdnd fi un indicator al agresivitatii tumorale.

Invazia limfovasculara, indicata prin prezenta celulelor tumorale in vasele limfatice sau
sanguine, este un factor prognostic negativ asociat cu un risc crescut de metastazare si recurenta.
Diferentele semnificative in variantele dimensiunilor tumorale sugereaza ca tumorile cu invazie
limfovasculara au o variabilitate mai mare a dimensiunilor, ceea ce poate reflecta o heterogenitate
tumorala crescuta si un comportament biologic variabil.

In ceea ce priveste patternul de crestere tumoral, s-a observat ci patternul solid este de mai
mult de doud ori mai frecvent Intalnit in rdndul pacientilor decedati decat in randul celor in viata,
acest lucru sugerand o corelatie puternica intre acest tip de crestere tumorala si un prognostic
nefavorabil. Tumorile cu pattern solid tind sa fie mai agresive, avand o ratd mai mare de proliferare

si invazie, ceea ce poate explica mortalitatea crescutd in randul acestor pacienti.

PathAdapt — un dispozitiv de raportare a tumorilor pulmonare pentru patologii din
Roménia
Ne-am propus sa realizdim un mod unitar de raportare histopatologica, bazat pe ultimele

ghiduri europene si americane in vigoare, care sa vina in ajutorul medicilor anatomopatologi, dar
si a colegilor din celelalte specialitati conexe.

Aplicatia propusa va fi intuitiva, usor de folosit si usor de accesat pentru ca va putea fi
folosita in orice browser mobil sau web, iar rezultatele obtinute vor fi uniformizate si complete,
excluzand astfel variabilitatea de raportare. Avantajul major o sa fie pentru medicul

anatomopatolog care va alege din optiunile disponibile si va introduce unele valori numerice,
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urmand ca aplicatia sd compuna un rezultat usor de inteles si cuprinzator, salvand astfel timpul
necesar verificarilor ghidurilor in vigoare si a formularilor uzuale. Aceastd aplicatie vine cel mai
mult in ajutorul pacientilor care vor fi diagnosticati conform standardelor in vigoare, intr-un mod
uniformizat si detaliat, in speranta ca astfel vom putea contribui la imbunatatirea tratamentului si

a supravietuirii acestora.

8. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Studiul de fata ofera o descriere detaliatd a aspectelor clinico-morfologice ale diferitelor
tipuri de tumori pulmonare maligne, contribuind la 0 mai buna intelegere a caracteristicilor acestor
leziuni. Analiza demografica a pacientilor, inclusiv distributia pe sexe, varsta la diagnostic si
provenienta pacientilor, ofera informatii valoroase despre epidemiologia cancerului pulmonar in
Romania.

Identificarea celor mai frecvente simptome si interventii chirurgicale (lobectomii si biopsii
excizionale) la pacientii cu cancer pulmonar poate ajuta la optimizarea strategiilor de diagnostic si
tratament. O mai buna Intelegere a progresiei bolii poate fi realizata prin detalierea distributiei
stadiilor clinice ale tumorilor si a tipurilor de metastaze intalnite.

Studiul a adus contributii importante la intelegerea micromediului tumoral in cancerul
pulmonar prin analiza imunohistochimicd a markerilor limfocitari si histiocitari, precum si a
mecanismelor de evitare a raspunsului imun.

S-a evidentiat o corelatie semnificativa intre celulele CD4+ si CD8+, sugerand o interactiune
strdnsa intre aceste subpopulatii de limfocite T In context tumoral si un raport CD4/CDS8 adesea
supraunitar.

Corelatia semnificativa intre expresia CD68 si CD163 indicd o asociere intre macrofagele
M1 si M2 in tumorile pulmonare, CD68+ corelandu-se cu diametrul tumoral si indicele Ki-67,
sugerand o legatura Intre prezenta macrofagelor si rata de proliferare tumorala.

Mecanismele de evitare a raspunsului imun au fost evaluate prin expresia imunohistochimica
pentru PD1, PD-L1 si LAG-3 si s-au identificat corelatii semnificative intre PD-L1 si LAG-3 si
intre PD1 si CD4 si CD68, evidentiind complexitatea interactiunilor dintre celulele imune si

celulele tumorale, prin mecanismele de evitare a raspunsului imun.
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In ceea ce priveste distributia spatiald a celulelor inflamatorii in micromediul tumoral,
limfocitele CD8+ au fost mai putin frecvente in centrul tumorilor comparativ cu celulele CD4+ si
CD163+, acest fapt putind fi consecinta unei epuizdri functionale a procesului imun prin
mecanismele de evitare a raspunsului imun.

Corelatiile semnificative in adenocarcinoamele acinare intre celulele CD8+, CD3+, CD68+
si CD163+ din centrul si marginea tumorilor sugereaza ca, in adenocarcinoamele acinare, prezenta
celulelor inflamatorii intr-o regiune a tumorii este relativ bine reflectata si in cealaltd regiune.
Acest lucru poate indica un raspuns imun coordonat si distribuit uniform in intreaga tumora.

Lipsa unei corelatii semnificative in cazul adenocarcinoamelor non-acinare sugereaza ca in
aceste tumori raspunsul imun poate fi mai heterogen sau mai localizat. Aceasta ar putea indica o
penetrare mai ineficienta a celulelor imune in anumite parti ale tumorii, ceea ce ar putea influenta
negativ eficienta raspunsului imun antitumoral.

Prin analiza digitald s-a observat ca tumorile cu dimensiuni mari au fost asociate cu un
infiltrat inflamator redus si o stromd dens celulard, de tip fibroblastic, iar necroza si invazia
limfovasculara au fost mai frecvente In tumorile cu atipii citonucleare moderate si inalte. Tumorile
cu morfologie micropapilard au prezentat cel mai frecvent invazie prin spatiile aeriene, iar cele cu
pattern solid de crestere si cu factori prognostici negativi, precum necroza §i invazia
limfovasculara, s-au regdsit mai frecvent la pacientii decedati decat la cei care erau In viatd in Mai
2024.

Aceste descoperiri contribuie la o mai bund intelegere a interactiunilor celulare si
mecanismelor de evitare a rdspunsului imun in cancerul pulmonar, oferind perspective valoroase
pentru dezvoltarea unor strategii terapeutice mai eficiente.

Evaluarea supravietuirii pacientilor in functie de diverse variabile (varsta, diametrul tumoral,
markerii imunohistochimici) contribuie la identificarea factorilor prognostici relevanti pentru
cancerul pulmonar.

Introducerea unui prototip de aplicatie pentru raportarea histopatologica standardizatd
reprezinta o inovatie care poate Imbundtati calitatea si eficienta diagnosticului histopatologic.

Aceste contributii aduc informatii noi si relevante in domeniul cancerului pulmonar,

imbunatatind cunostintele existente si oferind baze pentru viitoare cercetari.
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