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STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. STRUCTURA SI DEZVOLTAREA CERVIXULUI

Uterul este un organ cavitar, cu perete gros si contractil, ce are rolul sa gazduiasca
celula ou 1n timpul stadiilor evolutive ale acesteia si sa expulzeze fatul in momentul cand
si-a Incheiat dezvoltarea. Uterul este un organ median, nepereche, format din corpul
uterin si colul uterin care se mai numestesi cervix [1,2].

Cervixul (colul uterin) are forma de butoias cilindric §i prezintd doua
orificii/ostiumuri, intern si extern. Cel extern la nulipare este punctiform, iar la multipare
are aspectul unei fante transversale. Intre cele doui orificii se delimiteaza canalul cervical
(in clinica, endocolul). Vaginul se inserd la nivelul cervixului pe o linie oblica, cu
orientare supero-inferioara sipostero-anterioara; astfel inserfia vaginului va delimita
cervixul 1n doud portiuni: supravaginaldsiintravaginald. Orificiul extern cervical este
marginit de doud buze: anterioard si posterioard, unite prin doud comisuri laterale.
Dimensiunile cervicale sunt de aproximativ 3 centimetri lungime si 2 centimetri latime,
iar consistenta acestuia este fermad. Axul cervixului este dispus oblic dinspre
anterosuperior spre posteroinferior [1,2].

Configuratia internd a cervixului constd dintr-un strat muscular mult mai slab
dezvoltat comparativ ce cel al corpului uterin si un strat mucos format din doua tipuri de
tesut epitelial: cilindric monostratificatsipavimentosnekeratinizat pluristratificat. Tranzitia
dintre cele doua tipuri de tesut epitelial se numeste zona de transformare sau
jonctiuneascuamocilindrica. [1]

Acesti parametri variaza in functie de factori constitutionali, paritate, varsta, starea
fiziologica sau patologia supraaddugata.

Dupa cum am precizat mai sus cervixul prezintd doud portiuni: exocervixul (dupa
unii autori, ectocervix) siendocervixul (dupa unii autori, endocolul).

In mod normal, exocervixul este acoperit de epiteliu scuamos (pavimentos)
necheratinizat pluristratificat. Grosimea epiteliului este influentatd de cantitatea de
hormoni disponibili (din productia endogena sau aportul exogen) si variaza in functie de

varsta si stimularea hormonala.
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In cursul vietii reproductive, epiteliul este gros si bine diferentiat. Acesta consti

din:
- stratul bazal cu celule ce au nuclei voluminosi cu cromatind densa si citoplasma
putind; aceste celule sunt, de obicei, inactive mitotic §i nu exprimd la

imunohistochimiemarkerii de proliferare Ki-67 si PCNA [3-6].

- stratul parabazal format din celule putin mai voluminoase comparative cu cele
bazale datoritd cantitdtii mai mari de citoplasma si cu nuclei cu cromatind mai putin
densd; la acest nivel mitozele sunt de obicei prezente, dar nu sunt anormale sau
numeroase in epiteliul normal; celulele din acest strat exprima markeri de proliferare [3-
6];

- stratul intermediar format din celule cu nucleu mai mic si citoplasma mai multa
care contine glicogen din abundenta [3-6];

- stratul superficial care contine celule mature, necheratinizatedesi celulele pot
contine granule cheratohialine; nucleii acestor celule sunt mici, picnotici, iar citoplasma

abundenti; celulele din acest strat sunt considerate mature si sunt cele care se exfolicaza

[3-6].

In cursul procesului de maturizare celulele isi modifici forma (devin din ce in ce
maiaplatizate), nucleu devine mai mic, iar citoplasma mai abundenta.

Prin tehnici imunohistochimice, celule endocrine, au fost identificate in epiteliul
scuamos al exocervixului. Functia lor este necunoscuta, dar se pare cd acestea dau nastere
tumorilor cervicale carcinoide rare [6-13].

De asemenea, celule Langerhans sunt prezente in epiteliul exocervical, precum si in
zona de transformare. Acesta sunt implicate in prezentarea antigenelor cétre limfocitele
T[14-16]. Celule ce contin melanina au fost identificate in epiteliul cervical, iar acestea
oferd o explicatie plauzibild a originii melanoamelor cervicale si nevilor albastri (ambele
entiati rare la acest nivel) [17]. Epiteliul exocervixului este asezat pe o membrana bazala
care il separd de stroma subiacenta.

Endocervixul anatomic se extinde de la nivelul orificiului cervical extern pana la
cel intern, dar epiteliul glandular endocervical nu este exclusiv limitat la regiunea
anatomica mentionatd mai sus. Epiteliul endocervical ocupd regiuni semnificative ale
exocervixului anatomic in timpul copilariei si dupd menarha. Endocervixul este format
dintr-un singur strat de celule epiteliale cilindrice, Tnalte, cu nuclei mici, bazilari deasupra

carora se afla citoplasmd ce contine mucind. Nuclei sunt mici, elongatisi prezinta
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cromatind densa. Atunci cand epiteliul endocervical a fost lezat si se regenereaza, nuclei
pot deveni mai mari si mai rotunzi, dar mitozele sunt rar observate in celulele
endocervicalenonneoplastice. Nucleolii nu sunt de obicei proeminenti la nivelul celulelor
endocervicale in repaus, dar pot deveni astfel in cadrul proceselor de regenerare, sarcina
si transformare neoplazica. Celulele de rezerva subiacente au potentialul de a se diferentia
in celule ciliate sau celule mucus secretante, desi celulele mucoase diferentiate au
capacitatea de diviziune fara interventia celulelor de rezerva. Celule endocrine sunt
prezente in cadrul epiteliului endocervical[3-6]. Functia lor este neclara, dar se considera
ca acestea dau nastere neoplasmelor endocrine precum carcinoidele sau carcinoamele
neuroendocrine care sunt ocazional descoperite la nivel cervical [7,11].
Jonctiuneascuamocelulara (JSC) a cervixului este definitd ca granita dintre
epiteliul scuamosnecheratinizat stratificat si epiteliul cilindric muco-secretant al

endocervixului. Sunt descrise douad tipuri de jonctiunescuamocelulara

- jonctiunea scuamocelulard originald — locul unde epiteliul scuamos nativ si cel
cilindric mucosecretant se intdlnesc; acesta este prezenta de la nastere; localizarea exacta
a sa prezintd variatii individuale si in functie de momentul dezvoltarii din cadrul vietii;

- jonctiunea scuamocelulara noud — locul unde zona de metaplazie se intalneste cu
epiteliul cilindric mucosecretant. Aceasta este un reper important si este relevantd pentru

evaluarea adecvata a zonei de transformare.

2. CONSIDERATII GENERALE ASUPRA CARCINOMULUI
CERVICAL

Cancerul cervical (CC) se situeaza pe locul al patrulea in lume in ceea ce priveste
morbiditatea si mortalitatea in randul femeilor, conform datelor Agentieilnternationale de
Cercetare in domeniul cancerului (IARC - International Agency for Research on Cancer -
Global Cancer Observatory) [18]. Tn anul 2020, la nivel mondial, s-au Tnregistrat peste
600.000 de cazuri noi (~6.5% din toate cancerele) si 342.000 de decese (7,5% ) [18,19].
Aceasta este cel mai frecventd patologie maligna diagnosticata in 23 de tari si principala
cauza de mortalitate datoratd cancerului in 36 de tari [20,21].

Mortalitatea cauzata de cancerul cervical este inegal distribuitd, variind de la 5,2
decese la 100.000 de persoane in tarile inalt dezvoltate la 12,4 decese la 100.000 in tarile

mai putin dezvoltate [22]. Datele statistice evidentiaza in mod cert faptul ca atat incidenta,
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cat si mortalitatea determinata de cancerul cervical variaza in functie de venituri. Astfel,
in tarile cu venituri mici si medii incidenta sa este aproape de doud ori mai mare, iar ratele
mortalitatii de trei ori mai mari decat in tarile cu venituri mari.

Conform Globocan, in 2020, in Romania cancerul cervical a ocupat locul trei Tn
cadrul cancerelor nou diagnosticate in cadrul populatiei feminine (dupa cancerul mamar
sicolorectal) [23]. O comparatie interesantd se poate face intre Romania si Marea Britanie
care este o tard cu program de screening functional — incidenta cancerului cervical in
populatia generald in Romania este de 3,4% cu mortalitate de 3,3%, iar In Marea Britanie
de 0,83% cu mortalitate de 0,62% [23,24].in anul 2022, in Romania,incidenta cancerului
de col uterin ocupa a treia pozitie dupa cancerul de sin si colo-rectal, si a patra pozitie ca
mortalitate dupa cancerul de san, colo-rectal si pulmonar) [25].

Conform unui buletin eliberat de INSP care evalueazd mortalitatea generald in
cadrul populatiei in anul 2023, cancerul cervical reprezintd a treia cauza de deces in
cadrul populatiei feminine, dupa cancerul aparatului respirator si cel mamar. De
asemenea, in acelasgi buletin este precizatd scaderea numarului de decese cauzate de
cancerul cervical in 2023, fatd de 2022. In 2022 cancerul cervical a cauzat 1290 de decese
corespunzator la 5.9 decese la 100000 de locuitori, in timp de Tn 2023 cancerul cervical a
cauzat 1177 de decese corespunzator la 5,4 decese la 100000 de locuitori [25].

Cancerul cervical este o boala care poate afecta femeile de orice varsta, fiind
diagnosticat, cel mai frecvent, la femeile de varsta activa 35-44 de ani [68].In ciuda
eforturilor si progreselor facute atat in depistarea cancerului de col uterin cat si in
identificarea si aplicarea terapiilor optime pentru a Tmbundtati supravietuirea fard semne
de boala si supravietuirea generald, sunt inca multe situatii in care acestea nu dau
rezultate. Se estimeazd cd in lipsa unor masuri adecvate, intre 2018 si 2030, numarul
anual de cazuri noi de cancer de col uterin va creste de la 570 000 la 700.000 iar numarul
anual de decese de la 311 000 la 400 000 [69]. De aceea este necesara continuarea
cercetdrilor cu scopul de a identifica noi tinte terapeutice care pot conduce o calitate a

vietii mai buna si la o supravietuire mai indelungata.

Ideal, diagnosticul carcinomului cervical ar trebui sd se realizeze facil prin
examinarea screening de rutind. Metoda de screening curentd este descrisa in ultimul ghid
SOGR [26].

In ceea ce priveste examinarea ginecologicd, in cazul carcinomului cervical

invaziv se deceleaza urmatoarele:
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- examinarea cu valve sau specul evidenfiaza aspectul anormal al cervixului
care este transformat tumoral cu aspect exofitic, polipoid, ulcerativ sau
endofitic. In functie de stadiu transformarea tumorald se poate extinde la
peretii vaginali;

- tuseul vaginal evalueazad dimensiunea tumorii cervicale, extensia patologiei
tumorale la peretii vaginali, precum siprezenta unor eventuale patologii
asociate (formatiuni tumorale anexiale sau ale corpului uterin);

- tuseul rectal care evalucaza extensia carcinomului cervical la nivelul
parametrelorsispatiuluirectovaginal. In trecut stadializarea carcinomului

cervical fiind strict clinica.

Evaluarea preterapeutica a carcinomului cervical cuprinde: evaluarea functiei
hematologice, hepatice si renale, ecografie transvaginala, radiografie pulmonard/CT
torace. Incepand cu stadiul 1B, examinarea radio-imagistici prin CT/IRM torace,
abdomen si pelvis este obligatorie [27,29]. Invazia vezicala sau rectala necCesita

confirmare bioptica [27,28].

Din 2019 pana in prezent SOGR a emis 3 ghiduri clinice (in 2019, 2022 si 2024)
care stabilesc conduita adecvata in cazul carcinomului cervical. Conduita terapeutica este
stabilita in urma evaludrii cazului in cadrul unei comisii multidisciplinare si ia in
considerare mai multe aspecte, precum stadiul tumorii, dorinta pacientei de a isimentine
fertilitatea, imposibilitatea sau optiunea pacientei de a urma interventia chirurgicala,
starea de graviditate si invazia spatiuluilimfovascular. Diferentele dintre conduitele
expuse in ghidurile mentionate mai sus sunt minore, cu exceptia accentudrii rolului
tehnicii ganglionului santineld in ghidurile emise Tn 2022 si 2024 si modificarii terapiei in
cazul carcinomului cervical stadiu IA2 care avea indicatie standard de histerectomie
radicald modificatd cu limfadenectomiepelvina conform ghidului din 2019, indicatie care

nu s-a mentinut in ghidurile emise ulterior [26].

3. ASPECTE MORFOPATOLOGICE ALE CARCINOMULUI CERVICAL

OMS oferd un sistem de clasificare standardizat pentru cancerul de col uterin, care
ajuta la diagnosticarea, stadializarea si tratamentul acestei boli [30].

Conform acestui sistem de clasificare tumorile cervicale se impart in:
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- tumori epiteliale scuamoase,
- tumori glandulare,
- tumori mixte si mezenchimale,
- tumori ale celulelor germinale.
Gradarea carcinoamelor cervicale scuamoase se efectueaza dupa doua sisteme:
Broders — care utilizeaza 4 grade (bine, moderat si slab diferentiatsinediferentiat) si FIGO

— care utilizeaza 3 grade (bine, moderat si slab diferentiat).

Stabilirea gradului adenocarcinoamelor cervicale a prezentat un subiect de dezbateri
indelungate si, pana in prezent, nu exista sistem validat care sd poate fi aplicat universal.
Acest aspect se poate datora si faptului cad inca nu existd consens asupra valorii
prognostice a gradarii.

Aspectul macroscopic al carcinomului cervical are un spectru foarte larg. Acesta
include si formele incipiente care nu sunt insotite de modificari macroscopice, iar
eventualele leziuni sunt suspectate in urma examenului citobacteriologicBabes-
Papanicolaousi colposcopiei ulterioare.

Aspectele microscopice sunt foarte variate si depind in functie de tipul tumoral.

Pentru carcinomul cervical scuamos au fost descrise mai multe modele histologice
de crestere:noncheratinizant; cheratinizant; bazaloid; condilomatos (verucos); papilar;
limfoepiteliom-like.

Pentru adenocarcinomul cervical HPV-dependent au fost descrise doua tipuri

histologice majore: tipul uzual (clasic) si cel mucinos.

4. MICROMEDIUL TUMORAL

Felul in care a fost inteleasa dezvoltarea patologiei maligne a evoluat considerabil
in ultimul deceniu. In prezent, oamenii de stiintd au realizat ci patologia maligni nu este
strict o boalda genetica, ci un ecosistem complex care implica o multitudine de celule
necanceroase siinteractiunile acestora cu celulele maligne.

Este evident ca alterarea genetica este necesard, dar nu suficientd pentru inceperea
procesului malign si progresia acestuia. Sofisticarea patologiei maligne devine aparenta in
urma examindrii microscopice care atesta ca micromediul tumoral este un sistem inalt
specializat care contine celulele maligne inconjurate de diverse alte celule necanceroase,

care se afla intr-o matrice extracelulara vascularizata si modificata.
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Micromediul tumoral contine o diversitate remarcabila de celule imune, celule
endoteliale, pericite, fibroblastesi alte tipuri de celule care sunt diferite in functie de tesut
precum neuroni sau adipocite. Pand relativ de curand, aceste celule au fost percepute ca
fiind strict spectatoare la procesul de tumorigeneza, dar in urma mai multor studii a fost
stabilit cd micromediul tumoral si moleculele secretate de acesta sunt critice in
patogeneza maligna si din acesta cauza sunt considerate tinte terapeutice tentante.

In functie de organul de unde se dezvolti tumora, caracteristicile intrinseci ale
celulelor maligne, stadiul tumoral siparticularitatile pacientului, alcatuirea celulara
sisituatiafunctionala a micromediului tumoral va varia, iar unele celule din cadrul
acestuia pot supresa sau sustine dezvoltarea tumorala.

Prezenta infiltratului tumoral limfocitar (tipul acestuia si cantitatea) la nivel tumoral
reprezintd o imagine a interactiunii dintre celulele imune ale gazdei la antigenele tumorale
simicromediul tumoral. Analiza tipului de infiltrat tumoral limfocitar — numarul de celule
si raportul acestora — poate oferi informatii benefice despre pregresia tumorii si
prognosticul terapeutic. De obicei, infiltratul tumoral limfocitar in cazul CC este format
din mai multe sutipuri celulare imune precum celule CD4+ si CD8+, NK si celule T
reglatoare; in unele rapoarte sunt descrise inclusiv macrofagele. Aceste celule imune nu
pot elimina tumora, iar motivele pentru acest lucru sunt complexe. Dintre motive merita
precizate doua: fie aceste celule imune nu sunt suficiente sau sunt imbatranite sau exista
celule imunosupresive in infiltratul tumoral limfocitar [31], fie existd un micromediu
tumoral ce le inhiba activitatea [32]

Evaluarea infiltratului tumoral limfocitar devine din ce in ce mai importantd in
incercarea de a descoperi un biomarker pentru selectia pacientelor care prezinta
probabilitatea cea mai mare de a beneficia de imunoterapie.

Neoangiogeneza reprezinta procesul prin care se formeaza case de sange noi §i care
se dezvolta din vasele preexistente. Acest fenomen se produce atat in conditii fiziologice,
precum ar fi vindecarea ranilor sau dezvoltarea embrionard, cat si in conditii patologice,
precum ar fi cresterea tumorilor, inflamatiile cronice sau boli ischemice.

In prezent, protocoalele care misoari densitatea microvasculari (DMYV)
reprezintd un gold standard pentru evaluarea neovascularizatiei in tumorile maligne.
Metoda utilizeaza markeri specifici pentru endoteliul vascular - cel mai frecvent CD31 si
CD34 - si metode imunohistochimice pentru a evidentiamicrovasele [33]. Densitatea
microvasculard de la nivelul tumorii primare se coreleaza considerabil cu producerea

metastazelor si prognosticul in unele tumori si este consideratd un factor predictiv valoros
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in tumorile care induc angiogeneza considerabila, in special carcinoamele mamare,

prostatice si patologia maligna hematologica [34].

5. CARCINOMUL CERVICAL IN CADRUL INTELIGENTEI
ARTIFICIALE SI PATOLOGIEI DIGITALE

Inteligenta artificiald reprezinta o revolutie in multe domenii, patologia digitala
numarandu-se printre acestea. Pe scurt, inteligenta artificiala a crescut validitatea analitica
a tehnicilor citopatologicetraditionale, a crescut acuratetea diagnostica si sensibilitatea,
avand ca rezultat o eficienta clinica sporitad. Metodele ce utilizeaza inteligenta artificiala
sunt separate Tn doud mari categorii: una care utilizeaza protocoale de Invatare automata
(machinelearning) si alta care ulilizeaza protocoalele de Tnvatare profunda (deeplearning)
[35].

Includerea sistemelor care utilizeaza inteligenta artificiala in managementul
standardizarea mecanismului de screening si managementul personalizat al cazului.

In ceea ce priveste screening-ul cancerului cervical, utilizarea inteligentei artificiale
are potentialul de a imbunatdfi descoperirea leziunilor precanceroasesi celulelor
transformate malign. Existd studii care atestd capacitatea sistemelor care utilizeaza
inteligenta artificiala de a atinge acuratete de 70-100% in identificarea leziunilor cervicale
maligne [36]. Un alt studiu multicentric a demonstrat ca inteligenta artificiala care
foloseste protocoale de invatare profunda a obtinut sensibilitate de 94,6% si specificitate
de 89% in interpretarea lamelor de citologie digitald [37]. Acelasi studiu a demonstrat ca
diagnostice comparativ cu un citolog care nu a beneficiat de asistentainteligentei
artificiale [37].

Histopatologia este o altd componenta din arsenalul diagnosticului patologic si
reprezinta evaluarea fragmentelor tisulare provenite din diverse organe pentru a evalua si
identifica anomaliile sau patologia existentd. La fel ca si evaludrile citopatologice,
histopatologia a avansat major prin metodele digitale prezente. TIntr-o analizi
histopatologica, bioinformatica a fost utilizata pentru analiza probelor histopatologice
necunoscute, descoperind sursa originala a malignitatii [38]. O analiza sistematica a fost

efectuata asupra literaturii de specialitate legatd de inteligenta artificialda si probele
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histopatologice din cancerul ovarian, iar in urma acestei analize s-au constatat mai multe
modele care pot fi implementate in lumea reala [39].

Patologia digitala reprezinta totalitatea actiunilor de achizitie, gestionare, partajare
si interpretare a informatiilor patologice, atat lame, cat si date, intr-un mediu digital.
Lamele digitale sunt create prin capturarea lamelor microscopice de sticla cu un
dispozitiv de scanare al carui rezultat este furnizarea unei imagini cu rezolutie inaltd ce
poate fi vizualizata pe ecranul unui computer sau dispozitiv mobil. Acest tip de examinare
ofera urmatoarele beneficii: analiza Tmbunatatita a lamei examinate, un grad mai mic de
eroare, colaborare Imbunatatitd intre medici, oportunitatea de munca la distanta,
oportunitafi sporite pentru educatiasi formarea personalului medical, facilitarea cercetarii
sidezvoltarii stiintifice [40,41].

Patologia digitald a fost dezvoltatd major, mai ales prin vizualizarea si explorarea
intregii imagini prezente pe lama histologica (WSI). Au fost raportate ghiduri de practica
care prezintd aplicatiile evaluarii Intregii imagini de pe lama histologicd si au fost
efectuate studii pentru a valida interpretarea patologiei mamare si ginecologice care au

Testarea imunohistochimica reprezinta evaluarea specimenului recoltat utilizand
markeriimunohistochimici. Acesti markeri imunohistochimici sunt anticorpi care
detecteaza antigene specifice din tesutul examinat. Aceastd metoda permite medicului
anatomo-patolog sa vizualizeze si evalueze anumite celule sau proteine si contribuie la
diagnosticul si clasificarea bolilor, mai ales in cazul patologiilor maligne.Utilitatea testarii
imunohistochimise s-a extins ulterior, iar in prezent aceasta evalueaza markeri predictivi
si prognostici in multe patologii maligne [43,44]. Desi exista ghiduri pentru validarea
analitica standardizata a testelor imunohistochimice, multitudinea de markeriexistenti este
in continud crestere, iar pentru unii dintre acestia raportarea si interpretarea se poate face
diferit [44-46].Integrarea metodelor ce utilizeazd inteligenta artificiald impreuna cu
testarea imunohistochimica Tmbunatateste performanta medicului anatomo-patolog[47-
52].

QuPath este un program cu cod sursa deschis (open-source software) destinat
patologiei digitale si analizei imaginilor biologice, caracterizat printr-o interfata facil de
utilizat si extensibiliate.Desi pana in prezent exista putine studii ale cancerului cervical
care au utilizat QuPath, evaluari asociate sustin metoda — un studiu privind
reproductibilitatea Intre platforme a constatat ”o reproductibilitate excelentd intre trei

platforme diferite de analiza digitala a imaginilor in cuantificarea scorului Ki-67” [53-56],
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aplicarea QuPath pentru detectiamarkerilor celulelor imune [54] si analiza imaginilor
digitale in diverse tipuri tumorale Tmbunatateste reproductibilitatea sidescreste

variabilitatea inter-observator [57,58].

CONTRIBUTIE PERSONALA

6. MOTIVATIA, SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI

Carcinoamele cervicale reprezintd o cauza majora de morbiditate si mortalitate la
nivel mondial, dar mai pronuntata la nivelul tarilor fara program de screening functional.
Desi aceste tumori nu ridicd probleme deosebite de diagnostic, cu exceptia
adenocarcinoamelor incipiente dezvoltate Tnalt la nivelul canalului endocervical, de cele
mai multe ori diagnosticul acestora se face in stadiul avansat al bolii cand optiunile
terapeutice sunt uneori limitate.

In Romania exista putine studii despre carcinomul cervical, iar cele existente se
referd in special la screening — participarea populatiei generale sau din anumite grupuri
etnice la screening, provocdrile efectudrii screeningului; evolutia incidentei diverselor
patologii maligne ginecologice; testarea hr-HPV la nivelul populatiei, cunoasterea
informatiilor despre HPV la nivelul populatiei.

Micro-mediul tumoral (TME) a devenit un domeniu de cercetare activ in ultimii ani,
deoarece are o influentd majord asupra progresiei si metastazarea celulelor tumorale.
TME este compus n mare parte din celule imune, fibroblaste, celule endoteliale, celule
stromale si matrice extracelulard (ECM). Interactiunile dintre tumori si celulele imune
sunt mai complexe si dinamice decat se credea anterior. Multe subtipuri de celule imune
infiltrate in TME poseda abilitati puternice de promovare a tumorii. Cu toate acestea,
impactul si interactiunea dintre aceste procese fiziologice si dezvoltarea, invadarea si
capacitatea de metastazare a celulelor maligne ramane in continuare un subiect nedeplin
elucidat.

Mecanismele imune implicate Tn cancerul cervical sunt evaluate prin analiza
infiltratului limfocitar tumoral (TIL) si prin analiza expresiei imunohistochimice a
biomarkerului CDS8. Acestea vor sta la baza stabilirii corelatiilor ulterioare cu expresia
PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) care este un biomarker esential in imunoterapia

cancerului, avand un rol semnificativ in terapia personalizata a diferitelor tipuri de cancer.
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Expresia imunohistochimica a PD-L1, atét la nivelul celulelor neoplazice maligne cét si la
nivelul celulelor imune din micromediul tumoral, poate influenta raspunsul la inhibitorii
de puncte de control imunitar (ICI), cum ar fi inhibitorii PD-1 si PD-L1, utilizati pentru a
stimula sistemul imunitar al organismului sa atace celulele canceroase.

Un alt subiect important, este reprezentat de studiul factorilor care influenteaza
angiogeneza, procesul de formare a noilor vase de sange si de metastazarea a celulelor
maligne. Factorii de crestere endotelial vascular (VEGF) sunt adesea supra-exprimati in
tumori si sunt asociati cu un prognostic nefavorabil. In plus, hipoxia, sau lipsa de oxigen,
este o caracteristica comuna a TME si este asociatd cu un comportament tumoral agresiv.
Hipoxia induce factorul de transcriptie HIF-la, care regleazd genele implicate in
angiogenezd, metabolismul celular si supravietuirea celulara. Tumorile hipoxice sunt
adesea mai rezistente la terapii conventionale precum radioterapia si/sau chimioterapia.
Intelegerea profundi a interactiunilor complexe din micro-mediul tumoral si a factorilor
care contribuie la aparitia metastazelor limfatice este necesara pentru dezvoltarea de noi
strategii terapeutice pentru cancerul cervical. Terapia antiangiogenicad vizeaza inhibarea
formarii noilor vase de sange in tumori, iar Bevacizumab, un inhibitor al VEGF, a
demonstrat eficacitate in tratarea cancerului cervical avansat, precum si a altor patologii
maligne.

Procesul de neoangiogeneza este analizat initial prin evaluarea imunohistochimicd a
biomarkerulut CD34 si cuantificarea microdensitdtii vasculare (MVD) si stabilirea
corelatiilor cu principalii factori de prognostic. Urmatoarea etapa constd in analiza
expresiei biomarkerului endoglin (CD105) in cancerul cervical, un marker de actualitate
si care reprezintd o tinta terapeuticd pentru acesta. CD105 este o moleculd cu potential
vast in explorarea si terapia antitumorald datorita rolului sdu in sistemul de semnalizare
TGF-8 si exprimarea sa crescuta la nivelul celulelor endoteliale proliferative.

Astfel, avand in vedere incidenta ridicatd a cancerului cervical In absenta unor
programe eficiente de screening, precum si limitarilor terapeutice din stadiile avansate ale
bolii, se impune o aprofundare a intelegerii mecanismelor biologice implicate in progresia
tumorald. Studiul micro-mediului tumoral — cu accent pe interactiunile dintre celulele
imune, factorii de angiogenezd si de evaziune imuna — ofera perspective valoroase
pentru identificarea unor biomarkeri cu valoare prognostici. In contextul terapiilor
moderne, precum imunoterapia si tratamentele antiangiogenice, caracterizarea acestor
mecanisme devine esentiald pentru dezvoltarea unor strategii terapeutice personalizate si

eficiente in cancerul cervical.
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Obiectivul principal al studiului doctoral este reprezentat de caracterizarea
micromediului tumoral Tn cancerul cervical prin analiza relatiilor dintre parametrii
clinico-biologici, histopatologici, imunologici si neoangiogenici si identificarea factorilor
cu potential prognostic n stratificarea pacientelor cu cancer cervical.

Obiectivele secundare ale studiului doctoral constau Tn:

I. Evaluarea integrativa a parametrilor clinico-biologici si a caracteristicilor
histopatologice si proteomice a cazurilor de cancer cervical, incluse in studiul actual

II. Caracterizarea distributiei infiltratului limfocitar tumoral (TILs) in conjunctie cu
analiza distributiei si expresiei celulelor CD8+ TILs din micromediul tumoral in vederea
evaluarii rolului imunologic si prognostic al acestora.

I1l. Evaluarea neoangiogenezei din micromediul cancerului cervical prin analiza
densitatii vasculare cu ajutorul expresiei imunohistochimice a biomarkerluil CD34 si
CD105 (endoglind) si corelatia acesteia cu parametri clinico-patologici.

IV. Evaluarea expresiei imunohistochimice a biomarkerului PD-L1 in cancerul
cervical si analiza corelatiilor acesteia cu parametrii imunologici si neoangiogenici din
micromediul tumoral, in vederea intelegerii rolului imuno-evaziv si a potentialului rol
prognostic terapeutic.

Scopul studiului doctoral:

Prin investigarea simultana a infiltratului limfocitar tumoral, a proceselor de
neoangiogeneza si a mecanismelor de evaziune imund, studiul doctoral contribuie la o
intelegere aprofundatd a interactiunilor dintre celulele neoplazice maligne invazive si
micromediul acestora, facilitand astfel dezvoltarea unor strategii terapeutice moderne,
cum sunt imunoterapia si tratamentele antiangiogenice. Mai mult, corelarea acestor date
cu profilul clinic si histopatologic al pacientelor oferd un cadru valoros pentru cercetari
viitoare si pentru stratificarea pacientelor in vederea implementarii tratamentului

personalizat Tn practica medicala.

7. MATERIAL SI METODA

Studiul doctoral s-a realizat in Cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologica al
Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,.Sfantul Apostol Andrei” Constanta (SCJU
Constanta) in colaborare cu Centrul de Cercetare Dezvoltare pentru Studiul Morfologic si
Genetic in Patologia Malignd (CEDMOG) din cadrul universitatii ,,Ovidius” Constanta.

Acest studiu retrospectiv include 50 de paciente si este realizat pe baza informatiilor
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obtinute atat din baza de date electronica a SCJU Constanta, cat si a datelor extrase din
foile de observatie. Cohorta de studiu a inclus 50 de cazuri diagnosticate morfopatologic
cu carcinom cervical in cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologica al Spitalului
Clinic Judetean de Urgenta “Sfantul Apostol Andrei” Constanta in perioada ianuarie 2019
— decembrie 2021.

Criteriile de includere au fost reprezentate de:

1. paciente internate si investigate in cadrul sectiilor clinice de obstetrica-
ginecologie ale SCJU Constanta;

2. paciente nou diagnosticate cu cancer cervical, fara terapie neoadjuvanta
(chimioterapie sau radioterapie anterior stabilirii diagnosticului);

3. paciente cu diagnostic morfopatologic de carcinom primar al cervixului,
realizat pe baza examenului la parafind a pieselor operatorii (biopsie cervicald sau
histerectomie totala/radicald) in cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologicd al
SCJU ,,Sfantul Apostol Andrei” Constanta;

4. disponibilitatea unui material biologic suficient pentru a efectua toate
investigatiile imunohistochimice ulterioare;

5. paciente fara terapie imunosupresivd sau biologicda la momentul
diagnosticului sau Tn ultimile 12 luni anterioare diagnosticului.

Criteriile de excludere au fost reprezentate de:

1. cazurile cu diagnostic anatomo-patologic realizat in afara SCJU ,,Sfantul

Apostol Andrei” Constanta;

2. cazurile cu diagnosticul histopatologic de leziuni benigne prezente la nivel
cervical;
3. cazuri cu diagnostic morfopatologic de tumora maligna cervicald cu alta

origine morfologica decét cea epiteliala;
4. cazurile reprezentate de tumori cervicale secundare / metastaze;

5. cazurile cu material biologic insuficient sau cu necroza tumorala extensiva.

Acest studiu a fost realizat dupa obtinerea aprobarii studiului de la Comitetul de
Etica al SCJU “Sfantul Apostol Andrei” Constanta (42006/02.09.2020), in conformitate
cu Declaratia de la Helsinki si ghidurile internationale recunoscute [59]. Pentru fiecare
pacienta s-a identificat “Fisa de Consimtdmant Informat” semnata in momentul internarii.

Probele biologice ale acestor cazuri, reprezentate de blocurile de parafind ale

pacientelor arhivate in histoteca Spitalului Clinic judetean de Urgenta “Sfantul Apostol
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Andrei” Constanta au fost recuperate si s-au examinat din punct de vedere al calitatii in
vederea efectudrii testelor imunohistochimice.

Fiecare caz a fost analizat, atat din punct de vedere al aspectelor morfopatologice,
cat si din punct de vedere al rezultatelor examinarilor imunohistochimice, de catre doi
medici anatomo-patologi, din cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologica al SCJU
“Sfantul Apostol Andrei” Constanta.

Evaluarea imunohistochimica s-a efectuat pentru biomarkerii Ki67, p53, CD8,
CD34, CD105 (endoglin) si PD-L1. De asemenea, s-a evaluat si TILs stromal.

8. EVALUAREA INTEGRATIVA A PARAMETRILOR
CLINICO-BIOLOGICI SI A CARACTERISTICILOR
HISTOPATOLOGICE SI PROTEOMICE A CAZURILOR DE
CARCINOM CERVICAL INCLUSE IN STUDIU

Acest studiu initial are ca scop caracterizarea complexa a cohortei de paciente
diagnosticate cu carcinom cervical din punct de vedere al varstei, mediului de
provenienta, parametrilor clinici, paraclinici, morfologici si imunohistochimici si
identificarea elementelor ce pot prezice un comportament tumoral agresiv.

Obiectivele secundare ale acestui studiu sunt reprezentate de:

- identificarea markerilor biologici care prezintd un potential rol prognostic in
identificarea cazurilor cu evolutie severd, care pot avea si un potential rol predictiv, ce
necesita validare 1n studii prospective;

- identificarea corelatiilor cu semnificatie statistica dintre diferiti parametrii clinici,
paraclinici, morfologici si imunohistochimici (Ki67 si p53) ce pot avea rol prognostic in

depistarea cazurilor cu prognostic sever.

Studiul include un numar de 50 de cazuri diagnosticate in perioada ianuarie 2019 —
decembrie 2021, majoritatea din mediul urban (52%), cu varste cuprinse intre 32 de ani si
83 de ani, la momentul interndrii si stabilirii diagnosticului de cancer cervical, cu o
valoare medie de 55,54 ani. Cele mai multe paciente s-au incadrat in categoria de varsta
45-69 ani, cu o frecventa de 66% (33/50) urmate de cele mai mici sau egale cu varsta de
44 ani cu o frecventa de 22% (11/50). Aceste date sunt in concordanta cu datele statistice

oferite de Institutul National de Sanatate Publica oferite recent [60]. Din punct de vedere
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al mediului de provenienta, majoritatea pacientelor au fost din mediul urban (52%), cele
mai multe cazuri fiind cuprinse intre 50 si 69 de ani.

Din punct de vedere al stadiului clinic, analiza statistica a evidentiat o frecventa mai
mare a cazurilor incluse n stadiul 111 (36%) urmate de cele incluse in stadiul 11 (34%),
fara a se evidentia diferente semnificative intre mediul de provenientd. De asemenea, in
lotul de studiu s-a constatat o frecventausor crescutd a cazurilor diagnosticate n stadiu
avansat de boala — 52% dintre paciente au fost diagnosticate cand se aflau deja in stadiu
[11-1V comparativ cu 48% dintre paciente care au fost diagnosticate cand se aflau in stadiu
I-1I de boala.

Nu s-au constatat asocieri statistice intre varsta, mediul de provenienta, stadiul bolii
sau gradul histologic.

Din punct de vedere al aspectelor morfopatologice, majoritatea cazurilor incluse in
studiul actual au fost diagnosticate cu carcinom scuamocelular 96% (48/50) si doua cazuri
cu diagnosticul de adenocarcinom cervical 4% (2/50). Din cazurile cu diagnostic de
carcinom scuamos, cele mai multe au fost reprezentate de subtipul carcinom
scuamocelular cheratinizat 52% (26/48) urmate de formele de carcinom

scuamocelularnoncheratinizat 32% (16/48).

Dintre cazurile incluse in studiul actual, diagnosticul de adenocarcinom
endocervical a fost identificat la doud paciente, ambele fiind moderat diferentiate G2,
tipul uzual non-mucinos cu pattern de invazie de tip distructiv - pattern C - conform
sistemului de clasificare Silva. Sistemul Silva, care pune accent pe pattern-ul de crestere
si de invazie a celulelor neoplazice maligne, se asociazd cu riscul de aparitie a
metastazelor limfoganglionare, cu recurenta tumorii si cu supravietuirea fara semne de
boala [61,62].

Tn urma analizei cazurilor din punct de vedere al gradului tumoral s-a remarcat 0
pondere crescutd a formele de cancer cervical de grad histologic G3 (slab diferentiat) —
70% majoritatea fiind identificate la pacientele cu varsta cuprinsa intre 45 si 69 ani. Nu s-
au constatat asocieri intre stadiul de boala si gradul histologic.

Au fost constatate rezultate cu semnificatie statistica in cazul stadiului de boala si
nivelul leucocitelor sanguine, precum si creatininei serice.

In lotul studiat invazia limfovasculara a fost prezenti in 19 cazuri (38%) si absenti

n 31 de cazuri (62%). Analiza statistic a aratat o asociere semnificativa intre stadiul clinic
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si invazia spatiului limfovascular, indicand ca valorile unei variabile influenteazain mod
clar valorile celeilalte.

In lotul studiat, rata de proliferare Ki67 a fost clasificata in trei categorii: < 30%
(proliferare redusa), 30-50% (proliferare moderatd) si>50% (proliferare inaltd), cu rate
relativ echilibrate (18%, 40%, 42%).

Analiza statistica a demonstrat asociere semnificativa intre indicele de proliferare
Ki67 si varsta, stadiu clinic, grad histologic si ILV, ce demonstreaza ca exista o tendinta
usor crescatoare a ratei de proliferare nucleare odatd cu inaintarea in varsta a pacientelor.

Tn studiul curent s-a identificat o frecventa crescuti (64%) a cazurilor cu expresia
imunohistochimica pentru anticorpul p53 cu pattern de tip mutational, restul prezentand
un pattern non-mutational de tip “wild-type”. Dintre cazurile cu pattern mutational, cele
mai frecvente au fost cele de tip “null-type” cu o rata de 42% (21/50) si 22% (11/50) au
prezentat un pattern mutational cu supra-expresia proteinei p53.  Patternul expresiei
p53 s-a ascociat semnificativ cu stadiul bolii, gradul histologic, ILV si indicele

proliferativ Ki67.

Studiul efectuat oferd o caracterizare care integreaza parametri clinico-biologici,
histopatologici si imunohistochimici ai carcinomului cervical, cu accent pe expresia
markerilor Ki67 si p53.Analizarea celor 50 de cazuri incluse in studiu a demonstrat o
serie de corelatii semnificative relevante din punct de vedere clinic si prognostic:

(1) invazia limfovasculara si valorile crescute ale indicelui proliferativ Ki67
se asociaza cu stadiile FIGO avansate si cu gradul histologic slab diferentiat (G3) in felul
acesta delimitandu-se un fenotip tumoral cu agresivitate sporita.

(2) Patternul mutational al expresiei p53 a fost mai frecvent intalnit in
tumorile slab diferentiate si in stadiile FIGO avansate sia prezentat corelatie cu un indice
proliferativ crescut ceea ce sugereaza o legdtura intre instabilitatea geneticd si
comportamentul biologic agresiv al tumorilor evaluate.

Din punct de vedere clinic, aceste constatari confirma valoarea markerilor Ki67 si
p53 ca factori cu valoare prognostica In stabilirea evolutiei tumorilor cervicale si oferda
premise pentru includerea lor in algoritmi de stratificare a riscului. Aditional, asocierea
dintre invazia limfovasculara si stadiile FIGO avansate indicd valoarea evaluarii

sistematice a acesteia in practica curenta.
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9. CARACTERIZAREA DISTRIBUTIEI INFILTRATULUI
TUMORAL LIMFOCITAR (TILs) IN CONJUNCTIE CU
ANALIZA DISTRIBUTIEI SI EXPRESIEI CELULELOR
CDS8*TILs DIN MICROMEDIUL TUMORAL IN VEDEREA
EVALUARII ROLULUI IMUNOLOGIC SI PROGNOSTIC AL
ACESTORA

Acest studiu are drept obiectiv principal evaluarea componentei imune din
micromediul tumoral, prin analiza nivelurilor de distributie TILs si al limfocitelor T
citotoxice CD8" (CDS8'TILs) in cancerul cervical, prin corelarea densitatii acestora cu
parametrii clinici, paraclinici, morfologici, imunohistochimici in vedere identificarii
elementelor ce pot prezice comportamentul tumoral agresiv.

Obiectivele secundare ale acestui studiu sunt reprezentate de:

1. Analiza densitatii TILs si CD8*TILs in functie de parametri demografici
(varsta si mediul de provenientd), clinici (stadiu FIGO) si morfopatologici (grad tumoral,
invazie limfovasculara, expresie Ki67 si p53), pentru a identifica asocieri cu posibile
implicatii prognostice.

2. Evaluarea valorii prognostice a infiltratului limfocitar tumoral stromal
(TILs) si a limfocitelor T CD8" intratumorale in cancerul cervical.

Pentru o caracterizare imunologica detaliatd a micromediului tumoral s-a efectuat
analiza morfologica si imunohistochimica a infiltratului limfocitar tumoral (TILs) si a
limfocitele T citotoxice CD8" (CD8'TILs) pentru toate cele 50 de cazurile incluse in
studiu pe baza criteriilor descrise anterior

Tn lotul studiat 25/50 de paciente (50%) au prezentat TILs crescut, 15/50 de
paciente (30%) au prezentat TILs moderat si doar o minoritate dintre acestea 10/50 de
paciente (20%) au prezentat TILS redus. Analiza statistici a demonstrat ca TILs s-a
asociat cu stadiul FIGO.

Studiul a demonstrat ca densitatea crescutd a TILs, in special a celui CD8", se
coreleaza cu stadiile incipiente FIGO, absenta invaziei limfovasculare, rata scdzuta de
proliferare tumorald evaluatd prin markerul Ki67 si expresia patternului non-mutational al
p53, ceea ce intareste valoarea lor prognostica favorabild. Legat de supravietuire, am

constatat ca pacientele cu infiltrat imun crescut au prezentat o perioada de supravietuire
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globald semnificativ mai mare si un risc diminuat pentru deces. Astfel, CD8TILs se

dovedeste a fi un marker biologic cu valoare clinica prognostica.

10. EVALUAREA NEOANGIOGENEZEI DIN MICROMEDIUL
CANCERULUI CERVICAL PRIN ANALIZA DENSITATII
VASCULARE CU AJUTORUL EXPRESIEI
IMUNOHISTOCHIMICE A BIOMARKERILOR CD34 SI CD105
(ENDOGLINA) SI CORELATIA ACESTEIA CU PARAMETRI
CLINICO-PATOLOGICI

Acest studiu are drept obiectivevaluarea densitatii microvascularizatiei tumorale
prin analiza expresiei imunohistochimice a markerilorendoteliali CD34 si CDI105
(endoglind) si corelarea acestora cu parametrii clinici, paraclinici, morfologici si
imunohistochimici Tn  vederea identificarii elementelor prognostice legate de
comportamentul tumoral agresiv.

Obiectivele secundare ale acestui studiu sunt reprezentate de:

1. Investigarea corelatiilor dintre densitatea microvasculara evaluatd prin
markerii CD34 si CD105 si parametrii clinico-morfologici si imunohistochimici cu
relevanta prognostica.

2. Rolul biomarkerilor CD34 si CD105 in stratificarea riscului la pacientele

cu cancer cervical.

Tabel 1. Incadrarea valorilor markerilor vasculari utilizati

Parametrul CD34 CD105
Valori obtinute Media: 19,304 + 8,35 Media: 12,702 + 4,87
pe baza mediei a

Mediana: 18 (minim 5 —maxim  Mediana: 13 (minim 3 — maxim

5 HPF 34) 24.2)

Densitate DMV Scazuta (<18) Crescuta (>18) Scazuta (<13)  Crescutd (>13)

Cazuri (N) 23 27 24 26

Cazuri (%) 46% 54% 48% 52%
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Tumorile cu DMV-CDI105 crescutd prezinta mai des invazie limfovasculara, un
indice de proliferare crescut, expresie p53 sub forma de pattern mutational si distributie
CDS8'TILs cu densitate scidzutd, iar toate acestea sunt elemente care caracterizeaza
agresivitatea tumorala si sugereaza prognosticul nefavorabil. De asemenea, densitatea
microvasculara crescuta s-a asociat cu risc de deces mai mare pentru ambii markeri ceea
ce confirmi valoarea prognostica nefavorabila.n studiul curent atat CD34, cat si CD105
(endoglind) au accentuat faptul ca densitatea microvasculara crescutd se coreleaza cu o
perioada de supravietuire globala mai redusd. CD105 s-a dovedit a fi mai sensibil in
corelarea cu stadiul FIGO sialti parametri precum invazia limfovasculara, indicele de
proliferare, patternul p53 sidistributia CDS8

Este deosebit de important ca analiza angiogenicd sd aiba ca punct final
implemetarea clinicd in vederea stratificarii pacientelor care pot beneficia si de terapie
anti-angiogenica asociata sau nu cu imunoterapie si in felul acesta de ameliorarea
prognosticului sicalitatiivietii.

Directiile viitoare ale cercetdrii se pot axa pe: studii prospective care evalueaza
corelarea densitatiimicrovasculare cu raspunsul la terapii anti-angiogenice asociate sau nu
cu imunoterapie; explorarea markerilor serici (endoglina circulanta sau VEGF plasmatic)
ca o alternativa neinvaziva sau test surogat si studierea diferentelor dintre subtipurile

histologice (carcinom cervical scuamos versus adenocarcinom).

11. EVALUAREA EXPRESIEI IMUNOHISTOCHIMICE A
BIOMARKERULUI PD-L1 IN CANCERUL CERVICAL SI
ANALIZA CORELATIILOR ACESTUIA CU PARAMETRII
IMUNOLOGICI SI NEOANGIOGENICI DIN MICROMEDIUL
TUMORAL, IN VEDEREA INTELEGERII ROLULUI
IMUNOEVAZIV SI A POTENTIALULUI ROL PROGNOSTIC
TERAPEUTIC

Obiectivul principal al acestui studiu este evaluarea expresiei imunohistochimice
PD-L1 in cancerul cervical si identificarea corelatiilor in relatie cu markerii imunologici

(CD8'TILs) si angiogenici (DMV-CD34/CD105).
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Obiectivele secundare sunt reprezentate de:

1.  Explorarea relatiei functionale intre neoangiogeneza (CD105/CD34) si expresia
PD-L1 in contextul evaziunii imune tumorale. Acest obiectiv investigheaza ipoteza ca un
microambient tumoral hipoxic intens vascularizat poate stimula exprimarea PD-L1,
limitand infiltrarea limfocitara si facilitind progresia tumorala.

2.  Stabilirea semnificatiei clinico-prognostice a expresiei combinate dintre expresia
PD-L1 simarkeriiangiogenici (CD 34 si CD105) si imunologici (TILssi CD8'TILS) in
cancerul cervical cu scopul de a identifica metoda cea mai eficientd de stratificare a
pacientelor in functie de risc si raspuns terapeutic

Din cele 50 de paciente diagnosticate cu cancer cervical incluse in analiza, 34
(68%) au prezentat expresie pozitiva a PD-L1 cu un scor CPS >1, iar 16 (32%) au fost
clasificate ca PD-L1 negativ, cu scor CPS <1. Vérsta medie pentru pacientele cu status
PD-L1 pozitiv a pacientelor a fost de 55.56+14,26 iar pentru un status PD-L1 negativ a
fost de 55.0+11,96.

Tn studiul curent expresia PD-L1 pozitiva a fost identificatd la un procent mare de
paciente cu cancer cervical, frecvent intre 45-69 ani si poate avea relevanta prognostica si
terapeutica (imunoterapie anti-PD-1/PD-L1).Un status PD-L1 pozitiv s-a corelat cu
stadiul FIGO avansat (111-1V), cu invazia limfovasculara si cu indicele Ki67 crescut, toate
aceste reflectand agresivitatea biologica tumorala.

Patternul mutational p53 a fost semnificativ mai frecvent in cazurile PD-L1
pozitive,sugerdnd un fenotip tumoral genomic instabilce se asociaza cu prognostic
nefavorabil.

De asemenea, expresia pozitiva pentru PD-L1 a fost asociata cu o supravietuire mai
redusa, fiind astfel considerat un factor de prognostic negativ, CD8*-TILs cu densitate
crescuta a fost asociatd cu un prognostic favorabil, confirméand din nou rolul important al
raspunsului imun antitumoral.

Asocierea evaluarii PD-L1 cu CD8", permite, in teorie, stratificarea mai precisa a

riscului siselectia adecvata a pacientelor ce pot beneficia de imunoterapie.

Tn urma analizei statistice s-a identificat o asociere semnificativa statitistic intre
expresia PD-L1 si parametrii clinico-morfologici si imunohistochimici cu impact negativ

asupra prognosticului (Tabel 2).
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Tabel 2.Distributia cazurilor in functie de expresia PD-L1 sistadiul FIGO, gradul histologic,

invazia limfovasculara, indexul Ki-67 sipatternul de expresie al p53.

Parametru PD-L1 negativ PD-L1 pozitiv Test p Spearman
analizat n (%) n (%) v*/Fisher; p p
Stadiu FIGO I-11: 14 (87,5%);  1-11: 10 (29,4%); x2(1)=14,708; p=0,542;
(=117 1=1Vv) -1V: 2 (12,5%) In-1v: 24 p<0,001 p<0,001
(70,6%)
Grad de G1-G2: 7 G1-G2: 8 Fisher p=0,206;
diferentiere (43,8%); G3: 9 (23,5%); G3: 26 p=0,191 p=0,152
(G1-G2/G3) (56,3%) (76,5%)
ILV Absent: 12 Absent: 7 v} (1)=13,672; p=0,523;
(absent / prezent) (75,0%); (20,6%); Prezent: p<0,001 p<0,001
Prezent: 4 27 (79,4%)
(25,0%)
Index Ki67 <42%: 11 <42%: 9 (26,5%); ¥*(1)=8,104; p=0,403;
(<42%  >42%)  (68,8%); >42%: 5 >42%: 25 p=0,004 p=0,004
(31,3%) (73,5%)
p53 Non-mut.: 12 Non-mut.: 6 v} (1)=15,533 p=0,557;
(non-mutational / (75,0%); (17,6%) p<0,001 p<0,001

mutational) Mut.: 4 (25,0%) Mut.: 28 (82,4%)

Evaluarea rolului prognostic al biomarkerului PD-L1

Evaluarea rolului prognostic al biomarkerului PD-L1 a fost realizat prin analiza

supravietuirii globale (OS). Analiza univariatd de regresic Cox a confirmat faptul ca

statusul PD-L1 negativ este asociat cu o reducere semnificativd a riscului de deces

rezultat ce sugereaza un rol protector al statusului PD-L1 negativ pentru pacientele cu

cancer cervical. Tn modelul de regresie Cox multivariata au fost incluse variabilele care

au prezentat semnificatie statistica in analiza univariatd, precum si variabile de interes

clinic, pentru a evalua efectul independent al expresiei PD-L1 asupra supravietuirii

globale (Tabel 6). Astfel, s-a constatat ca parametrii care influenteaza OS sunt varsta,

stadiul clinic FIGO, rata de proliferare nucleara Ki67, distributia CD8+TILS, densitatea

microvasculara cuantificata prin CD34 si CD105 si paternul mutational sau non-

mutational al proteinei p53.
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Analiza de supravietuire globala a evidentiat ca statusul PD-L1 pozitiv si un nivel
crescut de celule inflamatorii tumorale CD8*(CD8- DC) s-au asociat cu un prognostic
favorabil.

In schimb, varsta mai avansati, stadiul FIGO avansat (III-IV), microvascularizatie
(CD34, CD105) cu densitate crescutd, expresia ridicata Ki67 si statusul mutational al p53

s-au corelat cu o supravietuire semnificativ mai redusa.

Analiza multivariata: PD-L1 si nivelul de distributie TILS/ICD8+TILs

Analiza multivariatd de regresie Cox ce a evaluat impactul statusului PD-L1
(pozitiv sau negativ) si al nivelului infiltratului limfocitar tumoral (TILs - scazut,
moderat, intens) asupra supravietuirii totale, a evidentiat lipsa unei asocieri semnificative
a statusului PD-L1 cu supravietuirea totala Tn cadrul acestui model ale.

Modelul de a analiza multivariata de regresie Cox ce a inclus statusul expresiei PD-
L1 si nivelul de distributie a infiltratului limfocitar CD8*TILs pentru a investiga impactul
independent al expresiei proteinei PD-L1 si al infiltratului limfocitar CD8+ asupra
supravietuirii generale a pacientelor a demonstrat ca expresia pozitiva a PD-L1 s-a asociat
cu un risc semnificativ crescut de eveniment. Aceasta asociere indica faptul ca expresia
PD-L1 se comporti ca un factor de prognostic negativ. In paralel, infiltratul limfocitar de
tip CD8"- DC a fost asociat cu un efect protector semnificativ asupra supravietuirii Aceste
date evidentiaza rolul potential independent si complementar al expresiei PD-L1 si al
distributiei infiltratului CD8+ ca markeri prognostici in patologia analizata. Utilizarea lor
combinata poate contribui la o mai buna stratificare a riscului si la selectarea pacientelor

eligibile pentru terapii imunomodulatoare specifice.

Analiza multivariata: PD-L1 si CD34/CD105
Modelul de regresie Cox multivariatd, care a evaluat expresia PD-L1 in combinatie
cu distributia microvasculara marcatd prin CD34 (DMV CD34), a evidentiat un efect
semnificativ al PD-L1 asupra supravietuirii, in timp ce efectul DMV CD34 nu a atins
pragul de semnificatie statistica indicand o asociere semnificativa Intre expresia pozitiva a
PD-L1 si riscul crescut de deces. Aceste date sugereazd cad PD-L1 rdméne un marker de
prognostic negativ, independent de statusul vascularizatiei tumorale marcat prin CD34.
Intr-un model similar, s-a analizat impactul expresiei PD-L1 Tn asociere cu
distributia microvasculara marcata prin CD105 (DMV CD105), dar rezultatele au indicat

un efect nesemnificativ pentru PD-L1 si CD105
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Pe baza rezultatelor obtinute in urma analizei multivariate, unde s-a observat ca
atat prezenta expresiei PD-L1 céat si nivelul celulelor limfocitare tumorale CDS8+
influenteazd in mod semnificativ prognosticul: PD-L1 pozitiv a fost asociatd cu un risc
crescut de deces, iar prezenta unui infiltrat CD8*TILs crescut (CD8*-DC) a fost corelata
cu un risc scazut. Aceste rezultate sugereaza ca fiecare marker are un rol important in
evolutia bolii si pentru a intelege mai bine cum interactioneaza acesti factori, pacientii au
fost grupati astfel:PD-L1 negativ / CD8"-DS; PD-L1 negativ / CD8"-DC;PD-L1 pozitiv /
CD8"-DS si PD-L1 pozitiv/ CD8"-DC.

Aceastd stratificare a permis evaluarea diferentelor de supravietuire intre
combinatii specifice ale acestor doi biomarkeri. Rezultatele Kaplan-Meier au aratat
diferente semnificative statistic Tntre grupuri (Log-Rank, p < 0,001), confirméand utilitatea
acestei abordari. Grupul PD-L1 pozitiv / CD8-DS a prezentat cel mai mare numar de
evenimente cu o rata de supravietuire de doar 25%. La polul opus, grupul PD-L1 negativ /
CD8*-DC nu a Tinregistrat niciun eveniment, toatele paciente fiind in viatd la finalul
perioadei de urmarire (supravietuire 100%). Astfel, putem concluziona ca expresia PD-L1
pozitiva este un factor de risc major pentru OS redusa, iar un infiltrat CD8+-TILs
abundent (DC) are un efect protector, imbunatatind prognosticul chiar si in prezenta PD-

L1 pozitiv.

12. CONCLUZII GENERALE

Lucrarea curentd demonstreaza rolul important pe care markerii imunologici si
angiogenici 1l au Tn cadrul cancerului cervical de origine epiteliala.

Pe langa acestia am demonstrat cd din parametrii clinico-biologici evaluati invazia
limfovasculara si valorile crescute ale indicelui proliferativ Ki67 se asociaza cu stadiile
FIGO avansate si cu gradul histologic slab diferentiat (G3) - in felul acesta delimitandu-se
un fenotip tumoral cu agresivitate sporita. De asemenea, patternul mutational al expresiei
p53 a fost mai frecvent intalnit in tumorile slab diferentiate si in stadiile FIGO avansate si
s-a corelat cu un indice proliferativ crescut, ceea ce sugereazd o legatura intre
instabilitatea genetica si comportamentul biologic agresiv al tumorilor evaluate.

Practic, indicele Ki67 de proliferare nucleara si patternul p53 raman repere

importante in vederea caracterizarii tumorale, iar interpretarea lor integrata cu markerii
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micromediului tumoral (imuni si vasculari) aduc o valoare suplimentara in ceea ce
priveste prognosticul si au potential predictiv.

Densitatea crescuta a infiltratului tumoral limfocitar (TILs), in special subsetul
CD8", care se coreleaza cu stadiile FIGO incipiente, absenta invaziei limfovasculare,
indice de proliferare Ki67 scazut si pattern non-mutational al p53 sunt elementele cu
valoare prognostica favorabila.

Pacientele cu infiltrat imun intens prezinta supravietuire globald mai buna si un risc
diminuat de deces, ceea ce sustine importanta raspunsului imun antitumoral in controlul
progresiei tumorale

Expresia PD-L1 s-a asociat cu factori de agresivitate tumorala precum stadiul FIGO
avansat, invazia limfovasculara, indicele de proliferare Ki67 crescut si pattern p53
mutational. Totusi interpretarea PD-L1 este mult mai importanta atunci cand este evaluata
in raport cu prezenta infiltratului CD8". Asocierea dintre PD-L1 pozitiv si CD8+ cu
densitate crescuta defineste un subgrup de paciente cu profil imunologic cu implicatii
directe asupra raspunsului la terapii imunologice anti PD-1/PD-L1.

Evaluare densitatii microvasculare prin utilizarea CD34 si CD105 (endoglind) a
demonstrat corelatii cu parametride agresivitate clinicd si histologica ceea ce sustine rolul
prognostic al neoangiogeneziei si utilizarea acestora ca tinte terapuetice prin terapie anti-
angiogenica.

Aceste rezultate ale unei analize ce a inclus mai multe elemente incurajeaza
integrarea parametrilor imunologici si vasculari in algoritmi de stratificare a riscului §i in
dezvoltarea unor strategii terapeutice personalizate care sa se adauge celor utilizate si
considerate deja traditionale in prezent (terapie chirurgicald, chimi- si radioterapie
neoadjuvantd/adjuvanta).

Rezultatele obtinute atesta faptul ca patologia maligna cervicald nu trebuie privita
doar prin lentila morfologiei traditionale, clasice, ci necesitd o caracterizare extinsa —
moleculard si imunologica — pentru a oferi pacientelor tratamente adaptate in functie de
profilul biologic al tumorii. Aceste interventii terapeutice pot influenfa semnificativ
perioada de supravietuire, dar poate ca la fel de important, si calitatea vietii pacientelor.

Tn concluzie, propunem un protocol de stratificare a riscului bazat pe cohorta de
paciente incluse Tn studiu, care are drept obiectiv integrarea parametrilor clinico-
morfologici cu biomarkerii evaluati pentru a delimita categorii de risc si subgrupuri
biologice utile in discutia din comisia multidisciplinara.

Stratificarea propusa se realizeaza in doua etape:
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- prima etapa stabileste riscul clinic de baza folosind stadiul clinic FIGO, gradul
histologic, prezenta invaziei limfovasculare si statusul limfoganglionar (cand este
disponibil), cu incadrarea pacientelor in 3 grupuri de risc clinic (Rc): scazut (Rc-0) =
stadiu FIGO incipient (I sau Il) + ILV absenta + G1/G2 £ LNO; intermediar (Rc-1) =
stadiu FIGO incipient (I sau Il) + ILV prezenta £ G3 £ LNO; Tnalt (Rc-2) = stadiu FIGO
avansat (I11 sau 1V) + ILV prezenta £ G3 £ LN1;

- a doua etapa analizeaza profilul biologic tumoral si este alcatuita din evaluarea a 3
componente:1) rata de proliferare/ profil genomic = index Ki67 ,,inalt” si/sau p53 aberant
(absent — 0 puncte, prezent — 1 punct); 2) profilul imunologic = TILs si/sau CD8 scazute
(absent — 0 puncte, prezent — 1 punct); neoangiogeneza = DMV crescut, in special CD105
sau CD34 (absent — 0 puncte, prezent — 1 punct). Suma punctelor (0-3) reprezinta scorul
riscului biologic (Rb).

Riscul final (Rf) este alcatuit din riscul clinic compus cu riscul biologic: risc scazut
(Rc-0 si Rb 0-1); risc intermediar cand exista discordante moderate intre clinic si biologic
(Rc -0 dar Rb 2—-3 sau Rc-1 cu Rb 0-1); risc nalt (Rc-2 sau Rc-1 se asociaza cu Rb 2-3).

Pentru ca protocolul sa fie reproductibil, raportul trebuie sa precizeze tipul probei
(biopsie/piesa chirurgicald), zonele analizate si metodele si valorilor ,,cut-off” de evaluare
a biomarkerilor si, cand este cazul, heterogenitatea intratumorald (distributia
imunomarcajului focala sau difuza, predominant periferic sau intratumoral).

Punctele forte ale acestui studiu sunt reprezentate de designul complex care
integreaza multiple date clinice, morfologice i imunohistochimice si analiza mai multor
markeri relevanti precum Ki-67, p53, CD8, CD34, CDI105 si PD-L1, oferind o imagine

complexa asupra microambientului tumoral si a mecanismelor prognostice.

Dezavantajele studiului sunt legate de numarul mic de cazuri (lot format din 50 de
paciente — 48 de cazuri de carcinom scuamos si doud cazuri de adenocarcinom); designul
retrospectiv; absenta evaludrii rdspunsului terapeutic la imunoterapie si absenta unor date
moleculare (de ex. status infectie HPV, analize genetice).

Consideram ca directiile viitoare de studio ar trebui sd se axeze pe studii
multicentrice §i prospective cu eventuala integrare a statusului infectiei HPV si evaluarea
in dinamicd pre- si postterapie pentru stabilirea cat mai precisd a pacientelor care pot
benificia de imunoterapia cu inhibitori PD-1/PD-L1. Deosebit de importanta este si

investigarea interactiunii dintre neoangiogeneza care se poate face prin multipli markeri si
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evaziunea imund (PD-L1/CD8") pentru dezvoltarea si aplicarea de terapii combinate care

for influenta benefic prognosticul si calitatea vietii pacientelor cu cancer cervical.

13. ORIGINALITATEA TEZEI

Teza prezenta de doctorat reprezintd o contributie originald atdt in domeniul
anatomiei patologice, cat si in domeniul oncologiei ginecologice, prin abordarea
parametrilor imunologici §i angiogenici in cancerul cervical de origine epiteliala.

Elementele de noutate si originalitate constau in urmatoarele:

1. Analiza integrativa a markerilor imunohistochimici Ki67, p53, PD-L1, a
infiltratului tumoral limfocitar (TILs si CD8+) si a markerilor vasculari(CD34 si
CD105) corelate cu datele clinico-patologice, bazate pe tehnici moderne de
analizd computerizatd a imaginilor. Acest studiu este unic atat prin
complexitatea parametrilor analizati concomitent cat si prin utilizarea tehnicilor
moderne de patologie digitala.

2. Raportarea valorii prognostice a subsetului CD8+TILs care are un impact
asupra perioadei de supravietuire si riscului de deces

3. Stabilirea interactiunilor dintre expresia PD-L1 si CD8+TILs, aspect care
permite stratificarea mai precisd a prognosticului i prezintd un potential de
aplicabilitate n eligibilitatea pacientelor pentru terapii imunologice

4. Sublinierea rolului neoangiogenezei in procesul de progresie tumorald si
importanta markerilor endoteliali CD34 si CDI105 in evaluarea riscurilor.
Acestia sunt analizati pentru prima data Impreuna in cancerul cervical.

5. Includerea parametrilor imunologici si vasculari intr-un cadru unitar, ce poate
avea valoare practica pentru personalizarea conduitei terapeutice si dezvoltarea

unor algoritmi de stratificarea riscului.

Consider ca prin tematica aleasa, metodologia aplicata si interpretarea rezultatelor,
aceastd teza aduce un aport original si semnificativ la cunoasterea mai aprofundata a
mecanismelor patogenice ale cancerului cervical si incurajeazd perspectiva aplicarii

biomarkerilor 1n practica clinica curentd pentru un beneficiu sporit al pacientel.
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