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1. PROBLEMA FUNDAMENTALA

Cancerul pulmonar reprezintd un domeniu de mare interes pentru lumea stiintifica
internationald, fiind situat in topul cauzelor de morbiditate si mortalitate in intreaga lume.

Originea acestor neoplazii este cel mai adesea epiteliala (carcinoame). Pentru niciun
alt cancer dimensiunea celulelor neoplazice nu este atdt de importantd precum este in
aceastd afectiune, unde diagnosticul incepe Intotdeauna prin scindarea leziunilor in
carcinoame bronhopulmonare microcelulare - 15%, respectiv non-microcelulare (NSCLC)
- 85% [1, 2]. Avand in vedere ponderea disproportionatd a acestor subtipuri, studiul de fata
isi propune sa evalueze proliferdrile de tip NSCLC, acestea punand cea mai mare presiune
pe sistemul medical.

Lucrarea de fatd evidentiaza situatia epidemiologica (la nivel global si in Romania),
precum si aspectele morfologice ale cancerului pulmonar, punctand evolutia clasificarilor
conform World Health Organisation (WHO). Global Cancer Observatory (GLOBOCAN)
a raportat faptul ca in anul 2022 pe primul loc in randul afectiunilor oncologice, atat ca
incidenta (12,4%), cat si ca mortalitate (18,7%) s-a situat cancerul bronhopulmonar, cu
2 480 675 cazuri nou diagnosticate si 1 817 469 decese, indiferent de gen si varstd. In
Romania, incidenta cancerului bronhopulmonar a fost de 11 716 cazuri (11,2%), fiind
situat pe locul trei dupa tumorile maligne colorectale si cele mamare. Ca mortalitate, el
ocupa primul loc, cu 10 530 decese (18,7%) [2].

Morfologia carcinoamelor pulmonare este extrem de complexa, iar clasificarea
histopatologica a acestora reprezintd un proces dinamic, revizuit periodic. Acest aspect
reflectd pe de o parte impactul pe care il are asupra noastra mediul de viata, precum si
reclasificarile - ca urmare a permanentei achizitii de noi informatii stiintifice referitoare la
genetica si histopatogeneza proceselor tumorale maligne [1].

Un aspect extrem de controversat il reprezinta stabilirea gradului de diferentiere (G)
al unei tumori. Editia a 5-a a WHO aduce ca element de noutate stabilirea unor criterii
clare pe baza carora adenocarcinoamele (ADK) pulmonare sd poata fi gradate, luand in
considerare strict arhitectura elementelor neoplazice. In acest sens, au fost considerate
patternuri de grad inalt: micropapilar, solid si glandular complex (incluzand aici aspectul
cribriform) [1]. ADK bine diferentiate (G1) sunt considerate cele cu pattern predominant
lepidic (in absenta/prezenta a mai pufin de 20% pattern de grad inalt). Tumorile moderat

diferentiate (G2) sunt cele cu pattern predominant acinar sau papilar (in absenta/prezenta a



mai putin de 20% pattern de grad nalt). Orice tumora care prezinta cel putin 20% pattern
de grad 1nalt este incadrata drept slab diferentiata (G3) [1].

Lucrurile sunt mult mai complicate in cazul carcinoamelor cu celulda scuamoasa
(SCC), unde nu exista un sistem uniform, standardizat, de gradare nici pentru tumorile cu
localizare pulmonara, nici pentru cele cu alte localizari (tegument, esofag, anus, vagin etc).
O multitudine de studii au fost publicate 1n acest sens, insa lumea stiintifica nu a ajuns inca
la un consens. In practici, cei mai multi specialisti iau in considerare pleomorfismul
nuclear si prezenta keratinizarii, Insd aprecierea este extrem de subiectivd si
nereproductibila [ 1, 3-7].

Un studiu condus de M. Jesinghaus a propus o metoda alternativa de gradare a SCC,
denumita grad de disociere celulara. Aceasta abordare integreaza atat parametri cantitativi,
precum prezenta si extensia fenomenului de ,,budding” tumoral (celule tumorale dispuse
individual sau in agregate de pana la cinci elemente, la frontul de invazie tumorald), cat si
parametri calitativi, cum ar fi dimensiunea insulelor celulare din structura tumorii. Prin
combinarea acestor elemente, Jesinghaus oferda o metodd de evaluare mai precisa,
standardizatd, a gradului tumoral care ar putea Tmbunatati stratificarea prognosticd si
ghidarea strategiilor terapeutice [8].

De asemenea, in partea generald a lucrdrii sunt punctate aspecte referitoare la
etiopatogeneza cancerului pulmonar, analizand atat rolul factorilor de mediu, cat si
aspectele moleculare, aceastd afectiune avand etiologie plurifactoriala si patogeneza
complexa [1].

Studii efectuate pe un grup de mineri din Europa de Est care au dezvoltat malignitati
pulmonare au adus in discutie expunerea la radon, care este consideratd prima cauza
decelatd de cancer pulmonar. In prezent, fumatul este cel mai frecvent incriminat in
dezvoltatea acestei patologii, 80-90% dintre cazuri fiind diagnosticate la fumatori, in
stransa corelatie cu numarul de figari consumate si anii de expunere. Un rol extrem de
important il joacd inclusiv fumatul pasiv. Se cunoaste astdzi faptul ca un fumator are un
risc de zece ori mai ridicat de a dezvolta cancer pulmonar decat un nefumator, iar acesta
poate creste chiar de 20 de ori, in cazul marilor fumatorilor (> 25 tigari/zi) [9-12].

Desi existenta unor factori genetici asociati cu riscul de cancer pulmonar a fost
studiatd de multd vreme in comunitatea stiintifica, pentru validare a fost nevoie de un
progres tehnologic considerabil, care sa permitd o analiza geneticd amanuntita. Provocarea
a fost cu atit mai mare, cu cat NSCLC sunt caracterizate de o mare diversitate genomica.

Desi identificarea mutatiilor genetice asociate NSCLC reprezinta un pas important, pana la
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dezvoltarea unei terapii tintite este incd un drum plin de provocari. Dovada sta faptul ca
progresul in tratamentul acestor cancere s-a realizat aproape exclusiv pentru neoplaziile
,,hon-scuamoase” [10, 13].

Lucrarea de fata a analizat principalele mutatii genetice implicate in etiopatogeneza
cancerului pulmonar: mutatiile activatoare ale receptorului factorului epidermal de crestere
(EGFR), translocatia kinazei limfomului anaplazic (ALK), mutatiile Kirsten Rat Sarcoma
(KRAS), rearanjamentele genei receptorului de tirozin-kinaza codificat de gena ROSI1
(ROS-1), Rearranged during Transfection (RET) sau kinazei tirozinice a receptorului
neurotrofilic 1 (NTRK1), mutatii v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B -BRAF
(BRAF) si ale genei receptorului pentru factorul de crestere epidermal uman 2 (HER2),
mutatiile Mesenchymal-to-Epithelial Transition (MET), anomaliile
Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) si inhibitorului 2A al kinazei cyclin-dependente
(CDKN2A) [13-16].

In ultimele decenii, terapia cancerului pulmonar a cunoscut progrese remarcabile, in
principal pe baza a doud linii terapeutice majore. Prima constd in imunoterapie, care a
revolutionat tratamentul NSCLC avansate prin utilizarea inhibitorilor punctelor de control
imun, de exemplu, anti-Programmed Death-1 (anti-PD-1) si anti-Programmed Death-
Ligand 1 (anti-PD-L1) pentru a stimula sistemul imunitar sd recunoasca si sa distruga
celulele tumorale [13].

A doua linie terapeuticd are la baza identificarea mutatiilor specifice tumorii,
permitdnd astfel administrarea terapiei tintite, cu scopul de a bloca cdile moleculare
implicate in cresterea si diseminarea tumorilor. Aici se Incadreaza inhibitorii de
tirozinkinaza, considerati in prezent standardul de ingrijire in grupuri de pacienti definite
molecular [13, 17-19].

Calea Cluster of Differentiation (CD)39 - CD73 - adenozina reprezintd un domeniu
de cercetare tot mai studiat Tn momentul actual, fiind considerata o potentiala tinta pentru
imunoterapie. Adenozintrifosfatul (ATP-ul) extracelular eliberat de celulele necrozate sau
degradate reprezintd unul dintre constituentii biochimici majori ai micromediului tumoral
si are efect proinflamator. Ectonucleotidazele CD39 si CD73 degradeazd ATP-ul
extracelular pana la nivel de adenozina, aceasta fiind recent recunoscuta drept unul dintre
cei mai potenti factori imunosupresori din micromediul tumoral. Cercetarile au evidentiat
faptul ca CD39 are efect antiinflamator, antitrombotic si favorizeaza procesul de vindecare,

fiind implicat in angiogenezad. Astfel, inhibitorii de CD39 ar avea un spectru vast de



potentiale efecte terapeutice: stimuleaza raspunsul inflamator si blocheaza angiogeneza,
stopand astfel cresterea tumorala [20-23].

Prezenta cercetare include, de asemenea, o parte speciald, in care a fost evaluata
valoarea prognosticd a trasaturilor epidemiologice, morfologice, imunohistochimice si

moleculare ale NSCLC.

2.IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE GENERALE

Studiul de fata isi propune sa realizeze o evaluare extensiva a NSCLC, pornind de la
ipoteza conform careia in timpul pandemiei de coronavirus care provoacda sindrom
respirator acut sever de tip 2 (SARS-CoV2) tumorile pulmonare au fost diagnosticate in
stadii avansate si Tn numar redus.

De asemenea, s-a observat faptul ca exista aspecte microscopice atipice ale acestor
tumori, prezentdri care meritd mentionate in vederea Imbunatatirii diagnosticului, cu atat
mai mult cu cat prognosticul pacientilor poate fi diferit.

O alta ipoteza a studiului este aceea cad existd o serie de argumente microscopice,
imunohistochimice sau moleculare, altele in afara celor consacrate (de exemplu, patternul
micropapilar sau solid in ADK), care se coreleazd cu prognosticul bolii. Indicatorii
morfologici sunt folositi in prezent in gradarea SCC, fara insd sd existe un model
standardizat in acest sens. Majoritatea specialistilor folosesc in practica pleomorfismul
nuclear si gradul de keratinizare pentru aceasta apreciere.

De asemenea, raportdrile din literatura de specialitate privind valoarea prognostica a
PD-L1, EGFR si ALK sunt contradictorii si necesitd studii extinse.

Obiectivele specifice ale acestui studiu sunt:

1. Evaluarea caracteristicilor epidemiologice si histopatologice ale NSCLC in
contextul geografic al tarii noastre si raportate la pandemia de SARS-CoV2;

2. Evaluarea valorii prognostice a anumitor trasaturi morfologice ale SCC: dispozitia
celulelor neoplazice, ,,budding”-ul tumoral, diseminarea aerogena (STAS), indexul mitotic,
desmoplazia stromald, necroza tumorala, pleomorfismul nuclear, proeminenta nucleolilor,
keratinizarea, gradul de diferentiere (G), stadializarea pTNM, dimensiunea tumorala;

3. Evaluarea valorii prognostice a trasdturilor imunohistochimice sau moleculare
(precum PD-L1, EGFR si ALK);

4. Evaluarea factorilor care influenteaza expresia PD-L1;



5. Decelarea de noi indicatori prognostici - CD39, CD73.

3. METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

Cercetarea doctorala este una retrospectiva, observationald, descriptiva si a inclus un
lot de 1937 de pacienti peste 18 ani, diagnosticati cu NSCLC in Institutul de
Pneumoftiziologie ,,Marius Nasta” (IMN) intre 01 ianuarie 2015-31 decembrie 2021.

Au fost exclusi din studiu subiectii care si-au retras/nu si-au exprimat In scris
consimtamantul informat, cei cu status mental afectat, aflati sub control judiciar, cu alte
tipuri histopatologice de cancer pulmonar primitiv (carcinoide tipice/atipice, tumori non-
epiteliale) sau secundar, cei cu tumori pulmonare benigne, leziuni exclusiv in
situ/displazice, recidivele tumorale, cei diagnosticati exclusiv citologic, in alt interval de
timp/alta institutie fatd de cele mentionate.

Studiul s-a desfasurat conform obligatiilor ce decurg din legislatia in vigoare, cu
avizul Comisiei de Eticda (numadrul 8406/12.04.2022). Informatiile colectate (din baza de
date interna, buletinele histopatologice arhivate, discutiile cu pacientii/apartinatorii) au fost
centralizate folosind Excel (versiunea 2401).

Probele tisulare au fost directionate catre Anatomie Patologicd din Laboratorul de
Bronhologie/Sectia de Chirurgie Toracica, alaturi de Fisa de insotire a materialului
biologic. Aceasta contine informatii obligatorii (date de identificare a pacientului, numarul
foii de observatie, diagnosticul si produsul trimis, medicul si sectia trimitatoare, data
interventiei medicale). Dupa 24 de ore de fixare in formol 10%, probele au fost examinate
macroscopic, notdndu-se numarul si dimensiunea pieselor si a leziunilor, culoarea si
consistenta acestora din urma, conturul circumscris sau imprecis, prezenta zonelor de
necroza/hemoragie, aspectul limitelor de rezectie si distanta dintre acestea si leziune.
Procesarea materialului biologic s-a efectuat automat, la histoprocesor, conform tehnicilor
standard. Deshidratarea s-a efectuat in solutii de etanol in concentratii crescande (de la
70% la 100%) si clarificarea in toluen. In urma includerii in parafini au rezultat blocuri ce
contin materialul de analizat, fiecare avand un numar unic de identificare. Acestea au fost
sectionate la microtom, rezultand sectiuni plane, transparente, de 3 microni, care au fost
colorate standard - hematoxilind eozind (HE). In acest proces s-au respectat o serie de
etape succesive, ce au inclus deparafinarea (benzen), hidratarea cu alcool, colorarea

propriu-zisa, spalarea cu apa distilata si clarificarea (toluen). Dupa montarea lamelelor,



cazurile au fost examinate microscopic (BX46 Olympus). Imaginile utilizate n acest

studiu au fost efectuate cu ajutorul camerei digitale atasate, Olympus SC50.

4. SINTEZA CAPITOLELOR

Lucrarea de fatd este structuratd in doua parti: generald (teoreticd) si speciald
(contributii personale).

Partea generald aduce in prim plan stadiul actual al cunostintelor stiintifice in
domeniul NSCLC si cuprinde doud capitole (1-2): Situatia epidemiologica si spectrul
morfologic al cancerului bronhopulmonar (capitolul 1) si Etiopatogeneza cancerului
bronhopulmonar (capitolul 2).

Partea speciala cuprinde cinci capitole (3-7): Ipoteza de lucru si obiectivele
generale (capitolul 3), Metodologia generala a cercetarii (capitolul 4), Studiul
epidemiologic si morfologic al carcinoamelor primitive bronhopulmonare. Aspecte privind
impactul pandemiei SARS-CoV?2 (capitolul 5), Studiul imunohistochimic si molecular al
carcinoamelor primitive bronhopulmonare (capitolul 6) si Studiul privind aspectele
morfologice cu implicatii prognostice in carcinoamele bronhopulmonare cu celula
scuamoasa (capitolul 7). Fiecare dintre capitolele 5-7 reprezinta cate o directie diferitd de
studiu.

Capitolul 5 este intitulat Studiul epidemiologic si morfologic al carcinoamelor
primitive bronhopulmonare. Aspecte privind impactul pandemiei SARS-CoV2.

Cercetarea este una retrospectiva, observationald, descriptivd si a inclus 1815
pacienti diagnosticati cu NSCLC 1n cadrul Sectiei de Anatomie Patologicd a IMN din
Bucuresti 1n perioada 01 ianuarie 2019 — 30 aprilie 2021.

Initial s-a efectuat o analizd comparativa a perioadei pre- si postpandemice, evaludnd
intregul lot de pacienti. Ulterior, cercetarea a fost divizatd in doua directii (A st B), in
functie de metoda de diagnostic, pentru a surprinde impactul neuniform al pandemiei
asupra diferitelor domenii ale sectorului medical. Directia A a studiului reprezintd o
analizd a cazurilor diagnosticate chirugical, iar directia B a cazurilor diagnosticate biopsic.

Cele mai multe NSCLC au fost diagnosticate la barbati (>70% din cazuri), intre 60-
69 de ani, tipul histopatologic dominant in intregul lot fiind reprezentat de ADK.

S-au reliefat provocari diagnostice ale acestei afectiuni, unele extrinseci - impactul

pandemiei de SARS-CoV2, iar altele intrinseci - identificarea unor aspecte morfologice



rare: carcinoame ce au contingente celulare ,,in inel cu pecete” sau celule clare, forme
pseudoangiosarcomatoase si acantolitice sau carcinoame neuroendocrine cu celuld mare

prezentand morfologie de tip carcinoid (Fig. 1-6).
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Figura 1. Citobloc din lichid pleural - celule mezoteliale, rare celule inflamatorii si

elemente neoplazice cu aspect in ,,inel cu pecete”; HE, 100x.

R SO 29 S OIRY e —
Figura 2. Citobloc din lichid pleural - celule neoplazice in ,,inel cu pecete” cu

reactie nucleara pozitiva pentru TTF1; IHC (TTF1), 200x.



Figura 4. ADK pulmonar cu fenotip pseudoangiosarcomatos, constituit din celule
neoplazice de talie mare, cu atipii nucleo-citoplasmatice moderate si decelarea

intracitoplasmatica de hematii (—); HE, 6000x.
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Figura 5. Plaman (stanga sus) remaniat prin proliferare tumorald (—) cu necroza

focala (), pattern organoid si formare de rozete (— ), HE, 40x.

Figura 6. Plamdn (—) cu leziuni de carcinom neuroendocrin cu celuld mare avand

morfologie de tip carcinoid (—); (4) reactie pozitiva pentru sinaptofizina si (B) Ki67 35%,
IHC (A - sinaptofizina si B - Ki67), 100x.

Pandemia de SARS-CoV2 a avut un impact semnificativ asupra
diagnosticarii NSCLC, asociindu-se cu o reducere cu 17% a numarului total de cazuri nou
diagnosticate in IMN. Cel mai mare impact a fost asupra domeniului chirurgical unde,
comparativ cu intervalul pre-pandemic, cazurile s-au Injumatatit (66,9% pre-pandemic
versus 33,1% pandemic) si au predominat interventiile limitate, atipice (46,26% pre-
pandemic versus 59,43% pandemic). Aceste modificari pot fi interpretate in contextul

restrictiilor epidemiologice si sanitare impuse, care au determinat reducerea interventiilor
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de amploare (ca duratd, complexitate, necesar de supraveghere intraspitaliceasca pre- si
postinterventionald).

Influenta s-a resimtit si in ceea ce priveste diagnosticul biopsic al cancerului
pulmonar, reducerea (cu 17%) fiind Insa mai putin semnificativa.

Minimul de cazuri de NSCLC diagnosticate a fost atins in luna aprilie a anului
2020, la debutul pandemiei. Variatia numerica a cazurilor a reflectat valurile pandemice,
masurile restrictive impuse, dar si panica generatd in randul populatiei de aparitia unui
virus cu patogeneza incomplet elucidata la acel moment.

S-a remarcat o scadere a diagnosticdrii cancerului pulmonar in randul pacientilor
varstnici, desi incidenta maxima s-a mentinut in categoria de varsta 60-69 de ani in ambele
perioade analizate, fara variatii dependente de modalitatea de diagnostic sau gen.

Pandemia de SARS-CoV2 s-a asociat cu o crestere a ponderii diagnosticului la femei
si indivizi expusi la fumat sau la alte noxe respiratorii. Acest aspect poate fi interpretat in
contextul 1n care afectiunile bronhopulmonare, frecvente la fumatori (bronsitd cronica +
emfizem/bronhopneumopatie cronica obstructivd, brongiectazii etc), au determinat o
adresabilitate mai crescuta la medic, simptomatologia respiratorie fiind exacerbatd de co-
existenta maladiei oncologice. De asemenea, simptomatologia NSCLC poate mima o
infectie SARS-CoV?2, intarziind astfel diagnosticul.

In contrast, a scizut diagnosticarea malignitatilor pulmonare in randul persoanelor
din mediul rural (34,31% pre-pandemic versus 29,58% pandemic; ¥2=4.510, p=0.034), cel
mai probabil 1n contextul unui acces mai dificil la serviciile medicale.

in ambele perioade analizate dimensiunile tumorale fost similare din punct de
vedere statistic, mai crescute la barbati. In timpul pandemiei insa s-au prezentat mai multi
pacienti avand tumori foarte voluminoase (125-150 mm), in timp ce in perioada pandemica
cea mai mare tumord a masurat 110 mm.

In ambele perioade analizate, cele mai multe leziuni au fost diagnosticate in stadiul
III (aproape jumatate din cazuri), urmate de stadiul II si mai rar de stadiul I. Desi in timpul
pandemiei s-a observat o scddere usoara a NSCLC in stadiul III si o crestere a celor in
stadiu II, diferentele nu au fost semnificative statistic.

In ambele intervale analizate, ADK au predominat pe piesele chirurgicale (mare
parte fiind non-mucinoase) si SCC pe piesele biopsice. Metoda de abord reflecta
localizarea (periferica versus centrald) a acestor tumori, in concordantd cu publicatiile

internationale, asa cum a fost descrisa in urma cu mult timp. Desi ponderea celor doua
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tipuri tumorale s-a schimbat, in prezent ADK fiind mai frecvent, localizarea acestora nu a
avut de suferit.

Analizand intregul lot de studiu, s-a observat un decalaj mic intre ponderea ADK
(40%) si SCC (38%), explicabila in contextul perturbarilor generate de pandemia SARS-
Cov2 (diagnosticarea mai crescutd a tumorilor cu localizare centrald, prin disponibilitatea
mai mare a metodelor bronhoscopice).

Capitolul 6 este intitulat Studiul imunohistochimic si molecular al carcinoamelor
primitive bronhopulmonare.

Analiza este una retrospectiva, observationald, descriptiva si a fost efectuatad pe un lot
de 245 de pacienti adulti, operati in IMN, in perioada 01 ianuarie 2019-31 decembrie 2021
si diagnosticati cu tipuri uzuale de NSCLC in Serviciul de Anatomie Patologica.

Testarea imunohistochimica s-a efectuat folosind PD-L1 (clona 22C3, Dako si
Ventana®), ALK (clona D5F3, Roche). Analiza moleculard pentru detectarea mutatiilor
EGFR a presupus extragerea ADN-ului cu ajutorul cobas® DNA Sample Preparation Kit
(Roche Diagnostics). Probele au fost analizate pentru detectia mutatiilor genetice cu
ajutorul cobas® EGFR Mutation Test v2 (Roche Diagnostics). Interpretarea rezultatelor s-a
facut utilizand cobas® 4800 software (Roche Diagnostics).

S-au testat suplimentar CD39 (clona EPR20627, Abcam) si CD73 (clona RM431,
Bio SB) pe un sublot de 32 de pacienti.

Analiza imunohistochimica si moleculara a cazurilor a evidentiat un impact
prognostic pozitiv al PD-L1, al mutatiilor EGFR si rearanjamentelor ALK, toate aceste
variabile fiind asociate cu o supravietuire mai ridicatd (supravietuire medie cu aproape 13
luni mai ridicatd in cazurile cu PD-L1 pozitiv sau mutatii EGFR si cu aproape 33 de luni
mai crescuta la pacientii cu rearanjamente ALK).

In lotul studiat, 38,77% dintre tumori au fost PD-L1 pozitive, acesta fiind asociat cu
o scadere de peste doud ori a hazardului de deces. Analizdnd ADK, din cele 61 de cazuri
PD-L1 pozitive, cele mai multe (n=27) au avut pattern solid, urmat de micropapilar (n=17).
Toate ADK lepidice au fost PD-L1 negative, iar cele papilare si acinare au fost
predominant negative.

11,83% din cazuri au prezentat mutatii ale genei EGFR, localizate cel mai frecvent
la nivelul exonilor 19 si 20. Detectia acestor anomalii genetice a fost asociatd cu o absenta
a expresiei PD-L1, cu exceptia a cinci cazuri (toate afectate de mutatii in exonul 19).

Mutatiile EGFR au fost asociate cu o diminuare de 2,31 ori a hazardului de deces.
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3,67 % din cazuri au avut rearanjamente ALK, asociate cu o scadere de 6,61 ori a
hazardului de deces.

S-a incercat identificarea de noi indicatori prognostici, CD39 si CD73, fard insa a
se evidentia o asociere semnificativa statistic Intre expresia imunohistochimica a acestora
si supravietuirea generald a pacientilor. Totusi, trebuie s mentionam faptul ca cercetarea
de fatd are o serie de limitari, generate de buget (care nu a permis evaluarea acestor
markeri pe o cohortd mai extinsd), precum si de caracterul retrospectiv si observational al
studiului.

Capitolul 7 este intitulat Studiul privind aspectele morfologice cu implicati
prognostice in carcinoamele bronhopulmonare cu celula scuamoasa.

Cercetarea este una retrospectiva, observationald, longitudinalda cu sectiune
transversala pe data de 1 iulie 2024, nerandomizata, efectuatd pe o cohortd de 130 de
pacienti adulti, operati pentru SCC invaziv primitiv bronhopulmonar, diagnosticati in
Serviciul de Anatomie Patologica al IMN in perioada 01 ianuarie 2015-31 decembrie 2021.

Dispozitia celulelor tumorale, indexul mitotic, STAS, ,budding”-ul tumoral,
stadializarea (pTNM), G si dimensiunea tumorii au fost asociate cu supravietuirea generald
a pacientilor diagnosticati cu aceasta patologie.

Hazardul de deces a fost de doud ori mai mare la tumorile care au prezentat STAS si
cu 40% mai mare la cele cu index mitotic fnalt (=15 mitoze/10 HPF) sau cu ,,budding”
tumoral.

Analizand dispozitia celulelor neoplazice atat in centru, cat si la periferia tumorii,
aceasta s-a corelat semnificativ statistic cu supravietuirea.

Identificarea In portiunea centrala a tumorii de celule neoplazice izolate a fost
asociatd cu un hazard de deces de aproape 3 ori mai mare fatd de dispozitia In insule
celulare mici (2-4 celule neoplazice) si de 6 ori mai mare fatd de dispozitia In insule
celulare mari (> 5 celule neoplazice). In mod similar, analizind periferia tumorala,
prezenta elementelor neoplazice izolate a fost asociatd cu un hazard de deces de doua ori
mai ridicat fatd de dispunerea in insule celulare mici si de aproape 3 ori mai ridicat fatd de
dispozitia n insule mari.

O alta variabila cu semnificatie statistica a fost pTNM, tumorile in stadiul III avand
un hazard de deces de 3,07 ori mai crescut decat cele in stadiul I, iar cele in stadiul II de
2,04 ori mai mare. Metastazele limfoganglionare au fost asociate cu o crestere a hazardului
de deces astfel: de 1,13 ori pentru tumorile pN1, de 1,56 ori pentru cele pN2, respectiv de

4,61 ori pentru cele pN3.
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Fatd de tumorile bine diferentiate, cele moderat diferentiate au avut un hazard de
deces de 1,44 ori mai mare, iar cele slab diferentiate de 2,64 ori mai ridicat.

Un factor obiectivabil macroscopic care a influentat supravietuirea a fost
dimensiunea tumorald, o crestere cu 1 cm a proliferdrii fiind corelata cu un hazard de deces
cu 16% mai mare.

In contrast, genul si vérsta pacientilor, desmoplazia stromald, keratinizarea, necroza
tumorald, nucleolii proeminenti si pleomorfismul nuclear nu s-au dovedit a avea valoare

prognostica 1n lotul studiat.

5. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Prima directie a studiului doctoral a fost reprezentatd de analiza epidemiologica si
morfologicd a NSCLC, incadrandu-le intr-un context spatial si temporal bine definite.

Evaluarea amanuntitd a malignitatilor pulmonare diagnosticate intr-un centru de
referintd pentru aceasta patologie din Romania a evidentiat faptul ca in lotul studiat cele
mai multe leziuni au fost ADK, aparute la barbati, in categoria de varsta 60-69 de ani,
fumatori. Toate caracteristicile urmadrite au fost in concordanta cu raportarile internationale.

Un caracter de noutate a fost adus de integrarea acestei evaluari in contextul
pandemiei de SARS-CoV2, cu atat mai mult cu cat rezultatele studiilor internationale sunt
extrem de heterogene. Pandemia s-a asociat cu o diminuare a numarului de cazuri nou
diagnosticate in IMN, minimul atingdndu-se in luna aprilie a anului 2020, la debutul
fenomenului. Sectorul chirurgical a fost cel mai puternic afectat, cazurile injumatatindu-se
si predominand interventiile limitate, atipice.

S-a remarcat o scadere a diagnosticarii cancerului pulmonar in randul pacientilor
varstnici, desi incidenta maxima s-a mentinut in intervalul 60-69 de ani in ambele perioade
analizate. Pacientii din mediul rural au fost, de asemenea, mai puternic afectati. In schimb,
a crescut ponderea diagnosticd a femeilor si celor expusi la fumat/noxe respiratorii.

Contrar asteptarilor, cazurile nu au fost mai avansate la diagnostic. Pandemia a
determinat o scadere usoard a NSCLC in stadiul III si o crestere a celor in stadiu II,
diferentele nu au fost Tnsa semnificative statistic.

Analizand intregul lot, cele mai multe tumori au fost ADK, diagnosticate mai
frecvent la femei, pe piesele chirurgicale; SCC au predominat la barbati, pe biopsii

(indiferent de perioada).
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Studiul a adus in atentie o serie de morfologii rare ale celor mai frecvente tipuri de
NSCLC, asociate cu un grad ridicat de complexitate diagnostica: contingetul celular clar
sau in ,,inel cu pecete”, aspectul pseudoangiosarcomatos sau acantolitic si morfologia de
tip carcinoid a carcinoamelor neuroendocrine cu celula mare. Conform cercetarilor, cazul
raportat in aceastd lucrare este primul ADK pseudoangiosarcomatos descris la nivel
pulmonar.

A doua directie a studiului doctoral a fost reprezentata de analiza imunohistochimica
si moleculara a NSCLC. Cercetarea a evidentiat o asociere intre supravietuirea pacientilor
si urmadtorii factori: PD-L1 pozitiv, prezenta mutatiilor EGFR si a rearanjamentelor ALK
(mentionate in ordine crescatoare a impactului).

PD-L1 pozitiv s-a asociat cu o scadere de peste doud ori a hazardului de deces si o
supravietuire medie cu 12,81 luni mai ridicatd. Un caracter de actualitate a fost corelarea
fenotipurile de grad 1nalt (solid si micropapilar).

In cazul tumorilor cu mutatii EGFR, exonii 19 si 21 au fost cel mai frecvent
implicati (in concordantd cu situatia descrisd la nivel international). Acestea au fost
asociate cu o diminuare de 2,31 ori a hazardului de deces si o supravietuire medie cu
aproape 13 luni mai mare. Toate tumorile cu mutatie EGFR au fost PD-L1 negative, cu
exceptia a cinci cazuri, toate avand afectat exonul 19.

Rearanjamentele ALK au fost asociate cu o scadere de 6,61 ori a hazardului de deces
si o supravietuirea medie cu aproape 33 de luni mai indelungata.

O altda directie de actualitate a fost incercarea de a identifica noi indicatori
prognostici in NSCLC, prin analiza CD39 si CD73 la nivel tumoral. Desi au existat variatii
de expresie, nu s-au decelat corelatii semnificative statistic cu supravietuirea sau cu alte
aspecte morfologice sau moleculare.

A treia directiec a studiului doctoral a fost reprezentatd de analiza factorilor
morfologici cu implicatii prognostice in SCC.

Dispozitia celulelor neoplazice, indexul mitotic, STAS, ,,budding”-ul tumoral,
pTNM, G, dimensiunea tumorald au influentat supravietuirea generala.

Hazardul de deces a fost de doua ori mai mare la tumorile cu STAS prezent si cu
40% mai mare la cele cu index mitotic inalt sau cu ,,budding” tumoral. Identificarea in
centrul tumorii de celule neoplazice izolate a fost asociatd cu un hazard de deces de
aproape 3 ori mai mare fatd de dispozitia in insule celulare mici si de 6 ori mai mare fata

de dispozitia 1n insule celulare mari. In mod similar, analizand periferia tumorala, prezenta
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elementelor neoplazice izolate a fost asociata cu un hazard de deces de doud ori mai ridicat
fatd de dispunerea in insule celulare mici si de aproape 3 ori mai ridicat fatd de dispozitia
in insule mari.

Tumorile in stadiul III au avut un hazard de deces de 2,37 ori mai crescut decét cele
in stadiul I. Metastazele limfoganglionare au fost asociate cu o crestere a hazardului de
deces: de 1,13 ori pentru tumorile pN1, de 1,56 ori pentru pN2 si de 4,61 ori pentru pN3.

Fata de tumorile G1, cele G2 au avut un hazard de deces de 1,44 ori mai mare, iar
cele G3 de 2,64 ori mai ridicat. Dimensiunea tumorald a influentat si ea supravietuirea, o
crestere cu 1 cm a proliferarii fiind corelatd cu un hazard de deces cu 16% mai mare.

Caracterul inovator al cercetdrii a constat in analiza morfologiei SCC, prin prisma
implicatiilor prognostice ale acestora. In prezentul studiu, nu s-a decelat un rol prognostic
al urmatoarelor variabile: genul, varsta, desmoplazia stromald, keratinizarea, necroza
tumorala, nucleolii proeminenti sau pleomorfismul nuclear.

Limitarile acestei cercetari au fost atdt de natura financiard, cat si metodologica,
generate de tipul de studiu (retrospectiv, observational, descriptiv). Bugetul restrans a
limitat testarea reactiei imunohistochimice a CD39 si CD73 pe un numar redus de cazuri,
nepermitand astfel o evaluare extensiva, din care sa poatd fi extrase concluzii pertinente.
Studiul a evidentiat asocieri semnificative statistic intre anumiti parametri, fara insa a putea
stabili relatii de cauzalitate (studiu observational). De asemenea, natura retrospectiva a
cercetarii a determinat limitari legate de accesibilitatea informatiilor disponibile.

O problema rdmasa nerezolvatd o reprezintd evaluarea valorii prognostice a CD39 si
CD73, studiul de fatd nedovedind o corelatie intre expresia imunohistochimica a acestora
si supravietuirea pacientilor. Aceasta este una dintre directiile in care cercetarea ar putea fi
continuatd, prin analiza unor cohorte extinse de pacienti si, eventual prin corelarea cu alte
variabile (infiltratul inflamator peri- si intratumoral, valoarea serica a proteinei C reactive).

De asemenea, decelarea altor indicatori cu valoare predictivd si prognosticd ar
reprezenta un pas important Tn managementul pacientului cu cancer pulmonar.

Alte potentiale directii de cercetare pot fi crearea unui sistem standardizat, obiectiv,
de gradare a SCC, precum si integrarea inteligentei artificiale in diagnosticul acestor
malignitdti. De asemenea, co-infectiile pulmonare asociate NSCLC reprezintd o laturd ce
necesitd explorare suplimentard, putand determina fenotipuri atipice ale tumorilor si

temporizarea tratamentului patologiei oncologice (exemplu: tuberculoza).
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