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Tumorile cavitatii orale si ale faringelui au o incidenta cu trend crescator
de la un an la altul. Detectia precoce a acestor patologii prin initierea si
implementarea unui program national de screening, care sa se desfasoare la
nivelul cabinetelor medicale dentare precum si ale medicilor de familie ar
constitui un important pas in preventia si depistarea precoce a diferitelor stari
maligne i premaligne situate la nivelul cavitatii orale.

Cancerele orale sunt cancere ale cavitatii orale, glandelor salivare,
laringelui, faringelui si sunt denumite la modul general carcinoame cu celule
scuamoase ale capului si gatului (HNSCC). Acest cancer este al saselea ca
frecventa pentru sexul masculin din lumea dezvoltata, si al optulea ca frecventa
in general la nivel mondial. Carcinomul scuamocelular reprezinta cea mai
comuna forma histopatologica de cancer al capului si gatului, aceasta forma
reprezentdnd 90% dintre toate formele de cancer oral. Carcinoamele
scuamocelulare ale capului si gatului (HNSCC) reprezinta a cincea cauza de
mortalitate la nivel mondial, determinat& de boala neoplazica. in prezent singura
metoda de screening cunoscuta este examinarea vizuala pe care o fac medicii
dentigti la vizitele pacientilor sau de catre medicii specialisti in
otorinolaringologie.

Scopul sau Obiectivul principal al cercetarii personale este analiza
profilului molecular al celulelor tumorale, si identificarea unei metode de
individualizare a tratamentului cancerului oral, dar si a unei metode de screening
eficiente in depistarea precoce a cancerului oral.

O contributie stintifica pe care proiectul meu il va aduce este o clasificare
moleculara a cancerului oral, care sa permitd noi scheme terapeutice si
propunerea unui algoritm de detectie precoce a acestei patologii, inclus intr-un
program de screening.

Obiective specifice:

e Caracterizarea imunohistochimica si moleculara a leziunilor premaligne
si maligne scuamocelulare de la nivel oral;

e Evaluare multimodala a leziunilor premaligne si maligne de la nivelul
cavitatii orale prin aplicarea de metode de diagnostic si de laborator
specifice, urmata de corelarea rezultatelor obfinute cu criteriile clinice,
morfologice si, mai ales moleculare.

e Analiza comparativa a profilului molecular al celulelor scuamoase de la
nivelul cavitatii orale si a salivei la pacienti cu cancer oral diagnosticat si
la un grup de pacienti care au factori de risc pentru cancerul oral;

e Analiza de screening prin autofluorescenta al pacientilor care se prezinta
la un cabinet de Stomatologie prin VELscope Vx.

Partea generala abordeaza date epidemiologice cunoscute ale cancerului
de cap si gat, impreuna cu clasificarea histopatologica si moleculara a acestuia.
Microangiogeneza si mecanismele sale in dezvoltarea cancerului oral sunt
deasemenea descrise cu ultimele noutati in domeniu si implicarea podoplaninei
in terapia cancerului oral.

In partea specifici am plecat cercetarea de la premisa c& tumorile
maligne ale cavitatii orale au incidenta in continua crestere, asa cum am aratat



in partea generala. Cea mai mare parte a acestor tumori sunt carcinoame
scuamocelulare, depistate clinic in diferite faze de evolutie naturald. Tn ciuda
eforturilor in planul diagnosticului precoce si a contributiilor terapiei adjuvante
conventionale, prognosticul pe termen lung al acestor tumori raméane
nefavorabil, iar supraviefuirea si intervalul liber de boalda nu s-au modificat
semnificativ in ultimele doua decade.

In ultima perioada au fost evaluati numerosi markeri moleculari in sensul
caracterizarii unor noi markeri prognostici si in identificarea de noi f{inte
terapeutice. Aceasta abordare a fost generata de observatiile clinice, care au
raportat incidenta diferita a recurentelor si durate diferite de supraviefuire pentru
cazurile cu aceeasi forma histopatologica si grad de diferentiere. Marea
majoritate a acestor studii s-au axat numai pe caracteristicile moleculare ale
celulelor tumorale si au luat mai putin sau deloc in studiu micromediul, care este
esential pentru progresia locala, metastazarea limfonodala si sistemica. Poate
ca din acest motiv rezultatele obtinute nu au fost convingatoare in ceea ce
priveste neoplazia scuamocelulara orala. Pe de alta parte, markerii care au fost
demonstrati ca utili in experimente in vitro si in vivo nu au putut fi extrapolati la
om, iar trialurile clinice bazate in special pe inhibitori ai receptorilor tirozin
kinazici au fost dezamagitoare.

Una dintre particularitatile progresiei si metastazarii tumorale in general
si a carcinoamelor scuamocelulare orale in special este formarea de noi vase
sanguine si limfatice, care reprezinta suportul pentru progresia locala si la
distanta a tumorii. Angiogeneza si limfangiogeneza sunt destul de putin studiate
in carcinoamele scuamocelulare orale si leziunile precursoare, si in prezent
existd numeroase controverse legate de valoarea prognostica gi existenta unor
tinte terapeutice reale in aceste leziuni. Astfel, este controversata valoarea
prognostica a densitatii microvasculare, nu sunt studiate tipurile de vase
asociate tumorii, este incerta valoarea terapeutica a expresiei VEGF si a
receptorilor specifici, iar datele referitoare la limfangiogeneza sunt lacunare.

Din aceste puncte de vedere ne-am propus cateva obiective legate de
profilul molecular al acestor tumori la nivel de expresie proteica, explorarea
angiogenezei gi limfangiogenezei, beneficiind si de faptul ca spre deosebire de
tumorile maligne dezvoltate in alte organe, tumorile cavitatii bucale formeaza un
grup morfologic omogen, la care criteriile de diagnostic histopatologic si gradare
sunt bine standardizate si acceptate. In acest sens, ne-am propus s& evaludm:
valoarea prognostica a microdensitatii vasculare sanguine si limfatice, si rolul in
predictia metastazelor limfonodale. Evaluarea tipurilor de vase sanguine
asociate tumorii, ca potentiala tinta terapeutica, impreuna cu elucidarea originii
vaselor de neoformatie. Am luat in studiu unii dintre factorii de crestere, care
stimuleaza formarea de noi vase, dar in acelasi timp existd deja inhibitori
specifici. Nu in ultimul rdnd, am facut o analizé epidemiologica a prevalentei si
incidentei carcinomului scuamocelular din zona capului si gatului, insistand pe
particularitatile din zona noastra geografica.

Speram ca prin rezultatele obtinute de noi pe parcursul acestei cercetari
vor genera raspunsuri la aceste intrebari si vor contribui la o mai buna



cunoastere a biologiei moleculare a carcinoamelor scuamocelulare orale,
deschizand noi perspective pentru terapia adjuvanta la acesti pacienti.

STUDIUL I. ANALIZA EPIDEMIOLOGICA A INCIDENTEI
CANCERULUI ORAL iN EUROPA CENTRALA SI DE EST

Cancerul oral, cancerul laringian si faringian

Pentru cavitatea orald, cancerul laringian si faringian s-au observat
686328 de cazuri noi in 2012 si au fost 375665 de decese in acelasi an. Cea
mai mare incidenta a fost in Vestul Europei, unde incidenta ASR/100000 de
persoane a fost 13, iar in tarile mai dezvoltate incidenta a fost mai mare decét
in tarile mai putin dezvoltate, dar mortalitatea a fost mai mare in tarile mai putin
dezvoltate. Incidenta cancerului oral, laringian si faringiane de 11.5 este mai
mare in CEE decét incidenta globala, care este 9, sau decéat cea pentru tarile
mai dezvoltate, unde a ajuns la 10.4. Mortalitatea prin cancer oral si faringian
este mai mare in CEE decat in celelalte regiuni studiate.

Cancer de buze si cavitatea bucala

300373 (4) cazuri noi de cancer de buza si cavitate bucala au fost
diagnosticate in lume, 199550 (3.7) in tarile mai putin dezvoltate, 100823 (4.7)
in tarile mai dezvoltate si 23765 si incidenta 5 din CEE. Incidenta globala a
cancerului de buza si de cavitate orala la barbati 5.5 este mai mare decét femei,
unde a fost de 2.5. in CEE, incidenta la barbati este de 9.1 si este a treia cea
mai mare incidenta din regiunile din lume dupa Melaiezia 22.9 si Asia de Sud-
Central 9.9. La femeile din CEE incidenta este de doua ori mai mica decat in
Vestul Europei unde este de 3.2, mai mare decéat in regiunile dezvoltate unde
este 2.8 sau in regiunile mai putin dezvoltate 2.5. Din tarile CEE, cea mai mare
incidenta este in Ungaria 9.7, urmata de Slovacia 6.5. In Romania, in 2012, au
fost diagnosticati 1847 (5.4) de cazuri noi de cancer de buza si cavitate orala si
au murit 1001 (3). 145323 de persoane au murit la nivel mondial din cauza
cancerului de buza si de cavitate orala care reprezintd o mortalitate/ 100000 de
persoane de 1.9. In CEE au murit 12516 persoane (2.6). Mortalitatea a fost, de
asemenea, mai mare la barbati decat la femei, raportul barbati: femei fiind de
2.7: 1.2 1n lume, si de 5.1: 0.7 in CEE. Cea mai mare mortalitate/ 100000 de
locuitori din tarile din CEE a fost intalnitéd in Ungaria 4.4 urmata de Slovacia si
Belarus 3.2. Barbatii din Ungaria au cea mai mare rata de mortalitate din tarile
din CEE 23.2, urmata de barbatii roméani 19.4 si din Slovacia 18.4. Pentru femei,
de asemenea, cea mai mare mortalitate a fost inregistrata in Ungaria 8.4, urmata
de femeile din Polonia 4.2 si de cele din Slovacia 3.9.

Cancerul faringian

229078 (3.1) cazuri noi de cancer faringian au fost diagnosticate la nivel
mondial Th 2012 si au fost inregistrate 146936 (1.9) de decese din cauza acestei
patologii. in CEE au fost diagnosticati 13216 (3) persoane si au murit 9159 (2).
Incidenta cancerului faringian in CEE, a fost mai mica decéat cea intalnita in
vestul Europei 4.8, sau in regiunile dezvoltate, unde incidenta a fpst de 3.1 si
decat in regiunile mai putin dezvoltate unde incidenta a fost de 3.2, dar
mortalitatea a fost mai mare decéat in Vestul Europei 1.7, in regiunile dezvoltate



1.3 si mai mica decét in regiunile mai putin dezvoltate 2.2. La fel ca in cazul
cancerului de buza si cancerului cavitatii orale, barbatii maghiari sunt al doilea
cei mai afectati din lume (14.1), barbatii romani situdndu-se pe pozitia a cincea.
Din tarile CEE, cea mai mare incidenta a fost inregistrata in Ungaria 7.8, urmata
de Romaénia 6.1 si Slovacia 5.5. Cea mai mare incidenta a cancerului faringian
a fost gasita la barbatii maghiari 14.1, urmati de barbatii roméani 12.1 si barbatii
slovaci 10.7. La femei, cea mai mare incidenta a fost gasita tot in Ungaria 2.4,
urmata de femeia ceha 1.5 si cea din Republica Moldova. Mortalitatea in ordine
descrescatoare, cauzata de cancerul faringian in tarile CEE a fost in Ungaria
4.9, urmata de Slovacia 4.1 si Romania 3.8. Mortalitatea cea mai mare a fost la
barbatii maghiari 9.2, urmata de barbatii slovaci 8.3 si romani 7.4. Mortalitatea
la femei din tarile studiate a fost scazuta, dar cea mai mare s-a constatat in
Ungaria 1.3, Bulgaria 0.8, Roméania 0.6 si Slovacia 0.6.

Cancer de laringe

156977 (2.1) noi cazuri de cancer de laringe au fost diagnosticate la nivel
Mondial, si 83376 (1.1) au murit din cauza acestuia. in tarile CEE au fost
diagnosticati 16494 de persoane (3.6) si au murit 2.2, aceasta regiune fiind a
patra regiune cea mai afectata din lume, dupa Caraibe (4.2), Europa de Sud
(3.7) si Asia de Vest (3.6). Incidenta si mortalitatea pentru cancerul de laringe
este mai mare in CEE decat in Vestul Europei 2.7 / 0.8, tarile mai dezvoltate 2.7
/1.1 si tarile mai putin dezvoltate 1.9/ 1.1. Barbatii maghiari ocupa locul cinci in
lume la incidenta cancerului de laringe 12.3, iar barbatii romani locul 7 cu 10.4,
iar pe primul loc se afla Cuba cu 10.4. Ca si la nivelul buzelor si al cavitatii bucale
si al cancerului faringian Th Ungaria sunt cele mai mari incidente/ 100000 de
locuitori din tarile CEE 6,3 (12.3 pentru barbati si 1.4 pentru femei). Pe locul doi
se afla Republica Moldova 5.4 (11.4 pentru barbati si 0.3 pentru femei), iar pe
locul trei se afla Roménia 5 (10.4 barbati si 0.4 femei). Pentru femei, a doua tara
afectatd este Polonia 0.9 si a treia este Cehia 0.5. Mortalitatea / 100000 de
persoane datoratd cancerului de laringe o intalnim la barbatii moldoveni 7.6,
urmata de barbatii bulgari 6.7, unguri Si romani 6.2.

Concluzii partiale. Incidenta cancerului de cap si gat are un trend
crescator pentru cancerul de faringe si planseu oral si descrecator pentru
cancerul de laringe si cel de buza. Incidenta si mortalitatea prin cancer de cap
si gat in tarile din Europa Centrald si de Est sunt diferite in functie de tara,
Ungaria, Roménia si Slovacia avand cele mai mari rate de imbolnavire si
mortalitate din regiune. Diferentele dintre sexe este deasemenea foarte mare,
barbatii din Europa Centrala si de Est sunt foarte afectati, fiind a treia cea mai
afectata regiune de pe glob, iar femeile fiind pe locul patru. Cei mai afectati de
cancerul de cap si gat sunt locuitorii Ungariei, in special barbatii. Consumul de
alcool si tutun sunt cei mai importanti factori de risc pentru barbatii din Europa
Centrald si de Est, iar cele mai multe tari din lume au implementat pana in
prezent recomandarile OMS pentru politicile de sanatate publica anti-fumat si
anti consum de alcool. Mortalitatea foarte mare cauzata de cancerul de cap si
gat in Europa Centrala si de Est poate fi redusa printr-o strategie nationala sau
regionalda combinatd cu educatie pentru sanatate aplicata intregii populatii cu



informare privind simptomele precoce ale cancerului de cap si gat, introducerea
screeningului pentru cancerul oral la medicul de familie si/ sau dentist, sau prin
imbunatatirea metodelor de diagnostic.

STUDIUL II. STUDIU HISTOPATOLOGIC $I
IMUNOHISTOPATOLOGIC A LEZIUNILOR PREMALIGNE $I
MALIGNE SCUAMOCELULARE DE LA NIVEL ORAL

In studiul prezent au fost inclusi 56 de pacienti la care diagnosticul
histopatologic a fost de carcinom scuamocelular cu diferite grade de diferentiere,
localizat in sfera cavitaiii orale. Specimenele au provenit de la Clinica de
Chirurgie Buco-Maxilo-Faciala, clinica de ORL si Chirurgie orala a Universitaji
de Medicina si Farmacie din Timisoara, in perioada 2017-2020.

Acest studiu are trei directii de cerectare:

- Evaluarea morfologica si gradul de diferentiere

- expresia podoplaninei si densitatea microvasculara limfatica in

celulele tumorale

- Clasificarea moleculara

REZULTATE

La toate cazurile incluse in studiu, marginile de rezectie au prezentat {esut
normal, incluzind epiteliul de acoperire si lamina propria. Epiteliul mucoasei
orale a fost format din celule dispuse in straturi, organizate bazal, intermediar si
superficial, si asa cum se observa si in conditii normale, ocazional cu zone de
parakeratoza. Lamina propria a fost formata din tesut conjunctiv lax si dens
dezordonat, cu rare celule conjunctive mobile si cu humeroase vase sanguine
si limfatice cu lumen regulat, relativ larg (fig.7 a). Componenta epiteliala releva
organizarea celulelor in straturi distincte, cele mai numeroase fiind cele de tip
intermediar, cu dimensiuni medii, relativ egale, poligonale, care formeaza intre
ele jonctiuni de adeziune. La toate cazurile am observat prezenta stratului
granulos (fig.1 b). in portiunea bazala a epiteliului am remarcat prezenta de
celule izolate cu halou pericelular cromofob si nuclei intens colorati.
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Figura 1. Epiteliul oral normal, aspect de ansamblu cu zone de parakeratoza si vase in lamina
propria (a, x100). Detaliu asupra epiteliului de acoperire normala, care reflectd organizarea celulelor sub
forma de straturi ordonate si prezenta stratului granulos (b, x400). Coloratie hematoxilin-eozina.



Hiperplazia epiteliala focala am notat-o la 14 dintre cele 56 de cazuri la
nivelul epiteliului limitrof proliferarii maligne. Aceasta leziune, care s-a
demonstrat inca de mai multi ani, ca este indusa de virusul papiloma uman,
poate sa apara si ca leziune izolata de tip nodular. La cazurile noastre a fost
caracterizata microscopic de cresterea numerica a celulelor stratului bazal, care
este mai gros, celulele fiind dispuse pe mai multe randuri. Stratul intermediar a
fost format din numeroase randuri de celule balonizate, cu citoplasma palid
coloratd sau cromofobé (fig. 2). in portiunea bazala a epiteliului hiperplazic am
constatat prezenta de mici papile conjunctive cu vase sanguine dilatate
continind elemente figurate sanguine. Acest aspect sustine debutul precoce al
angiogenezei in timpul initierii carcinogenezei si evolutiei naturale a neoplaziei
scuamocelulare orale, aspect raportat si de alti autori. Lamina propria
corespondenta hiperplaziei epiteliale focale a prezentat fibre de colagen dispuse
in fascicule groase si densitate crescuta a infiltratului inflamator in comparatie
Cu mucoasa normala.

Tumorile cu diagnosticul de carcinom scuamocelular au prezentat
proliferare difuzé de celule tumorale asezate sub forma de lobuli, cordoane,
cuiburi, sau plaje compacte, intinse, de diferite dimensiuni, invadand stroma.
Toate carcinoamele incluse in acest studiu au fost invazive, iar dintre acestea,
tumora a depasit 5 mm profunzime la 33 dintre pacienti.
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Figura 2. Hiperplazie epiteliala focala, caracterizata prin numarul crescut de celule bazale si
balonizarea celulelor din stratul intermediar. Coloratie hematoxilina-eozind, x400.

Keratinizarea intracelulara si extracelulara este una dintre caracteristicile
carcinomului scuamocelular, pe care am observat-o la 29 si respectiv 36 dintre
cazurile incluse n studiu. Aspectul definitoriu al acestui proces este reprezentat
de catre perlele keratozice si parakeratozice, pe care le-am observat la toate
cazurile bine diferentiate si doar la unul dintre cazurile slab diferentiate. Perlele
parakeratozice si keratozice au avut dimensiuni diferite, fiind formate din celule
dispuse concentric, cu variate grade de degenerare in zona centrala, care in
unele cazuri a avut aspect microchistic (figura 3a). Uneori, cavitatea a fost
delimitatd de celule tumorale aparent viabile (figura 3b). La tumorile bine
diferentiate, frecvent aceste zone se prezinta ca mase intens acidofile, amorfe,
care ocupa suprafete intinse din interiorul proliferarii (figura 3c).



Celulele tumorale individuale s-au caracterizat prin aspecte de
pleomorfism cellular- nuclear (moderat si sever), darne-a atras atentja relativa
uniformitate a nucleilor, rotunzi sau ovalari cu aspect eucromatic, palid colorata,
cu bazofilie redusa. Hiperplazia si hipertrofia nucleolilor, la care se adauga
anizonucleoloza, au fost constant observate, in special la cazurile cu diferentiere
slaba sau cele nediferentiate. Doar in anumite situatii si focal am remarcat
existenta celulelor apoptotice, cu nucleu intens colorat gi citoplasma omogen
acidofila. Raportul nucleo-citoplasmatic, desi modificat, este rareori supraunitar.
Keratinizarea intracitoplasmatica am observat-o la 29 dintre cele 56 de cazuri Si
a fost caracterizata de acidofilia intensa si omogena care uneori are tendinta de
a masca conturul nucleului figura 3d). Chiar si in aceste conditii, la nivel nuclear
se observa nucleoli mariti in volum, multipli si diferiti ca dimensiune pentru
acelasi nucleu, criteriu important pentru aprecierea malignitatii celulare.
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Figura 3. Perla keratozica (a). Transformare microchistica delimitata de celule tumorale (b).
Acumulare masiva de keratina in zona centrala a tumorii (c). Keratinizare masiva intracelulara, acidofilie
intensa si omogena (d). Plaje intinse si neregulate de celule tumorale, cele periferice fiind diferite
morfologic de cele din zona centrala (e). Coloratie hematoxilind-eozina.

Expresia podoplaninei si densitatea microvasculara limfatica si in
celulele tumorale

In vederea evaluarii elementelor mai sus amintite am studiat expresia
podoplaninei/D2-40 la cele 56 de cazuri de carcinom scuamocelular din sfera
orala, la care am prelevat biopsii de la nivelul prelevate de la nivelul buzei
(n=36), mucoasei orale (n=5), limbii (n=9) si faringelui (n=6). Am urmarit
prezenta, morfologia si densitatea vaselor limfatice, prezenta invaziei



limfovasculare si expresia D2-40 in celulele tumorale. Dintre cazurile incluse in
studiu, 19 au prezentat metastaze limfonodale regionale.

Expresia podoplaninei/D2-40 in celulele tumorale a fost semnalata
pentru mai multe tumori umane, printre care si carcinoamele scuamocelulare din
regiunea capului si gatului. Pe materialul nostru, imunoreactia a fost pozitiva cu
diferite grade de intensitate in 41 dintre cele 56 de cazuri (73.21%). In evaluarea
imunoreactiei pozitive am luat in considerare modelul de distributie al produsului
final de reactie si procentul de celule tumorale pozitive. in acest fel am identificat
doua subgrupe de tumori pozitive, aspecte corelabile cu gradul de diferentiere.
Reactia pozitiva la majoritatea celulelor tumorale, model de expresie pe care |-
am denumit difuz, a fost identificata la tumorile moderat si slab diferentiate,
intensitatea cea mai mare fiind observata la nivelul frontului de proliferare si in
imediata vecinatate a vaselor limfatice (figura 4a). La aceste cazuri, produsul
final de reactie a fost localizat predominant membranar, dar si difuz in
citoplasma unor celule tumorale izolate (figura 4b). Cel de al doilea model de
distributie, asociat adesea tumorilor G1, este tot heterogen, dar mimeaza ca
localizare stratul de celule bazale din epiteliul normal. La aceste cazuri reactia a
fost restrictionatda membranar, iar la cazurile foarte bine diferentiate, cu
keratinizare extensiva, reactia a fost foarte slaba in celulele tumorale, limitata la
un lizereu fin membranar.
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Figura 4. Model de expresie al D2-40 in celulele tumorale difuz si heterogen la nivelul frontului de invazie,
in vecinatatea unui capilar limfatic (a). Pattern membranar si citoplasmatic in celule izolate (b). X400.

Concluzii partiale. Studiul a 56 de cazuri de carcinom scuamocelular oral
cu ajutorul imunoreactiei pentru podoplanina/D2-40 a relevat urmatoarele
aspecte: vasele limfatice D2-40 pozitive au fost prezente in aria tumorala si
peritumorala, dar morfologia lor este diferita. LMVD este mai mare pentru vasele
intratumorale, decat pentru cele peritumorale si pentru ambele valorile au fost
mai mari decéat pentru mucoasa normala. Metoda cu D2-40 este deosebit de
utila pentru detectia invaziei limfovasculare, neidentificata pe sectiunile colorate
cu hematoxilina — eozina. Celulele tumorale exprima D2-40 la 73.21% dintre
cazuri, aspect corelabil cu gradul de diferentiere si invazia locala.

Clasificarea moleculara

Tn studiul prezent am investigat retrospectiv 42 dintre cazurile incluse in
studiu, selectionand un lot omogen la care criteriul principal de includere a fost
reprezentat de forma histopatologica, respectiv carcinom scuamocelular cu



diferite grade de diferentiere. Cele 42 de cazuri au avut urmatoarea localizare:
laringe 27 de cazuri, faringe 12, si cavitate orald 3. Biopsiile au fost incluse in
parafind pentru evaluarea morfologica si moleculara la nivel proteic. De la
fiecare caz si bloc au fost efectuate sectiuni seriate cu grosimea de 3 ym, lipite
pe lame pentru imunohistochimie. Sectiunile initiale au fost colorate cu
hematoxilina-eozina, varianta standard, pe baza carora s-a reanalizat forma
histopatologica, gradul de diferentiere si extensia componentei scuamoase bine
diferentiate (incidenta si extensia perlelor keratozice si parakeratozice).
Celelalte sectiuni au fost supuse procedurii imunohistochimice complet
automatizate (Bond Max, Leica Microsystems, Milton Keynes, UK). Selectia
markerilor tumorali s-a realizat pe baza datelor existente si a valorii lor
prognostic in evolutia tumorilor maligne si impactul pe care il au in modelarea
atitudinii terapeutice.

Anticorpii utilizati in aceasta parte a studiului au fost: receptorul pentru
factorul epidermal de crestere (EGFR, Novocastra), citokeratina 5, Bcl-2 si E-
cadherina. La cazurile la care citokeratina 5 si EGFR au fost pozitive s-au
efectuat metodele pentru proteina p53 si receptorul pentru factorul de crestere
al celulelor stem, CD117 sau c-kit, pentru a identifica celulele cu potential de
elemente stem. Procedura imunohistochimica a utilizat un sistem de lucru si
vizualizare fara biotina (Bond Refine Detection System, DAB, Leica,
Microsystems), iar produsul final de reactie a fost colorat in brun la nivel nuclear
(pentru p53 si p63), citoplasmatic (pentru citokeratina 5 si CD117) si membranar
(pentru EGFR si E-cadherina). Co-localizarea p53 cu EGFR, si p63 cu CD117
s-a realizat prin dubla imunohistochimie standard la care s-a adaugat Bond
Refine Detection System Red.

Pentru evaluarea microscopica am aplicat criterile de interpretare
acceptate pentru acesti markeri, bazat pe intensitatea reactiei si procentul de
celule tumorale pozitive. Corelatiile rezultatelor imunohistochimice cu stadiul
tumorii, gradul de diferentiere, TNM au fost efectuate pentru a anticipa rolul
prognostic si potential terapeutic al acestor investigatii, la cazurile cu HNSCC.

REZULTATE

Toate cazurile incluse in studiu au fost carcinoame scuamocelulare cu
sau fara prezenta perlelor keratozice si parakeratozice. Dintre cazurile care au
constituit acest grup 64% au fost localizate la laringe, 28.5% la faringe si 7.3%
in cavitatea bucald, mai precis la limba. Gradul de diferentiere majoritar la
cazurile incluse a fost G2, reprezentand 73.8%. Incidenta pacientilor cu G1 a
fost de 7.14%, iar cu G3 de 19%. Dintre parametri clinico-patologici cu relevanta
prognostica, ama analizat elementul T, cele mai multe cazuri fiind T3 (45.2%) si
T2 (38%). Un singur caz a fost T1 (2.3%), semnaland inca odata depistarea
precoce deficitara, si T4 6 cazuri (14.5%). Caracterul agresiv al acestor tumori
reiese si din distributia cazurilor in functie de elementul N: 64.28% cazuri cu N1,
26.19% cu N2 si 9.52% cu N3. Metastaze la distantd am notat la patru cazuri,
90.47% fiind clasificate ca MO.

in prima etapd am evaluat expresia imunohistochimicd a markerilor
mentionati mai sus EGFR, Bcl2, citokeratina 5, p53 si E-cadherina. EGFR a fost
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exprimat la un mare numar de cazuri, produsul final de reactie fiind exclusiv
membranar sau citoplasmatic cu intensificare semnificativa membranara. Avand
in vedere tipul de marker, produsul de reactie membranar a fost considerat
esential pentru interpretare (figura 5.a si figura 5b).
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Figura 5. Imunoreactie pentru EGFR. Produs final de reactie restrictionat membranar (a) si
citoplasmatic cu intensificare membranara (b). x400.

La raportarea rezultatelor semnaldam marea variabilitate de expresie a
markerilor mentionati si exemplificati mai sus. La evaluarea generala a cazurilor
cu HNSCC am obtinut corelatie statistic semnificativa intre gradul de diferentiere
si expresia Bcl2 (p=0.033), intre parametrul M si expresia EGFR (p=0.039), si
intre expresia EGFR si p53 (p=0.001). p53a fost exprimat la un numar
reprezentativ de celule tumorale la jumatate din numarul total de cazuri studiate.
Toate cazurile p53 pozitive au coexprimat EGFR, dar pe de alta parte, nu toate
cazurile EGFR pozitive au exprimat p53. Nu am identificat alte diferente
semnificative Tntre cazurile p53 pozitive/negative cu ceilalti markeri investigati.

Expresia EGFR in cazurile cu HNSCC a relevat un procentaj mare de
cazuri pozitive, respectiv 85.71% au prezentat reactie intensa sau moderata.
Jumatate dintre cazurile EGFR pozitive au co-exprimat p53. La cazurile EGFR
pozitive am observat cel mai mare numar de cazuri citokeratin 5 pozitive. Co-
expresia EGFR — citokeratind 5 a fost notata la 61% dintre toate cazurile si
aceasta combinatie atrage atentia asupra unui subtip particular. Este
binecunoscut faptul ca epiteliul stratificat normal din regiunea capului si gatului
exprima EGFR restrictionat la celulele stratului bazal. In HNSCC supraexpresia
EGFR s-a asociat frecvent cu citokeratina 5, sugerand ca acest subgrup ar fi un
derivat al celulelor bazale prin activarea unor factori cu potential de celule
progenitoare. In continuare am considerat util s3 caracterizdm acest subgrup
prin investigarea expresiei p63 si c-kit, CD117. Co-expresia CD117 si p63 am
identificat-o la 75% dintre cazurile citokeratin 5/EGFR pozitive, adica 42.28% din
totalul cazurilor investigate. Pe baza acestor aspecte putem tenta propunerea
subtipului bazal-like al HNSCC, definit ca EGFR pozitiv — citokeratina 5 pozitiv,
CD117 pozitiv si p63 pozitiv. Pentru acest grup am gasit corelatie statistic
semnificativa intre G si expresia p63 (p=0.01) si de asemenea intre T si expresia
CD117 (p=0.04).
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in ciuda numérului mic de cazuri EGFR negative raportate in studiul
actual, acestea formeaza un subtip particular, cazurile fiind negative pentru toti
markerii studiati. Ocazional, citokeratina 5 su E-cadherina au fost pozitive la 50%
dintre cazurile acestui grup, dar pe baza lor nu se poate constitui un subtip
aparte. Avand in vedere numarul mic de cazuri din acest grup nu am evaluat
parametri statistici pentru cazurile EGFR-negative. Bcl2 si p53 par sa fie
exprimati cu frecventa mare la cazurile EGFR-pozitive, si sunt constant negative
la cei cu EGFR-negativitate. Coreland datele obtinute pe baza expresiei p53,
Bcl2 si EGFR, putem defini trei subtipuri distincte: EGFR+/p53-/bcl2—,
EGFR+/p53+/bcl2— si EGFR+/p53+/bcl2+. Din analiza statisticad a subtipului
EGFR+/p53+/bcl2—, reiese ca la acest grup, expresia EGFR se coreleaza cu
statusul limfonodulilor (p=0.04) si cu coexpresia CD117/p63 (p=0.04).
Citokeratina 5 a fost pozitiva la 59.5% dintre cazuri, cea mai frecventa co-
expresie fiind observata cu EGFR si CD117/p63. Pentru aceste cazuri am notat
relatie statistica inversa intre elementul T si coexpresia p53/EGFR (p=-0.03) si
corelatie pozitiva intre T si expresia CD117/p63 in celulele tumorale (p=0.01).
Statusul limfonodal s-a corelat semnificativ cu expresia Bcl2 (p=0.04). Datorita
numarului mic al cazurilor cu metastaze nu am evaluat statistic elementul M.

Concluzii partiale. Rezultatele noastre sustin necesitatea clasificarii
moleculare a HNSCC doar pe baza expresiei markerilor tumorali si analizei
genice. Prin metode imunohistochimice am identificat cu certitudine subtipul
EGFR+/citoketatina 5+, subcalsificat ulterrior in functie de expresia p53, Bcl 2,
si CD117. Consideram ca sunt necesare studii pe serii mari de bolnavi care sa
permita aplicarea unei terapii combinate de tip tintit.

STUDIUL IlIl. SCREENINGUL CANCERULUI ORAL PRIN METODA
VELSCOPE VX

Pentru realizarea acestui studiu am efectuat examinarea vizuala directa
conventionald i examinarea comparativa cu VELscopeVx care permite
vizualizarea unei zone cu pierderea fluorescentei, a leziunilor premaligne
intalnite intr-un cabinet de stomatologie.

VELscope-ul nu poate pune diagnosticul direct de cancer, acesta se
pune doar cu ajutorul biopsiei si a examenului histopatologic, dar este un
adjuvant al examinarii orale si este considerat de catre specialistii in domeniu
un dispozitiv fantastic neinvaziv de screening pentru depistarea precoce a
leziunilor premaligne sau maligne, care nu sunt vizibile cu ochiul liber. Folosirea
VELscope-ului are la baza detectarea precoce a celulelor dispazice, care au o
capacitate de absorbtie diferita de cea a celulelor normale, astfel se evidentiaza
cele mai mici modificari tisulare precoce. Sistemul VELscope Vx folosit a permis:
examinarea in timp real a cavitatii orale; identificarea si diagnosticarea leziunilor
orale care necesita tratament ulterior; leziunile maligne si premaligne prin
evidentierea pierderii locale a fluorescentei; camera foto, care a permis
documentarea si evaluarea leziunilor.
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Cancerul oral este in general detectat dupa examinarea conventionala
vizuala directa realizata de medic.
REZULTATE
Caracteristicile subiectilor luati in studiu

Nr. Varsta se Localizarea Modificari Intensitatea Examen
pacient X leziunii clinice si marimea histo-
- pierderii patologic
fluorescentei
vizuale
1 34 F fata laterala a Zona Zona
limbii eritematoasa intunecoasa
bine definita bine definita
2 43 F Fata lateralda a Tumora de Zona
limbii aproximativ 1 cm  intunecoasa
in diametru, arie bine definita
eritematoasa
3 48 M fata antero-  Partial Zona
laterala dreapta eritematoasa intunecoasa
a limbii partial delimitata  bine definita
4 53 M Mucoasa Partial Zona
palatina eritematoasa intunecoasa
bine delimitata bine definita
5 76 F Vermiliomului Partial bine Zona Carcinom
lingual delimitatd, zona Tintunecoasa scuamo-
eritematoasa, bine definita celular
ulcerata
6 68 M Gingie Partial Zona
superioara eritematoasa intunecoasa
stanga bine delimitata bine definita
7 51 F Palatul moale si  Partial Zona
dur delimitata, zona Tintunecoasa
eritematoasa bine definita
8 46 M Limba fata Partial Zona
dorsala eritematoasa intunecoasa
bine delimitata bine definita
9 73 M Gingie Partial Zona usor
anterioara eritematoasa demarcata
superioara slab delimitata
10 82 F Palatul dur Partial Zona
eritematoasa intunecoasa
bine delimitata bine definita
11 68 M Gingie Partial Zona
inferioara eritematoasa intunecoasa
dreapta bine delimitata bine definita
12 64 F Planseul bucal  Partial Zona
eritematoasa intunecoasa
bine delimitata bine definita

Detectarea leziunilor premaligne orale inainte ca acestea sa treaca la
nivelul de malignitate este necesara pentru a imbunatati ratele de supravietuire
pentru cancerul oral. Mai multe studii au demonstrate ca VELscope Vx este un
test simplu, neinvaziv si nu foarte costisitor al mucoasei bucale, care poate ajuta
clinicianul experimentat sa gaseasca leziuni pre maligne orale/ maligne in stadii
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mai incipiente si locatia corectd pentru efectuarea biopsiilor in mucoasa
modificata.

In literatura de specialitate, folosirea VELscope-ului Vx este considerat ca
are capacitate limitata de a discrimina leziunile cu risc ridicat spre malignitate de
cele fara risc de malignitate Tn orice caz, inspectia vizuala conventionald sub
lumind incandescenta normala, urmata de biopsia leziunilor suspicioase, va
ramane standardul de aur pentru viitorul imediat. Abordarile viitoare ale
imagisticii optice ar putea implica o evaluare cantitativa in timp real pentru a
determina un diagnostic pentru leziunile mucoasei bucale, mai degraba decéat
sa evidentieze pur si simplu prezenta anomaliilor, facand astfel posibilitatea
Lbiopsiei optice” o realitate clinica.

CONCLUZII SI CONTRIBUTII PROPRII

1. Incidenta cancerului de cap si gat are un trend crescator pentru cancerul
de faringe si planseu oral si descrecator pentru cancerul de laringe si cel
de buza.

2. Incidenta si mortalitatea prin cancer de cap si gat in tarile din Europa
Centrala si de Est sunt diferite in functie de tara, Ungaria, Roméania si
Slovacia avand cele mai mari rate de imbolnavire si mortalitate din
regiune.

3. Diferentele dintre sexe este deasemenea foarte mare, barbatii din
Europa Centrala si de Est sunt foarte afectati, fiind a treia cea mai
afectatd regiune de pe glob, iar femeile fiind pe locul patru. Cei mai
afectati de cancerul de cap si gat sunt locuitorii Ungariei, in special
barbatii.

4. Consumul de alcool si tutun sunt cei mai importanti factori de risc pentru
barbatii din Europa Centrala si de Est, iar cele mai multe tari din lume au
implementat pana in present recomandarile OMS pentru politicile de
sanatate publica ani-fumat si impotriva consumului de alcool.

5. Mortalitatea foarte mare cauzata de cancerul de cap si gat in Europa
Centrald si de Est poate fi redusa printr-o strategie nationald sau
regionald combinatd cu educatie pentru sanatate aplicata intregii
populatii cu informare privind simptomele precoce ale cancerului de cap
si gat, introducerea screeningului pentru cancerul oral la medicul de
familie si/ sau dentist, sau prin imbunatatirea metodelor de diagnostic.

6. Studiul a 56 de cazuri de carcinom scuamocelular oral cu ajutorul
imunoreactiei pentru podoplanind/D2-40 a relevat urmatoarele aspecte:
- vasele limfatice D2-40 pozitive au fost prezente in aria tumorala si
peritumorala, dar morfologia lor este diferita.

7. LMVD este mai mare pentru vasele intratumorale, decat pentru cele
peritumorale si pentru ambele valorile au fost mai mari decat pentru
mucoasa normala.

8. Metoda cu D2-40 este deosebit de utila pentru detectia invaziei
limfovasculare, neidentificata pe sectiunile colorate cu hematoxilina —
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eozina. Celulele tumorale exprima D2-40 la 73.21% dintre cazuri, aspect
corelabil cu gradul de diferentiere si invazia locala.

9. VELscope-ul VX ofera posibilitatea diagnosticarii prezumtive de
acuratete mai mare, care poate evalua leziuni cu potential malign, care
in urma efectuarii biopsiei si a examenului histopatologic ajuta la
indrumarea pacientului spre diferite metode de tratament, fie ele
chirurgicale, radioactive sau chimioterapie.

10. Viziunea asupra depistarii leziunilor precanceroase sau chiar
canceroase, este una pozitiva si dorita, insa reticenta pacientilor uneori
isi spune cuvantul. Frica de a primi o veste rea, sau un diagnostic grav,
impiedica multe persoane sa aleaga efectuarea acestor analize.

Contributii proprii

Rezultatele noastre sustin necesitatea clasificarii moleculare a HNSCC
doar pe baza expresiei markerilor tumorali si analizei genice. Prin metode
imunohistochimice am identificat cu certitudine subtipul EGFR+/citoketatina 5+,
subcalsificat ulterior in functie de expresia p53, Bel 2, si CD117.
Directii viitoare de cercetare

Consideram ca sunt necesare studii pe serii mari de bolnavi care sa
permita aplicarea unei terapii combinate de tip tintit.
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