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|. Partea generala (Stadiul actual al cunoasterii)

1. Notiuni introductive in definirea sarcoamelor de parti moi

Sarcoamele tesuturilor moi reprezinta un grup rar si eterogen de tumori de origine mezenchimala
al caror nume deriva din cuvintele grecesti “sarcos” si “oma” care inseamna tumora carnoasa. Ele
se pot dezvolta din orice tesut conjuctiv, precum muschi netezi sau striati, tendoane, vase de sange,
tesut adipos sau din tesutul nervos.

Estimarile Societatii Americane de Cancer[1] pentru sarcoamele tesuturilor moi din Statele
Unite pentru 2024 sunt: aproximativ 13.590 de sarcoame noi ale tesuturilor moi vor fi diagnosticate
(7.700 la barbati si 5.890 la femei). Aproximativ 5.200 de persoane (2.760 de barbati si 2.440 de
femei) vor deceda din cauza sarcoamelor de tesut moale.Aceste statistici includ atat adultii, cat si
copiii., de aceea este necesara optimizarea (personalizarea) regimului de tratament inca din stadiul
initial al bolii.

Tn mod ideal, cuantificarea caracteristicilor tumorilor ar fi de ajutor pentru a selecta cea
mai eficientd abordare terapeutica pentru fiecare pacient diagnosticat cu neoplasm de tesuturi moi
(excizie chirurgicala, chimioterapie/radioterapie neoadjuvantd/adjuvanta/paliativd). Cu toate
acestea, principala problema in acest pas este reprezentata de eterogenitatea acestor tipuri de
sarcoame.

Pentru a stimula tratamentul optim (personalizat), este important sa distingem tipul tumoral
pe baza caracteristicilor clinico-imagistice, a diagnosticului histopatologic si imunohistochimic,
precum si a diagnosticului molecular.

Sarcoamele sunt definite ca un grup diferit de tumori maligne ce derivd din celulele
mezenchimale, reprezentdnd aproape 21% din toate cancerele maligne solide pediatrice si mai
putin de 1% din neoplasmele solide la adulti [10].

Clasificarea histopatologicd a evoluat considerabil in ultimele decenii cu ajutorul noilor
tehnici de diagnostic precum imunohistochimia, microscopia electronica si analiza citogenetica.
Aceste progrese au dus la reclasificarea mai multor tumori. De exemplu, rabdomiosarcomul si
fibrosarcomul, subtipuri histologice comune acum 30 ani, sunt astizi considerate rare. In locul lor,

histiocitomul fibros malign este acum recunoscut a fi cel mai frecvent subtip histologic intalnit.



Incidenta sarcoamelor variaza in functie de tara si in functie de data studiului [11] si, prin
urmare, nu poate fi precizati cu exactitate. In mod similar, incidenta fiecirui subtip histologic
individual este neclara si sarcoamele sunt diagnosticate gresit in pana la 30% din cazuri [12], prin
urmare, acesti pacienti diagnosticati eronat nu pot fi tratati conform ghidurilor clinice, ghiduri ce
recomanda ca managementul pacientilor diagnosticati cu un neoplasm tesut moale sa fie efectuat
de o echipd multidisciplinard dedicata. Incidenta sarcoamelor de parti moi a fost dificil de estimat
prin prisma naturii eterogene a acestor tip de tumori si controversele legate de clasificarea

diferitelor sale subtipuri au contribuit la aceasta dificultate.

Factori de prognostic

Factori clinicopatologici

Intelegerea factorilor clinico-patologici care afecteazi prognosticul este esentiald in
formularea unui plan terapeutic pentru pacientul diagnosticat cu sarcom de tesut moale. Cei trei
factori clinico-patologici majori care stabilesc profilul de risc pentru un anumit pacient sunt
reprezentati de dimensiunea tumorii, gradul histologic si extinderea bolii (afectare ganglionara sau
metastaticd), asa cum se reflecta in editia a 8-a a sistemului de stadializare AJCC. Dimensiunea
tumorala este de interes in mod special, cu tumori grupate Tntre 1-5 cm, mai mari de 5 cm, mai
mari de 10 cm si mai mari de 15 cm. Pe langa factorii anteriori, subtipul histologic precum si
marginile de rezectie sunt de asemenea semnificativi, dar aceste criterii nu sunt incluse in sistemul
actual de stadializare. Tn plus, spre deosebire de alte tumori solide, factorii care predispun la
recurentd locala difera de cei care prezic metastazele la distanta si mortalitatea asociatd tumorii.
[74]. Cu alte cuvinte, pacientii care prezintd o constelatie de factori de prognostic ce predispun la
recidiva locald nu prezintd neaparat risc crescut de aparitie a metastazelor la distantd sau deces
asociat tumorii, precum si viceversa.

Clasificarea si semnficatia prognosticd a marginilor de rezectie chirurgicalad

Chirurgii ar trebui sa utilizeze sistemul de clasificare a rezectilor elaborat de UICC [75]
pentru integrarea rezultatelor operatorii si a marginilor de rezectie chirurgicala.

In acest sistem, o rezectie RO este definiti ca o rezectie macroscopici completd a
sarcomului cu margini chirurgicale negative microscopic. O rezectie R1 este o rezectie

macroscopicd completa a sarcomului cu margini chirurgicale microscopic pozitive, iar o rezectie



R2 este o rezectie macroscopicd incompleta (leziune reziduald macroscopicd) a sarcomului cu
margini chirurgicale microscopic pozitive.

Tipul de margini microscopic pozitive este de asemenea important. De exemplu, o rezectie
R1 pentru un liposarcom de grad scazut sau o rezectie R1 dupa radioterapie preoperatorie in care
este anticipata (si acceptata) o limitd de excizie pozitivd microscopic pentru a conserva structurile
esentiale are un risc relativ scizut (mai putin de 10%) de recidiva locala. In plus, o limiti pozitiva
anticipatd pe o structurd criticd nu creste rata de recurentd locald, asa cum este sustinut in
clasificarea TMCC.[76] Folosind acest sistem de clasificare, marginile pozitive au fost impartite
in margini pozitive 1n apropierea structurilor nobile, margini pozitive dupa o excizie neplanificata
sau reexcizie si margini inadvertente pozitive. Marginile pozitive din preajma structurilor esentiale
au avut rate de recidiva locald similare cu cele in care s-a realizat si excizia structurilor nobile.
[77]. Pacientii supusi exciziei neplanificate, urmatd de o reexcizie cu margini pozitive (adica
rezectie R1) sau pacientii cu margini pozitive neprevazute dupd rezectia primara prezinta un risc
crescut de recidiva locald, cu rate care se apropie de 30%. Prin urmare, trebuie luat in considerare
cadrul clinic specific atunci cand se interpreteaza riscul relativ de recidiva locald dupd o rezectie

tip R1.



I1. Partea originala (Contributii personale)

11.1 Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Sarcoamele de tesuturi moi reprezintd un grup de tumori maligne, rare, cu o incidentd de
aproximativ 1% din toate cancerele la adulti. Aceste tumori prezinta o eterogenitate genetica si
fenotipica considerabila, ceea ce face dificila diagnosticarea precisa si tratamentul eficient. Scopul
acestui studiu de cercetare a pornit de la lipsa unor metode standardizate de diagnostic, a
identificarii unor factori de prognostic cu impact asupra ratei de raspuns la tratament, implicit
asupra supravietuirii globale si asupra mortalitatii.

Cercetarea isi propune utilizarea medicinei de precizie si a abordarilor personalizate de tratament,
bazate pe caracteristicile genetice si moleculare specifice ale sarcoamelor de tesuturi moi,
imbunatatind semnificativ prognosticul si calitatea vietii pacientilor. Se anticipeazd ca prin
identificarea mutatiilor genetice si a biomarkerilor specifici, se pot dezvolta terapii directionate,

care sd fie mai eficiente si cu mai putine efecte adverse comparativ cu tratamentele standard.

11.2 Materiale si metode

Studiul analitic observational de cohorta realizat s-a desfasurat pe parcursul a sapte ani (2016-
2023) in cadrul sectiei de Ortopedie — Traumatologie a Spitalului Universitar de Urgenta
Bucuresti, fiind in conformitate cu Declaratia de la Helsinki si aprobat de consiliul de etica (nr.
2305/2016) fiecare participant a primit un formular de consimtdmant informat si a respectat
normele internationale in privinta eticii si deontologiei cercetarii stiintifice.

Principalul obiectiv al acestei analize a fost reprezentat de identificarea si monitorizarea pacientilor
diagnosticati cu sarcoame de parti moi primare/recurente localizate la nivelul extremitétilor.

In analiza statistici au fost preluate date despre pacienti precum: varsti, sex, indicele de masi
corporala, mediul de provenientd, antecedente personale patologice, antecedente heredo-
colaterale. Tehnicile imagistice utilizate (RMN, CT, Angiografie, PET-CT, Spect CT) au furnizat
date cu privire la extensia formatiunii tumorale, informatii asupra invaziei vasculare sau 0S0ase,
afectarea ganglionara, prezenta / absenta determindrilor secundare. Diagnosticul de certitudine a
fost pus in baza analizei buletinelor histopatologice si imunohistochimice. Detalii suplimentare au

fost obtinute in urma analizei genetice moleculare colectand date furnizate de secventierea



genomica de generatie urmatoare. Toti pacientii inclusi in studiu au fost supusi unui algoritm de

diagnostic clinic, imagistic si histopatologic (inclusiv in cazurile de sarcoame moi recidivate).

I.Studiu privind asocierea unor markeri imunohistochimici si imagastici cu
prognosticul

I.1. Imunohistochimia combind metode histologice si biochimice cu cele imunologice pentru a

identifica elemente celulare si tisulare cAt mai precis posibil. In diagnosticul histopatologic,
imunohistochimia utilizeaza criterii moleculare care permit o analiza fenotipica a diferentierii,
histiogenezei, aparitiei, clasificirii si proliferarii tumorilor. In plus, rolul prognostic si predictiv al
unor markeri este identificat si demonstrat prin tehnicile IHC. Tehnicile IHC au Tmbunatatit
elaborarea unui diagnostic anatomopatologic cat mai comprehensibil, mai ales pentru tumorile cu
grad scazut de diferentiere, tumorile rare, tumorile cu malignitate incerta sau formatiunile tumorale
care coloratiile uzuale nu pot preciza originea proliferdrii celulare primare.

Markeri imunohistochimici limfoizi

CD4 — marker comun pentru celulele T helper, este folosit pentru a clasifica si diferentia

limfoamele de afectiunile inflamatorii.
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CD8 — marker pentru populatia de celule T citotoxice si este recomandat pentru detectarea
antigenelor specifice in tesuturile normale si neoplazice, ca adjuvant al examenului histopatologic

conventional folosind coloratii histochimice non-imunologice.



Fig. 1.11 CD8 — angiosarcom 200x Fig. 1.12 CD8 — sarcom pleomorf 200x

CD34 este o glicoproteind transmembranara de suprafata cu rol in adeziunea intercelulard si in

reglarea proliferarii si diferentierii celulelor.
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Fig. .13 CD34 — Liposarcom 200x Fig. 1.14 CD34 — Fibrosarcom 100x
CD44 este o proteind de adeziune a suprafetei celulare care apare in mod natural in diferite

izoforme, promoveaza recrutarea limfocitelor in timpul raspunsurilor inflamatorii.
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Fig. .15 CD44 — MPNST 100x Fig. 1.16 CD44 — fibrosarcom 200x



Alti markeri imunohistochimici

CD99 este exprimat de majoritatea sarcoamelor Ewing. Cu toate acestea, este exprimat intr-o
varietate de alte tumori: leucemie limfoblastica (100%), sarcomatoza sinoviald, sarcom sinovial

(80-90%), tumora fibroasa solitara (90%), tumora desmoplastica cu celule rotunde, condrosarcom

mezenchimal, timom si in cazuri rare de rabdomiosarcom, carcinoame.

P53 reprezinta un marker surogat util in evidentierea mutatiei genei TP53. Pozitivitatea nucleara

puternica sau absenta completa prin imunohistochimie are o corelatie puternica cu prezenta unei




Fig. 1.25: distributia cazurilor in functie de indicele Ki67
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Indicele Ki67 a variat intre 1% si 85%, avand o valoare medie de 44.32% (deviatia standard
21.94; CI: [39.24; 49.40)).

Fig. 1.26 Rata de supravietuire in functie de Ki67
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Scopul acestui studiu a fost de a clarifica semnificatia prognostica a infiltratulului limfocitar in
sarcoamele partilor moi. Pentru a analiza acest lucru, am analizat expresia limfocitelor CD4, CDS,
CD34, CD44 si CD99. Statusul imun in momentul exciziei este important, dar semnficatia
prognosticd a limfocitelor care infiltreazd tumora este controversatd, din cauza sistemului imun
care are roluri diferite in timpul oncogenezei, astfel incat uneori nu se poate face clar distinctia
intre invazia tumorald si prezenta unui infiltrat inflamator reactiv.

Pozitivitatea markerilor CD4, CD8, CD34 a fost asociatd cu un grad de agresivitate scazut al
sarcoamelor de parti moi, fara invazia marginilor tumorii, ilustrand astfel o rata de supravietuire

mai bund in cadrul acestor pacienti. Pacientii cu mutatia genei P53 sunt predispusi la deces



semnificativ mai frecvent si au prezentat mai un grad histologic crescut, cu infiltrarea marginilor
tumorii, asociind astfel o supravietuire globala mai scazutd comparativ cu ceilalti pacienti.

Tn studiul efectuat marginea tumorii a fost clasificata ca fiind infiltrata in secventa DWI daci era
imprecis delimitatd sau neregulatd, In timp ce marginile circumscrise, bine delimitate au fost
definite ca fiind neinfiltrate. Distributia cazurilor din lotul studiat a evidentiat o invazie a
marginilor tumorale Tn 51% cazuri (N=38) cét si o asociere intre gradul histologic si dimensiune
astfel incat sarcoamele de dimensiuni mari cu grad histologic intermediar si crescut au fost asociate
cu margini neregulate, infiltrative si edem peritumoral prezent.

Fig. 1.47 Distributia cazurilor in functie de grad si dimensiune

Asocierea dintre gradul de diferentiere si infiltrarea marginilor tumorii DWI
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Totodata se evidentiaza o asociere intre invazia marginilor tumorii si gradul histologic, astfel incat
tumorile cu grad intermediar si inalt de malignizare au prezentat mult mai frecvent infiltrarea
marginilor. Asupra acestui lot de pacienti a fost efectuata o analiza de supravietuire Kaplan-Meier
pentru a compara efectul/impactul pe care il are invazia marginilor tumorii asupra supravietuirii.

Fig.1.48 Analiza supravietuirii in secventa DWI
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Analiza statistica utilizata in datele prezentate in studiul nostru dezvaluie o ratd de supravietuire
globald scdzuta la 5 ani in cadrul lotului de pacienti la care a fost evidentiata infiltrarea marginilor

tumorii.



Il. Studiu privind evaluarea factorilor de prognostic, supravietuirea globala si

mortalitatea

Efectul varstei ca factor de prognostic asupra supravietuirii globale ar putea fi explicat doar partial
din cauza diferentelor intre caracteristicile formatiunii tumorale si a diferitelor metode tratament,
in unele situatii, suboptime. Mortalitatea mai mare in cazul pacientilor varstnici ar putea fi
explicatd si de prezenta altor comorbidititi asociate cat si de raspunsul organismului la
tratamentele neoadjuvante/adjuvante.

Tabel.I.2 Rata de supravietuire in functie de varsta
Analiza statistica

Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 104.348 39 <.001
Breslow (Generalized 90.215 39 <.001
Wilcoxon)
Tarone-Ware 96.585 39 <.001

Rata de supravietuire in functie de varsta

Fig I1.3. Rata de supravietuire in functie de varsta
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Tn studiul efectuat, varsta inaintatd a fost asociati cu o mortalitate mai mare conform curbei de
supravietuire Kaplan Meier. Valorile p<0,001, 0,001 si 0,001 au sugerat ca a existat o corelatie
semnificativa statistic intre varsta Inaintata si supravietuirea globala. Anumite subtipuri histologice
prezintd un comportament diferit, ceea ce denota ca sistemele clasice de stadializare si prognostic
nu pot fi aplicate asupra lor. In ultima clasificare OMS a sarcoamelor de parti moi este recunoscuta
importanta histotiparii corecte prin incorporarea IHC in criteriile de diagnostic, si, Tn multe cazuri,

studii genetice moleculare fiind necesare In vederea obtinerii unui diagnostic cat mai precis.



In functie de diagnostic, cazurile au avut urmatoarea distributie:

e sarcom pleomorf — 20.27% din cazuri (n=15),
e liposarcom — 16.22% din cazuri (n=12),

e sarcom sinovial — 13.51% din cazuri (n=10),
e histiocitom fibros malign — 12.16% din cazuri (n=9)
e leiomiosarcom — 12.16% din cazuri (n=9),

e fibrosarcom - 6.76% din cazuri (n=5),

e mixofibrosarcom — 5.41% din cazuri (n=4),

e rabdomiosarcom — 4.05% din cazuri (n=3),

e angiosarcom - 4.05% din cazuri (n=3),

e neurofibrosarcom — 2.70% din cazuri (n=2),
e sarcom epitelioid -2.70% din cazuri (n=2).

Fig. I1.7: distributia cazurilor in functie de diagnostic
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Tabel 1.1 Analiza statisticd a diagnosticului
Analiza statistica

Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 32.964 10 <.001
Breslow (Generalized 28.149 10 .002
Wilcoxon)
Tarone-Ware 30.860 10 <.001

Rata de supravietuire in functie de diagnostic

Fig.I1.8 Rata de supravietuire in functie de subtipul histologic
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In studiul efectuat, cel mai frecvent tip histologic intalnit a fost sarcomul pleomorf (20,3%), urmat
de liposarcom (16,2%) si sarcomul sinovial (13,6%). Subtipul histologic al tumorii pare a fi unul
din factorii care influenteaza cel mai mult prognosticul. agsa cum se observa prin aplicarea curbei
de supravietuire Kaplan Meier.

Asocierea diagnosticului cu metastazele

Fig. I1.9 distributia cazurilor in functie de diagnostic si de prezenta metastazelor
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S-a remarcat cd anumite subtipuri histologice au fost asociate cu o incidentd mai crescutd a
metastazelor, In ceea ce priveste dimensiunea tumorii, 83% dintre pacienti au fost diagnosticati cu
o tumora care depasea cinci centimetri in momentul diagnosticarii. Studiul de supravietuire globala
indica faptul cd o ratd mai scazutd de supravietuire la 5 ani si un sarcom de grad mai mare au fost
asociate cu dimensiunea. Marimea tumorii reprezinta un factor de prognostic independent raportat
in literatura de specialitate. O dimensiune mai mare de 5 cm este asociatd cu o supravietuire globala
mai proasta. Analiza statistica Kaplan Meier indica o ratd de supravietuire mai scazuta la 5 ani in
cazul tumorilor de peste 5 cm.

Fig. I1.12 Corelatia intre rata de supravietuire si dimensiune

Corelatie intre rata de supravietuire si dimensiune

10 Dimensiune
(cm)
—73.00
—14.00
08 HEEN 5.00
—16.00
—77.00
—8.00
® | 9.00
z °° [ £710.00
= 11.00
Z} 0 —7112.00
E I 13.00
04 1 14.00
© | 15.00
—716.00
17.00
02 —119.00
20.00
—122.00
23.00
b 24.00
: 25.00

.00 20.00 40.00 60.00 80.00

Supravietuire in luni



Gradul de malignitate:

Cel mai semnificativ factor de prognostic al ratei de supravietuire si de metastazare In sarcoamele
adulte ale tesuturilor moi este gradul de agresivitate histologica. Supravietuirea globala in randul
pacientilor diagnosticati cu sarcoame de parti moi de grad scazut este net superioara spre deosebire
de pacientii care au prezentat sarcoame cu grad intermediar si crescut.

Fig. I1.15 Supravietuirea globala in functie de grad
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In studiul realizat 52,70% dintre sarcoame au fost de grad 3, 35,14% de gradul 2 si 12,16% de grad
1, evidentiind astfel o asociere directd intre tumorile cu grad inalt de agresivitate si tumorile de
mari dimensiuni, precum $i o ratd de supravietuire la 5 ani mai scazuta.

Fig. I1.16 Corelatie intre dimensiune si grad
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Analiza Kaplan Meier a supravietuirii a evidentiat un prognostic mai rezervat in cazul sarcoamelor
cu grad Tnalt de agresivitate (G3), decesul survenind in unele cazuri la mai putin de 6 luni de la

diagnostic.



Fig. I1.17: corelatie intre dimensiune si gradul de malignitate
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27% dintre pacienti prezentau boald metasticd Tn momentul la momentul interndrii in spital din

cauza controlului slab al tumorii sau a tratamentului oncologic incomplet. Majoritatea metastazelor

pulmonare au provenit din tumori cu grad nalt de malignitate. Cu toate acestea, o parte din

pacientii cu sarcoame de grad scdzut inclusi in acest acest studiu, au dezvoltat metastaze

pulmonare. Aceste leziuni au prezentat capacitate de diseminare precoce, ceea ce denotd 0

asemanare intre comportamentul lor biologic si leziunile de grad inalt

Tabel I1.13. Distributia cazurilor in functie de prezenta metastazelor la diagnostic

Fard metastaze
Metastaze la diagnostic

0% 20%

40%

60%

T 63%
T 27%

80%

Tabel 11.14. Analiza statistica a supravietuirii globale in functie de boala metastatica

08

06

04

Cum Survival

02

00

Analiza statistica

Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 29.279 1 <.001
Breslow (Generalized 22.822 1 <.001
Wilcoxon)
Tarone-Ware 26.000 1 <.001

Rata de supravietuire in functie de boala metastatica

Fig. 11.32: Supravietuirea globala in boala metastatica
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Fig.11.33 Rata de supravietuire in functie de raspunsul la tratament

Rata de supravietuire in functie de raspunsul la tratament si prezenta metastazelor
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Datele care sustin utilizarea chimioterapiei neoadjuvante in sarcomele tesuturilor moi constau in
mare parte din serii retrospective mici cu foarte putine studii randomizate controlate.
Rezultatele variaza intre studii. In studiul prezent, chimioterapia neoadjuvanta folosita nu a avut

beneficii asupra ratei de supravietuire in cazul pacientilor cu boala diseminata.

Fig.I1.35 Supravietuirea in functie de grad si raspunsul la tratament

Rata de infunctie de grad si raspunsul la m inunctie de grad sl rasp tratament (CHTRT) Rata o HIRT)
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Analiza statistica Kaplan Meier a evidentiat o corelatie intre gradul de agresivitate si rata de
supravietuire a lotului studiat. Rezultatele obtinute in cazul tumorilor de grad scazut (G1) nu a
relevat diferente semnificative asupra prognosticului.in sarcoamele de grad moderat (G2) si nalt
(G3) au fost constatate diferente semnificative de supravietuire in ceea ce priveste raspunsul la

tratamentul neoadjuvant

Pana la momentul finalizdrii studiului doar 33.78% dintre pacienti supravietuisera (n=25),
respectiv 66.22% decedasera (n=49), decesul acestora survenind in majoritatea cazurilor in mai
putin de 3 ani de la diagnosticare/interventie. Astfel, 40.82% dintre pacienti au decedat in mai
putin de 6 luni (n=20), 48.98% in intervalul 1-3 ani (n=24) si doar 10.20% au decedat dupa mai
mult de 3 ani (n=5).
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35.14% dintre femeile din lot, respectiv 32.43% dintre barbati;



e Toti pacientii care prezentasera metastaze (100%) vs. 53.70% dintre cei care nu aveau

metastaze;

o 88.89% dintre pacientii care necesitasera tratament radical (vs. 63.08% dintre cei cu
excizii);

o 84.21% dintre pacientii cu afectare osoasa (vs. 60% dintre cei la care nu existase afectare
0s0asd);

o 84.85% dintre pacientii cu localizare profunda a tumorii (vs. 51.22% dintre cei cu
localizare superficiald);

e 95.83% dintre pacientii cu invazie vasculara (vs. 52% dintre cei fara invazie vasculard);

e 90.32% dintre pacientii cu adenopatii (vs. 48.84% dintre cei fara adenopatii);

e 87.76% dintre pacientii cu Ki67 crescut, respectiv 40% dintre cei cu Ki67 intermediar
(vs.0% dintre cei cu Ki67 scazut);

e 76.92% dintre pacientii cu arii de necroza (vs. 54.29% cei fara necroze);

e 78.18% dintre pacientii care facusera chimioterapie (vs. 23.53% dintre cei fara
chimioterapie);

e 81.63% dintre pacientii care avusesera un raspuns nefavorabil la chimioterapie (vs. 31.25%
dintre cei cu raspuns bun la chimioterapie);

e 62.50% dintre pacientii cu recidiva locala (vs. 65.22% dintre cei fara recidiva);

e 89.74% dintre pacientii cu grad histologic III, 50% dintre cei cu grad II, respectiv 11.11%
dintre cei cu grad I.

De la momentul diagnosticului/intrarii in studiu si pana la deces, pacientii trdisera intre 2 si 69
luni, durata medie a supravietuirii fiind de 17.57 luni.

Fig. 11.63: curbele de supravietuire in functie de diagnostic
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Un procent diferit de cazuri cenzurate (supravietuitori) a fost prezent in grupurile cu sarcom

pleomorf (6.7%), liposarcom (100%), sarcom sinovial (30%), histiocitom fibros malign (33.3%),



leiomiosarcom (22.2%), fibrosarcom (40%), mixofibrosarcom (25%), rabdomiosarcom (0%),

angiosarcom (0%), neurofibrosarcom (50%), sarcom epitelioid (0%).

A fost efectuatd o regresie Cox pentru a analiza impactul diferitilor factori/parametri predictivi
asupra timpului de supravietuire a pacientilor din lotul analizat. Factorii de predictie inclusi au
fost: gradul histologic, profunzimea, respectiv indicele Ki67. Modelul de regresie a fost
semnificativ statistic, y>=54.438, p<0.001.

Fig. 11.64 — Analiza statistica — regresie Cox

Survival Function at mean of covariates

0.8

Cum Survival
o
%

0.4

0.2

| T | T
0 20 40 60

Supravietuire (luni)

Analiza de regresie a aratat ca parametrii au fost asociati semnificativ cu timpul de supravietuire



l. Studiu privind analiza moleculara a sarcoamelor de parti moi prin secventierea

de generatie urmatoare
Secventierea de generatie urmatoare (NGS) poate oferi informatii suplimentare asupra
numeroaselor modifcdri ale genelor. Pana in prezent exisa foarte putine date in literaturd care
descriu utilizarea acestei tehnici in managementul diagnostic/prognostic al sarcoamelor de parti
moi. Acest studiu isi propune testarea utilitatii secventierii de generatie urmatoare pentru

identificarea mutatiilor care pot fi vizate in cadrul acestor tumori.

Datele de secventiere au fost analizate manual folosit DESeq2 in urma carora am elaborat 3 tipuri
de analiza tip diagrama Vulcan si Harta termica (mai putin analiza C — lotul de probe analizat nu
a fost suficient de cuprinzator pentru a izola gene diferite Intre variantele analizate).

Analiza A:

Fig. I11.3: Analiza moleculard a sarcoamelor de parti moi si a lotului control
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Rezultatele analizei tip Vulcan afiseaza expresia genelor in functie de semnificatia statisticd a
diferentelor de expresie, astfel:
- Axa X (Log2 Fold Change): Reprezinta gradul de schimbare a expresiei genice intre cele
doud grupuri comparate (tumori vs. control). Valorile pozitive indica gene suprareglate
(exprimate mai mult in tumori), iar valorile negative indica gene subreglate (exprimate mai

putin in tumort).



- Axa Y (Logl0O Adjusted p-value): Reprezinta semnificatia statistica a schimbarilor de
expresie. Cu cat valoarea este mai mare, cu atadt schimbarea de expresie este mai
semnificativa din punct de vedere statistic.

- Liniile punctate determina niste cadrane pe care le putem folosi ca zone de determinare a
semnificatiei statistice cat si a nivelului de exprimare. Toate genele de deasupra liniei
intrerupte orizontale sunt suficient de semnificative dpdv. statistic (p<0.05) iar toate genele
situate lateral de liniile intrerupte verticale sunt suficient de diferit exprimate intre cele
doua grupuri comparate (FoldChange < -5 sau > 5)

Genele situate Tn extremitatile graficului (stdnga si dreapta sus) sunt cele mai relevante, fiind atat
semnificativ diferite statistic, cat si cu o schimbare mare de expresie.

Astfel, genele cele mai supraexprimate in urma analizei A (sarcoame vs. lot control) au fost:
TOP2A, TNC, BUB1B, MKI67, NDC80, MELK, FBN2, TP73, SSX1, ZIC2, COL11Al,
HOXC13, WIF1, LHX2, HOXD13.

Fig. I11.4 Expresia si gruparea celor mai bune 50 gene exprimate diferit
Sarcoame de parti moi versus lot control
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Rezultatele analizei tip harta termicéd afiseaza nivelurile de expresie ale genelor intr-un format
matricial, unde fiecare celula a matricii reprezintd nivelul de expresie a unei gene intr-o proba
specifica. Rosu indica o expresie genica mai mare, in timp ce albastrul indicd o expresie genica

mai mica. Intensitatea culorii reflectd nivelul de expresie.



- De mentionat este ca acest grafic afiseaza expresia gena cu gena, pentru toate probele insa
doar dupa ce a fost realizatad comparatia prin analiza diferentiald (Tumori vs Control)

- Liniile de deasupra si din stanga graficului incearca sa grupeze probele si genele in functie
de asemanarea lor.

- Ajutd la vizualizarea diferentelor de expresie intre multiple probe simultan. Permite
identificarea grupurilor de gene cu expresie similara si observarea pattern-urilor de
expresie specifice anumitor conditii sau tipuri de tumori.

Expresia si gruparea celor mai bune 50 gene exprimate diferit evidentiazza prezenta BCL6, CNBP,
NA, MACROD1, CLTCL1, TPM3, SSX1, SPP1, COL1Al, LHX2, PIMREG, FANCA, MELK,
CDC25C, HOXD13, MKI67.

Analiza B

Fig. I1l. 3.5: Analiza moleculara a leiomiosarcomului si a lotului control
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Fig. I11.6 Expresia si gruparea celor mai bune 50 gene exprimate diferit
Leiomiosarcom versus lot control
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Rezultatele analizei B — leiomiosarcom vs. lot control evidentiaza supraexpresia FN1, CDHI,
FGFR2, CDC25C, MELK, LINGO2, FBN2, COL11A1, KDM50, HOXC13, UTY, LHX2,
DDX3Y, HOXCI13. Supraexpresia celor mai diferite gene a fost evidentiatd prin prezenta
MACROD1, TACC2, PDE4DIP, TPM3, NA, TTN, MYH7, CACNA1S, CKM, ACTA1, UTY,
FGFR2, PTK7, TOP2A, KNLL1.

AnalizaC
Fig. I11.6 Expresia si gruparea celor mai bune 50 gene exprimate diferit
Leiomiosarcom versus alte sarcoame de parti moi




Supraexpresia celor mai diferite gene in analiza C a fost AKAP6, MYCL, CACNALS, RYR1,
NEB, HOXA11, NA, CD36, MYNX1, KRT80, IL21R.

Tn timp ce literatura de specialitate a asociat COL1A::PDGFB cu dermatofibrosarcom protuberans
(DFSP), constatarile noastre au evidentiat prezenta mutatieci COL1A2::COL1AL1 la un pacient cu
fibromatoza de tip desmoid. Aceasta descoperire sugereaza o potentiald legatura intre diferitele
fuziuni de gene legate de colagen si tipuri distincte de fibromatozd, leziune precursoare a
fibrosarcomului. De asemenea, am remarcat prezenta mutatiei SS18::SSX1 la un pacient
diagnosticat cu sarcom sinovial (proba tumorald a fost obtinuta de la o femeie de 34 de ani care a
fost diagnosticatd cu o masa palpabila de dimensiuni mari (123/101/86 mm) localizata la nivelul
compartimentului posterior al coapsei. Examenul HP si IHC a evidentiat prezenta unui sarcom
sinovial bifazic pentru care conduita terapeuticd a fost reprezentatd de chimio/radioterapie

neoadjuvantd urmata de excizia chirurgicald a tumorii, ulterior chimioterapie adjuvanta.



Concluzii si contributii personale

Concluziile tezei de doctorat

Acest studiu efectuat a pus bazele teoretice ale cercetarii, subliniind importanta studierii
sarcoamelor de tesuturi moi din perspectiva oncologiei moderne. Motivatia alegerii temei este
legatd de necesitatea unei Intelegeri mai profunde a mecanismelor patogenice si a diversitatii
clinice, imagistice, histopatolgice, genetice si moleculare a acestor neoplazii, cu scopul de a
dezvolta terapii inovatoare si de a optimiza prognosticul pacientilor.

Studiul de cercetare s-a finalizat prin elaborarea unor rezultate si concluzii sustinute in urma
prelucrarii datelor statistice.

Obiectivele de cercetare stiintifica propuse au fost indeplinite, astfel incat in urma studiilor
efectuate am putut genera un model de predictibilitate a comportamentului anumitor sarcoame de
parti moi. Analiza datelor a facut posibild evidentierea celor mai importanti factori de prognostic
implicati Tn supravietuirea globala evaluand totodatd riscul de aparitie a metastazelor sau a
determindrilor secundare. Markerii imunohistochimici analizati au fost corelati cu prognosticul
astfel;

Ki67 - evaluarea indicelui proliferativ s-a corelat din punct de vedere statistic cu un prognostic
nefast.

Pozitivitatea markerilor CD4, CD8, CD34 a fost asociatd cu un grad de agresivitate scazut al
sarcoamelor de parti moi, fard invazia marginilor tumorii, ilustrand astfel o rata de supravietuire
mai bund in cadrul acestor pacienti

Pacientii cu mutatia genei P53 sunt predispusi la deces semnificativ mai frecvent si au prezentat
mai un grad histologic crescut, cu infiltrarea marginilor tumorii, asociind astfel o supravietuire
globald mai scazutd comparativ cu ceilalti pacienti. (capitol — studiu privind

Analiza statistica utilizata in datele prezentate in studiul nostru dezvaluie o ratd de supravietuire
globala scdzuta la 5 ani 1n cadrul lotului de pacienti la care a fost evidentiata infiltrarea marginilor
tumorii. (capitol - studiu privind infiltrarea marginilor tumorale in secventa DWI).

Cu privire la factorii de prognostic in functie de caracteristicile pacientului analiza descriptiva a
lotului studiat nu a relevat o corelatie semnificativ statisticd cu privire la anumite caracteristici

(IMC, AHC, istoricul unui traumatism local sau prezenta comorbiditatilor asociate) si rata de



supravietuire la 5 ani avand in vedere numarul restrans de pacienti. Varsta inaintata a fost asociata
cu o mortalitate mai mare.

Subtipul histologic al tumorii pare a fi unul din factorii care influenteaza cel mai mult prognosticul. in
studiul nostru, prognosticul pentru liposarcom a fost in general mai bun. S-a remarcat ca anumite
subtipuri histologice au fost asociate cu o incidenta mai crescuta a metastazelor, astfel, cel mai
adesea au prezentat metastaze: rabdomiosarcomul si angiosarcomul, ambele in 66.7% din cazuri.
Subtipul histologic si prezenta metastazelor existd o asociere semnificativa statistic. Studiul de
supravietuire globala indica faptul ca o rata mai scazuta de supravietuire la 5 ani si un sarcom de grad
mai mare au fost asociate cu dimensiunea.

27% dintre pacienti prezentau boala metastica in momentul la momentul internarii in spital. Analiza
supravietuirii evidentiaza un prognostic nefast pentru pacientii aflati in stadiul final precum si
raspunsuri diferite la tratament pentru fiecare subtip tumoral. Celor mai multi dintre pacienti, adica
76.39%, li s-a administrat chimioterapie neoadjuvanti. Tn sarcoamele de grad moderat (G2) si inalt
(G3) au fost constatate diferente semnificative de supravietuire in ceea ce priveste raspunsul la
tratamentul neoadjuvant. Tratamentul radical a fost efectuat considerabil mai frecvent in cazul
pacientilor care prezentau afectare osoasa (21.05% )

Recidiva locala a fost diagnosticata la 34.29% dintre pacienti (n=24). Mentionam faptul ca aproximativ
25% dintre pacienti s-au prezentat in clinica noastra avand deja recidiva locala diagnosticata clinic si
imagistic Tn alte servicii. S-a observat o incidenta considerabil mai crescuta a invaziei vasculare
precum si a adenopatiilor in cazul pacientilor cu recidiva locala.

Pana la momentul finalizarii studiului doar 33.78% dintre pacienti supravietuisera (n=25), decesul
acestora survenind in majoritatea cazurilor In mai putin de 3 ani de la diagnosticare/interventie. La
finalul studiului, decedasera: toti pacientii care prezentasera metastaze (100%) vs. 53.70% dintre
cel care nu aveau metastaze, 88.89% dintre pacientii care necesitasera tratament radical 87.76%
dintre pacientii cu Ki67 crescut, respectiv 40% dintre cei cu Ki67 intermediar (vs.0% dintre cei cu
Ki67 scazut. S-a remarcat ca a crescut mortalitatea in cazul pacientilor cu grad tumoral mai mare.
Pacientii cu liposarcom se deosebesc semnificativ de ceilalti pacienti, au supravietuit semnificativ mai
mult. Desi diferentele nu au fost semnificative statistic, pe grafic se pot observa cd anumite diagnostice
au avut distributii de supravietuire cu diferente notabile comparativ cu alte diagnostice, de ex sarcomul
epitelioid a avut 0% supravietuitori, iar perioada de timp pana la decesul pacientilor a fost foarte scurta

comparativ cu a celorlalti pacienti (sub 20 luni)).



Datele generate de Illumina DRAGEN ARN au identificat un numar semnificativ de variante in
toate probele, dintre care majoritatea erau SNP-uri - Polimorfism uninucleotidic (95,4%.).Fluxul
de lucru a evidentiat, de asemenea, un numar de insertii/deletii homozigote si heterozigote (4,6%).
Fuziunile COL1A2::COL1A1, SF3B1::NOMI1 si SS18::SSX1 au fost identificate atat de
DRAGEN, cat si de conducta de aliniere ARN-Seq, ceea ce sugereaza o incredere ridicatd in
detectarea acestor evenimente de fuziune . (capitol Studiu privind analiza moleculard a

sarcoamelor de parti moi prin secventierea de generatie urmatoare

Directii de cercetare

- Necesitatea identificérii si utilizdrii unor noi markeri imunohistochimici cu impact asupra
prognosticului.

- Evaluarea extensiei sarcoamelor de parti moi prin secventa DWI, ADC, DCE si impactul acestora
asupra supravietuirii globale.

- Secventierea genomica de ultima generatie va fi deosebit de utila pentru o mai buna stratificare
a subtipurilor de sarcoame care prezintd cea mai mare complexitate genomica si eterogenitate,
inclusiv sarcoame nediferentiate

- Viitorul evaluarii gradului de malignitate : grade-ingul molecular

- Combinarea biomarkerilor actuali bazati pe NGS cu descoperiri emergente, cum ar fi scorurile
TLS (scor de liza tumorald), va fi necesara pentru o predictie mai precisd a raspunsului
inhibitorului punctului de control imun in sarcoame Profilul molecular este folosit deja de rutina
ca factor de predictibilitate in evaluarea prognosticului pacientilor diagnosticati cu cancere
epiteliale (ex in cancere de san) unde sunt folosite teste de expresie genetica care sunt utilizate
pentru a stratifica riscul pacientilor si pentru a ghida terapia adjuvanta.

- In prezent, chimioterapia pentru pacientii cu boali locald avansati sau boald metastatici are
eficacitate limitatd. Identificarea anomaliilor moleculare pentru care medicamentele cu molecule
mici (terapia tintitd) sunt disponibile sau pot fi dezvoltate este esentiald pentru imbunatatire

rezultatelor la acesti pacienti



Contributii personale

Contributiile mele personale la aceasta cercetare au fost esentiale in atingerea obiectivelor propuse
sl Tn avansarea cunostintelor in tratamentul sarcoamelor de tesuturi moi. Rezultatele obtinute in
aceastd teza vor avea un rol in proiectarea viitoarelor studii clinice in vederea optimizarii unui
management diagnostic si terapeutic cat si prezicerea comportamentului anumitor entitati tumorale
in vederea Imbundtatirii ratei de supravietuire si a prognosticului in cazul sarcoamelor de parti
moi.

Avand in vedere ca datele statistice referitoare la incidenta, prevalenta, ratele de supravietuire si
mortalitate pentru aceasta patologie nu au fost studiate la nivel national, scopul acestei lucrari de
cercetare a fost de a elabora o baza de date unicd avand in vedere adresabilitatea Tn continua
crestere a acestor pacienti in cadrul clinicii de Ortopedie — Traumatologie — Spitalul Universitar
de Urgenta Bucuresti. ( Subcapitol — evaluarea factorilor de prognostic in functie de caracteristicile
pacientului).

Prin studiul unor markeri imunohistochimici limfocitari (CD4, CD8, CD34) am evidentiat faptul
ca pozitivitatea lor a reprezentat un factor de prognostic pozitiv, si, de asemenea, pot preconiza o
ratd de supravietuire crescutd in randul acestor pacienti deschizand astfel noi directii de cercetare
asupra altori markeri (capitol — studiu privind asocierea unor markeri imunohistochimici cu
prognosticul).

Ca urmare a elabordrii acestei baze de date, am putut analiza ratele de supravietuire si deces in
urma factorilor de prognostic urmadriti, creand astfel un protocol de diagnostic (imagistic,
histopatologic si imunohistochimic) ce au optimizat conduita terapeutica individualizata, specifica
fiecareri entitdti tumorale si adaptatd in functie de caracteristicile pacientului. (subcapitol rate de
supravietuire si mortalitate).

Cercetarea doctorald a inclus si o analiza moleculard a pacientilor din lotul studiat, cercetare unica
la nivel national, cu rezultate promitatoare in ceea ce priveste managementul diagnostic si
terapeutic in cadrul acestei patologii, finantarea fiind obtinuta in mare parte din fonduri propii si
in urma castigarii unui grant de cercetare in cadrul scolii doctorale. (capitol Studiu privind analiza

moleculara a sarcoamelor de parti moi prin secventierea de generatie urmatoare).
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