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PARTEA GENERALA

INTRODUCERE

Cancerul de col uterin este al patrulea cel mai raspandit cancer in randul femeilor
la nivel global, dupd cancerul de san, colorectal si pulmonar (1). In Romania,
aproximativ 3 400 de femei sunt diagnosticate cu aceasta boala anual, inregistrandu-
se peste 1 800 de decese. Tara noastra se situeaza pe locul al doilea in ceea ce priveste
incidenta cancerului cervical si mortalitatea in randul tarilor UE (2,3).

Detectarea si tratarea leziunilor precursoare este esentiala pentru prevenirea
cancerului de col uterin invaziv, deoarece are o perioada lunga de timp de dezvoltare.

Introducerea testului Papanicolau in 1940 a revolutionat diagnosticul
modificarilor morfologice ale epiteliului cervical, avand ca rezultat o scadere
semnificativa a prevalentei cancerului cervical in tarile industrializate (4). Agentia
Internationala pentru Cercetare in Domeniul Cancerului (IARC) recomanda ca
programele de screening pentru cancerul cervical care utilizeaza testul Papanicolau sa
fie efectuat la intervale de trei pana la cinci ani pentru femeile cu varste cuprinse intre
35 si 64 de ani, fapt ce ar reduce cancerul cervical invaziv cu cel putin 80% (4).
Principala cauza a cancerului de col uterin este infectia cronica cu tulpini de HPV cu
risc ridicat.

Cancerul de col uterin este mai raspandit in randul femeilor cu provenienta din
medii socioeconomice scazute din cauza lipsei educatiei sexuale si a numarului crescut
de parteneri sexuali. Fumatul creste riscul de cancer de col uterin de doua ori in
comparatie cu nefumatorii. De asemenea, imunosupresia cronica, transplantul de
rinichi sau infectia cu HIV creste riscul (3,5).

Prognosticul cancerului de col uterin este determinat de severitatea bolii la
diagnosticare, inclusiv stadiul tumorii, tipul histologic, gradul, volumul tumorii si
profunzimea invaziei (5).

Testele Papanicolau si HPV sunt utilizate in prezent pentru screening-ul
cancerului de col uterin, dar diagnosticul definitiv este obtinut prin biopsie tintita sau
conizatia colului uterin cu examinare histologica.

Persoanele cu boli cronice subiacente, cum ar fi cancerul, sunt mai vulnerabile
la infectia cu sindromul respirator acut sever (SARS-COV-19). in timpul fazelor
incipiente ale pandemiei de COVID-19, s-a inregistrat o scadere semnificativa a
identificarii mai multor forme de cancer (6, 7), cu un procent tot mai mare de
diagnosticare a cancerelor in stadii avansate (8).

Acest efect negativ a fost cauzat de deficiente ale sistemelor de sanatate, o lipsa
de pregatire si de disponibilitate a resurselor, precum si de o crestere a numarului de
cazuri de COVID-19, in care cererea pentru testarea SARS-CoV-2 concureaza cu
capacitatea de a furniza teste HPV (8), la care se adauga o lipsa de personal medical(9).

Cercetatorii s-au concentrat asupra celulelor tumorale ca tinta principala pentru
terapii.

Stroma tumorald (TSR) este o parte esentialda a micromediului tumoral,
cuprinzand fibroblasti, matrice extracelulara, capilare si celule inflamatorii. Acesta joaca
un rol semnificativ in dezvoltarea cancerului, progresiei, metastazarii si rezistentei la
tratament (10). Micromediul peritumoral este esential pentru formarea tumorilor si
pentru dispersia celulara. Invazia tumorala are loc intr-o microecologie tumorala-gazda,
in care celulele stromale si tumorale Tsi schimba enzime si citokine. Stroma sustine
celulele canceroase (11, 12).

TSR este o metoda utila si valoroasa pentru anatomopatologi pentru a obtine
informatii cu utilitate apoi din punct de vedere clinic din lamele bioptice colorate cu HE
hematoxilin-eozina. Raportul stromei tumorale trebuie evaluat in timpul examinarii



morfopatologice initiale a specimenelor obtinute post-interventie chirurgicala pentru un
diagnostic cu o sensibilitate mai mare.

Interrelatia dintre tumora-stroma este o problema foarte discutata in ultima
vreme, nu numai in cancerul de col uterin, ci si in alte tipuri de neoplazii. Cu toate
acestea, valoarea lor predictiva in prognosticul cancerului de col uterin nu este bine
cunoscuta.

Studiul stromei tumorale a oferit multe oportunitati pentru terapiile viitoare ale
cancerului. Componentele tinta ale micromediului tumoral au un potential clinic imens,
in special atunci cand sunt combinate cu alti agenti terapeutici.

Metastazele ganglionilor limfatici (LNM) reprezinta o forma comuna de cancer de
col uterin care are un impact semnificativ asupra evolutiei pacientelor. Pacientii cu LNM
pozitiv au o rata de supravietuire de 5 ani semnificativ mai proasa comparativ cu cei
fara metastaze (91 %) (13).

Biopsia ganglionilor limfatici santinela (SLN) se efectueaza deoare acesta este
primul loc de metastaza tumorala, iar patologia sa ar trebui sa reflecte boala metastatica
in alti ganglioni limfatici. Metodologia ultrastaging si procesarea tesuturilor sunt
componente cruciale ale adoptarii ganglionului santinela in cancerul de col uterin.
Cercetarile au aratat ca ultrastaging-ul SLN poate identifica cu 10% péana la 15% mai
multi pacienti cu micrometastaze (MIC), cu un impact negativ similar (14).

Tehnica de ultrastaging pentru clasificarea cancerului de col uterin a fost
incorporata in practica standard si mentionata in ghidurile de tratament recunoscute la
nivel international. Diverse substante de urmarire, cum ar fi albastru de metilen-tehnetiu
(TMEB) si verde de indocianina (ICG), au fost sugerate pentru detectarea ganglionilor
santinela pentru a creste eficacitatea acestuia. S-a demonstrat ca ultrastangingul SLN
creste valoarea predictiva negativa de la 91% cu pana la 100% .(15,16).

Il. PARTEA SPECIALA

1. MOTIVATIA CERCETARII

Interrelatia dintre tumora si stroma este o problema semnificativa in cancerul de
col uterin si in alte tipuri de neoplazii. Epiteliul colului uterin se dezvolta indeaproape cu
semnalele moleculare primite de la mezoderm si tesutul conjunctiv in timpul perioadei
embrionare. Aceasta interrelatie este bine controlatd in conditii normale, dar
dezechilibrele pot cauza conditii patologice.

Stroma cervicala are caracteristici unice, cum ar fi componentele celulare
dependente de hormoni, in principal fibroblastii, care reactioneaza la transformarea
maligna a celulelor epiteliale. Raportul tumora-stroma este un criteriu din ce in ce mai
important in evaluarea tumorilor cervicale, cu un impact clinic si terapeutic major.

Fibroblastele din stroma tumorii pot sintetiza factori care determina si sustin
perpetuarea transformarii maligne a celulelor epiteliale si actioneaza asupra altor
componente stromale adiacente fibroblastilor hiperplazici. Fibroblastii asociati
cancerului (CAF) reprezinta un alt aspect al fibroblastilor in leziunile maligne, mai multe
tipuri fiind descrise in functie de variabilitatea lor moleculara. Aceste tipuri moleculare
s-au dovedit a fi specifice anumitor forme moleculare de cancer de san.

Se presupune ca heterogenitatea moleculara a fibroblastilor stromali este
prezenta in cancerul de col uterin, dar acest lucru nu a fost certificat pana in prezent.
Exista date limitate in literatura de specialitate cu privire la modul in care anumite
componente ale stromei tumorale, cum este infiltratia limfatica, au fost corelate cu
parametrii paraclinici, cum este numarul de leucocite din sangele periferic la momentul
diagnosticului si dupa tratament. Acest studiu urmareste sa asocieze infiltratul limfoid



difuz sau structurile limfoide tertiare (TLS) cu leucocitele din séngele periferic, atat in
tumora primara, cat si in leziunile limfoide metastatice.

Raportul tumora/stroma studiat in tumora primara va fi apoi corelat cu prezenta
sau absenta ganglionilor limfatici pentru a identifica impactul stromei asupra procesului
de metastazare. Un alt aspect extrem de important al stromei tumorale care afecteaza
transformarea maligna a celulelor epiteliale este compartimentul vascular. Invazia
limfovasculara este un parametru care este prezentat de catre anatomopatolog la
momentul stabilirii diagnosticului histopatologic primar, dar nu este un criteriu pentru
alegerea metodelor terapeutice si medicamentoase.

Histiocitoza sinusala observata in ganglionii limfatici, cu sau fara metastaze,
este, de asemenea, un subiect care nu a fost studiat in literatura de specialitate. In
prezent, nu se cunoaste ce impactul prognostic si terapeutic are histiocitoza sinusala in
cancerele de col uterin cu metastaze la nivelul ganglionilor limfatici, iar acest aspect va
fi studiat Tn lucrarea de fata prin corelarea prezentei sau absentei histiocitozei sinusale
in ganglionii limfatici cu raportul tumora-stroma din tumora primara si meastazele
limfatice. Tn acelasi timp, atat la nivelul stromei cervicale cat si la nivelul compartimen-
tului vascular, impactul radioterapiei asupra cancerului de col uterin este, de asemenea,
controversat. Existd indicii ca radioterapia va determina o reactie inflamatorie
pronuntata la nivelul colului uterin, urmata de o hiperactivitate a procesului angiogenic
de formare a unor vase de sange noi, care poate promova in continuare raspandirea
celulelor tumorale, in timp ce impactul radioterapiei asupra fibroblastilor stromali este
necunoscut, in ciuda efectului sau citotoxic asupra celulelor epiteliale maligne.

Infectia cu SARS CoV2 este extrem de putin evaluatad in ceea ce priveste
impactul sau asupra dezvoltarii, progresiei si metastazarii cancerului de col uterin. Date
indirecte despre impactul SARS CoV 2 asupra modificarilor micromediului imunitar al
cancerului de col uterin sau a mediului imunitar general al femeilor, cu impact direct
asupra unei posibile modificari a dinamicii dezvoltarii cancerului de col uterin.

Predictia metastazelor cervicale la nivelul ganglionilor limfatici este esentiala
pentru imbunatatirea ratei de supravietuire si reducerea recurentei. Foarte putine studii
au utilizat o metoda de ultrastaging pentru a evalua ganglionii limfaticic non-santinela
(non-SLN); majoritatea au evaluat doar gannglionii limfatici santinela (SLN). Acest
studiu a avut ca scop evaluarea tuturor ganglionilor limfatici santinela (SLN) si non-SLN,
la pacientele cu cancer de col uterin si risc ridicat de imfiltrare limfatica , dar cu
ganglionilor limfatici negativi la evaluarea anatomopatologica intraoperatorie, pentru a
creste sensibilitatea si acuratetea diagnosticului in cancerul de col uterin cu o urmarire
de 5 ani a pacientelor incluse in studiu.

Toate aceste motive descrise mai sus au stat la baza prezentului studiu.

2.  OBIECTIVE STIINTIFICE

e |dentificarea factorilor cu valoare de prognostic si predictie pentru dezvoltarea,
progresia si metastazarea cancerului de col uterin prin utilizarea metodelor de
cercetare de baza corelate cu parametrii clinico-patologici

e Evaluarea raportului tumora/stroma in tumora primara si impactul sau asupra
parametrilor clinic

e Impactul radioterapiei asupra raportului stromului tumoral.

e Evaluarea infiltratelor inflamatorii si a structurilor limfoide tertiare (TLS) si a
interactiunii acestora cu nivelurile leucocitelor din sangele periferic

¢ |dentificarea tintelor terapeutice comune exprimate atat in celulele epiteliale cat
si in stroma, PDGF, PDGFR, cd 34, Hpv.



e Caracterizarea heterogenitatii celulare in stroma tumorala: Fibroblasti/
Miofibroblasti

e SLT (extractor limfoid tertiar) / infiltrat inflamator invazie limfovasculara pe piesa
cervicala

e Evaluarea raportului nave/stroma

e Impactul perioadei de pandemie SARS COV-2 in diagnosticarea si dezvoltarea
cancerului de col uterin

e Acuratetea ultrastagingului in detectarea micrometastazelor in ganglionii limfatici
santinela si non-santinela in cancerul de col uterin

lll. REZULTATE

1. CONTRIBUTIE PERSONALA: PARTICULARITATILE IMUNE ALE
STROMEI CANCERULUI DE COL UTERIN, CU ACCENT SPECIAL PE STRUCTURA
LIMFOIDA TERTIARA $I CORELAREA CU PARAMETRII CLINICO-PATOLOGICI

Studiul nostru investigheaza variantele morfologice ale structurilor limfoide
tertiare (TLS) in relatie cu dezvoltarea cancerului cervical, de la leziuni preneoplazice
intraepiteliale la carcinoame invazive si metastaze la nivelul ganglionilor limfatici
locoregionali.

Materiale si metode: Aceasta analiza retrospectiva a cuprins 100 de cazuri de
cancer de col uterin la care s-a efectuat o histerectomie totala cu limfadenectomie in
cadrul Clinicii de Obstetrica si Ginecologie a Spitalului Clinic Municipal de Urgenta
Timisoara, Romaénia, in perioada 2020-2023. Limfadenectomia bilaterala ilio-
obturatoare si histerectomia totald au fost utilizate pentru a obtine probele bioptice.
Prezenta centrelor germinale, a structurilor stromale, densitatea TLS, localizarea fata
de leziunile tumorale si insulele celulare maligne sunt utilizate pentru evaluarea si
clasificarea SLT.

Rezultate: La inceput am evaluat numarul total de TLS (TLS.T). Am observat
topografic doua localizari in stroma cervicala: TLS pozitionat imediat peritumoral si TLS
la distanta de leziunile tumorale. Carcinoamele invazive au TLS superficiale mai mari
cu un centru germinativ bine definit. Pe masura ce s-au apropiat de tumora, TLS au
crescut in dimensiune si densitate. De asemenea, am detectat un tip special de TLS
asociat cu fibrele nervoase, pe care le-am numit structuri limfoide tertiare asociate cu
nervii (TLS.N). Numarul total de TLS.T nu s-a corelat cu varsta, dar 85,71 % dintre
pacientele care au prezentat TLS.N au avut varsta cuprinsa intre 59 si 72 ani.
Rezultatele noastre au indicat o stransa corelatie intre varsta (postmenopauza, p =
0,005) si prezenta TLS-N.

In mod similar, parametrii TLS au evoluat o dat& cu diferentierea tumorii. Doar in
grupul TLS.N s-a corelat cu scorul tumoral (G)- 3 (p = 0,041), in timp ce SLT.T nu s-a
corelat cu G. Toate pacientele TLS.N., cu exceptia uneia, au avut invazie limfovasculara
si histiocitoza masiva. in primul rand TLS.N s-a corelat cu invazia limfovasculara (p =
0,032).

Concluzie: Structurile limfoide tertiare asociate cu nervii nu au fost raportate
anterior Tn cancerul de col uterin, iar efectele lor asupra prognosticului si agresivitatii
sunt necunoscute. A existat o corelatie semnificativa intre prezenta TLSs.N si varsta de
peste 60 de ani, sugerand ca acesta posibil sa apara exclusiv la femeile in menopauza.
Au fost descoperite corelatii intre invazia limfovasculara si G3, sugerand ca acestea ar
putea fi un factor de prognostic slab al cancerului de col uterin.



2. CONTRIBUTIE PERSONALA: IMPACTUL PANDEMIEI DE SARS-COV-2
ASUPRA DIAGNOSTICULUI CANCERULUI DE COL UTERIN $I AL LEZIUNILOR
PRECURSOARE - UN STUDIU RETROSPECTIV UNICENTRIC

In acest studiu obiectivul nostru a fost s& conducem o analiza retrospectiva a
volumului testelor de screening cervical, a numarului de paciente tratate printr-o metoda
de excizie si a incidentei efectelor leziunilor cervicale invazive si premaligne n timpul
unei perioade pandemice si pre-pandemice de 24 de luni.

Materiale si metode: Studiul a inclus 404 paciente care au fost supuse unei
biopsii de col pentru diagnosticul cancerului de col uterin. Studiul a examinat
specimenele bioptice ale pacientelor pe baza caracteristicilor histopatologice si a
clasificat leziunile cervicale pe baza rezultatelor testului Papanicolau.

Rezultate: a existat o diferenta de varsta semnificativa din punct de vedere
statistic intre cele doua perioade de studiu. Diferenta de vérsta a fost cu o medie de 32
ani inainte de aparitia pandemiei si de 35 ani in timpul pandemiei (valoarea p > 0,05).
Cea mai mare scadere in prezentarea pentru screening a pacientelor identificata pe
grupe de varsta a fost in grupul de 50-59 ani, cu o scadere de 14,53 % in perioada pre-
pandemie si o scadere de 9,1 % in perioada pandemica. in perioada pandemica,
pacientele din zonele rurale au prezentat in studiul clinic o rata mai mica, de 39,52 %
(83 paciente) fata de 60,47 % (127 paciente) in zonele urbane. Un procent mai crescut
de paciente au prezentat sangerare cervicala ca prima manifestare clinica in perioada
pandemica, comparativ cu perioada pre-pandemica, cu o crestere a numarului de
leziuni cervicale mai severe in perioada pandemica, a avut o semnificatie statistica cu
8 % mai mare decat perioada pre-pandemica.

Concluzii: adresabilitatea pacientelor in timpul perioadei COVID nu a fost
afectata Tn mod drastic in studiul nostru. Am inregistrat o scadere a numarului de
programari pentru screening la grupa de varsta de 50-59 de ani si o scadere a numarului
de paciente cu resedinta in mediul rural. Tn studiul nostru, am gasit o crestere a
sangerarii cervicale ca motiv de consultare in perioada pandemica cu un grad mai mare
de leziune cervicale , atat pe un frotiu de examen citologic Papanicolau, cat si pe o
biopsie cervicala.

3. CONTRIBUTIE PERSONALA: INFLUENTA RECIPROCA A INTERACTIUNII
TUMORALE TUMORALE DIN CANCERUL DE COL UTERIN- EVALUAREA
STROMEIl PRIN EXPRESIA RECEPTORULUI-BETA A PDGF-BB SI PDGF-BETA

Tn acest studiu scopul nostru a fost de a evalua relatia dintre expresia factorului
de crestere derivat din trombocite (PDGF) in celulele tumorale si expresia receptorului
stromal tumoral, precum si efectele supraexpresiei PDGF asupra angiogenezei Si
limfangiogenezei stromale.

Materiale si metode: Studiul a fost efectuat pe tesut colectat de la nivelul colului
uterin prin biopsii tintite din leziuni macroscopice perceptibile, piese de conizatie si
material bioptic postoperator al pacientelor cu leziuni intraepiteliale premaligne si leziuni
invazive. Am efectuat un studiu retrospectiv care a inclus 46 de specimene
diagnosticate cu cancer de col uterin, arhivate si incorporate in parafina , selectate in
acest scop.

Rezultate: Tn epiteliul cervical cvasi-normal adiacent tumorilor cervicale, expresia
factorului de crestere derivat din trombocite (PDGF-BB) a fost heterogena, cu o
scaderea expresiei de la nivelul bazal si la nivelul superficial al tesutului scuamos. Cea



mai mare intensitate a expresiei a fost inregistrata in stratul bazal, unde PDGF-BB a
avut o expresie intensa.

Expresia PDGF in celulele stromale a fost mai mare decat expresia markerilor
prin celulele neoplazice transformate. PDGF-BB, PDGFR-alfa si beta au fost exprimate
in celulele tumorale la 41 (89,1 %), 25 (54,35 %) si, respectiv, 46 (100 %).

in leziunile de tip CIN 3, precum si in leziunile microinvazive, PDGFR-alfa a fost
exprimat extensiv in zona epiteliala maligna, cu o crestere in celulele expuse la stroma
tumorala. De asemenea, receptorul beta a fost intens exprimat in leziuni de CIN 3.
Emboliile tumorale din leziuni invazive au prezentat expresii divergente ale PDGFR-alfa
si beta-expresiei in sensul ca emboliile tumorale au avut un rezultat pozitiv crescut
pentru PDGFR-beta si un rezultat negativ pentru PDGFR-alfa.

Evaluarea PDGF pentru cancerul microinvaziv. In studiul nostru expresia
markerilor de masa tumorala nu a fost detectata in 6,25 % dintre cazuri. Expresia
scazuta a fost atinsa in 31,25% din cazuri, cea moderata in 43,75% din cazuri Si cea
puternicd in 18,75% din cazuri. In leziunile de carcinom preinvaziv, expresia PDGF a
fost mai pronuntata in zona masei epiteliale bazale, in special in zona microinvaziei.

O altéd etapa a studiului nostru a fost evaluarea microdensitatii vasculare si
limfatice a stromei tumorale adiacente din cazurilor incluse n studiu. Microdensitatea
vasculara sanguina (MVD) a variat intre 20-84 vase de sange/camp microscopic x 200
cu o medie de 41,78 vase de sange. Nu s-a gasit nicio corelatie intre expresia beta a
PDGF si PDGF-R si MVD. Expresia alfa a PDGFR s-a corelat atat cu MVD, céat si cu
LMVD (microdensitate vasculara limfatica) (p<0,036 si, respectiv, 0,05). S-a constatat
o corelatie semnificativa intre expresia beta a PDGFR si LMVD atat intrautumoral, cat
si peritumoral (p<0,045 si, respectiv, 0,032).

Concluzii: Rezultatele noastre sugereaza ca PDGF mediaza interactiunea
celulelor canceroase cu fibroblastii asociati cancerului, promovéand proliferarea celulelor
canceroase intr-un mod paracrin. Acest lucru are implicatii pentru tratamentul inovator
combinat al cancerului.

4. CONTRIBUTIE PERSONALA: FEZABILITATEA SI ACURATETEA
ULTRASTAGINGULUI IN DETECTAREA MICROMETASTAZELOR IN GANGLIONII
LIMFATICI SANTINELA SI NON-SANTINELA iN CANCERUL DE COL UTERIN: UN
STUDIU RETROSPECTIV UNICENTRIC CU O PERIOADA DE URMARIRE DE CINCI
ANI

Acest studiu a avut ca scop evaluarea pacientelor cu cancer de col uterin prin
ultrastagingul tuturor ganglionilor limfatici (LN), ganglion santinela (SLN) si a
ganglionilor limfatici non-SLN, pentru a creste sensibilitatea detectéarii metastazelor
limfonodale si acuratetea diagnosticului in cancerul de col uterin cu o urmarire de cinci
ani.

Materiale si metode: Acesta este un studiu retrospectiv a 14 cazuri de cancer
cervical inregistrate la Spitalul Clinic Municipal de Urgentd Timisoara, Roméania din
2017 pana in 2019. Cazurile au fost selectate pe baza riscului lor ridicat de invazie
limfonodala, dar ganglioni limfatici intraoperator negativi. Dupa reevaluarea tuturor
mostrelor de biopsie din 29 de cazuri incluse initial in studiu, au ramas 14 cazuri, care
au indeplinit toate criteriile pentru ultrastaging pe probele de biopsie obtinute post
intreventie chirurgicala.

Rezultate: Vérsta pacientelor incluse in studiu a variat intre 43 si 70 ani
(mediana: 57,14 ani). Potrivit stadializarii realizate de Federatia Internationala de
Ginecologie si Obstetrica (FIGO), majoritatea pacientelor au fost in stadiu IB: sapte
cazuri (50 %). Studiul a evidentiat o corelatie pozitiva intre varsta pacientelor si



stadializarea FIGO, cu un coeficient de corelatie Pearson de 0,707 si o valoare p mai
mica de 0,05, indicand o probabilitate mai mare ca pacientele mai in varsta sa fie
diagnosticate intr-un stadiu FIGO mai inalt. Urmarirea medie a fost de 34,5 luni, cu o
mediana de 36 luni (interval: 6-60 luni). Am obtinut 167 de ganglioni limfatici cu o medie
de 11.92 ganglioni limfatici / caz. S-a constatat ca douazeci si unu de ganglioni limfatici
au fost pozitivi prin metoda de ultrastaging. Am detectat 11 ganglioni limfatici cu
macrometastaze (MAC) (52,38 %), sapte cu micrometastaze (MIC) (33,3 %) si trei cu
insule de celule tumorale (ITC)(14,4 %). Acest lucru reprezinta 13% cazuri nou
diagnosticate cu ganglioni limfatici pozitivi prin metoda de ultrastaging. Aceasta metoda
de ultrastaging a detectat MIC ganglionare la 8 (57,1 %) din cei 14 pacienti, care initial
au avut un rezultat negativ la testul de implicare a ganglionilor limfatici, folosind metoda
de rutind cu hematooxilina si eozina (HE). Detectarea micrometastazelor la acesti
pacienti a evidentiat sensibilitatea superioara a ultrastagingului, care a fost sustinuta de
recidiva bolii in decurs de 5 ani la 4 (28,57 %) dintre aceste opt paciente. De asemenea,
studiul nu a identificat nicio corelatie intre standardizarea FIGO si numarul CMI
constatat la aceste paciente.

Concluzii: Predictia aparitiei metastazelor limfatice (LNM) din cancerul de col
uterin este esentiald pentru imbunatatirea ratelor de supravietuire si reducerea
recurentei. Foarte putine studii de cohorta de mici dimensiuni au utilizat o metoda de
ultrastaging pentru a evalua ganglionii limfatici non-santinela (non-SLN); majoritatea au
evaluat doar ganglionii santinela. Am aratat in studiul nostru ca metoda de ultrastaging,
atat in cazul SLN, cat si in cazul non-SLN, este superioara in comparatie cu analiza
H&E, cu o ratda de 13% a diagnosticarii noi a limfonodulilor pozitivi. Implicarea
metastatica a non-NSL a fost constatata in peste 50% din toate cazurile (8/14), conform
metodei de ultrastaging. in plus, studiul nostru confirma faptul ca sensibilitatea
ultrastagingului SLN este ridicata atat pentru prezenta MIC, cat sia MAC in SLN . Prin
urmare, consideram ca ultrastagingul este cea mai eficienta metoda de analiza a SLN
la pacientele cu cancer de col uterin in stadiu incipient, iar detectarea bilaterala este
preferabila, reducand semnificativ rezultatele fals-negative. Utilizarea de rutina a SLN
impreuna cu ultrastagingul ar duce la o mai mare acuratete a stadializarii chirurgicale
si la o mai buna monitorizare oncologica a cazurilor.

IV. CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII ORIGINALE

Aceasta teza de doctorat isi propune sa efectueze un studiu multidisciplinar al
cancerului de col uterin care va combina aspectele microscopice cu date clinico-
patologice pentru a defini noi tinte de diagnostic si terapeutice. Studiul a inclus cercetari
atat clinice, cat si experimentale in contextul cazurilor selectate in timpul pandemiei de
COVID-19. in acest sens, putem considera ca obiectivele cercetdrii stiintifice au fost
atinse si chiar depasite prin introducerea neprogramata in cercetarea stiintifica a
impactului SARS-CoV2 asupra evolutiei si prognozei cancerului de col uterin. in acest
aspect original al tezei, aceasta cercetare a depasit limitele clinice si experimentale,
ludnd Tn considerare factorul social care nu a fost studiat in majoritatea leziunilor
maligne. Un astfel de eveniment social, prin componentele sale, poate provoca o
evolutie nefavorabila a cancerului de col uterin numai prin prezenta acestuia, crescand
numarul de cazuri diagnosticate la prima prezentare a pacientului si facand parte din
categorii patologice inalte. Acest aspect, cel putin in aria noastra geografica, poate fi
considerat una dintre contributiile originale ale tezei noastre de doctorat.

Un alt obiectiv al studiului nostru a fost sa ne concentram asupra stromei
cancerului de col uterin. De obicei, studiul cancerului de col uterin se concentreaza pe
componenta epiteliala maligna, de la diagnostic pana la testele specifice necesare
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pentru terapie si predictia prognosticului. Aceasta teza de doctorat a avut ca obiectiv
principal studierea componentele celulare ale stromei, ce nu se regasesc in literatura
de specialitate, dar care s-a descoperit recent ca au un impact crescut asupra
raspunsului la terapie si, intr-o mai mica masura, componenta epiteliala maligna
studiata in stransa legatura cu stroma tumorala a cancerului de col uterin.

Datoritd imunoterapiei ca masura terapeutica inovatoare in diferite tipuri de
malignitati, inclusiv in cancerul de col uterin, am considerat util sa se concentreze
cercetarea stiintifica asupra componentei inflamatorii a cancerului de col uterin si, mai
specific, asupra unei structuri care a aparut Tnainte sau in timpul imunoterapiei,
respectiv, structurile limfoide tertiare (TLS). In aceast context, ca parte originala, putem
mentiona identificarea pentru prima data a unui anumit tip de TLS, si anume TLS asociat
cu nervii - structura microscopica care nu a fost descrisa anterior in literatura. Am
demonstrat in acest studiu o corelatie semnificativa statistic intre prezenta acestui tip
particular de TLS si parametrii clinico-biologici ai pacientelor cu cancer de col uterin.
Dintre acesti parametri clinico-biologici, am aflat ca cei mai importanti au fost invazia
limfovasculara, numarul limfocitelor periferice, monocitele si varsta. Comparativ cu
varsta, am demonstrat diferente semnificative in prezenta acestei structuri inflamatorii
organizate de la stroma cervicala la stadiile de premenopauza si menopauza. Acest
lucru poate fi considerat, de asemenea, un aspect de originalitate al acestei teze.

Multe terapii inovatoare sunt vizate in primul rand de familia factorilor PDGF si
receptorii corespunzatori, care sunt putin studiati in cancerul de col uterin. Din acest
motiv, am considerat utila includerea in studiul nostru a celor doua componente PDGF
respective: ligandul PDGF-BB si receptorul PDGFR-beta. Expresia lor asupra
componentei epiteliale a fost intens studiata. Prin studiul nostru, am demonstrat
heterogenitatea exprimarii celor doi markeri in stroma cancerului de col uterin. Acest
capitol al cercetarii a fost limitat la o evaluare descriptiva a tipurilor de celule stromale,
n care acestea au fost pozitive inclusiv in stratul vascular. Tn cazul in care evaluarea
TLS a vizat componenta imunologica a stromei, studile PDGF si PDGF-R au acoperit
componenta vasculara prin cei doi reprezentanti ai lor, respectiv vascularizarea
sanguind si limfatica. Rezultatele studiului PDGF s-au limitat la identificarea unor
corelatii semnificative din punct de vedere statistic intre microdensitatea sanguina si
cea limfatica in stroma tumorii cervicale. Aceste corelatii au sugerat indirect implicarea
PDGF in stimularea vascularizarii limfatice si sanguine si implicit promovarea
diseminarii limfovasculare locale si la distanta, comuna cancerului de col uterin avansat
in momentul diagnosticarii.

O alta contributie originald de remarcat in aceasta teza a fost corelarea prezentei
structurilor limfoide tertiare cu nivelurile periferice ale celulelor inflamatorii din grupul
leucocitelor, in special limfocite si monocite. in legatura cu aceasta, unul dintre
dezavantajele tehnice ale acestui studiu a fost imposibilitatea de a preleva probe de
sénge si de a le depozita intr-o banca de tesuturi pentru utilizare ulterioara in scopul
dozarii factorilor serici inflamatori adiacenti care ar fi putut furniza informatii
suplimentare privind corelatia dintre tesuturile periferice si stromale adiacente
cancerului de col uterin.

Predictia riscului de metastazare la nivelul ganglionilor limfatici (LNM) din
cancerul de col uterin este esentialéd pentru imbunatatirea ratelor de supravietuire si
reducerea recurentei.

O contributie originala de remarcat in aceasta teza este faptul ca, prin procedura
de ultrastaging, am demonstrat o sensibilitate crescuta in detectarea implicarii
limfonodale. Desi societatile internationale promoveaza ultrastagingul in plan de
tratament, acesta nu a fost inca standardizat si nu exista in prezent directive disponibile
pentru aplicarea metodei de ultrastaging. Studiul nostru a folosit o metoda de
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ultrastaging pentru a evalua atat ganglionii limfatici santinela cat si pe cei non- santinela;
pe cand majoritatea studiilor au evaluat doar ganglionii limfatici santinela.

Consideram ca ultrastagingul este cea mai eficienta metoda de analiza a SLN la
pacienele cu cancer de col uterin in stadiu incipient, iar detectarea bilaterala este
preferabila, reducand semnificativ rezultatele fals negative.

Un alt dezavantaj tehnic si economic al prezentului studiu este interpunerea in
timpul studiului pandemiei de COVID-19, care a intarziat efectuarea cercetarii, dar, in
special, a restrictionat efectuarea cercetarii fundamentale a prezentului studiu, precum
si restrictionarea prezentarii pacientelor la controalele periodice si incetarea
interventiilor chirurgicale pentru o perioada limitata. Pe baza acestui dezavantaj
tehnico-economic si nefiind un obiectiv programat, am considerat utila introducerea
capitolului privind impactul pandemiei de SARS-COV-2 asupra cancerului de col uterin
in zona in care lucram. SARS-COV-2 ne-a oferit o noua perspectiva asupra faptului ca
restrictionarea accesului pacientilor la screening si diagnostic duce la diagnosticarea
cancerelor cervicale in stadii mai avansate, urmata de o inrautatire a prognosticului
pacientului pe termen lung.

Studiul de fata, prin rezultatele sale, a deschis noi cai de cercetare in domeniu.
Acesta poate fi considerat un studiu preliminar in ceea ce priveste evaluarea imunitara
si vasculara a stromei cervicale. Restul problemelor nerezolvate din acest studiu sunt
lipsa imunofenotiparii a TLS asociat nervilor si TLS clasic, pentru a observa diferentele
de celularitate a limfocitelor care pot avea un impact asupra imunoterapiei in cancerul
de col uterin. in plus, esecul detectarii nivelurilor serice de PDGF la pacientele cu cancer
de col uterin face imposibila obtinerea unei imagini complete a impactului acestui factor
de crestere asupra microdensitatii vasculare si limfatice, implicit asupra evaluarii
obiective a profilului si rapiditatii invaziei limfovasculare cu un rol de prognostic imediat
si la distanta. Toate aspectele importante mentionate mai sus sunt directii de cercetare
viitoare pentru acest studiu.
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