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INTRODUCERE

Cancerul laringian reprezintd unul dintre cele mai comune neoplasme de cap-gat si este
unul dintre putinele afectiuni oncologice la care ratele de suparvietuire la 5 ani au scazut in
ultimii 40 de ani de la aproximativ 66% la 63%, desi incidenta a scazut de asemenea. Rezultatele
tratamentului carcinoamelor laringiene raman modeste la nivel global, ratele incidentei globale
la 5 ani fiind in 2018 de 154977 de cazuri la barbati si 22455 de cazuri la femei. Tot Tn 2018 s-
au inregistrat 81806 decese la sexul masculin si 12965 de decese la sexul feminin, conform
datelor publicate de GLOBOCAN [1-5].

Carcinogeneza este un proces multifactorial care nu a fost pe deplin elucidat, iar rolul
sistemului imun in etiopatogeneza si progresia tumorilor maligne reprezintd la ora actuald un
topic de interes primordial. Acest aspect a fost deja studiat in multe tipuri de tumori solide, ceea
ce a avut ca rezultat introducerea in terapie a unor droguri cu actiune imunomodulatoare si/sau
imunostimulatoare.

Teoria controlului imunologic/supravegherii imunologice atribuie roluri specifice
pentru diferite tipuri de populatii celulare inflamatorii (neutrofile, macrofage si limfocite) de a
induce un mediu cu citokine care favorizeaza aparitia raspunsului inflamator cronic tipic
afectiunilor tumorale, In timp ce alte populatii celulare de tipul celulelor natural killer NK,
limfocitele CD8+ si factorii raspunsului citotoxic major reprezinta supresori ai populatiilor
celulare tumorale. Printre mediatorii imuni inhibitori, calea receptorului PD-1 si ai liganzilor
sai — PD-L1/PD-L2 joacd un rol important in inducerea si mentinerea in periferie a unei
tolerante imunologice si in mentinerea stabilitatii si integritatii limfocitului T. De asememea,
aceasta cale mediazd semnale potential inhibitorii pentru a mpiedica proliferarea si
functionarea celulelor T efectorii, avand efecte nefavorabile asupra imunitétii antivirale si
antitumorale.

Studiile efectuate pana in prezent asupra microclimatului imun tumoral pe diferite tipuri
de tumori au evidentiat rolul prognostic al diferitelor componente ce alcatuiesc acest
micromediu (nivelul limfocitelor CD3, CD4, CD8), dar si rolul prognostic al expresiei PD-L1,
existand studii si pe cancerele laringiene, insa cu rezultate contradictorii.

Ideea initiala a acestui studiu a pornit de la rolul infectiei Human Papilloma Virus (HPV)
in carcinogeneza la nivelul laringelui si corelarea acesteia cu expresia proteinei pl6, Insa
studiile efectuate pe cohorte mari de pacienti au aratat cd procentul tumorilor maligne laringiene

asociate cu infectia virala este unul redus. Carcinoamele laringiene sunt parte a cancerelor de
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cap-gat, iar asupra acestora din urma s-au efectuat numeroase studii legate de micromediul imun
si de expresia PD-L1, lucru care mi-a atras atentia. In studiul actual am analizat micromediul
imun 1n carcinoamele laringiene prin intermediul examenului imunohistochimic cu ajutorul
markerilor CD3, CD4, CDS, pl6, dar si expresia PD-L1 corelata cu nivelul limfocitelor CDS.
Cazuistica apartine Spitalului Clinic Judetean de Urgentd ”Sf. Apostol Andrei” Constanta.
Lucrarea este structuratd in doud parti, cu 9 capitole, primele 5 reprezentand stadiul
actual al cunoasterii, iar ultimele 4 contributiile personale.
Stadiul actual al cunoasterii
In primul capitol al lucririi am trecut in revista date despre embriologie, anatomia si
fiziologia laringelui, aspectele histologice, iar in capitolul al 2-lea am adus date despre
epidemiologia cancerului laringian si am abordat factorii etiologici. in capitolul al 3-lea am
abordat clasificarea actualizatd OMS a carcinoamelor laringiene si clasificarea pTNM, dar si
aspectele histopatologice ale carcinoamelor laringiene, cu accent pe carcinoamele scuamoase
conventionale si pe variantele morfologice ale acestora. Am descris aspectele in coloratie
uzuala, aspectele imunohistochimice si diagnosticul diferential. Capitolul al 4-lea cuprinde date
despre microclimatul imun tumoral, cu accent pe componenta celulard, in special limfocitele
stromale si importanta actuald a PD-L1, legatura cancer laringian-etiologia virala HPV si relatia
dintre expresia p16 si infectia HPV in carcinoamele laringiene. Ultima parte (capitolul al 5-lea)
din stadiul actual al cunoasterii evidentiaza rolul actual al patologiei digitale in diagnosticul
curent al tumorilor laringiene.
Contributii personale
Scopul studiului actual constd in corelarea aspectelor clinico-morfopatologice cu
microclimatul imun, prin limfocitele stromale evaluate cu ajutorul markerilor CD3, CD4 si CD8
si cu expresia PD-L1 in carcinoamele laringiene.
Obiectivele studiului doctoral :
e analiza clinico-morfopatologica a cazurilor studiate.
e analiza microclimatului imun tumoral in CL cu ajutorul expresiei markerilor CD3,
CD4, CD8, p16 si PD-L1, dar corelatia claselor TIME cu factorii morfo-patologici.
e analiza statistica a datelor obtinute .
MATERIAL SI METODA
Cercetarea pentru studiul doctoral s-a bazat pe analiza retrospectiva a tumorilor
laringiene biopsiate/operate in clinica ORL a Spitalului Clinic de Urgenta “Sf. Apostol Andrei”
Constanta, pe o perioadd de 9 ani (01.01.2011-31.12.2019), cu diagnostic histopatologic in

Serviciul Clinic de Anatomie Patologica Constanta. Registrul unic de inregistrare din cadrul
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serviciului de anatomie patologica si baza de date informatizata a spitalului au constituit sursele
din care au fost extrase datele clinice ale pacientilor (varstd, sex, sediul tumorilor, data
diagnosticului, tratamentul ulterior), informatiile anatomopatologice (tipul specimenului
chirurgical — biopsie, laringectomie cu sau fara disectie ganglionara regionald), diagnostic
anatomopatologic, gradul tumoral, stadializarea pTNM si evolutia ulterioard la cazurile care
au putut fi urmarite.

In perioada luati in studiu au fost diagnosticate si tratate 404 cazuri de leziuni si tumori
maligne laringiene, din care 370 de biopsii si 34 laringectomii. Dintre acestea am selectat un
lot de 76 de biopsii, pentru care am realizat examenul imunohistochimic pentru biomarkerii
luati 1n studiu si de asemenea un lot de 23 de cazuri laringectomii pentru care s-a efectuat PD-
L1 st CD8 si, de asemenea, incadrarea in clasele TIME. Pentru acest lot s-a putut efectua
urmarirea pe o perioada de minim 12 luni, pentru a putea determina daca prognosticul pe termen
scurt al acestor tumori este influentat de componenta microclimatului imun si de expresia PD-
L1.

Dupa prelucrarea pieselor examinate, a urmat evaluarea microscopicd, finalizata cu
elaborarea raportului histopatologic care a inclus elementele obligatorii si suplimentare,
necesare evaluarii cat mai amanuntite a leziunii tumorale [6-7].

Examenul imunohistochimic Imunocolorarea s-a efectuat pe aparat de
imunohistochimie complet automat Ventana BenchMark GX Automated system, cu anticorpi
anterior validati CD3, CD4, CD8, p16 si PD-L1.

Cuantificarea expresiei imunomarkerilor CD3, CD4 si CDS8 s-a realizat dupa scanarea
lamelor cu ajutorul scanerului s-a realizat dupa scanarea la scanerul HURON Tissuescope
4000x (CEDMOG Constanta-Centrul de Cercetare Dezvoltare pentru Studiul Morfologic si
Genetic in Patologia Malignd). Imaginile au fost interpretate apoi cu ajutorul programului de
cuantificare digitala QuPath, un program dezvoltat de Peter BankHead, in anul 2017, program

care mi-a permis numirarea limfocitelor pozitive pe mm?[8].

Anticorpi | Valoare cut-off¥10>’mm? | Nivel scazut | Nivel ridicat
CD3 5,7 0< 5,7 5,7
CD4 4,3 0<43 >43
CDS 3.6 0< 3,6 > 3,6

Tabel nr. 11. Valorile cut-off ale anticorpilor
Tabel nr. 12. Clasificarea TIME in functie de expresia PD-L1 si nivelul TIL[14].
I II III v
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PD-L1 negativ PD-L1 pozitiv PD-L1 negativ PD-L1pozitiv
TIL negativ/nivel TILpozitiv/nivel TILpozitiv/nivel TILnegativ/nivel
scazut crescut crescut scazut
Ignoranta Rezistenta Toleranta Inductie intrinseca
imunologica adaptativa

Cuantificarea PD-L1 in cancerul de cap-gat, inclusiv laringe

Expresia PD-L1 se cuantifica cu ajutorul scorului pozitiv combinat (CPS), care
reprezintd numarul de celule pozitive PD-L1 (celule tumorale, limfocite si macrofage)
impartite la numarul total de celule viabile, multiplizat cu 100. Desi rezultatul poate depasi 100,
scorul maxim este definit ca CPS 100. Formula dupa care se calculeaza CPS:

CPS = #celule pozitive x 100

Nr. Total de celule viabile
Celule pozitive = celule tumorale, limfocite, macrofage
pl6: Interpretarea coloratiei: CINtec pl6 histology este o coloratie nucleard si
citoplasmatica. pl6 a fost considerat pozitiv daca mai mult de 70% din celulele tumorale au
avut reactie nucleara pozitivd moderatd sau intensa [15].
Prelucrarea statistica a datelor clinice, morfopatologice si imunohistochimice au fost
introduse si analizate in baza electronica de date a platformei SPPSS (Pachet Statistic pentru

Stiinte Sociale, din engleza — Statistical Package for the Social Sciences).

REZULTATE SI DISCUTII PE BAZA STUDIULUI CLINICO-MORFOLOGIC
Si IMUNOHISTOCHIMIC

Rezultate si discutii pe baza studiului clinico-morfopatologic

In perioada 01.01.2011-31.12.2019, in cadrul Servicului Clinic de Anatomie Patologica
al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf. Apostol Andrei,, Constanta au fost diagnosticati
404 pacienti, de ambele sexe, cu leziuni laringiene preneoplazice si maligne, toti beneficiind in
prealabil de internare si tratament chirurgical minim sau rezectii in Clinica ORL a spitalului
nostru, apoi de examen anatomopatologic complet. Acestea au predominat la sexul masculin,
inregistrandu-se un numar de 367 cazuri, la sexul feminin in numar de 37. Dintre acestea 58 au
fost leziuni premaligne si 346 carcinoame invazive, ultimele incluzand si variantele de SCC
diagnosticate: 7 cazuri de SCC bazaloid, 2 cazuri de SCC verucos, 3 de SCC papilar, 3 de SCC,

3 de SCC cu celule fusiforme si 1 caz de carcinom adenoscuamos. La barbati s-au diagnosticat
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367 leziuni, dintre care 50 (13,62%) leziuni premaligne si 317 (86,37%) carcinoame invazive,
iar la femei 37 de leziuni, din care 7 (18,91%) premaligne si 30 carcinoame invazive (81,08%).
Pe baza criteriilor de eligibilitate, in studiul meu am inclus 99 de cazuri, dintre care 76 biopsii
si 23 laringectomii totale. Precizez faptul ca, dintre cele 404 cazuri in total, 370 au fost
fragmente bioptice si 34 laringectomii totale. In cazul laringectomiilor totale, nu toate au putut
beneficia de follow-up. Procentual, la femei s-au inregistrat 9,2% (37 de cazuri), iar la barbati
90,8% (367 de cazuri). Ceea ce se evidentiazd din grafic este o oscilare a numarului de cazuri
la barbati de-a lungul perioadei de studiu, dar si cresterea numarului de cazuri la femei, cu un
varf in 2019, probabil datoritda schimbarii comportamentelor la femei, in sensul cresterii
consumului de alcool si de tutun, asa cum au aratat si alte studii[17]. Cel mai tanar pacient a

avut 33 de ani (0,2%), iar cei mai varstnici 85 de ani (3 pacienti, 0,7%).

Au predominat SCC conventionale, fapt evidentiat si de alte studii din tara noastra [18].
Celelalte tipuri de SCC au fost mult mai rare, dintre acestea cel mai frecvent fiind SCC bazaloid

(9 cazuri) si cel mai rar SCC adenoscuamos cu un singur caz.

Din punct de vedere histopatologic, din totalul de 346 de carcinoame diagnosticate,
predominante au fost SCC, din care la sexul masculin 91,77%, SCC bazaloid, predominant tot
la barbati (77,8%, 7 cazuri din 9 diagnosticate). Celelalate variante — verucos, papilar, fusiform,
adenoscuamos au fost mult mai rare si toate diagnosticate la sexul masculin, variind intre unul
si 3 cazuri fiecare. Varsta medie a pacientilor a fost de 60,59+8,38, la femei fiind de 59,37 de
ani, iar la barbati usor mai crescutd, de 60,70 de ani. Testul Chi-Patrat a aratat o legatura directa
intre simptomatologie si localizare, conforme cu rezultatele altor studii [19], valoarea lui fiind

de 0,01 (<0,05).

Rezultate si discutii pe baza studiului imunohistochimic

Evaluarea microclimatului imun pe baza markerilor CD3, CD4, CDS8 si p16

In studiul actual, nivelul limfocitelor CD3+ este definit ca scizut la valoare mai mica de
5,7%10*/mm? si inalt la valori ce depasesc 5,7*10*mm?, nivelul CD4+ este scizut la valori sub
4.3%10*/mm?> si crescut la valori peste 4,3* 10%/mm?, iar valoarea cut-off a CD8+ este

3,6%10%/mm?>.
Clasificarea cazurilor in functie de nivelul anticorpilor (scor dihotomizat in functie de
valoarea medie a limfocitelor/mm?).
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Markeri TIL CD3 CD4 CDS8
Scor IHC dihotomizat | <5,7> | <4,3>|<3,6>

Scor scazut 59 57 31

Scor crescut 17 19 45

Total 76 76 76

in studiul actual, din cele 76 de cazuri luate in studiu, 59 de cazuri (77,6%) au avut nivel
CD3 scazut, si 17 cazuri (22,36%) nivel ridicat, rezultate asemanatoare cu cele ale lui
Balermpas si colab [26]. In ceea ce priveste repartitia pe grade de diferentiere, analiza statistic
de tip crosstabulation a aratat ca din cele 59 de cazuri (77,6%) cu nivel CD3 scazut, cel mai
mare procent a apartinut SCC G2, iar din cele 17 cazuri cu nivel ridicat (22,4%), cel mai mare
procent a apartinut SCC G3, fard sa existe o asociere semnificativ statistica (testul chi-patrat:
(df2) = 2; p=0,316).

Repartitia pe varste a CD3 avut nivel ridicat in 17 cazuri, din care 8 cazuri sub 60 de ani
s1 9 cazuri peste 60 de ani, iar nivel scazut in 59 de cazuri, din care 24 sub 60 de ani, rezultate
care se coreleaza cu cele ale studiului lui Balermpas [26]. Varsta de 60 de ani a fost considerata
punct de cut-off, intrucat sunt studii care au evidentiat ca poate fi un factor prognostic
independent pentru supravietuirea fara evenimente atat in cancerul de cap-gat cat si in cancerul
laringian [27]. De asemenea, raportul trombocite-limfocite este mai scazut la pacientii de peste
60 de ani, conform studiilor recente care investigheaza microclimatul inflamator si pe baza
elementelor sangvine periferice [28].

De asemenea, s-a remarcat un nivel crescut al CD3 in 13 cazuri la barbati, comparativ
cu numai 4 cazuri la femei, pe cdnd nivelul scazut al CD3 s-a remarcat la 55 de barbati si numai
4 femei. Analiza statistica a relevat o asociere semnificativ statistica intre cei 2 parametri, testul
v*(df2) = 0,047, intre cei 2 parametri existind o corelatie negativi (corelatia Spearman Ry=-
0,227, p<0,05). Acest rezultat nu se suprapune peste datele altor studii din literatura [26,29].
Relatia dintre CD3 si localizarea tumorald evidentiaza originea predominant gloticd pentru
cazurile CD3 crescut (15 cazuri, 88,23%), urmatd de cea supragloticd (2 cazuri, 11,77%), iar
comportamentul cu privire la factorii de risc aratd ca din cei 76 pacienti, 59 au fost fumatori
(fumat intens si moderat) si numai 8 au fost nefumatori. Dintre cei fumatori, 12 au prezentat
expresie CD3 crescuta (85,3%), iar dintre nefumatori numai 2 (25%). Nu a fost identificatd
nicio asociere semnificativ statisticd intre acesti parametri. Stadiul clinic initial a fost T1-T2
pentru 18 cazuri si avansat T3-T4 pentru 36 de cazuri. Dintre cele T1-T2, 12 cazuri (66,66%)
au fost CD3 scazut, iar 6 cazuri (33,33%) CD3 crescut. lar intre cazurile de stadiu avansat, 29

(80,55%) au fost CD3 scazut si numai 7 (19,44%) CD3 crescut.
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Metastazele ganglionare s-au incadrat in stadiul NO-N1 1n 15 cazuri, N2a-N2b in 8
cazuri si N2¢-N3 in numai 5 cazuri. Expresia CD3 a fost crescutd in 5 cazuri (62,5%) NO-N1,
in 2 cazuri (25%) N2a-N2b si numai 1 caz (12,5%) N2¢-N3. Intre expresia CD3 si factorii
clinici nu au existat corelatii semnificativ statistice, rezultate care se suprapun peste studiul din
2017 al lui Karpathiou [30]. Acest studiu a demonstrat cd nivelul crescut al limfocitelor CD3+
se asociaza cu o mai bund supravietuire generala, iar impactul prognostic este puternic pentru
limfocitele din compartimentul stromal comparativ cu cele din compartimentul frontului
tumoral. Infiltrarea cu limfocite CD3+ a fost studiata ca factor de prognostic in serii mici de
cazuri de carcinoma scuamos de cap-gat, iar rezultatele au fost extrem de variabile Intrucat
unele studii le-au evidentiat ca un factor de prognostic pozitiv [31], iar altele nu au evidentiat
nicio corelatie cu supravietuirea . In studiul lui Balermpas din 2016, studiu efectuat pe o cohorti
de 161 de pacienti, nivelul CD3 crescut a fost factor de prognostic pozitiv [32].

Expresia CD4 a fost scdzuta in 57 de cazuri (75%) si crescutd in 19 cazuri (25%), iar
repartitia pe grade de diferentiere a evidentiat cele mai multe cazuri CD4 scazut in categoria
SCC G2, iar cele mai multe CD4 crescut in categoria SCC G3, rezultate neconcordante cu
studiul lui Balermpas [26], care aratd nsa o asociere semnificativa statistic intre cele doua
variabile, cu o corelatie pozitiva intre cei doi parametri, valoarea testului ¥*(df2) = 6,350;
p=0,012), iar corelatia Sperman R avand valoarea 0,288.

In ceea ce priveste varsta, cele mai numeroase cazuri CD4+ crescut au fost la pacienti
peste 60 de ani, astfel ca din cele 19 cazuri, 12 (63,15%) au apartinut pacientilor din decada a
7-a si numai 7 cazuri (36,85%) pacientilor sub 60 de ani. CD4 a inregistrat un nivel crescut in
studiul nostru in 19 cazuri, din care 18 la barbati si numai unul la femei, iar dintre cazurile cu
nivel scazut majoritatea au apartinut sexului masculin, statistica de corelatie neevidentiind nicio
corelatie semnificativ statisticd, testul y*(df2) = 0,338. Localizarea corelati cu nivelul
limfocitelor CD4 nu a evidentiat nicio asociere semnificativ statistica, aspect superpozabil cu
alte studii [26], cele mai multe cazuri cu nivel CD4+ crescut fiind localizate la nivel glotic (17
cazuri, 94,44%). Factorii de risc, fumatul si consumul de alcool nu s-au corelat semnificativ
statistic cu nivelul CD4+, asemdnator cu alte studii [30]. Astfel, toti pacientii a fost fumatori
(14 cazuri, 100%) si 17 (100%) din au negat consumul de alcool sau au declarat consum
moderat, niciunul cu consum ridicat.

In studiul actual, cele mai multe tumori au fost in stadii avansate T3-T4, iar dintre cele
11 cazuri cu nivelul limfocitelor CD4+ crescut, au fost incadrate in stadia avansate 5 cazuri
(45,45%) . Iar metastaze ganglionare stadiul N2¢c-N3 au prezentat numai 2 cazuri din 5 cu nivel

CD4+ crescut (40%). Sunt studii care arata ca nivelul crescut al CD4+ nu afecteaza prognosticul
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pacientului, dar se coreleaza cu absenta metastazelor la distantd [33]. Limfocitele T CD4+
impreund cu celulele dendritice ofera suport raspunsului celulelor T citotoxice si ajutd alte
celule citotoxice ale sistemului imun, ca celulelor NK si macrofagelor [34].

Expresia CD8 a fost scazuta (73,76) in 31 (41%) din cazuri si crescutd n 45 (59%) din
cazuri, iar analiza statistica a aratat ca 76,08% din cazuri au expresia CDS8 crescut si grad de
diferentiere G1-G2 (35 de cazuri), iar 16 cazuri (21,05%) sunt carcinoame slab diferentiate G3
si nivel crescut CD8. Nu existi corelatie intre cele doud variabile, testul x*(df2) = 0,485.

Expresia crescuta a CDS8 a predominat la pacientii de peste 60 de ani (32 de cazuri,
71,11%) si interesant este faptul cd majoritatea cazurilor au avut un nivel crescut CD8 (45 fata
de numai 31 de cazuri cu CD8 scazut). Analiza statistica de tip crosstabulation nu a evidentiat
nicio corelatie semnificativ statistica. Diferentele corelate cu decadele de varsta au indicat
faptul ca odata cu Inaintarea in varsta se modificd harta microclimatului imun al pacientilor,
ceea ce influenteaza raspunsul antitumoral al acestora si raspunsul la tratament [35].

CD8 a prezentat un nivel ridicat in 51 de cazuri, din care 48 la barbati (94,11%) si numai
3 la femei (5,89%), numarul cazurilor cu CD8 de nivel scazut fiind mult mai mic. Se remarca
faptul ca numarul de cazuri CD8 crescut depaseste cu mult numarul cazurilor CD3 si CD4
crescut, statistic neexistand o asociere semnificativa intre parametri. Datele nu se suprapun
peste cele din literaturd [26]. Tumorile infiltrate cu un nivel crescut de limfocite T CD8+ au
fost localizate predominant la nivel glotic (45 cazuri, 88,23%) si numai 6 la nivel supraglottic
(11,77%).

Nivelul crescut al limfocitelor CD8+ (Fig. 84) predomina la pacienti fumatori - 39 cazuri
(88,63%), nefumatorii fiind numai 5 cazuri (11,36%). De asemenea, 4 pacienti (9.09%) sunt
consumatori de alcool in cantitate crescuta, restul de 45 cazuri (91,83%) fiind consumatori de
cantitdti moderate. In ceea ce priveste stadiul clinic pT, 24 de cazuri (68,57%) au prezentat
nivel al limfocitelor CD8+ crescut si stadiu avansat T3-T4, iar 11 cazuri (31,42%) stadii
timpurii T1-T2. Metastazele ganglionare N1 sau NO au predominat in tumorile cu nivel ridicat
CD8+ (13 cazuri, 72,22%).

In studiul actual, in ceea ce priveste localizarea tumorali si markerii studiati, se observa
ca toti cei 3 markeri CD3, CD4 si CD8 au inregistrat un numar crescut de cazuri cu nivelul
crescut pentru localizarea glotica, iar cele mai putine pentru localizarea subgloticd. Analiza
statistica nu a evidentiat o asociere semnificativ statistica intre cei 2 parametri.

Coreland stadiul clinic initial cu nivelul markerilor CD s-a constatat ca nivelul crescut

al acestora se Inregistreaza pentru stadiul tumoral avansat, pentru fiecare marker in parte. Astfel,
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din 18 cazuri T1-T2, 6 dintre ele au fost CD3 si CD4 nivel crescut si 11 nivel CD8 crescut.
Testul chi-pétrat nu a indicat nicio asociere semnificativa statistic.

Stadiul N clinic initial dominant a fost NO-N1 (15 cazuri), urmat de N2a-2b (8 cazuri)

si N2¢-N3 cu numai 5 cazuri. Pentru cazurile NO-N1, CD8 crescut a predominat (13 cazuri din
15), in timp ce ceilalti 2 markeri CD3 si CD4 au inregistrat un nivel crescut in 5, si respective
2 cazuri. Pentru stadiile N2a-2b si N2¢-N3, CD3 si CD4 au avut nivel scazut dominant. Aceste
date se suprapun partial peste cele din literatura [26]. Sunt studii care arata ca tumorile infiltrate
cu numeroase linfocite T au un prognostic mai bun comparativ cu pacientii ale caror tumori
sunt lipsite de limfocitele T in numar crescut [30]. Ca si in studiul nostru, nici in cel al lui
Karpathiou (2017), CD3 si CD8 nu s-au corelat cu multi factori clinici sau histologici
(localizare, T, N, grade histologice de diferentiere, factori de risc, varsta, sex). Acest aspect
sugereazd cd raspunsul imun CD3 si CDS8 este mai degraba o caracteristicd constitutiva,
independenta de trasaturile clinicohistologice tumorale cunoscute. Totusi, In studiul actual CD4
s-a corelat semnificativ statistic cu gradul de diferentiere (p=0,012), iar CD3 cu sexul
pacientului (p=0,047). Karpathiou a evidentiat si faptul cd densitatea crescuta a limfocitelor
CD4+ s-au asociat cu absenta metastazelor la distanta [30].
Affara si colab au studiat CD3 1n asociere cu CD20 si CD163, evidentiind o legdtura intre
reactia T-limfocitard si limfocitele B si macrophage. Datele experimentale pe carcinoamele
scuamoase sugereaza ca limfocitele B promoveaza cresterea tumorald in special in displazii si
ca anticorpii monoclonali anti-CD20 cresc responsivitatea la chemoterapie. Acest din urma
effect necesita actiune a macrofagelor si limfocitelor CD8 [36].

p16 a fost pozitiv in 17 (22,3%) cazuri si negativ In 59 (77,63%) de cazuri, 12 cazuri
(70,58%) pl6 pozitiv inregistrandu-se la categoria de varsta sub 60 de ani si numai 5 cazuri
(29,42%) la peste 60 de ani. Repartitia pe sexe cuprinde 15 cazuri la sexul masculin (88,23%)
si 2 cazuri la sexul feminin (18,75%). Localizarea a fost predominant glotica (13 cazuri,
81,25%), la nivel supraglotic fiind localizate numai 3 cazuri (17,64%), iar subglotic numai 1
caz (5,88%). Aceste rezultate difera de studiul recent din 2019 [37] al lui Dogantemur si colab.,
in care majoritatea cazurilor p16 pozitive au fost localizate la nivel supraglotic.

Din cele 17 cazuri p16 pozitive , 10 au fost slab diferentiate G3 (58,8%), iar 7 (41,17%)
au fost bine si moderat diferentiate G1-G2.

13 cazuri (81,25%) pl6 pozitive au fost depistate la pacienti fumadtori, si 15 cazuri
(88,23%) la pacienti care nu sunt consumatori de alcool sau cu consum moderat. Rezultatele se
coreleaza partial cu cele ale altor studii ale expresiei p16 [38]. Analiza statistica a evidentiat o

asociere semnificativ statisticd numai 1n cazul gradului de diferentiere, testul Xz(df2) = 5,89,
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p=0,015 <0,05, intre cei 2 parametri existdnd o corelatie negativa, indicele Spearman Rs = -

278.

Evaluarea microclimatului imun pe baza markerilor CD8 si PD-L1.

in lotul pentru studiul TIL CD8+ corelate cu expresia PD-L1 au fost incluse 23 de cazuri
de carcinoame scuamoase laringiene (laringectomii totale) care au prezentat criteriile de
eligibilitate. Caracteristicile clinico-patologice ale cazurilor analizate sunt prezentate mai jos.

Dintre acestea, frecventa mai mare au avut-o carcinoamele la pacienti peste 60 de ani
(56%), de sex masculin in proportie de 96%. Media de varsta a fost de 61,48+4,42. Localizarea
predominantd a fost cea gloticd (61%), urmatd de transglotica (17%) si infraglotica (13%).
Localizarea supraglotica a fost cea mai rard (9%). Disfonia a fost cel mai frecvent simptom
(78%), iar fumatorii cu peste 40 de tigarete/zi au Inregistrat 43% din cazuri, iar nefumatorii
57%. Din punct de vedere al gradului de diferentiere au predominat carcinoamele moderat
diferentiate G2 cu 61% din cazuri, urmate de cele slab diferentiate G3 cu 30%, restul fiind bine
diferentiate G1 (9%). 57% dintre carcinoamele studiate au fost diagnosticate in stadii incipiente
T1-T2, restul de 43% 1n stadii avansate T3-T4.

Corelatiile densitatii CD8+ cu caracteristicile clinico-patologice

Toate cazurile incluse in grupul al 2-lea de studiu au beneficiat de cuantificarea
limfocitelor TIL CD8+ cu ajutorul programului de cuantificare digitala QuPath, care a permis
numirarea limfocitelor pe mm?, pe 3 arii pentru fiecare caz in parte, peritumoral si stromal.
Numadrul mediu a constituit puncul cut-off, fatd de care am stabilit nivelul scdzut si crescut al
limfocitelor CD8+ [39].

In studiul actual, majoritatea cazurilor au prezentat nivel CD8+ crescut (15 cazuri,
65,21%), predominant la pacienti peste 60 de ani, toti de sex masculin. La pacientii sub 60 de
ani (unde se Incadreaza si singurul pacient de sex feminin), numarul de cazuri cu CD8+ crescut
a fost egal cu cel al cazurilor CD8+ scazut (5 cazuri, 21,73%). Din cele 15 cazuri CD8+ crescut,
cea mai mare pondere este reprezentatd de SCC G1-G2 (11 cazuri, 47,82%), comparativ cu
numai 4 cazuri (17,39%) de SCC G3. Desi analiza statisticd nu a evidentiat o asociere
semnficativd statistic, este de mentionat ca nivelul CD8+ crescut a predominat la pacientii
nefumatori (8 cazuri, 34,78%), depasind numarul pacientilor fumatori cu nivel CD8+ crescut.
De asemenea, numadrul cazurilor CD8+ crescut la pacienti cu SCC in stadiul T1-T2 (8 cazuri,
34,78%), 1-a depasit usor pe cel al pacientilor cu stadii avansate de boald T3-T4 (7 cazuri,
30,43%). Nivelul CD8+ scazut a predominat la pacienti cu SCC 1in stadii incipiente de boala

T1-T2 (5 cazuri, 21,73%). Numarul de ganglioni cu metastaza a fost mai mic la pacienti la care
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nivelul CD8+ a fost crescut (9 cazuri, 39,13%), comparativ cu pacientii cu numar ridicat de
ganglioni cu metastaza (stadiul N2¢c-N3) — numai 2 cazuri (8,69%).

Analiza statisticd dintre nivelul CD8+ si expresia PD-L1 a demonstrat o asociere
semnificativ statistic (testul chi patrat; ¥* (df2) = 2; p = 0,019), intre cei doi parametri
evidentiindu-se o corelatie pozitiva (corelatia Spearman rs = 0,516). Analiza statisticd dintre
nivelul CD8+ si ceilalti parametri clinico-patologici nu a relevat asocieri semnificative statistic,
ceea ce se suprapune peste datele obtinute de Vassilakopoulou [40]. Ca si in acest studiu si in
cazul studiului actual a existat o asociere semnificativ statistica intre nivelul CD8+ si expresia
PD-L1. Cauzele/determinantii biologici ai acestei asocieri nu sunt pe deplin cunoscute. De
exemplu, in melanoamele infiltrate cu limfocite T CD8 pozitive la nivelul stromel, a existat o
expresie inalta a elementelor imunosupresive precum limfocite Treg, proteina PD-L1 si mARN.
Inductia acestor cdi inhibitorii imune Tn microclimatul tumoral depinde de prezenta limfocitelor
T CD8+ si IFN [41].

Toate cazurile au beneficiat de examen imunohistochimic pentru determinarea expresiei
PD-L1. Aceasta a fost cuantificatd cu ajutorul scorului pozitiv combinat (CPS), reprezentat de
numarul de celule pozitive PD-L1 (celule tumorale, limfocite si macrofage), divizate la numarul
total de celule tumorale viabile, multiplicat cu 100, acesta fiind scorul utilizat in urma folosirii
clonei 22C3. Tumorile au fost clasificate dupa sistemul: CPS<1 (PD-L1 negativ), CPS = 1-19
(PD-L1 + pozitiv) si CPS>20 (PD-L1 + nivel crescut).

Din cele 23 de cazuri studiate, majoritatea au fost PD-L1 negative (14 cazuri, 60,86%),
cele pozitive avand o pondere mai mica (9 cazuri, 39,13%). Dintre cele pozitive, 5 cazuri
(21,73%) au avut valoarea PD-L1>1, iar 4 cazuri (17,39%) au avut valorea peste 20, acestea
din urma fiind distribuite in mord egal intre cele 2 categorii de varsta (sub si peste 60 de ani).
La barbati, cele mai multe cazuri au fost negative (13 cazuri, 56,52%), unicul caz la sexul
feminin a fost de asemenea negativ. Gradul de diferentiere tumoral a inregistrat diferente in
expresia PD-L1, astfel, atat tumorile bine si moderat diferentiate (G1 si G2) cat si la cele slab
diferentiate (G3) au fost predominant PD-L1 negative (9 cazuri, 39,13%, respectiv 5 cazuri,
21,73%). Intre tumorile salb diferentiate procentul celor pozitive per ansamblu este mic, cu doar
1 caz pentru fiecare categorie in parte (2 cazuri pozitive, 8,69%). In functie de stadiul tumoral
(pT), din cele 10 cazuri (43,47%) de tumori PD-L1 pozitive, majoritatea au fost tumori 1n stadii
incipiente (T1-T2) (6 cazuri, 26,08%), cele din stadiile avansate T3-T4 Inregistrand numai 4

cazuri (17,39%).
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Analiza statistica nu a evidentiat asocieri semnificativ statistic Intre expresia PD-L1 si
comportamentul legat de conditia de fumator , numarul de cazuri pozitive si negative fiind egale
la nefumatori (5 cazuri, 21,73%), iar la marii fumatori, cele mai multe cazuri sunt negative (9
cazuri, 39,13%), numai 4 fiind pozitive (17,39%). Cele mai multe cazuri PD-L1 pozitive au
fost cele cu statusul ganglionar NO-N1 (6 cazuri, 26,08%), comparativ cu numai 3 cazuri
(13,04%) pozitive pentru statusul ganglionar N2a-N2b si 0 cazuri pentru N2¢-N3. In ceea ce
priveste invazia perineurald, se observa cd numarul de cazuri negative IPNO si IPN1 sunt egale
(7 cazuri, 30,43%), iar majoritatea cazurilor PD-L1 pozitive nu au asociat invazie perineurala
(7 cazuri, 30,42%), comparativ cu cazurile PD-L1 pozitive, cu invazie perineurald asociata, cu
numar redus (2 cazuri, 8,69%). De asemenea, cele mai multe cazuri care au asociat invazie
angiolimfatica, au fost PD-L1 negative (9 cazuri, 39,13%) si 8 pozitive (34,78%) (4 cazuri PD-
L1 1-19, 4 cazuri PD-L1>20).

Analiza statistica de tip crosstabulation a ardtat o asociere semnificativ statistica intre expresia
PD-L1 si nivelul CD8+, valoarea tetsului chi-patrat fiind de 0,019, cu o asociere negativa,
valoarea testului Pearson Ry = - 0,537.

Pana in prezent au fost efectuate foarte putine studii ale carcinoamelor laringiene cu
privire la expresia PD-L1 si a TIL. In 2015 si respectiv, 2019 Vassilakopoulou si colab[40] si
Ismail si colab [42], au studiat corelatia dintre expresia PD-L1 si limfocitele stromale TIL in
carcinoamle laringiene. In primul studiu, a fost selectati o cohorti de pacienti cu SCC laringian
care au beneficiat de laringectomie totala (86,2%) sau de procedee conservative (13,8%), in
timp ce radioterapia postoperatorie a fost administrata la 32,7% dintre acestia, iar disectia
ganglionilor a fost efectuata in 28,5% [40] Pacientii selectati in cohorta noastrda au suferit
laringectomie totala si disectia ganglionilor, acestea fiind si criterii de eligibilitate. Tratamentul
radioterapic nu a fost urmarit, fiind in parte aplicat pacientilor, de aceea nu a fost introdus in
corelatia cu alti parametri. Media de varsta a pacientilor a fost de 61,48+ 4,42 ani, o medie de
varstd mai scazuta fatd de 63 de ani din studiul amintit. Localizarea preferentiala a SCC in
studiul actual este gloticd si supragloticd (70%), ceea ce se suprapune peste datele evidentiate
de studiul din 2015, unde tot aceasta a predominant in proportie de 90%. Tumorile in stadii
avansate au reprezentat 43%, un procent mai mic comparativ cu studiul amintit (79,6%). 14
cazuri (60,86%) nu au prezentat metastaze limfoganglionare, procent mai mic comparativ cu
84,6% din studiul lui Vassilokopoulou.

In ceea ce priveste nivelul limfocitelor CD8+, in studiul nostru 65,21% dintre cazuri au
prezentat nivel crescut, In timp ce in studiul de referintd 36,1%, procent mult mai redus, iar

numarul cazurilor cu nivel CD8+ scazut a fost de 63,8% , pe cand in studiul actual de numai
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34,78%. Nu a fost observata nicio corelatie semnificativ statistica intre nivelul CD8+ si stadiul
tumoral (T), gradul de diferentiere, statusul nodal si comportamentul de fumator, rezultatele
actuale suprapunandu-se peste cele din 2015. Acelasi rezultat a fost obtinut de Karpathiou si
colab., in 2016, nivelul limfocitelor CD8 necorelandu-se cu parametri amintiti [30].

In studiul lui Ismail din 2019, PD-L1 a fost pozitiv in proportie de 92,5%, iar in timp ce
in studiul actual procentul PD-L1 pozitiv a fost de numai 39,13%. in ambele studii de referinta
nivelul TIL (2015) si al TIL CD8+ (2019) s-au corelat cu expresia PD-L1, rezultat obtinut si in
studiul actual. De asemenea, studiul lui Vassilokopoulou a analizat si corelatia dintre TIL s1
nivelul proteinei PD-L1, corelatia fiind una pozitiva, pacientii cu niveluri TIL crescut, avand
nivel crescut al proteinei PD-L1 [40]. Corelatii semnificativ statistice intre expresia PD-L1 si
statusul limfoganglionilor si comportamentul de fumator au fost obtinute in studiul de referinta,
fara sa se regdseasca la cohorta actuald de pacienti.

In studiul din 2015, nivelul TIL si expresia PD-L1 au reprezentat factori predictivi
independenti ai supravietuirii generale si supravietuirii fard evenimente la pacientii cu SCC
laringian, nivelul TIL stromale fiind strans asociat cu cu o supravietuire mai buna. Curbele
Kaplan-Meier au ardtat un interval de supravituire superior la pacientii cu nivel ridicat la TIL.
De asemenea, prognostic mai bun s-a observat la pacientii cu expresie crescuta a PD-L, cu
intervale favorabile fara aparitia unui eveniment nou si risc semnificativ mai scdzut pentru
recurentd au fost evidentiate de curbele Kaplan-Meier si analiza univariatd de tip cox-
regression. In termeni de supravietuire generald, studiul lui Ismail a aritat cd supravietiurea
generald s-a corelat pozitiv cu nivelul crescut al CD8+ si cu nivelul scazut al PD-L1 [42].

In 2019, o meta-analiza realizata de Jia si colab [43], a studiat ratele de supravietuire,
inclusiv supravietuirea generala si fara semne de boald sau progresia tumorala fara evenimente
in antecedente, dar si supravietuirea fara metastaze la distanta ale pacientilor cu niveluri diferite
ale moleculelor de verificare imunologica. Studiul a fost realizat pe baza a 52 de lucrari
prospective din literatura de specialitate si a inclus carcinoamele orale, de cap-gat si
nazofaringiene (7127 de pacienti), toate articolele publicate Intre 2010 si 2018. Majoritatea
studiilor au inclus si PD-L1, in carcinoamele laringiene expresia crescuta a PD-L1 fiind asociata
cu o supravietuire fara semne de boala (DFS) mai buna.

Pentru analiza supravietuirii fard semne de boald si a supravietuirii generale au fost
realizate curbele Kaplan-Meier si testul log-rank test. Nivelul limfocitelor CD8+ s-a corelat cu
supravietuirea farda semne de boald, fard a exista o asociere semnificativ statistica (p=0,98

>0,05), ceea ce arata ca distributia supravietuirii este aceeasi in grupurile analizate.
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Astfel, supravietuirea medie fard semne de boald a fost de 9 luni la pacientii cu nivel
CD8+ scazut si de 16 luni la pacientii cu nivel CDS ridicat, iar supravietiurea maxima fara
semne de boald a fost de 11, respectiv 21. Analiza supravietuirii fard semne de boald corelata
cu expresia PD-L1 a evidentiat un prognostic favorabil la pacientii cu nivel PD-L1 crescut (PD-
L1>1 si PD-L1 >20), comparativ cu pacientii cu tumori PD-L1 negative. Valoarea p=0,006
<0,05 aratd o asociere semnificativ statistic intre cei doi parametri, astfel cd se poate
concluziona ca distributia supravietuirii este diferitd in grupurile populationale. Rezultatele se
coreleaza cu cele obtinute de Vassilakopoulou in 2015 in ceea ce priveste expresia PD-L1[40].
De asemenea rezultatele sunt contradictorii celor obtinute pentru alte tipuri de tumori maligne
(renale, colorectale, pulmonare) [44], acestea evidentiind faptul ca o expresie PD-L1 crescuta
se asociaza cu un prognostic nefavorabil. Exista si studii la care s-a utilizat clona 5H1 pentru
examenul imunohistochimic PD-L1, in melanomae maligne metastatice, cancere pulmonare
non-small, carcinoame cu cellule Merkel, iar acestea au aratat o asociere pozitiva intre expresia
inalta a PD-L1, nivelul crescut al TIL si prognosticul pacientilor [45,46].

De asemenea, am constatat o asociere pozitiva intre expresia PD-L1 si nivelul
limfocitelor CD8+. Pana in prezent, mecanismul biologic ai asocierii dintre expresia PD-L1,
nivelul TIL si prognosticul favorabil nu a fost pe deplin inteles. De exemplu, in melanoamele
in care infiltratul inflamator stromal este dominat de cellule T CD8+, s-a constatat o asociere
cu un nivel nalt al celulelot Treg, proteinei PD-L1 si ARNm. Mai mult, inducerea cdilor
inhibitorii immune in microclimatul tumoral a fost dependenta de prezenta limfocitelor T CD8+
si IFN [47]. Astfel, este posibil care mai degraba decat o indicatie de sustragere imuna totala,
expresia PD-L1 a celulelor tumorale sa reflecte prezenta unei presiuni immune antitumorale
antigen-indusd mediate de limfocitele TIL. Desi numai partial efficient, recrutarea TIL din
microclimatul tumoral in raspunsul tumoral, pentru a prezerva semnalele chemotactic ar putea
induce un effect partial antitumoral si ar putea explica imbunatatirea ratelor de supravietuire
[48]. Astfel, nivelurile limfocitelor TIL/CD8+ si ale expresiei PD-L1 pot constitui criterii de
selectie pentru tratamentul pacientilor cu anticorpi monoclonali anti-PD-L1 [40].

Multe dintre studiile predictive corelative efectuate pe trialuri multiinstitutionale s-au focusat
pe expresia PD-L1, cunoscut fiind ca aceasta se asociazd cu TIL, dar si cu compozitia
infiltratului stromal, rezultat obtinut si de Kluger in 2015 [49], in melanomul malign, ceea ce
sugereazd cd TIL poate reprezenta un biomarker predictiv in studiile ce includ pacientii tratati
cu inhibitori anti-PD-L1. Acesta a evaluat si valoarea prognosticd a subseturilor de celule T in
melanomul malign, demonstrand cd@ procentul de celule T CD8+ reprezintd un factor

independent pentru o supravietuire mai buna. In studiul lui Taube din 2014, expresia PD-L1la
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reprezentat cel mai puternic factor de predictie pentru raspunsul pacientilor la tratamentul cu
nivolumab, dar acesta a ardtat la momentul studiului ca un model combinat (expresia PD-L1 si
TIL) ar putea fi cel mai bun model pentru predictia raspunsului la tratament [50]. In studiul
actual, corelatia pozitiva, statistic semnificativa intre expresia PD-L1 si nivelul limfocitelor
CD8+ se incadreaza in acest model de predictie.

Balermpas si colab. au studiat microclimatul imun in cancerele de cap si gat si au aratat ca
tumorile cu infiltrat inflamator stromal bogat in limfocite citotoxice CD3 si CDS8 sunt asociate
cu un prognostic mai bun dupa tratamentul chimioradioterapic [51], iar importanta prognostica
a infiltrarii tumorale cu limfocite T CD3 si CDS8 a fost evidentiata de asemenea, si In cancerele
mamare, esofagiene,, pulmonare, ovariene, colonice si anale [52]. Nu numai componenta
microclimatului tumoral are importanta prognostica, ci si localizarea celulelor inflamatorii in
cadrul tumorii (in proximitatea insulelor tumorale, in stroma sau periferie), aspect ce poate

constitui obiect de studio viitor pe tumorile laringiene [51].

Clasificarea TIME (Tumor Immunity in the MicroEnvironment) a tumorilor

laringiene. Corelatii intre clasele TIME si principalii factori clinico-morfopatologici

Pornind de la studiile lui Taube [48] si Zhang [53], am realizat clasificarea carcinoamelor
laringiene in functie de nivelul PD-L1 si TIL CD8+ (TIME), astfel: clasa TIME 1 PD-L1
negativ/nivel CD8+ scdzut (clasa tolerantei imunologice); clasa TIME II PD-L pozitiv/nivel
CD8+ nivel crescut (clasa rezistentei adaptative); clasa TIME III PD-L1 negativ/nivel CD8+
crescut (clasa tolerantei imunologice); clasa TIME IV PD-L1 pozitiv/ nivel CD8+ scazut (clasa
inductiei intrinseci) [12]. S-a remarcat o frecventd crescutd a cazurilor din clasa TIME IV
(39%), dintre acestea ponderea cazurilor de sex feminin a fost foarte redusa (1 caz), incadrata

in clasa TIME IV, restul cazurilor de sex masculin, cele mai multe fiind clasa TIME 1V.

In functie de varsta, la pacientii sub 60 de ani cele mai frecvente au fost carcinoamele
din clasa TIME IV (5 cazuri, 21,73%), iar la pacientii peste 60 de ani au predominat
carcinoamele din clasa TIME II (6 cazuri, 26,08%). Gradul de diferentiere tumoral s-a asociat
semnificativ statistic cu Incadrarea in clasa TIME, asa cum a ardtat corelatia de tip
crosstabulation, valoarea testului chi-patrat fiind de %> = 0,019 < p=0,05, intre cele 2 variabile
existand un nivel scdzut de corelatie si negativ, (Spearman r = - 0,053). Cele mai frecvente
carcinoame G1-G2 au apartinut clasei TIME IV (8 cazuri, 34,78%), iar cele slab diferentiate

G3 au avut acelasi numar in clasele II si IIT (3 cazuri, 13,04%). De asemenea, incadrarea in
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clasa TIME s-a asociat semnificativ statistic cu stadiul tumoral pT , valoarea testului x> = 0,029
< p=0,05, intre cele doud variabile existdnd un nivel scazut, negativ de corelatie evidentiat de
valoarea indicelui Spearman r = - 314. Cele mai multe carcinoame in stadii incipiente T1-T2 au
apartinut clasei I'V (8 cazuri, 34,78%), iar cele mai multe in stadii avansate T3-T4 s-au incadrat

in clasa II (5 cazuri, 21,73%).

Tabel nr. 34. Corelatia claselor TIME cu caracteristicile clinico-patologice

TIME I | TIME II | TIME III | TIME Valoarea p
1A% (test Chi-

patrat)

Varsta 0,320
<60 2 2 0 5
>60 1 6 3 4

Grad de diferentiere 0,019
G1-G2 3 5 0 8
G3 0 3 3 1

pT 0,029
T1-T2 2 3 0 8
T3-T4 1 5 3 1

pN 0,149
NO 2 7 2 3
N1-N3 1 1 1 6

IPN 0,269
IPNO 0 3 2 6
IPN1 1 5 1 3

ILV 0,708
ILV0 1 2 0 3
ILV1 2 6 3 6

Localizare 0,287
Supraglottic 1 1 0 0
Glotic 1 5 1 7
Infraglotic 1 1 0 1
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Transglotic 0 1 2 1

Invazia perineurald nu s-a asociat semnificativ statistic cu clasa TIME, cele mai multe
carcinoame cu invazie perineurald apartinand clasei a II-a (5 cazuri, 21,73%), iar cele mai multe
fara invazie perineurala (6 cazuri, 26,08%) s-au incadrat in clasa TIME IV. Invazia vasculara a
fost frecventa (15 cazuri ILV1, 65,21%), din care cele mai multe au apartinut claselor II si IV
(cate 6 cazuri, 26,08%). Cele mai multe cazuri care nu au asociat invazie perineurald au
apartinut clasei a IV-a (3 cazuri, 13,04%). Localizarea glotica preferatd a carcinoamelor
laringiene a fost impartita intre carcinoamele de clasa a II-a s a IV-a, cu cate 7 cazuri (30,43%).
Celelalte localizari au inregistrat intre 0 si 2 cazuri (maxim 8,69%).

Pentru analiza supravietuirii generale pe termen scurt corelate cu clasele TIME au fost
analizate toate cele 23 de cazuri luate in studiu, diagnosticate cu SCC si urmadrite pe o perioada
24 de luni. In cadrul acestui grup, 30,43% dintre pacienti au decedat din cauza SCC, distributia
pe clase TIME fiind: clasa I — 33,33%, clasa a II-a — 33,33%, Clasa a Ill-a — 66,66%, clasa a
IV-a — 55,55%. Curbele Kaplan-Meier si testul log-rank test au fost realizate pentru
supravietuirea generald. Clasele imunologice TIME s-au corelat semnificativ statistic cu
supravietuirea generala (p=0,05), ceea ce arata ca distributia supravietuirii generale este diferita
in grupuri populationale diferite. Analizand curba supravietuirii generale se observa ca tumorile
incadrate in clasa a Ila (PD-L1 pozitiv, nivel CD8+ crescut) au avut cea mai buna supravietuire
maxima (18 de luni), iar cele din clasa I (PD-L1 negativ, CD8+ scazut) cea mai mica perioada
de supravietuire (8 luni). Rata supravietuirii generale pe lotul de pacienti a fost de 56,52%, iar
incadrarea pe clasele TIME a fost urmatoarea: clasa I — 14,28%, clasa a II-a 42,85%, clasa a
III-a 14,28% si clasa a IV-a 28,57%. Astfel, clasa TIME II a avut cea mai buna rata de
supravietuire, iar cea mai micd ratd de supravietuire au avut-o SCC din clasele I si III, aceste
diferente fiind semnificative statistic (testul Log Rank, p =0,011).

Rezultatele studiului nostru sunt in concordantd cu cele publicate de Vassilokopoulou
si colab. [40], care subliniaza cd in carcinoamele laringiene nivelul crescut al TIL si expresia
crescutd a PD-L1 se coreleazd cu un prognostic mai bun.

Pe langa acest aspect, a existat si o corelatie pozitiva intre nivelul TIL CD8+ si expresia
PD-L1 [42], rezultate obtinute si in studiul actual.

In ultimii 2 ani, incepand din 2018 pana in prezent au fost realizate mai multe studii care
au analizat expresia PD-L1 corelatd cu TIL, modul in care aceste variabile influenteaza
supravietuirea si posibilitatea de a fi folosite ca biomarkeri In vederea stratificarii pacientilor

cu SCC laringiene, carcinoame de cap-gat dar si carcinoame nazo-faringiene, pentru tratament
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imunoterapic unic sau combinat cu chimioradioterapie. Astfel, Ma si colab au raportat ca o
expresic a PD-L1 de 1% pe celulele tumorale si limfocitele stromale nu influenteaza
supravietuirea generald sau pe cea fara semne de boald, iar procentele de pozitivitate pentru
PD-L1 au fost cuprinse intre 20 si 40% [54-56]. Alte studii retrospective au raportat o
pozitivitate de 34-46% a PD-L1, cu nivel crescut al expresiei in 70-100% din cazurile pozitive
[57]. In 2019, studiul lui Minichsdorfer si colab, pe carcinoame nazofaringiene a evidentiat o
ratd a pozitivitatii de 83% , dar si faptul ca expresia PD-L1 se coreleaza in populatia caucaziana
cu supravietuirea generald si fard semne de boala [58], iar o metaanalizd a semnificatiei
prognostice a PD-1/PD-L1 la pacientii asiatici nu a evidentiat nicio corelatie intre expresia PD-
L1 si prognostic [59]. In studiul meta-analitic realizat de Jia si colab in 2019, concluzia generala
in ceea ce priveste carcinoamele de cap-gat si carcinoamele laringiene, cad expresia crescuta a
PD-L1 se coreleaza pozitiv cu un prognostic mai bun [43].

Chiar la inceputul anului 2020, Hu si colab au publicat rezultatele asupra carcinoamelor
de hipofaringe si corelatia dintre expresia PD-L1 si nivelul limfocitelor TIL, fara a le introduce
in clase imunologice. Acesta a ardtat ca PD-L1 nu s-a asociat cu prognosticul, iar pozitivitatea
PD-L1 in combinatie cu nivelul TIL CD8+ poate avea potential predictiv [60].

Desi numarul de cazuri analizate 1n studiul actual nu este unul ridicat, am realizat un
model predictiv pe baza variabilelor care au permis corelatiile de acest tip (Anexa 1si 2), prin
analiza statistica de tip logistic binary regression. Predicitibilitatea modelului per ansamblu
este de 60,9%, ceea ce reprezinta un bun procent de predictie — in aproximativ 60% din cazuri,
pe baza valorilor CD8+ si a expresiei PD-L1, deci a claselor TIME, se va putea face o predictie

a supravietuirii pe termen scurt a pacientilor .

CONCLUZII
Studiul actual clinico-statistic s-a realizat pe un lot de 404 pacienti diagnosticati la
examenul histopatologic in coloratie uzuald hematoxilin-eozind cu carcinoame scuamoase
invazive ale laringelui in perioada 2011-2019. In urma studiului am desprins urmatoarele
concluzii:

1. Distributia cazurilor in perioada 2011-2019 a inregistrat 0 maxima a numadrului de
cazuri diagnosticate in anul 2013 (66 de cazuri; 16,33%). Din totalul de 346 de
cazuri de carcinoamele laringiene, la sexul masculin au fost diagnosticate 317 cazuri
(86,37%), la femei numarul fiind mult mai mic (30 cazuri, 81,08% dintre leziunile

diagnosticate la femei si numai 8,67% dintre carcinoame). Desi se remarca o scadere
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a numarului de leziuni invazive la sexul feminin in prima parte a perioadei, de la 6
cazuri in anul 2011 la 1 caz in anul 2015, apare apoi o fluctuatie a numarului de
cazuri, pentru ca in anul 2019 numarul sa fie din nou crescut — 8 cazuri, cel mai mare
numadr Inregistrat la femei in decursul unui an).

2. Analiza histopatologicd a evidentiat preponderenta cazurilor de carcinoame
scuamoase conventionale (328 din 346 de cazuri, 94,79 %). Au predominat
carcinoamele moderat diferentiate G2 (153 de cazuri, 46,64%), urmate de
carcinoamele G3 (128 de cazuri, 39,02%). Cele mai putin frecvente au fost
carcinoamele bine diferentiate G1, (48 de cazuri, 14,63%).

3. Variantele de carcinom au fost mult mai putin frecvente, in ordinea descrescatoare
SCC bazaloid 7 cazuri, SCC cu celule fusiforme 3 cazuri, SCC papilar 3 cazuri, SCC
verucos 2 cazuri s1 SCC adenoscuamos 1 caz.

4. Cele mai multe tumori au fost incluse in stadii tumorale T1-T2 (13 cazuri, 56,52%)
st numai 10 cazuri (43,47%) in stadiile tumorale avansate T3-T4.

5. Componente ale microclimatului imun, limfocitele CD3 au prezentat un nivel
crescut In 22,36% din cazuri, nivel scazut in 77,6% din cazuri. Nivelul limfocitelor
CD3+ s-a corelat cu gradul de diferentiere tumoral fara a exista o asociere
semnificativ statisticd. Astfel, dintre cazurile cu nivel crescut al CD3, cele mai multe
au fost carcinoame slab diferentiate G3, iar dintre cele cu nivel scazut cele mai
frecvente au fost cele bine si moderat diferentiate. Analiza statistica a evidentiat o
asociere semnificativ statistica intre nivelul limfocitelor CD3 si sexul pacientului
testul y*(df2) = 0,047, intre cei 2 parametri existand o corelatie negativa (corelatia
Spearman Ry=-0,227, p<0,05). Cel mai frecvent la barbati, nivelul limfocitelor CD3
a fost scazut (55 de cazuri), comparartiv cu numai 13 cazuri cu nivel CD3 crescut. a
femei numarul celor cu nivel scazut si crescut al CD3 a fost acelasi (4 cazuri).

6. Nivelul limfocitelor CD4+, alta componentd a microclimatului imun a fost scdzuta
in 75% din cazurile studiate si crescuta In 25%, acesta asociindu-se semnificativ
statistic cu gradul de diferentiere tumorala, intre cele doud variabile existand o
corelatie pozitivd - valoarea testului ¥*(df2) = 6,350; p=0,012), iar valoarea
indicelui Sperman Rs avand valoarea 0,288. Cele mai frecvente cazuri cu nivel
CD4+ au apartinut decade de varstd peste 60 de ani (63,15%), in decada sub 60 de
ani numai 35, 85% dintre cazuri fiind CD4+ crescut. Pentru ceilalti factori clinici,

nu s-au inregistrat asocieri semnificativ statistice cu nivelul limfocitelor CD4+.
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7. Limfocitele CD8+ au prezentat nivel crescut in 59% din cazuri si au predominat la
categoria de varsta peste 60 de ani (71,11%) si la tumorile cu localizare glotica
(88,23%), la pacientii care consuma cantitati moderate de alcool (91,83%) si la
pacientii fumatori (88,63%).s1 scazut in 41%. Nivel crescut CD8+ au prezentat
tumorile in stadii avansate T3-T4 (68,57%) si cele fara metastaze ganglionare sau
cu metastaze ganglionare stadiul N1 (72,22%).

8. Expresia proteinei p16 a fost scazuta In majoritatea cazurilor (77,63%) si pozitiv in
numai 22,37%, pozitivitatea fiind mai mare la pacientii sub 60 de ani (70,58%), la
pacientii peste 60 de ani pozitivitatea scazand la 29,42% dintre cazuri. Localizarea
preferata a carcinoamelor p16 pozitive a fost cea glotica (81,25%). Analiza statisitca
a aratat o asociere semnificativ statistica intre expresia p16 si gradul de diferentiere
a tumorilor, testul ¢*(df2) = 5,89, p=0,015 <0,05, intre cei 2 parametri existand o
corelatie negativa, indicele Spearman Rs = - 278. Au predominat tumorile slab
diferentiate G3 (58,8%), cu un procent usor mai ridicat comparative cu cel bime si
moderat diferentiate G1-G2 (41,17%). Factorii de risc (alcool, fumat) nu s-au asociat
semnificativ statistic cu expresia proteinei p16, fiind ansa de remarcat pozitivitatea
intr-un procent mai mare a tumorilor la pacientii fuméatori (81,25%) si la pacienti cu
neconsumatori de alcool sau cu consum moderat de alcool (88,23).

9. La lotul de pacienti pentru care am analizat corelatia nivelului limfocitelor CD8+ cu
expresia PD-L1, nivelul CD8+ crescut a predominat la pacientii peste 60 de ani
(65,21%), In carcinoamele scuamoase bine si moderat diferentiate G1-G2 (47,82%),
in stadiul T1-T2 (34,78%) si in tumorile neasociate cu metastaze ganglionare
(39,13%).

10. Expresia PD-L1 a fost negativa in 60,86% din cazuri si pozitiva in 39,13% din
cazuri, intre acestea din urma 21,73% avand valoare mai mica de 20 si 17,39% peste
20. In functie de gradul de diferentiere, rezultatele nu aritat diferente semnificativ
statistice, astfel ca si in cazul tumorilor bime si moderat diferentiate si in cazul celor
slab diferentiate, PD-L1 a fost predominant negativ cu 39,13% si, respectiv 21,73%
din cazuri. Cele mai multe tumori PD-L1 pozitive au fost diagnosticate in stadiul
T1-T2 (26,08%). Cele mai multe cazuri PD-L1 pozitive au fost cele cu statusul
ganglionar NO-N1 (26,08%), comparativ cu numai 3 cazuri (13,04%) pozitive pentru
statusul ganglionar N2a-N2b si 0 cazuri pentru N2c-N3. Numarul de cazuri PD-L1
negative IPNO si IPN1 sunt egale (30,43%), iar majoritatea cazurilor PD-L1 pozitive

nu au asociat invazie perineural (30,42%), comparativ cu cazurile PD-L1 pozitive,
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cu invazie perineurald asociatd, cu numar redus (8,69%). De asemenea, cele mai
multe cazuri care au asociat invazie angiolimfatica, au fost PD-L1 negative
(39,13%) si 8 pozitive (34,78%) (4 cazuri PD-L1 1-19, 4 cazuri PD-L1>20).

11. Analiza statistica dintre nivelul CD8+ si expresia PD-L1 a demonstrat o asociere
semnificativ statistic (testul chi patrat; ¥* (df2) = 2; p=0,019), intre cei doi parametri
evidentiindu-se o corelatie pozitiva (corelatia Spearman rs = 0,516).

12. Elementul de originalitate al tezei 1l constituie clasificarea carcinoamelor scuamoase

laringiene in functie de clasa TIME (nivelul CD8+ si expresia PD-L1), care a
evidentiat urmatoarele: cele mai frecvente au fost carcinoamele din clasa TIME 1V
(clasa inductiei intrinseci) (39%), urmate de cele din clasa a II-a (clasa rezistentei
adaptative) (35%) si de clasele I (clasa tolerantei imunologice) si clasa alll-a (clasa
rezistentei adaptative) (13% fiecare). Analiza statistica a aratat o asociere
semnificativ statistica intre clasele TIME si gradul de diferentiere tumorala, valoarea
testului chi-patrat fiind de y~ = 0,019 < p=0,05, intre cele 2 variabile existand un
nivel scazut de corelatie negativ, (Spearman r = - 0,053).
Cele mai frecvente carcinoame G1-G2 au apartinut clasei TIME 1V 34,78%), iar
cele slab diferentiate G3 au avut acelasi numar in clasele II si III (13,04%). De
asemenea, clasa TIME s-a asociat semnificativ statistic cu stadiul tumoral pT,
valoarea testului - = 0,029 < p=0,05, intre cele doua variabile existand un nivel
scazut, negativ de corelatie evidentiat de valoarea indicelui Spearman r = - 314. Alti
parametri histopatologici (pN, ILV, IPN) si localizarea tumoralda sau varsta
pacientilor nu au prezentat asocieri semnificativ statistice cu clasele TIME.

13. Analiza curelor de supravietuire Kaplan Meier au evidentiat ca nivelul limfocitelor
CD8+ s-a corelat cu supravietuirea fard semne de boald (aceasta fiind mai mare la
pacientii cu nivel al limfocitelor CD8 crescut), fard a exista o asociere semnificativ
statistica (p=0,98 >0,05), ceea ce aratd ca distributia supravietuirii este aceeasi in
grupurile analizate. Analiza supravietuirii fard semne de boald corelatd cu expresia
PD-L1 a evidentiat un prognostic favorabil la pacientii cu nivel PD-L1 crescut (PD-
L1>1 si PD-L1 >20), comparativ cu pacientii cu tumori PD-L1 negative. Valoarea
p=0,007 <0,05 aratd o asociere semnificativ statistic intre cei doi parametri, astfel
cd se poate concluziona ca distributia supravietuirii este diferitd in grupurile
populationale.

14. Analiza curbelor de supravietiure Kaplan-Meier in functie de clasele TIME au aratat

ca acestea s-au corelat semnificativ statistic cu supravietuirea general (p = 0,05),
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clasa alla TIME avand cea mai buna ratd de supravietuire, iar cea mai mica casele |
si 111, diferentele fiind semnificative statistic (testul Log Rank, p = 0,011).

15. Modelul predictiv realizat in functie de parametri analizati are o predictibilitate per
ansamblu de 60,9%, un bun procent de predictie, ceea ce arata ca pe baza nivelului
limfocitelor CD8 si expresiei PD-L1 corelate (pe baza clasificarii TIME) se poate
realiza o predictie a supravietuirii pe termen scurt, deci clasa TIME poate deveni
factor predictiv al prognosticului pacientului.

16. Pentru setarea PD-L1 si/sau claselor TIME ca biomarkeri predictivi care sa ajute la
stratificarea pacientilor in vederea tratamentului imunoterapeutic este nevoie de noi
studii, realizate pe cohorte cat mai mari de pacienti care sa ajute la uniformizarea
rezultatelor, datele actuale din literatura fiind contradictorii, atat pe carcinoamele de

cap-gat in ansamblu cat si pe cele ale laringelui.
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ANEXE
ICONOGRAFIE. Lucrarea cuprinde 121 de imagini macro- si microscopice

originale, apartindnd cazurilor studiate, 38 de tabele si 136 de figuri.
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