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I. PARTEA GENERALA — STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Cancerul colorectal (CCR) este una dintre principalele cauze de morbiditate si
mortalitate asociate cu cancerul la nivel global, aflandu-se pe locul trei ca incidentd, cu o
tendinta de crestere continua [1]. In Romaénia, in anul 2022, conform datelor Globocan, 13541
de noi cazuri de carcinom colorectal au fost diagnosticate, pozitionand aceastd tumord pe
primul loc ca incidenta si pe locul doi ca mortalitate. Majoritatea adenocarcinoamelor
colonice iau nastere din leziuni precursoare [2], fie adenoame colonice conventionale, fie leziuni
serate, ceea ce subliniazd importanta depistarii si tratamentului precoce pentru a preveni evolutia
acestora catre forme maligne. CCR este o boala complexa, care se dezvoltd prin acumularea
progresiva de modificari genetice si epigenetice, fiind una dintre tumorile maligne cu cea mai
mare incarcaturd mutationala [3]. Screeningul pentru cancer colorectal este esential pentru

detectarea timpurie a leziunilor premaligne.

1. Leziuni epiteliale neoplazice precursoare ale carcinomului colorectal

Conform Clasificarii Organizatiei Mondiale a Sanatatii (WHO) a tumorilor sistemului
digestiv, Editia 2019, leziunile sesile colorectale includ: polipii hiperplazici, subtipul
microvezicular si bogat in celule caliciforme, leziunile sesile serate (SSL) cu si fara displazie,
adenomul serat traditional (TSA) si adenomul serat, neclasificat [4].

Majoritatea SSL sunt localizate in colonul drept, sunt plate sau usor supradenivelate,
depasind 5 mm, au magini imprecis delimitate, suprafata palida, acoperita adeseori de mucina.
Aspectul pediculat, cresterea nodulara sau excavarea centrald a SSL, de obicei sunt indicatori ai
displaziei [5]. Doar 17% din leziunile sesile serate cu displazie (SSLD) sau din leziunile
malignizate prezintd crestere protuberanta. Aproximativ jumatate dintre polipii displazici sau
malignizati sunt < 10 mm. Caracteristica morfologica obligatorie pentru diagnosticul SSL,
conform clasificariit WHO 2019, este prezenta a cel putin unei dilatatii criptice bazale
inechivoca. SSL se caracterizeaza printr-un aspect festonat al criptelor intestinale, ce intereseaza
intreaga lungime a acestora, dilatari bazale, crestere orizontald, de-a lungul muscularis mucosae,

cripte cu forme neobisnuite (litera T Intoarsd, forma de cizma sau de ancora).

4



Prevalenta SSLD raportata variazd considerabil, avand valori cuprinse intre 3,7% si
42,9%, cu o medie generald de 13,9%. Prevalenta scdzutd a SSLD nu indica faptul ca
malignizarea acestor leziuni este rard, ci mai curand reflectd o fereastrd relativ scurtd de
detectare a acestei stdri intermediare In comparatie cu SSL sau cu adenoamele conventionale
[6]. Pai et al. au descris patru patternuri de displazie In SSLD: adenomatoasa, serata, cu deviere
minimai si nespecificatd [7]. In cadrul aceleiasi leziuni, in majoritatea cazurilor, sunt prezente
mai multe patternuri de displazie, motiv pentru care SSL au un aspect heterogen. Majoritatea
SSL cu displazie nespecificatd si a celor cu displazie cu deviere minima prezinta pierderea
expresiei MLH1 (aproximativ 75% din SSLD), reflectind hipermetilarea MLH1. In cazul in
care se ridica suspiciunea unei displazii cu deviere minimd, recomandarea este de a evalua
imunohistochimic expresia MLH1 [7]. In celelalte doud forme de displazie expresia MLH1 este
conservatd in majoritatea cazurilor.

Unul dintre evenimentele timpurii in dezvoltarea SSL este mutatia genei BRAF, prezenta
in aproximativ 90% dintre cazuri [4]. BRAF este o proto-oncogena implicata in geneza a diferite
tipuri de cancer, inclusiv melanom, cancer tiroidian si CCR. Mutatia BRAF V600E este cea mai
frecventa si determina activarea aberantd a caii de semnalizare MAPK, conducand la proliferare
celulard necontrolata. Mutatia BRAF se asociazd frecvent cu hipermetilarea insulelor CpG
(CIMP-H), ceea ce duce la inactivarea genelor supresoare tumorale, precum MLHI. Pierderea
MLHI favorizeazd tranzitia de la SSL la SSLD si ulterior la CCR cu instabilitate
microsatelitara (MSI), prin acumularea rapidd de mutatii. Calea Wnt este activatd In
aproximativ 25% din SSLD, prin mutatii in RNF43, APC sau ZNRF3. Aceste leziuni duc la
CCR BRAF-mutant, stabil microsatelitar (MSS) si pot asocia mutatii TP53. Expresia
nucleara a beta-cateninei confirma implicarea caii Wnt.

Cele doua tipuri de CCR care se formeaza pe calea neoplaziei serate, din SSL, au
caracteristici diferite in ceea ce priveste micromediul imun, rdspunsul la tratament, dar si
prognosticul. CCR MSI este caracterizat printr-un micromediu tumoral imun activ, raspunde la
tratamentul cu inhibitori ,,check-point” si tinde sd aibd un prognostic favorabil, in timp ce CCR
MSS se prezintd de obicei intr-un stadiu avansat, este mai slab diferentiat, rezistent la
tratamentul cu inhibitori ,,check-point”, prezinta potential metastazant crescut si un prognostic

rezervat.



TSA este un polip serat cu risc de malignizare, mult mai rar intalnit, reprezentand
aproximativ 2% din totalul polipilor colorectali si 1-7% din polipii serati. Cel mai adesea TSA
este localizat la nivel recto-sigmoidian, are crestere protuberanta, este pediculat si poate avea
un aspect asemanator conului de pin. Rareori poate fi intalnit in colonul drept, in special tipul
plat [8]. Trasaturile distinctive ale TSA sunt: epiteliu columnar, cu nuclei alungiti, penicilati, cu
cromatind fin dispersata si citoplasma eozinofila; serarea, cu formare de fante epiteliale, ce
reamintesc de aspectul mucoasei intestinului subtire si criptele ectopice, mici cripte anormale,
orizontale, ce nu sunt ancorate la muscularis mucosae. Cel putin doua dintre cele trei
caracteristici amintite mai sus trebuie sa fie prezente pentru un diagnostic de TSA, dintre care
cel putin una sd se regaseasca pe 50% din suprafata polipului [9]. Primele doua sunt considerate
a avea specificitate mai mare.

Majoritatea TSA au crestere tipicad exofitica, protuberanta si o arhitecturd viloasa
complexd. Au fost descrise insa si variante morfologice particulare: TSA plat, TSA filiform si
TSA bogat in mucind. Varianta plata nu prezinta aspectul vilos, protuberant, caracteristic TSA
si nici cripte ectopice, Tnsa modificarile citoplasmatice si nucleare, precum si patternul distinct
al serdrii ajutd la diagnosticul diferential cu o SSL. Frecvent se formeaza dintr-o leziune
precursoare (HP sau SSL). Varianta filiforma a TSA prezinta structuri viloase mai alungite
comparativ cu varianta clasica, cu important edem stromal la varful vilozitar. TSA bogat in
mucind este definit de prezenta unui aspect mucinos pe mai mult de 50% din suprafata polipului.

Modificarile citologice caracteristice celulelor neoplazice ale TSA sa nu fie considerate
displazice, ci mai curand modificdri senescente [4]. Displazia, atunci cand apare, este de tip
intestinal, similara celei intalnite in adenoamele conventionale sau seratd, iar trecerea catre zona
displazica este brusca. Majoritatea TSA prezinta mutatii BRAF (in formele proximale) sau
KRAS (in cele distale). Ambele tipuri de mutatii pot induce hipermetilare CpG, insa expresia
MLHI1 este conservata, iar CCR rezultat este MSS.

Polipii hiperplazici colorectali sunt considerati in majoritatea cazurilor benigni, insa
rareori acestia pot servi ca precursori pentru alti polipi serati, care ulterior ar putea evolua spre
cancer [10]. Majoritatea HP sunt polipi diminutivi (< 5 mm), aproximativ 70% dintre acestia
fiind localizati la nivelul colonului distal si al rectului. Apar sub forma unei elevari mucozale

discrete. Pana la 80% din HPMV asociazd mutatia genei BRAF, iar jumatate din HP GCR



mutatie KRAS. Aspectul festonat intereseaza doud treimi superioare din lungimea criptei, este
discret in cazul HP GCR si nu sunt prezente dilatatii bazale ale criptelor intestinale.

Categorie introdusd in WHO 2019, adenomul serat, neclasificat, include polipi cu
arhitecturd serata si displazie care nu corespund complet criteriilor pentru SSL sau TSA. Unele
adenoame tubulo-viloase cu festonare epiteliald au fost denumite adenoame serate tubulo-
viloase si au profilul molecular intermediar intre TSA si adenoamele conventionale.
Diagnosticul diferential cu TSA poate fi dificil, mai ales in formele cu displazie extinsa.

Sindromul polipozei serate este cea mai frecventa polipoza colonica, cu risc crescut de
CCR, afectand ambele sexe, diagnosticata adesea in decada a sasea de viatd. Este frecvent
subdiagnosticat, intrucat se bazeaza pe un numar cumulativ de polipi serati diagnosticati de-a
lungul vietii (> 5 leziuni serate localizate proximal de rect, > 5 mm, dintre care doud > 10 mm
sau 20 de leziuni serate, cu orice dimensiune, raspandite in intreg colonul, dintre care cel putin
cinci sa fie localizate proximal de rect). Etiologia este partial cunoscuta, cu posibile contributii
genetice (ex. RNF43, MUTYH, GREM1). Rudele de gradul 1 au un risc de 5 ori mai mare de
CCR fata de populatia generala.

Adenoamele conventionale reprezinta majoritatea leziunilor precanceroase asociate cu
CCR, fiind caracterizate printr-o proliferare clonala displazica a epiteliului intestinal, asociate
cu instabilitate cromozomiala (CIN). Sunt frecvent localizate in colonul distal, mai ales in
sigmoid si rect, majoritatea fiind polipoide, sub 10 mm, cu o culoare mai inchisd decat mucoasa
inconjurdtoare. Histologic, din punct de vedere arhitectural sunt clasificate in tubulare, tubulo-
viloase si viloase, iar displazia este evaluatad ca low-grade (LGD) sau high-grade (HGD).

CIN, principala cale de progresie tumorald, este initiata prin mutatia genei APC, urmata
de KRAS si ulterior TP53, favorizand proliferarea celulara prin activarea cailor Wnt si MAPK.
Mutatiile SMAD4, PTEN, PIK3CA, NTRK pot fi implicate secundar. 30% pana la 50% din
CCR sporadice, cu hipermetilarea promotorului MLH1 iau nastere din adenoame conventionale,
KRAS mutante [4].

Adenoamele avansate sunt definite prin dimensiuni > 10 mm, arhitecturad viloasa si/sau
displazie de grad inalt si reprezinta leziuni cu risc crescut de transformare maligna. Sunt adesea

sincrone sau metacrone si necesita monitorizare atenta.



2. Polipii malignizati

Polipii malignizati sunt forme incipiente de CCR, corespund stadiului TNM pTT1 si se
caracterizeaza prin invazia In submucoasd, fard interesarea muscularis propria. Prevalenta
polipilor malignizati in cadrul programelor de screening este de pand la 12%. Riscul de
malignizare este foarte redus in cazul polipilor diminutivi si creste odatd cu cresterea in
dimensiuni a leziunii. Cele mai multe adenoame malignizate sunt localizate la nivelul colonului
stang si rectului. Clasificarile NICE, Kudo sau JNET sunt instrumente valide pentru evaluarea
invaziei submucozale in polipii colorectali.

Majoritatea sunt adenocarcinoame NOS, dar pot exista si subtipuri rare. Gradarea se face
in functie de diferentierea glandulara (grad scazut vs. inalt). Factorii de risc pentru metastazarea
sau recidiva locala includ: tumori slab diferentiate, invazia submucozala profunda (Sm3 sau
Haggit4), invazia limfatica sau vasculara, ,,budding”-ul tumoral si marginea de rezectie pozitiva,
la sub 1 mm de tumora. Decizia de a interveni chirurgical intr-un caz de polip malignizat trebuie
luatd de o echipa multidisciplinard, dupa analizarea tuturor aspectelor clinico-patologice. in
absenta factorilor de risc inalt, rezectia endoscopica este considerata curativd, cu monitorizare
endoscopica incepand cu 3—6 luni dupa indepartarea polipului.

Pseudoinvazia este frecvent intilnitd la polipii pediculati mari din colonul sigmoid,
supusi unei traume mecanice si constd In migrarea glandelor displazice in submucoasa, fard a
avea un caracter infiltrativ. Prezenta laminei propria in jurul glandelor displazice, cu atipii
similare celor de la nivelul mucoasei, depozitele de hemosiderina si lacuri de mucind la nivelul
submucoasei sunt caracteristici identificate in cazul pseudoinvaziei.

Screeningul previne CCR prin identificarea si indepartarea leziunilor precursoare,
contribuind semnificativ la reducerea mortalititii si incidentei bolii, cu pani la 50% [12]. In
Romaénia, programul ROCCAS a fost initiat in 2019 si a vizat populatia cu varsta intre 50 si 74
de ani, fara factori de risc crescut, fiind implementat in patru regiuni ca proiect pilot. Programul
a nregistrat o ratd ridicata de acceptare pentru testul FIT si pentru colonoscopie, demonstrand
fezabilitatea unei extinderi la nivel national. Scopul principal al ROCCAS a fost dezvoltarea
unei infrastructuri solide pentru implementarea continua si eficientd a screeningului, un demers

esential Intr-o tara in care CCR ramane una dintre principalele cauze de mortalitate oncologica.



II. CONTRIBUTII PERSONALE

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Una dintre ipotezele de cercetare este ca microscopia bazatd pe excitatia cu doi fotoni,
comparativ cu microscopia optica conventionala, permite o analizd superioara a depozitelor de
colagen din reactia desmoplazicd in polipii malignizati. Aceastd tehnologie poate oferi
informatii privind interactiunea tumorii cu matricea extracelulara si poate facilita diferentierea
intre invazia reald si pseudoinvazie, aspect esential In managementul post-polipectomie al
pacientului.

O alta ipoteza de lucru este aceea ca SSL prezintd un comportament biologic si evolutiv
diferit fata de adenoamele conventionale, studiul imunohistochimic al acestor leziuni urmarind
identificarea unor markeri care sa prezica comportamentul diferit al acestor leziuni, inclusiv
riscul de malignizare. Cea de-a treia ipoteza de lucru este aceea ca prezenta celulelor Paneth in
adenoamele colonice ar putea fi asociatd cu caracteristici histologice sugestive pentru un risc
crescut de progresie catre adenocarcinom, prin sustinerea unei nise celulare care favorizeaza
proliferarea.

Obiectivele generale includ caracterizarea demograficd si histologica a polipilor
malignizati, a SSL si a adenoamelor conventionale, analiza riscului de malignizare, identificarea
markerilor predictivi prin imunohistochimie si evaluarea mediului imun tumoral in SSL, dar si
compararea metodelor avansate de microscopie cu cele conventionale pentru un diagnostic mai

precis.

4. Metodologia generala a cercetarii

Studiile au fost efectuate cu avizul Comisiei de Eticad a Spitalului Universitar de Urgenta
Militar Central “Dr. Carol Davila” din Bucuresti cat si a Comisiei de Etica a Institutului National
de Cercetare-Dezvoltare in Domeniul Patologiei si Stiintelor Biomedicale ,,Victor Babes”
(INCD ,,Victor Babes”) din Bucuresti. Toate etapele cercetarii s-au desfasurat cu respectarea
normelor etice. Informatiile au fost extrase din dosarele electronice ale pacientilor, incluzand

date demografice, istoricul medical si caracteristicile endoscopice ale leziunilor identificate.



Probele biologice au fost procesate clasic in laborator, fixate in formol, deshidratate si
incluse in parafind, apoi colorate cu hematoxilind-eozind. Pentru studiile imunohistochimice, s-
a utilizat o paleta larga de anticorpi (MLHI, p53, CD44, CD3, CD8, MUC2, MUCS5AC, MUC6,
Ki-67, Cromogranina si p63), cu procesare automata pe sisteme Dako si Ventana. Protocolul a
inclus deparafinarea, pretratarea lamelor, incubarea cu anticorpi primari, detectia,
contracolorarea si montarea finala.

Evaluarea microscopica s-a realizat cu ajutorul microscopiei optice si, pentru unele cazuri,
cu microscopia bazata pe excitatia cu doi fotoni (TPEM), o tehnicd avansatd utilizata pentru
analiza detaliata a fibrelor de colagen in leziuni cu invazie versus pseudoinvazie. Aceste imagini
au oferit o perspectiva suplimentara asupra interactiunii tumora-matrice extracelulara.

Datele au fost centralizate in Microsoft Excel si analizate statistic cu IBM SPSS si

GraphPad Prism, in functie de tipul datelor si obiectivele fiecarui sub-studiu.

5. Profilul histopatologic si imunohistochimic al SSL colonice (Studiul I)

In acest studiu am analizat 45 de de leziuni sesile serate colonice, urmarind
caracteristicile endoscopice, histopatologice si imunohistochimice, cu scopul de a identifica
diferentele dintre SSL cu si fara displazie si de a intelege mai bine riscul lor de transformare
malignad. Diagnosticul a fost stabilit conform criteriilor WHO 2019, exclusiv pe piese de
polipectomie, acest aspect reprezentand criteriul principal de includere in lotul de studiu.

Rezultate

Am observat o usoara predominantd a genului feminin (57,78%) in lotul de pacienti
inclusi in studiu, cu varste cuprinse intre 37 si 80 de ani si o varstd medie de 61,51 ani. Cea mai
frecventa grupa de varsta a fost 50-59 de ani.

Majoritatea leziunilor sesile serate (77,78%) au fost localizate in colonul drept,
respectiv in colonul ascendent (53,33%). Dimensiunea medie a leziunilor a fost de 11,24 + 5,6
mm, cu un interval Intre 5 mm s1 25 mm. Desi nu am identificat o diferenta semnificativa statistic
intre dimensiunea SSL cu si fard displazie, am observat ca toate leziunile > 20 mm au fost
displazice, iar 50% dintre SSLD au avut dimensiuni sub 10 mm. Asocierea dintre dimensiune

si prezenta displaziei este semnificativa statistic (p = 0,721, Test Fisher).
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In timpul colonoscopiilor s-au identificat frecvent leziuni sincrone, cele mai multe fiind
adenoame tubulare LGD (48,14% din pacientii cu SSL si 77,77% din cei cu SSLD), adenoame
avansate (8,88%), SSL (15,55%) si TSA (2,22%).

Majoritatea SSL au fost descrise endoscopic ca fiind sesile sau plate, o singura leziune
cu displazie avand aspect pediculat. In 31,11% din cazuri rezectia a fost fragmentati, neputandu-
se aprecia integralitatea rezectiei, iar in 3 dintre leziunile rezecate 1n bloc s-au observat margini
laterale pozitive.

Dintre leziunile neoplazice incluse in studiu, 18 au prezentat displazie: 15 SSL cu LGD,
doua cu HGD si un adenocarcinom intramucozal (pTis). Acestea au fost impartite in doud grupe:
SSL cu LGD si SSL cu HGD/adenocarcinom intramucozal. Desi existd invazie limitata la
mucoasd, absenta vaselor limfatice in lamina proprie face ca acesta leziune sa nu prezinte risc
de metastazare limfoganglionara.

Am observat o diferentd semnificativa statistic (p<0,001) intre varsta medie a pacientilor
cu SSL (57,48 £+ 1,77 ani) si cei cu SSLD (67,56 + 1,66 ani). Totusi, nu au fost identificate
diferente semnificative intre varsta pacientilor cu LGD si cei cu HGD (p = 0,654). Nu s-au
observat asocieri semnificative intre gen si displazie (p = 0,712) sau intre localizarea tumorii si
displazie (p = 0,721).

Toate leziunile au indeplinit criteriul diagnostic de SSL, respectiv dilatarea criptica bazala
inechivoca. Desi acest aspect a fost evident in majoritatea cazurilor, pentru doi polipi mici (sub
10 mm) am efectuat sectiuni suplimentare pentru a-i diferentia de polipii hiperplazici. Prezenta
de celule mucosecretante, de tip gastric la baza criptelor a fost observata in toate cazurile.
Aspecte de herniere a criptelor au fost identificate in 13,3% din cazuri, fara a exista insd o
asociere semnificativd cu displazia sau localizarea leziunii. Un alt aspect particular a fost
prezenta complexelor limfoglandulare. Principalele modificari arhitecturale care au fost
observate in zonele de displazie sunt: reducerea serdrii, ramificarea criptelor, dilatarea
glandulara.

Pentru evaluarea compartimentului proliferativ al SSL, am utilizat anticorpii anti-Ki67.
La leziunile fard displazie, celulele pozitive au fost localizate in treimea inferioara a criptelor,
cu o distributie discontinui si asimetrica. In leziunile displazice, pozitivitatea a fost extinsa pe
intreaga lungime a criptelor, inclusiv in epiteliul de suprafatd, cu o densitate semnificativ mai

mare a celulelor pozitive. In cadrul studiului, niciuna dintre leziunile SSL fara displazie nu a
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prezentat reactii aberante ale proteinelor MLH1 si p53. In schimb, in leziunile displazice,
27,77% dintre acestea au avut pierderea expresiei MLH1, iar 11,11% au prezentat un pattern
imunohistochimic mutant p53.

Am evaluat expresia mucinelor folosind markeri imunohistochimici specifici, precum
anticorpii anti-MUC2, MUCSAC si MUC6. MUC2 si MUCSAC au fost pozitivi in toate SSL,
dar in zonele cu HGD s-a observat o reducere semnificativa a expresiei mucinelor. Comparand
expresia MUC2 cu MUCS5AC, am constatat o variabilitate a intensitatii si distributiei pentru
MUCSAC. MUCE6 a fost exprimat in 66,66% dintre SSL, Insa intensitatea sa a fost mai scazuta
comparativ cu markerii MUC2 si MUCSAC. Nu am identificat diferente In ceea ce priveste
expresia mucinelor intre leziunile din colonul stang si cele din colonul drept.

Am utilizat anticorpii anti-CD44 pentru a analiza expresia acestei proteine in mucoasa
colonica normald si in SSL si SSLD. CD44 este o glicoproteind situata pe suprafata celulei,
exprimatd in numeroase celule, avand rol esential in procese precum adeziunea celulara,
diferentierea, migrarea si semnalizarea [13]. In mucoasa colonicd normali, expresia CD44 a
fost limitata la baza criptelor intestinale, iar in zonele serate fara displazie, pozitivitatea CD44
a fost observatd in jumatatea inferioard a criptelor. Displazia a fost asociatd cu
supraexprimarea proteinei CD44. In 90% dintre cazurile de SSLD cu expresic MLHI
conservatd, reactia CD44 a fost de intensitate slaba - moderata, extinsa si In jumatatea superioara
a criptelor. Celulele displazice MLH1 deficiente au prezentat expresie intensa a CD44, extinsa
pana in suprafata mucoasei. S-a observat o corelatie semnificativa intre pozitivitatea CD44 si
pierderea MLHI, precum si intre expresia CD44 si Ki67 (p<0,001, testul Fisher).

Pentru a evalua micromediul imun, am utilizat marker: CD3 s1 CD8, specifici limfocitelor
T, esentiale n raspunsul imun antitumoral. Am identificat trei patternuri distincte de densitate a
limfocitelor T intraepiteliale CD8 pozitive:

e Maxim -2 limfocite intraepiteliale /100 celule epiteliale in ariile de displazie cu
expresie MLH1 conservata;

e Pana la 10 limfocite intraepiteliale /100 celule epiteliale in ariile serate, fara displazie;

e Pand la 14 limfocite intraepiteliale /100 celule epiteliale in ariile displazice, MLHI
deficiente.
Am considerat o valoarea prag de 10 limfocite intraepiteliale pentru a diferentia numarul

de limfocite din zonele serate non-displazice de cele displazice, cu expresie piedutd a MLH1. O
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asociere semnificativa statistic a fost observata intre numarul de limfocite T CD8+ intraepiteliale
si displazia epiteliald, cu sau fara piederea expresiei MLH1(p<0,001, testul Fisher).

Am evaluat distributia celulelor neuroendocrine in mucoasa colonica normala si in SSL
utilizand cromogranina. Comparativ cu mucoasa normald adiacentd, am observat o reducere
generald a numarului de celule neuroendocrine in SSL. In anumite zone, aceste celule au fost
complet absente, iar in altele au fost prezente in numar redus, in special in regiunile cu

distorsionare arhitecturala bazala.

6. Evaluarea polipilor malignizati colorectali — rolul microscopiei
bazata pe excitatia cu doi fotoni in diagnosticul invaziei tumorale

(Studiul IT)

In acest studiu am evaluat caracteristicile clinico-patologice ale polipilor malignizati si
totodata, am caracterizat modificarile stromale care apar in polipii malignizati printr-o tehnica
complementara de imagistica optica neliniara (TPEM). Lotul de studiu a inclus 58 de pacienti,
dintre care 53 au primit diagnosticul histopatologic de polip recto-colonic malignizat, iar pentru
alti cinci pacienti s-a stabilit diagnosticul de polip cu pseudoinvazie. Pentru analiza imaginilor
cu ajutorul TPEM am selectat un numadr de 14 polipi, noua cu diagnostic de malignitate si restul
leziunilor, adenoame colonice cu aspecte de pseudoinvazie.

Acesta parte a studiului a fost realizatd printr-o colaborare intre Laboratorul de Anatomie
Patologica al Spitalul Universitar de Urgenta Militar Central ,,Dr. Carol Davila” din Bucuresti
si Centrul de Microscopie, Microanaliza si Procesarea Informatiei din cadrul Universitatii
Nationale de Stiinte si Tehnologie Politehnica din Bucuresti. TPEM foloseste doua mecanisme
de contrast optic neliniar — microscopia bazatd pe generarea armonicii a doua (SHG) si
fluorescenta generata de excitatia cu doi fotoni (TPEF). Lamele au fost scanate cu un scanner
Aperio LV1 IVD la 20x, iar regiunile de interes (ROIs) au fost examinate folosind un microscop
confocal Leica TCS SP. Semnalele TPEF provin din regiunile care contin eozina, iar cele SHG
din fibrele de colagen.

Au fost calculati patru parametri asociati distributiei intensitatilor pixelilor din imaginile
SHG — Media (Mean), Abaterea Standard (Standard Deviation), Indicele de asimetrie

(Skewness) si Indicele de aplatizare (Kurtosis). Pixelii din imaginea SHG care depasesc o
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valoare de prag au fost numarati, oferind raportul total al zonei de colagen (TC-ratio), calculat
ca raportul dintre acest numar si suprafata totald a imaginii. Setul de parametri derivat din
Matricea de Simultaneitate a Nivelurilor de Gri (Gray-Level Co- Occurrence Matrix,
GLCM) este foarte util pentru a descrie relatiile spatiale dintre intensitatile pixelilor dintr-o
imagine: Contrast, Omogenitate, Energie, Entropie si Corelatie. Imaginile SHG au fost
utilizate pentru a evalua orientarea fibrelor de colagen prin analiza FFT (Fast Fourier Transform)
cu un script personalizat scris in ImageJ. Imaginile au fost binarizate initial si apoi au fost fitate
cu o elipsd. Un index de orientare al colagenului (N) a fost calculat pe baza lungimilor axelor
minore (S) si majore (L) ale elipsei: N =1 — S/L [14]. O abordare alternativa pentru a cuantifica
obiectiv organizarea intr-o imagine implica analiza fractala. Imaginile SHG au fost analizate
dupa thresholding prin metoda Triangle, adica intr-un format binar, utilizand un plugin ImageJ
(de exemplu, Fractal box count) pentru a calcula dimensiunea fractala.

Rezultate

Toti cei 53 de polipi malignizati au fost adenoame conventionale, iar componenta maligna
a fost predominant adenocarcinom NOS (94,33%) de grad scazut (bine si moderat diferentiat).
Restul cazurilor au fost reprezentate de adenocarcinom mucinos si adenocarcinom cu celule in
»inel cu pecete”. Am observat o predominantd a genului masculin (64%). Varsta pacientilor a
variat intre 51 si 87 de ani, cu o varstd medie de 66,5. Majoritatea pacientilor se incadreaza in
grupa de varstd 61-70 de ani (51%). Majoritatea polipilor malignizati au fost localizati in colonul
sigmoid (52,8%), urmat de rect (22,7%), colonul ascendent (9,4%), colonul descendent (7,5%),
colonul transvers si cec (cate 3,8%).

Dimensiunea polipilor malignizati variazd intre 8 mm si 60 mm, cu o dimensiune medie
de 25,36 mm. In ceea ce priveste morfologia, 22 de polipi au fost pediculati, 12 semipediculati,
10 sesili, iar informatiile despre 9 polipi nu au fost specificate. Rezectia endoscopica a fost
efectuatd in 48 de cazuri, iar 5 polipi sesili sau plati au fost rezecati chirurgical. S-au identificat
frecvent leziuni sincrone, printre care 25 de pacienti cu adenoame avansate si 2 cu
adenocarcinom concomitent.

Au fost evaluati factorii de risc pentru metastazare si recidiva loco-regionald: invazia
limfo-vasculard (13,2%), componentd maligna slab diferentiata (5,67%), nivel de invazie Haggit
4 (1,9%), margini de rezectie pozitive (9,4%) si ,,budding” tumoral, Bd1 (39,6%). Decizia de

interventie chirurgicald a fost luata in sase cazuri, avand in vedere varsta, starea generala de
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sanatate a pacientului, inclusiv comorbiditatile, riscurile asociate, capacitatea de a suporta o
interventie chirurgicald si evolutia leziunii sau a afectiunii. In urma interventiei, a fost
identificata recidiva loco-regionald intr-un caz si metastaze limfoganglionare intr-altul.

Pentru analiza distributiei si organizarii colagenului, am ales 88 de imagini din zonele de
invazie, din polipii malignizati si 65 de imagini din zonele de pseudoinvazie, cu un continut
semnificativ de colagen in imaginile SHG, obtinute din imaginile avand arii de 1 x I mm?.

Toti parametrii calculati, incluzdnd Media, Abaterea Standard, Indicele de asimetrie,
Indicele de aplatizare, TC-ratio, Orientarea, Omogenitatea, Energia, Entropia si Contrastul au
detectat diferente statistic semnificative intre imaginile SHG obtinute pe polipii malignizati si
polipii cu pseudoinvazie (p < 0,05, p <0,01, p <0,0001), cu exceptia Dimensiunii fractale.

Indexul de orientare al colagenului (N) calculat indica un index mai mare in cazul polipilor
malignizati, ceea ce sugereaza o orientare ordonatd si uniforma a fibrelor de colagen 1n aceasta

situatie, comparativ cu pseudoinvazia.

7. Particularitati morfologice ale adenoamelor conventionale

colorectale (Studiul IIT)

Adenoamele conventionale sunt cele mai frecvente leziuni precursoare ale CCR, care pot
prezenta diferite modificdri morfologice, cum ar fi prezenta celulelor Paneth, a celulelor clare,
»in inel cu pecete” sau metaplazia scuamoasa, ce ar putea influenta comportamentul clinic. Alte
particularitati, precum formarea de cripte ectopice si eozinofilia citoplasmaticd, pot complica
diferentierea lor de alte entitati patologice, cum ar fi TSA. Studiul 1si propune sa contribuie la
intelegerea diversitatii adenoamelor colorectale prin analiza morfologicd si implicatiile clinice

ale acestora.

Rezultate
Am analizat 273 de adenoame colorectale provenind de la 209 pacienti (94 femei si 115
barbati), cu varste Intre 25 si 88 de ani. Cea mai mare parte a pacientilor se incadra in grupele

de varsta 61-70 ani (36,84%), urmata de 71-80 ani (27,75%) si 51-60 ani (23,44%). 7,69% dintre
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adenoame au fost diagnosticate la pacienti sub 50 de ani. Majoritatea adenoamelor au fost
localizate in jumatatea stdnga a intestinului gros, 1n special in colonul sigmoid (34,07%), iar In
10,62% dintre cazuri nu au fost disponibile date privind localizarea.

Din punct de vedere endoscopic, clasificarea Paris a fost utilizata in 77,65% dintre cazuri,
iar clasificarile NICE, Kudo sau JNET au fost aplicate in 30,40% dintre cazuri. Conform
clasificarii Paris, au fost examinate 58 de polipi pediculati, 75 de polipi sesili, 60 de polipi
semipediculati si 19 polipi plati.

Dimensiunea adenoamelor conventionale a variat intre 2 mm si 45 mm, 73,98% dintre
leziuni fiind infracentimetrice. 26,01% au fost mai mari de 10 mm, fiind considerate adenoame
avansate. Arhitectura adenoamelor examinate a fost predominant tubulara in 85,35% din cazuri,
urmata de tubulo-viloasa (13,92%) si viloasa (0,73%). Majoritatea adenoamelor au prezentat
displazie de grad scazut in 83,53% din cazuri, iar 12,82% au avut HGD. In 3,66% dintre cazuri,
polipii au fost malignizati, cu proliferare de adenocarcinom NOS, de grad scazut. 90% dintre
polipii malignizati au avut arhitectura tubulo-viloasi sau predominant viloasa. In plus, 6,57%
dintre adenoamele tubulare si 43,24% dintre cele cu arhitectura viloasd au prezentat HGD.

Celulele Paneth (CP) [15] au fost identificate in 47 de adenoame conventionale
colorectale (17,22%). Cele mai multe adenoame continand celule Paneth au fost localizate la
nivelul colonului sigmoid (29,79%), urmate de colonul transvers (23,40%) si de colonul
ascendent (17,02%). in 8,51% din cazuri localizarea leziunii nu a fost disponibila.

61,70% din aceste adenoame au fost diagnosticate la barbati. 18 pacienti au prezentat
adenoame sincron (38,29%) si unul dintre acestia adenocarcinom sincron. 40 de adenoame
(85,10%) au prezentat LGD si cinci HGD (10,63%). Doi polipi malignizati au continut celule
Paneth (4,27%) la nivelul componentei adenomatoase. Celulele Paneth nu s-au regasit in
componenta maligna.

Am identificat un caz de metaplazie scuamoasa intr-un adenom localizat la nivelul
colonului stang, pediculat, cu HGD. Am utilizat anticorpul anti-p63 1n analiza
imunohistochimica, care a avut expresie absentd in zona de metaplazie scuamoasd. De
asemenea, un pacient 1n varsta de 64 de ani, a fost diagnosticat cu adenom tubulo-vilos, cu HGD,
prezentand o arie de metaplazie cu celule clare. Doud adenoame examinate au prezentat o
predominantd a celulelor goblet, localizate la nivelul colonulului stang, avand dimensiunea

medie de 34 mm si fiind caracterizate prin LGD. Criptele ectopice au fost identificate in 45 de
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cazuri (16,48%) si au fost asociate cu dimensiuni > 10 mm sau cu componenta viloasa. O alta
modificare observatd a fost eozinofilia citoplasmatica, care, alaturi de criptele ectopice, este
caracteristici adenoamelor traditionale serate. Aceasta a fost identificatd in 7,69% dintre

cazurile studiate.

8. Concluzii si contributii personale

Obiectivul prezentei teze de doctorat este studierea principalilor precursori ai CCR,
respectiv adenoamele conventionale si SSL, pentru a intelege mai bine comportamentul acestor
leziuni neoplazice. Rezultatele obtinute au confirmat constatarile existente in literatura de
specialitate si, in acelasi timp, au adus in prim-plan elemente de noutate. Studiile efectuate s-au
concentrat pe trei directii majore de cercetare.

Studiul I a fost dedicat evaluarii SSL colorectale. Principalele concluzii au fost:

v 50% din SSLD au avut dimensiuni cuprinse intre 5 si 9 mm, subliniind necesitatea unei
evaludri clinice si endoscopice riguroase;

v toate leziunile cu dimensiuni > 20 mm au prezentat displazie, dovedindu-se o corelatie
semnificativa statistic intre dimensiunea leziunii si displazie;

v Desi varsta medie a pacientilor cu SSL fara displazie este cu aproximativ 10 ani mai
micd decdt cea a pacientilor cu leziuni displazice, nu a fost observatd o diferenta
semnificativa statistic Intre varsta medie la momentul diagnosticarii LGD si a HGD,
aspect ce sustine faptul ca evolutia este una rapidd in momentul in care aceste leziuni se
dezvolta;

v in prezenta displaziei, o trasaturd comuna a tuturor SSL examinate a fost reducerea
semnificativa a serdrii epiteliale, motiv pentru care este importanta examinarea cu atentie
a periferiei leziunii;

v o proportie semnificativa (27,77%) din SSLD a prezentat pierderea expresiei MLHI,
subliniind rolul MSI in calea serata a carcinogenezei;

v 11,11% din SSLD, cu LGD si HGD au prezentat un pattern imunohistochimic mutant al
p53, ridicand intrebarea daca mutatia TP53 nu ar putea fi un eveniment mai timpuriu in

SSLD comparativ cu adenoamele conventionale;
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v Reducerea expresiei MUC2 si MUCS in zonele de HGD / adenocarcinom intramucozal
sugereazd o pierdere a mecanismului de protectie naturald a mucoaselor conferit de

mucine, favorizand progresia leziunii spre malignitate;

v/ SSLD cu MSI prezinta caracteristici imunologice distincte, demonstrand infiltrarea
limfocitara intraepiteliala cu limfocite T CD8+ citotoxice, In regiunile de displazie

MLH1-deficiente;

v/ CD44, un biomarker al celulelor stem tumorale, a fost supraecxprimat in toate cazurile,
iar expresia a fost mai intensa in zonele MLH1-deficiente comparativ cu cele ce prezinta
expresie conservata pentru MLH1.

In ciuda limitarilor studiului, legate de numarul redus de cazuri, am obtinut citeva
rezultate semnificative, care vor servi drept fundament pentru o cercetare ulterioara. Este primul
studiu care ridica problema unei posibile asocieri Intre supraexpresia CD44 si pierderea functiei

MLHI1, ce ar putea explica o evolutie mai rapida a acestor leziuni catre malignitate.

In studiul IT am analizat principalele caracteristici clinico-demografice ale polipilor
malignizati, care s-au dovedit din punct de vedere histopatologic a fi adenoame conventionale.
In majoritatea cazurilor, componenta maligni a fost reprezentati de adenocarcinom NOS, dar
am intalnit si variante mai rare de adenocarcinom, precum cel mucinos sau carcinomul cu celule
»in inel cu pecete”. Polipii malignizati au fost diagnosticati mai frecvent la nivelul colonului
stang, in special In randul barbatilor, iar varsta medie la momentul diagnosticarii a fost de 66,58
de ani. Am evaluat factorii de risc pentru metastazarea locoregionala si recidiva locoregionala.

Pentru a diferentia pseudoinvazia de invazia din polipii malignizati am utilizat o tehnica
speciald de microscopie, bazata pe excitatia cu doi fotoni, cu ajutorul careia am realizat o analiza
cantitativa si calitativa a colagenului intra si peritumoral. Aceastd tehnica a fost utilizatd anterior
pentru evaluarea modificarilor stromale intdlnite in tumori epiteliale maligne (cancer tiroidian,
cutanat, mamar, gastric, pancreatic, CCR), insd pentru prima data cu scopul diferentierii dintre
pseudoinvazie si invazie in polipii malignizati, oferind o perspectivd unicd, superioarad
microscopiei optice asupra arhitecturii tumorale si a comportamentului stromal in formele
incipiente de CCR.

Pentru toti parametrii calculati (Media, Abaterea standard, Indicele de asimetrie, Indicele

de aplatizare, TC-ratio, Contrast, Omogenitate, Energie, Entropie si Corelatie) am observat
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diferente semnificative statistic intre imaginile SHG obtinute pe polipii malignizati si polipii cu
pseudoinvazie, cu exceptia dimensiunii fractale.

Rezultatele obtinute ar putea deschide noi perspective pentru integrarea tehnologiilor de
invatare automata si invatare profunda in diagnosticarea CCR, in combinatie cu tehnica avansata

de TPEM. Aceasta abordare ar putea imbunatati semnificativ acuratetea diagnosticului.

In cadrul studiului ITT, am evaluat adenoamele conventionale colorectale din perspectiva
clinico-demograficd si morfologicd. Unul dintre rezultatele semnificative a fost identificarea
unui procent important de adenoame colonice diagnosticate la pacienti cu varsta sub 50 de ani
(7,69%). Aceasta ridica intrebarea dacad varsta recomandatd pentru inceperea screeningului
pentru CCR ar trebui sd fie revizuitd, avand in vedere faptul cd aceste adenoame pot aparea si
in randul pacientilor tineri. Majoritatea adenoamelor sunt localizate in colonul distal, iar
dimensiunea acestora tinde sa creascd pe masura ce dezvoltd HGD sau ajung sa devind maligne.
Totusi, in cele doua loturi studiate (studiu II si II1) am ntalnit doi polipi malignizati care aveau
diametre sub 10 mm, ceea ce subliniaza importanta unei evaludri atente a polipilor mici. Aceasta
constatare demonstreaza ca dimensiunea nu este intotdeauna un indicator suficient al riscului de
malignizare si ca si polipil mici pot prezenta un potential malign. Am examinat adenoamele
pentru a observa prezenta CP, celulelor clare, celulelor goblet, a metaplaziei scuamoase,
criptelor ectopice si eozinofiliei citoplasmatice si pentru a evalua posibilele corelatii intre aceste
trasaturi si caracteristicile clinico-demografice ale pacientilor. Metaplazia cu celule clare si cea
scuamoasa au fost intalnite izolat, la pacienti cu HGD. Datoritd numarului redus de cazuri
raportate de metaplazie cu celule clare in adenoame, semnificatia acestei modificdri nu este pe
deplin inteleasa. De asemenea, criptele ectopice si metaplazia eozinofila au fost intalnite
frecvent in cadrul adenoamelor conventionale examinate, cu caracter focal. Criptele ectopice au
fost asociate cu adenoamele de peste 10 mm, cu o arhitectura tubulo-viloasa. CP au fost frecvent
identificate (17,22%), in special in adenoamele din colonul sigmoid, cu LGD, la barbati si la
pacienti cu adenoame sincron, n 38,29% din cazuri. Acestea au lipsit Tn componenta maligna,
sugerand astfel implicarea CP mai curand in etapele initiale ale procesului de carcinogeneza.

Aceste descoperiri contribuie la 0 mai buna intelegere a proceselor biologice implicate in
dezvoltarea CCR si pot deschide noi perspective pentru imbunatatirea strategiilor de prevenire,

diagnostic si tratament al acestei patologii. Continuarea cercetarilor in aceastd directie este
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esentiala pentru imbunatatirea prognosticului pacientilor cu CCR cét si pentru dezvoltarea unor

abordari terapeutice personalizate.
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