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Lista cu abrevieri

Ac — Anticorp
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Ag — Antigen

CK — citokeratina/-e

CSC — carcinom scuamocelular

CT — computer tomografie

H&E — coloratia hematoxilind si eozina

HG — de grad inalt (eng. high grade)

IA — Inteligenta Artificiala

IHC — imunohistochimie / imunohistochimic

LG — de grad scazut (eng. low grade)

ML — invatare automata (eng. Machine Learning)
MO — microscopie optica

OMS — Organizatia Mondiala a Sanatatii (eng. WHO — World Health Organization)
TM — tumord maligna

VS. — Versus



INTRODUCERE

In perioada moderna, majoritatea tarilor a inregistrat o crestere a cazurilor de cancer, mai
ales n ultimele trei decenii. Conform OMS, s-a estimat ca in 2020 au fost diagnosticate
aproximativ 19,3 milioane de cazuri noi de neoplazii la nivel mondial, iar preconizarile sunt ca in
2040, povara mondiala a cancerului se va ridica la 29,4 milioane de pacienti [1].

In Romania, conform Institutului National de Sanitate Publica (INSP), in anul 2019 s-au
nregistrat 50312 cazuri de deces prin tumori maligne, incidenta fiind de 227,1 la 100000 de
locuitori, iar in primul trimestru al anului 2020 s-au inregistrat 14158 cazuri noi de cancer, cu o
incidenta de 293,8 la 100000 locuitori, numarul total al bolnavilor aflati in evidentd oncologica
in aceeasi perioada fiind de 491463 [2], [3].

Dacd pacientii ar avea un acces mai bun la sistemele de asistentd medicald primara, la
programele de screening si la metodele moderne si eficiente de diagnostic, cancerul ar putea fi
detectat mai devreme, tratat intr-un stadiu incipient si vindecat intr-o proportie mai mare.
Diagnosticarea corectd a tumorilor reprezinta, probabil, cea mai importantd sarcind a medicului
anatomopatolog, jucand un rol de o importantd magistrala in parcursul ulterior al pacientului
oncologic.

Atat timp cat tumorile sunt atat de variate si imprevizibile, atat in termeni de morfologie,
cat si de comportament, atunci va exista mereu o nevoie clard pentru un diagnostic
anatomopatologic bun, bazat in principal pe o atentd examinare In microscopia optica, sustinuta,
acolo unde este necesar, prin tehnici moderne de imunohistochimie (IHC) sau biologie
moleculard. In ultimele decenii, au fost descrise in literatura de specialitate o multitudine de noi
tipuri sau subtipuri tumorale. Aceastda expansiune rapida a ’bazei de date” a anatomopatologului
duce la necesitatea de utilizare de rutind a imunohistochimiei, pentru obiectivarea diagnosticului,
dar si pentru a intelege histogeneza tumorali ori mecanismele patologice. In multe situatii, THC
este extrem de importantd pentru stabilirea diagnosticului de certitudine si excluderea
diagnosticelor diferentiale, conducand ulterior la alegerea unei anumite conduite terapeutice si la
stabilirea prognosticului.

In acest context, alegerea aceastei teme pentru teza de doctorat este motivati de

necesitatea aprofundarii Intelegerii acestei metode diagnostice, dar si de dorinta de a Tmbunatati



standardele de diagnostic n patologia tumoralda maligna. Totodatd, am dorit sa fie investigate
limitele tehnicii imunohistochimice, pentru reducerea erorilor diagnostice si reducerea
variabilitatii rezultatelor. Prin abordarea acestei teme, ne-am propus sa exploram si sa extindem
frontierele cunoasterii in patologia tumorala.

Teza de doctorat este structurata in doua parti si cuprinde:

- Partea 1. Stadiul actual al cunoasterii — include 4 capitole, care insumeaza 54 pagini, ce
cuprind informatii teoretice despre patologia tumorald sub aspectul clasificarii
histogenetice, a heterogenitdtii intratumorale sau a gradarii leziunilor neoplazice, despre
histogeneza tesuturilor normale si a tumorilor, despre imunohistochimie ca instrument de
diagnostic, respectiv despre metastazele tumorale ca provocare diagnostica.

- Partea a Il-a. Contributii personale — structurata in 5 capitole, care totalizeaza 142 pagini,
pe parcursul cdrora sunt prezentate scopul si obiectivele generale ale studiului doctoral,
apoi sunt detaliate cele trei studii desfasurate, pentru ca in final sa fie schitate concluziile
generale si perspectivele de cercetare.

- 76 tabele si 52 figuri,

- Bibliografia — insumeaza 401 referinte bibliografice.

Nota: Prezentul rezumat reda selectiv bibliografia din teza.

Cuvinte cheie

Imunohistochimie, tumori maligne, metastaze, histogeneza, diagnostic histopatologic, markeri,

anticorp, antigen, concordanta, predictie, sistem de invdtare automata



Capitolul 1. Patologia tumorala
In prezent, neoplazia este definitd ca o dereglare geneticd a cresterii si multiplicarii
celulare, declansatd de mutatii genetice mostenite sau dobandite, ce afecteaza o singurd celula
sau descendentii clonali ai acesteia. In practica medicala, termenul ,,tumora” este utilizat atat
pentru a face referire la o proliferare maligna, cat si la o tumora benigna, in timp ce termenul
»heoplazie” este rezervat pentru tumorile maligne, indiferent de linia de diferentiere.
Asemanarea celulelor tumorale cu celulele de origine permite de obicei aprecieri asupra tipului

tumorii si comportamentului sau potential [4].

1.1. Tumori benigne vs. tumori maligne

Stabilirea caracterului benign sau malign al unei tumori prin examenul histopatologic este
de maxima importanta 1n oncologia umana. Din acelasi tesut pot lua nastere atat tumori benigne,
care pot fi periculoase pentru organism prin pozitie, comprimarea structurilor vecine, productia
excesiva de hormoni sau alte substante, cat si tumori maligne ce pun 1n pericol viata pacientului

prin caracterul invaziv si dezvoltarea metastazelor [5].

Printre trasaturile histopatologice care sunt luate in considerare pentru a distinge tumorile
benigne de cele maligne se numard urmatoarele: gradul de atipie celulara, activitatea mitotica,

modelul (pattern-ul) de crestere, invazia, capacitatea de metastazare [4].

1.2. Clasificarea histogenetica a tumorilor

Tumorile compuse dintr-un singur tip de celule sunt clasificate ca epiteliale,
mezenchimale, limfoide sau neuroectodermale in functie de celula de origine. Cele mai multe
tumori prezintd caracteristici histopatologice asemanatoare cu celulele omoloage normale si pot

fi subclasificate in consecinta [6].

Tn 2004, Jules Berman a incercat si realizeze o clasificare comprehensiva a patologiei
tumorale ce pastreazd totusi nomenclatura traditionald, bazata insd pe analiza moleculard si
dezvoltarea histogenetica, spre deosebire de clasificarile traditionale, ce au la baza doar aspectul
morfologic al neoplaziilor [7], [8]. In practica anatomopatologici, cele mai utilizate clasificari
sunt cele ale OMS, sub forma unor ghiduri din seria ,,WHO Classification of Tumours”, ce

descriu detaliat subtipurile de tumori ce apar in diferite organe [9].



1.3. Gradarea tumorilor maligne (grading-ul)

Majoritatea schemelor de gradare clasifica tumorile in trei sau patru grade de malignitate
crescanda (G1, G2, G3, G4), insa in ultima perioada, exista o tendinta de a reduce categoriile de
gradare la doar doud: de grad scazut (low grade) si de grad inalt (high grade) pentru anumite
categorii de tumori sau localizari. Insd, corelatia generald intre gradul histologic si
comportamentul biologic al unui neoplasm nu este invariabila: exista exemple de tumori de grad
scazut care prezintd proprietdti maligne substantiale prin capacitatea de invazie a structurilor

vecine [10] sau de metastazare [11].

1.4. Heterogenitatea intratumorala

Pe langa variabilitatea unui tip de tumora de la o persoana la alta, existd variabilitate in
ceea ce priveste celulele din cadrul tumorii unui singur individ. Dacd un model de mutatie
aleatorie se aplica evolutiei unei tumori solide, mai degraba decat un model liniar in trepte (in
care toate celulele sunt derivate progresiv din progenitori modificati identic), atunci asteptarile

sunt ca celulele tumorale sa fie foarte heterogene [12], [13].

Capitolul 2. Histogeneza tumorala

2.1. Histogeneza tesuturilor normale

Histogeneza reprezintd procesul de dezvoltare a celulelor si tesuturilor din celule
nediferentiate, constituente ale celor trei straturi germinative embrionare [14], [15]. Foitele
germinative se formeaza in urma procesului de gastrulatie, care are loc in cea de-a treia
saptamana a vietii embrionare si sunt reprezentate de endoderm, mezoderm si ectoderm [16].

Tn urma unei serii de procese bine organizate si integrate, celulele primitive embrionare
se diferentiaza si isi asuma caracteristicile tesuturilor in care se vor dezvolta. Desi morfologia
finald a celulelor constituente ale unui tesut poate sa nu fie evidenta pana cand organul n sine nu
este bine dezvoltat, mult mai devreme in timpul procesului pot fi detectate reactiile biochimice

specifice, care sunt semnaturile histogenezei [17].

2.2. Histogeneza tumorilor
Sintagma ,,omnis cellula e cellula ejusdem generis” (,,toate celulele sunt din celule ca

ele”) a fost furnizatd de Bard in 1886 si de atunci, in anatomia patologica, termenul



,histogeneza” a fost folosit pentru a desemna posibilul tip de celuld normald din care un anumit

tip de tumora poate aparea [18].

2.3. Tumori cu histogeneza necunoscuta sau incerta

Tumorile cu histogeneza necunoscutd sau incertd sunt cele pentru care celula omoloaga
normald nu a fost incd identificatd. Exista putine astfel de tumori, majoritatea ludnd nastere in
tesuturi mezenchimale si exprimand totusi o serie de markeri mezenchimali, neuroectodermici

sau epiteliali, dar care nu conduc la identificarea celulei de origine [19].

2.4. Importanta stabilirii histogenezei tumorale
Determinarea histogenezei unei tumori este extrem de importantd in oncologie, pentru un

diagnostic precis, stabilirea prognosticului si planificarea tratamentului. Intelegerea histogenezei

tumorale contribuie la faptul ca pacientii pot beneficia de tratamente personalizate, mai eficiente.

Capitolul 3. Imunohistochimia ca instrument de diagnostic Th patologia
tumorala

3.1. Scurt istoric al imunohistochimiei

Istoria IHC combind fiziologia, imunologia, biochimia si munca mai multor cercetatori,
unii laureati ai Premiului Nobel. De la Emil von Behring, castigdtorul primului premiu Nobel
pentru medicina si fiziologie din istorie (in 1901), pentru cercetarile sale asupra terapiei cu ser in
cazul difteriei, la premiul Nobel in 1984 pentru descoperirea anticorpilor monoclonali de catre
Milstein, Kohler si Jerne, IHC este o poveste de cooperare si colaborare care a dus la dezvoltarea

acestei metode moderne, auxiliare tehnicilor histopatologice clasice [20].

3.2. Principii de baza ale imunohistochimiei

Imunohistochimia este un termen ,,umbreld” ce cuprinde mai multe metode folosite
pentru a determina constituienti tisulari reprezentati de antigene (Ag) cu ajutorul unor anticorpi
(Ac) specifici, prin identificarea complexelor Ag-Ac [21].

Unul dintre cele mai importante principii de baza ale IHC este obtinerea unei localizari
precise a componentelor tintd de la nivel celular sau tisular, pe baza unui raport satisfacator

semnal: zgomot de fond. Amplificarea semnalului cu reducerea concomitenta a zgomotului de



fond (marcajul de fond, nespecific) a devenit o strategie majora pentru obtinerea unui rezultat
satisfacator in acest sens, cu utilitate in practica zilnica [22].

Anticorpii (Ac) sunt molecule proteice, ceea ce face ca acestia sa poata fi si antigene.
Tehnicile de IHC se folosesc de aceasta proprietate a anticorpilor, folosindu-i si ca antigene care
genereaza epitopi de care se leagd anticorpii secundari [23]. In imunohistochimie, sunt utilizati
atdt Ac monoclonali, cat si Ac policlonali, fiecare categorie avand avantaje si dezavantaje.

Totodata, sunt in prezent inca folosite metode de lucru manuale, cat si echipamente automate.

3.3. Markeri frecvent folositi in diagnosticul anatomopatologic

In cadrul acestui subcapitol, au fost prezentati in teza de doctorat, peste 100 de markeri
IHC dintre cei mai utilizati in practicd, fiind grupati in urmatoarele 14 categorii: markeri
epiteliali, melanocitari, mezoteliali, germinali, hematolimfoizi, mezenchimali, neuroendocrini,
markeri ai tesutului nervos, factori de transcriptie, markeri utilizati in diagnosticul tumorilor
mamare, markeri digestivi si hepatici, markeri utilizati in diagnosticul tumorilor urologice si

prostatice, alti markeri diagnostici si markeri prognostici.

3.4. Limite ale diagnosticului imunohistochimic

Utilitatea si contributia imunohistochimiei la obtinerea unor diagnostice de certitudine in
patologia tumorald sunt influentate de o serie de factori care tin de tehnica utilizata sau de
interpretarea rezultatelor. Acesti factori au fost analizati in functie de aceste 2 categorii, dar si in
functie de fazele tehnicii IHC, pentru a fi mai usor de identificat atunci cand sunt responsabili
pentru marcaje suboptimale, discordante intre laboratoare sau erori diagnostice. Pentru a
minimiza aceste neajunsuri si limite ale rezultatelor testelor IHC, este necesard impunerea unor
standarde de prelucrare a produselor biologice, precum si optimizarea metodelor de lucru in ceea

ce priveste pasii analitici ai imunohistochimiei, cu sau fara utilizarea automatizarii [22], [24].

3.5. Noi tendinte in imunohistochimie

In prezent, sistemele automatizate permit vizualizarea standardizata a tintelor de la nivel
tisular cu sensibilitate crescutd si cu un semnal imbunatatit fatd de fond. Se folosesc si se
dezvolta in continuare tehnicile bazate pe cromogeni, fluorescentd si de marcare cu mai multi
anticorpi (multistaining) [22]. Mai mult, lamele cu imunomarcaje sunt scanate digital si

semnalele sunt cuantificate pe baza unor algoritmi de analiza a imaginii. Cererea pentru mai



multe informatii de pe aceeasi lamad, pentru a conserva tesutul disponibil in blocul tisular, va
conduce la utilizarea pe scara mai larga a tehnicilor de multistaining in laboratoare [25]. De
asemenea, evolutia este spre evaluare cantitativa in patologia tumorald, care se poate realiza prin
utilizarea de kituri si reactivi standardizati, In combinatie cu sisteme automate de analiza a
imaginilor [26].

Totodata, este explorat potentialul utilizarii diverselor metode bazate pe inteligenta
artificiala (IA) si in anatomie patologica, inclusiv in imunohistochimie, pentru a creste precizia
diagnosticelor si a scurta timpii de asteptare [27]. Patologia digitala se bazeaza pe digitalizarea
imaginilor preluate prin scanarea lamelor histopatologice sau imunohistochimice, de cele mai
multe ori cu obtinerea de imagini ale intregii lame (Whole Slide Image, WSI) [28]. Rezultatele
unor studii sunt promititoare si in ceea ce priveste folosirea metodelor de invatare automata
(Machine Learning, ML) prentru cresterea preciziei, fie prin oferirea unor sisteme de asistare a
deciziilor in diagnosticul metastazelor cu punct de plecare neprecizat [29], fie prin oferirea
sprijinului n stabilirea grading-ului tumoral, sau in cuantificarea indexului de proliferare Ki67
[30].

Capitolul 4. Metastazele tumorale — o provocare diagnostica

Structura histologicd a metastazelor poate fi similara cu tumora primara sau poate fi mai
putin diferentiatd. De obicei, probabilitatea ca o tumord sd metastazeze este corelatd cu invazia
locala agresiva, lipsa diferentierii, rata rapidd de crestere si dimensiunea crescutd a formatiunii
primare [31], [32].

Cele mai frecvente organe In care apar metastazele de la tumori solide sunt plamanii,
ficatul, oasele si creierul, dar pot fi mentionate si limfonodulii, glandele suprarenale sau pielea
[33], [34].

Metastazele cu punct de plecare neprecizat reprezinta acele metastaze depistate la un
pacient la care nu poate fi identificat sediul primar al tumorii, desi au fost realizate o anamneza
detaliatd, un examen clinic complet, precum si investigatii paraclinice extensive [35].
Determinarea tipului si originii tumorilor metastatice este o problemd importantd si potential
dificila pentru orice anatomopatolog. Situsul tumoral primar poate fi determinat prin corelarea

manifestdrilor clinice si a investigatiilor imagistice cu aspectele histopatologice ale metastazei,



pe baza carora se poate alege apoi o serie de markeri imunohistochimici, care reprezinta in
majoritatea situatiilor cheia pentru determinarea histogenezei tumorale [36].

Examenul histopatologic este esential pentru diagnosticul metastazelor cu punct de
plecare neprecizat, insd doar examinarea in coloratie hematoxilind-eozina este de cele mai multe
ori incapabila sa stabileasca originea tumorald. Evaluarea microscopica de rutind poate dezvalui
caracteristici care sunt patognomonice sau macar sugestive pentru tipul tumorii (de exemplu,
prezenta mucinei, a melaninei, a keratinei, productia de bila etc.). In astfel de situatii, pot fi de
ajutor coloratiile speciale, nsd nici acestea nu pot stabili sediul tumorii primare, ci pot doar
confirma prezenta unor caracteristici functionale (de exemplu, secretia de mucus de céitre
adenocarcinoame este pusa In evidenta prin coloratiile pentru mucine acide: albastru Alcian,
mucicarmin), astfel Tncat pentru aceste cazuri utilizarea imunohistochimiei devine obligatorie si
extrem de utila [37], [38].

Mai exista si situatii In care este necesara distinctia intre caracterul primar sau secundar al
unei proliferari tumorale prin teste IHC, de exemplu in cazul adenocarcinoamelor pulmonare
slab diferentiate, eventual de mici dimensiuni sau multifocale, deoarece pldmanii sunt si sediul
frecvent al metastazelor carcinomatoase [39].

In unele cazuri de metastaze cu punct de plecare neprecizat, specimenele bioptice contin
cantitati limitate de celule tumorale, ceea ce subliniaza necesitatea unei abordari strategice sau
algoritmice a imunomarcajelor, pentru a nu epuiza tesutul tumoral inainte de a obtine un
diagnostic [40]. in afari de dimensiunile reduse ale tesutului tumoral, mai pot fi considerate
impedimente in calea stabilirii originii tumorale si urmatoarele: artefactele, heterogenitatea
intratumorald, numarul crescut de markeri specifici pentru anumite tumori sau nevoia de teste
complementare de biologie moleculara [41].

Dupa ce a fost facut primul pas, reprezentat de confirmarea clasei tumorale (carcinom,
melanom, limfom, sarcom, tumora cu celule germinative, tumora gliala), pentru a incerca sa fie
depistat sediul tumorii primare, se aplicd o serie de markeri in functie de datele clinice si aspectul
histopatologic in coloratia uzuala [42].

Astfel, imunohistochimia este 0 metodd complementara in cadrul anatomiei patologice,
extrem de utild 1n evaluarea tumorilor metastatice, insa ar trebui utilizatd doar in concordantd cu
aspectul microscopic si contextul clinic. O abordare sistematica, incepand cu evaluarea

histomorfologicad, urmata de aplicarea algoritmica a unui panel cat mai restrans de anticorpi sunt



necesare pentru managementul eficient al metastazelor cu punct de plecare neprecizat, tinandu-se
mereu cont cd tesutul inclus la parafind trebuie pastrat judicios si pentru eventuale teste

moleculare sau alte teste auxiliare, ce pot oferi noi optiuni terapeutice [43].

Capitolul 5. Motivatia, scopul si obiectivele studiului doctoral

5.1. Motivatia studiului doctoral

Diagnosticul precis si rapid al tumorilor maligne este esential pentru managementul
eficient al pacientilor oncologici. In contextul diversitatii biologice a tumorilor, tehnicile
histopatologice si imunohistochimice oferd informatii valoroase despre tipul, originea si
comportamentul acestora. Aceste tehnici complementare sunt esentiale pentru un diagnostic
oncologic corect, reducand astfel frecventa adoptarii unor tratamente inadecvate.

Progresele in imunohistochimie au deschis noi perspective in diagnosticul patologic,
oferind specificitate si sensibilitate superioare. Cu toate acestea, variabilitatea interpretarii
rezultatelor IHC si necesitatea unei standardizari rdman probleme critice. Pe de altd parte,
apatitia tehnologiilor bazate pe inteligenta artificiald oferda oportunititi pentru a Tmbunatati
acuratetea diagnosticului si a optimiza timpul de eliberare a rezultatelor.

Acestea fiind date, alegerea temei pentru teza de doctorat este motivata de necesitatea
aprofundarii intelegerii acestei metode diagnostice, dar si de dorinta de a imbunatati standardele
de diagnostic in patologia tumorala maligna. Totodata, am dorit sa fie investigate limitele
tehnicii imunohistochimice, pentru reducerea erorilor diagnostice si reducerea variabilitatii
rezultatelor.

Motivatia principala a acestui studiu doctoral este de a aborda aceste provocari si de a
explora potentialul combindrii tehnicilor histopatologice si IHC cu algoritmi de invétare

automata pentru a imbunatati procesul de diagnostic al tumorilor maligne.

5.2. Scop si obiective
Scopul principal al acestui studiu doctoral este de a evalua importanta si limitele testelor
imunohistochimice in stabilirea diagnosticului histopatologic al tumorilor maligne. Prin

combinarea perspectivelor histopatologice, imunohistochimice si clinico-epidemiologice, studiul



isi propune sa ofere o analiza comprehensiva a caracteristicilor tumorilor maligne si a impactului

markerilor IHC specifici asupra preciziei diagnosticului pacientilor oncologici.

Obiectivele prezentului studiu doctoral au fost:

e Stabilirea lotului de studiu, a criteriilor de includere si de excludere a pacientilor si selectia
parametrilor de analizat;

e Includerea cazurilor si a parametrilor urmariti intr-o baza de date electronica, pentru o analiza
statistica mai facila;

e Descrierea caracteristicilor socio-demografice ale lotului de studiu;

e [Evaluarea diagnosticelor histopatologice obtinute dupa examinarea lamelor in coloratie
uzuald si cu marcaje imunohistochimice obtinute din blocurile tisulare incluse la parafind ale
pacientilor inclusi in studiu;

e Analiza expresiei markerilor imunohistochimici utilizati in diagnosticul diverselor tipuri de
tumori maligne primare $i metastatice;

e Determinarea ratei de concordantd intre diagnosticele stabilite prin coloratie H&E si cele
confirmate prin IHC;

e Identificarea factorilor care contribuie la concordanta sau discordantele intre diagnosticul in
coloratie H&E si cel stabilit dupa efectuarea testelor IHC;

e Identificarea, antrenarea si validarea unui model de invatare automatd pentru predictia
diagnosticelor histopatologice pe baza markerilor IHC si testarea performantelor acestuia,
pentru a oferi o0 metoda complementarad de luare a deciziilor pentru stabilirea diagnosticelor;

e Formularea concluziilor.

Urmarind atingerea acestor obiective, studiul isi propune sa contribuie la imbundtdtirea
diagnosticului tumorilor maligne si sd ofere o bazd solidd pentru cercetdri viitoare In acest
domeniu. Prin combinarea tehnicilor histopatologice si imunohistochimice cu puterea
algoritmilor de 1invatare automatd, speram ca acest studiu doctoral sd aduca contributii
semnificative la cresterea acuratetei diagnostice si la optimizarea managementului pacientilor cu

tumori maligne.

Capitolul 6. Studiul histopatologic si imunohistochimic al tumorilor maligne
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6.1. Introducere

In contextul diversitatii biologice a tumorilor maligne, diagnosticul histopatologic corect
si eliberat cat mai rapid este esential pentru managementul eficient al pacientilor oncologici.
Examinarea sectiunilor tisulare in coloratie uzuala hematoxilind-eozind permite identificarea
caracteristicilor morfologice ale tumorilor, iar imunohistochimia adauga un nivel suplimentar de
specificitate si sensibilitate diagnosticelor histopatologice. Aceste tehnici sunt complementare si
esentiale In diagnosticul neoplaziilor, oferind informatii valoroase despre tipul, originea si
comportamentul tumorilor maligne.

Studiul de fatd imbind perspective epidemiologice, histopatologice si imunohistochimice
pentru a oferi o analizd comprehensiva a caracteristicilor tumorilor maligne, cu scopul de a
puncta importanta si limitele testelor imunohistochimice 1n stabilirea diagnosticului
histopatologic. Astfel, ne-am propus sa evaluam relatiile dintre expresia markerilor THC
specifici, diagnosticul histopatologic si caracteristicile clinicopatologice ale tumorilor. De
asemenea, prin analiza epidemiologicd, dorim sd determindm prevalenta acestor tumori in
populatia studiata, precum si sa identificim posibili factori de risc si tendinte temporale.

Ne bazam pe presupunerea cd integrarea datelor imunohistochimice in protocolul
standard de diagnostic histopatologic poate imbundtiti semnificativ precizia diagnosticelor,

reducand astfel frecventa diagnosticelor eronate, ce conduc la atitudini terapeutice inadecvate.

6.2. Material si metoda

Pentru realizarea acestei teze de doctorat, a fost desfasurat un studiu retrospectiv, cu
caracter descriptiv, intre 1 octombrie 2019 si 31 decembrie 2023. Cazuistica a fost reprezentata
de pacientii care s-au adresat Serviciului de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic de Urgenta
pentru Copii ”Sf. Ioan” Galati, pentru realizarea testelor imunohistochimice, in regim ambulator.

Anterior desfasurarii studiului, a fost obtinut avizul comisiei de eticd a spitalului, avand
numarul de 1inregistrare C676/20.11.2023, respectand astfel standardele etice impuse de
Declaratia de la Helsinki revizuita in anul 2013, precum si legislatia romana in vigoare. Pentru
fiecare caz in parte, a fost obtinut acordul pacientului informat, care semnaleaza consimtamantul

pentru recoltarea, pastrarea si folosirea probelor biologice in scop diagnostic, dar si stiintific.
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Specimenele analizate au fost reprezentate de blocurile tisulare incluse la parafina, lamele
histopatologice in coloratie uzuald hematoxilind-eozind (H&E), precum si lamele marcate

imunohistochimic cu diversi anticorpi necesari pentru confirmarea diagnosticului.

Dupa aplicarea criteriilor de selectie, s-a constituit lotul format din 686 de pacienti,

asupra carora au fost formulate toate ipotezele si testele ce vor fi redate Tn cadrul acestui studiu.

6.3. Rezultate

Distributia lotului in functie de datele socio-demografice a aratat ca majoritatea
subiectilor au fost de gen feminin, reprezentand 58,02% din total (n=398), cu o concentratie mai
mare Tn mediul urban (n=436), reprezentind 63,56% din numarul de subiecti. In ceea ce priveste
varsta pacientilor inclusi in studiu, extremele au fost de 27 de ani, respectiv 91 de ani, in ambele
situatii fiind vorba de femei. Majoritatea subiectilor inclusi in acest lot de studiu au avut varsta
cuprinsd Intre 51 si 70 de ani (54,52%, n=374), in timp ce 36,59% (n=251) au avut varsta peste
71 de ani, iar 57 de persoane, reprezentand 8,31%, au avut varsta cuprinsa intre 35 si 50 ani. Cea
mai micad pondere de subiecti din cadrul lotului sunt cei cu varsta cuprinsa intre 19 si 34 de ani

(0,58%, n=4).

Analizand caracterul primar sau secundar (metastatic) al tumorilor care au fost incluse in
lotul de studiu, s-a observat ca din totalul de 686 de pacienti, 79,74% (n=547) au avut tumori

primare, in timp ce aproximativ de 4 ori mai putini s-au prezentat cu metastaze (20,26%, n=139).

In ceea ce priveste distributia tumorilor primare si a metastazelor pe ani si trimestre s-a
constat ca cele mai multe cazuri au fost diagnosticate ih 2021 (n=184), iar trimestrul cu cele mai

multe cazuri a fost trimestrul al treilea al anului 2020 (n=60).

Mentionand ca Tn cazul a 37,91% din pacienti, nu au fost disponibile date referitoare la
investigatiile imagistice efectuate in documentele analizate, pentru restul cazurilor, un rol
important |-a avut Computer Tomografia (CT), aceasta fiind singura investigatie efectuata in 102
cazuri de tumori primare, respectiv la 68 de pacienti cu metastaze. Din punct de vedere clinic, cei
mai multi pacienti au avut multiple comorbiditati (36,63% pentru cei cu tumori primare,
respectiv 28,57% dintre ceil cu metastaze) sau au fost fard comorbiditati (26,92% din cazurile de

tumori primare si 20% dintre cei care au fost diagnosticati cu metastaze). In ceea ce priveste
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istoricul oncologic, doar 16,76% dintre pacienti au avut o tumord malignd in antecedentele

personale.

Tn ceea ce priveste interventia chirurgicala aplicata, in cazul tumorilor primare, cel mai
des au fost efectuate biopsii incizionale sau excizionale, in 40,96% din cazuri, iar cea mai putin
aplicatd interventie a fost microbiopsia, reprezentand 12,39%. In cazul metastazelor, la cei mai

multi pacienti au fost realizate tot biopsii, n 16,62% din numarul de tumori de acest fel.

Daca analizdm distributia tumorilor primare in functie de diagnosticul histopatologic,
putem constata cd majoritatea pacientilor au fost diagnosticati cu adenocarcinoame (n=351,
reprezentand 64,29%), in timp ce cel mai mic numar de cazuri au fost cele de tip mezoteliom
malign (n=3), reprezentand 0,55% din numarul total de tumori primare care au fost analizate. Un
alt tip de tumora relativ frecventa a fost carcinomul scuamocelular, prezent la 16,48% dintre cei

diagnosticati cu tumori primare (n=90).

In mod aseminitor, analizind distributia metastazelor pe categorii de diagostice
histopatologice, se constatd ca cele mai multe cazuri au fost tot adenocarcinoame (n=99),
reprezentand 70,71% din numarul pacientilor cu metastaze, iar cel mai mic numar de cazuri au
apartinut tot mezoteliomului malign (n=1, reprezentand 0,71% din numirul de metastaze).
Totodata, al doilea cel mai frecvent diagnostic a fost tot carcinomul scuamocelular, in 15% din

cazurile cu metastaze.

In cadrul intregului lot de pacienti, cele mai frecvente tipuri de adenocarcinoame au fost
cele mamare, In special carcinomul mamar invaziv tipul ductal (n=157, adica 34,88% dintre
adenocarcinoame). Urmatoarele subtipuri ca frecventd au fost adenocarcinoamele acinare de
prostatd (12,22%), adenocarcinoamele pulmonare (10,66%) si adenocarcinoamele de colon
conventionale (10%). Cele mai rare adenocarcinoame au fost carcinomul renal papilar si
carcinomul de duct salivar, fiecare cu cate 1 caz (reprezentand 0,22% din totalul
adenocarcinoamelor).

Din cele 450 de adenocarcinoame diagnosticate in total, 99 au fost sub formd de
metastaze, iar dintre acestea, cele mai frecvente au fost metastazele de adenocarcinom pulmonar
la nivel pleural si metastazele de carcinom mamar invaziv de tip ductal la nivel limfonodal.

Carcinoamele scuamocelulare (CSC) au reprezentat 16,18% din totalul de cazuri (n=111),

dintre care 90 au fost tumori primare si 21 metastaze. Cele mai frecvente CSC primare au avut ca
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localizare mucoasa orofaringiana sau laringiana (n=32), urmate de CSC pulmonare (n=18), CSC
cutanate (n=17) si CSC de la nivelul colului uterin (n=13). Referitor la metastazele de CSC, cele
mai multe cazuri au fost localizate la nivelul limfonodulilor (n=9), iar cele mai putine — la nivel
hepatic (n=1).

Analizand markerii IHC care au fost utilizati pentru sustinerea diagnosticelor
histopatologice, distributia acestora a fost urmarita in functie de caracterul primar sau secundar al
tumorilor. In ceea ce priveste tumorile primare, in functie de diagnosticul clinic de trimitere, cele
mai frecvente au fost tumorile glandei mamare (n=162), reprezentand 29,61% din tumorile
primare. Tn aceste cazuri, Cytokeratin 7 (CK7) a fost pozitiv in toate cazurile in care a fost testat,
indiferent de subtip, la fel ca si GATA3, iar markerul p63 a fost negativ in toate cazurile testate,
confirmand absenta stratului de celule bazale mioepiteliale. Un marker important care a fost
testat in absolut toate cazurile a fost E-cadherin, fiind negativ doar in carcinoamele lobulare
(confirmand pierderea adeziunii intercelulare) si pozitiv in celelalte subtipuri. Majoritatea
tumorilor primare ale sanului incluse in studiu au fost pozitive atat pentru Estrogen Receptor
(ER), cat si pentru Progesterone Receptor (PR), doar 15,43% neexprimand ER si 22,84% fiind
negative pentru PR. In toate subtipurile de carcinom mamar, in ceea ce priveste proportia de
pozitivitate atat pentru ER, cat si pentru PR, majoritatea cazurilor au fost incadrate in categoria
cu peste 66% din celule pozitive. Majoritatea carcinoamelor mamare (58,02%), indiferent de
subtip, au avut indicele Ki67 in categoria 10-30%, urmate fiind de tumorile cu Ki67 inalt, care au
reprezentat 35,19%. In ceea ce priveste expresia HER2, indiferent de subtipul tumoral,
majoritatea cazurilor au fost incadrate in categoria HER2 zero (negativ), Tnsumand 48,76% din
totalul tumorilor mamare primare analizate. Cele mai putine cazuri (10,49% din totalul tumorilor
mamare primare) au fost de tip echivoc (2+), necesitand suplimentarea cu teste de biologie
moleculara pentru a putea stabili daca expresia HER2 a fost sau nu amplificatd. Au fost
identificati 20 de pacienti cu tumori mamare primare (reprezentand 12,34%) care au avut
expresie 3+ a HER2, iar restul cazurilor (28,39%) au fost incadrate in categoria 1+, care
reprezintd o parte importanta a noii clase cu implicatii terapeutice, HER2 low.

Urmatoarele tumori primare ca frecventa au fost cele cutanate (n=56), iar dintre acestea,
cele mai multe au fost carcinoame bazocelulare (CBC) in 18 cazuri (reprezentand 32,14%),
urmate de carcinoamele scuamocelulare (CSC) cu 17 cazuri (30,9%) si de melanoamele maligne

(MM) cu 11 cazuri (20%). Markerii epiteliali p63 si CK5/6 au fost pozitivi in toate cazurile de
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CBC si CSC, in timp ce EpCAM a fost pozitiv doar in CBC. Epithelial membrane antigen
(EMA) a fost negativ in toate CBC si pozitiv in majoritatea CSC. Markerii melanocitari (S100,
Melan-A, HMB45) au fost pozitivi in toate cazurile de MM si negativi in celelalte tumori
primare cutanate.

Au urmat ca frecventd tumorile maligne ale prostatei, care au fost prezente la 51 de
pacienti, iar in cadrul lotului de studiu, toate aceste tumori au fost avut diagnosticul
histopatologic de adenocarcinom acinar de prostata. Niciun caz nu a exprimat markeri pentru
celulele bazale mioepiteliale (p63, CK 34 BE12), iar AMACR a fost pozitiv in toate cele 49 de
tumori care au fost testate pentru acest marker. Totodata, antigenul specific prostatic membranar
(PSMA) a fost pozitiv Tn toate cazurile in care a fost testat, iar citokeratinele 7 si 20 au fost
negative atunci cand au fost utilizate pentru diagnostice diferentiale.

In ceea ce priveste tumorile primare bronho-pulmoare, acestea au fost urmitoarele ca
frecventa, insumand 42 de cazuri, iar cele mai multe dintre acestea au fost carcinoame
scuamocelulare (CSC), diagnosticate la 18 pacienti (reprezentdnd 42,85%), urmate de
adenocarcinoame (ADK) pulmonare prezente la 16 persoane (38,09%), in timp ce carcinoamele
neuroendocrine (NEC) au fost depistate la 8 pacienti (19,05%). Tumorile primare pleurale, sub
forma mezotelioamelor maligne, au fost prezente la 3 pacienti (7,14%).

Referitor la markerii IHC analizati in cadrul acestor tumori, se poate spune ca
adenocarcinoamele pulmonare exprima CK7, TTF1 si Napsin A, fiind negative pentru markerii
de diferentiere neuroendocrind (synaptophysin, CD56) si pentru cei exprimati In carcinoamele
scuamocelulare (p63, CK5/6). In timp ce alituri de calretinin si WT1, mezotelioamele exprima si
CK5/6, markerul p63 este negativ in aceste tumori. Carcinoamele neuroendocrine, indiferent de
morfologia celulard, exprima Synaptophysin si CD56, iar NEC cu celule mici pot fi pozitive si la
TTF1, in timp ce sunt intotdeauna negative la CDA45.

Urmatoarele ca frecventa au fost tumorile maligne ale colonului, rectului si anusului, (40
de cazuri), dintre care marea majoritate au fost adenocarcinoame de colon conventionale
(82,5%), in timp ce 12,5% din cazuri au fost adenocarcinoame mucinoase si doar 5% dintre
acesti pacienti au avut melanoame maligne la nivel anorectal. Citokeratina 20 si CDX2 au fost
pozitive la toti pacientii cu ambele subtipuri de adenocarcinoame, in timp ce markerii S100,

HMBA45, Melan-A au fost pozitivi in melanoame.
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Urmatorul diagnostic clinic de trimitere in ceea ce priveste frecventa a fost cel al
tumorilor corpului uterin, iar dintre aceste 38 de cazuri, cele mai multe au fost diagnosticate cu
carcinoame endometriale endometrioide (CEE) (n=25, reprezentand 65,79% din tumorile
corpului uterin). Celelalte diagnostice histopatologice de la acest nivel au avut cate un numar de
cazuri cu valori unitare: 8 carcinoame endometriale seroase (CES) (insemnand 21,05%), 3
carcinoame endometriale cu celule clare (CECC) (adica 7,89%) si 2 leiomiosarcoame (LMS)
(5,26%). Markerul epitelial CK7 a fost pozitiv in toate subtipurile de carcinom endometrial, fiind
negativ in LMS. Markerul p53 a exprimat pozitivitate nucleara in toate cazurile de CES, fiind
neexprimat in CEE si CEEC. Receptorii hormonali au fost majoritar pozitivi in CEE si CES,
fiind negativi In CECC, iar p16 a fost pozitiv in majoritatea carcinoamelor endometriale. De
asemenea, markerii pozitivi in LMS au fost actin si desmin, markerul pentru diferentiere
musculara striatd, myogenin, fiind negativ.

Tumorile maligne ale capului si gatului au totalizat 37 de cazuri, dintre care marea
majoritate au fost diagnosticate cu carcinom scuamocelular (91,89%, n=34) si doar cate 1 caz cu
carcinom de duct salivar, carcinom neuroendocrin cu celule mici, respectiv MM al mucoaselor.
Si n aceasta localizare, toate CSC exprima aceeasi markeri epiteliali (CK5/6, p63), MM este
pozitiv la S100, Melan-A si HMB45, iar NEC cu celule mici este pozitiv la markerii de
diferentiere neuroendocrind (CD56, synaptophysin). In cazul carcinomului de duct salivar, se
observd pozitivitatea pentru CK7 si GCDFP-15, precum si negativitatea pentru markerii de
diferentiere scuamoasa.

In ceea ce priveste patologia tumorald a aparatului reno-urinar, au fost identificate 18
tumori primare, majoritatea la nivelul vezicii urinare (n=14) si doar 4 la nivelul rinichiului. La
nivelul vezicii urinare, marea majoritate a cazurilor au fost reprezentate de carcinoame uroteliale
invazive, iar un singur caz a avut diagnosticul de carcinom neuroendocrin cu celule mici. In
carcinoamele uroteliale, p63, CK34BE12 si GATA3 au fost pozitivi in toate cazurile, iar CK7 si
CK20 au fost co-exprimate Tn majoritatea cazurilor. u fost identificate 3 carcinoame renale
cromofobe si un carcinom renal cu celule clare. CK7 a fost pozitiv n carcinoamele cromofobe,
CD10 a fost pozitiv in ambele subtipuri, CD117 doar in cel cromofob, iar vimentin doar in cel cu
celule clare. Markerul RCC a fost exprimat in carcinomul cu celule clare, iar in cel cromofob a

avut pozitivitate variabila.

16



In cazul tumorilor maligne gastrice, au fost identificate 12 cazuri cu ADK gastric
conventional (80% din tumorile gastrice primare), 2 cazuri cu carcinom gastric cu celule slab
coezive (13,33%) si doar 1 limfom al tesutului limfoid asociat mucoaselor (MALT)
(reprezentand 6,67%). Tumorile epiteliale gastrice exprima atat CK20, cat si CK7, markeri care
sunt negativi in limfomul MALT. Mult mai rare au fost tumorile esofagiene, diagnosticate in
cadrul lotului de studiu la doar 2 pacienti cu carcinoame scuamocelulare, avand expresie similara
a markerilor scuamosi ca si in alte localizari (p63, CK5/6 pozitivi).

La nivelul colului uterin, au fost identificate 15 tumori maligne primare, iar 13 dintre
acestea au fost CSC, in timp ce doar 2 au fost ADK endocervicale. S-a remarcat pozitivitatea p16
atat in CSC, cat si in ADK endocervicale, precum si pozitivitatea markerilor CK5/6 si p63 in
CSC, cu absenta expresiei acestora in ADK. Totodata, CK7 a fost pozitiv in toate ADK
endocervicale, nsa in CSC a fost fie pozitiv, fie negativ.

La nivelul ovarului au fost identificate 10 tumori maligne primare, dintre care 9 au fost
carcinoame seroase si doar 1 adenocarcinom mucinos ovarian. Markerii exprimati de
carcinoamele seroase ovariene sunt similari celor cu localizare endometriala: CK7 si p53, cu o
remarca coexpresia CK7, CK20 si CDX2, ceea ce il diferentiazd de metastazele ADK mucinoase
colo-rectale, care sunt CK7 negative.

Cele 10 tumori cerebrale primare din lotul de studiu au fost reprezentate de 10
glioblastoame si 2 astrocitoame anaplazice. Markerii GFAP si S100 au fost pozitivi in toate
cazurile in care au fost testati, atat in glioblastoame, cat si in astrocitoamele anaplazice, Tn timp
ce EMA si p63 au fost negativi. Proteina p53 a fost pozitiva in 3 cazuri de glioblastoame, iar
markerii melanocitari Melan-A si HMB45 au fost negativi.

La nivel hepatic, au fost identificate 8 tumori, jumatate dintre ele fiind carcinoame
hepatocelulare (CHC) si jumatate — colangiocarcinoame (CCA), in cadrul carora citokeratinele
au avut profiluri diferite de expresie: CHC au fost negative atat la CK7, cat si la CK20, in timp
ce CCA au exprimat CK7, dar nu si CK20, fiind pozitive in schimb la o alta citokeratina, CK19.
Markerii pozitivi in CHC au fost HepParl, CD10 si AFP, iar in CCA, a fost pozitivi CEA si
HepParl negativ.

La nivelul pancreasului si cdilor biliare extrahepatice, au fost diagnosticate doar 3 cazuri,

dintre care 2 cu CCA si 1 cu adenocarcinom ductal pancreatic, ambele subtipuri tumorale avand
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profiluri IHC asemanatoare, cu pozitivitate pentru CK7, EMA, MUCS5AC si CEA si negativitate
pentru MUC2, cu diferenta ca CK20 a fost exprimat in CCA si a fost negativ in ADK ductal
pancreatic.

Pentru a analiza markerii IHC folositi pentru a stabili diagnosticul histopatologic al
metastazelor, data fiind heterogenitatea diagnosticelor de trimitere si multitudinea de subtipuri
tumorale identificate, a fost luat in calcul in locul diagnosticului de trimitere, tesutul sau organul
care au fost biopsiate.

Cele mai frecvente metastaze au fost identificate la nivelul limfonodulilor, in 35 de
cazuri. La acest nivel, au fost diagnosticate 10 subtipuri histopatologice diferite ale tumorilor
metastazante, iar cele mai frecvente metastaze limfonodale au fost generate de carcinoamele
mamare invazive, de tip ductal (n=10, reprezentdnd 28,57%), urmate indeaproape de
carcinoamele scuamocelulare (n=9, adica 25,71%). Este de remarcat ca in cadrul lotului nostru,
metastazele la nivelul limfonodulilor de melanom malign (n=4, reprezentand 11,42%) au fost
apropiate ca numar de cele date de ADK pulmonar sau de carcinoamele seroase (fiecare cu
8,57%).

In ceea ce priveste markerii IHC utilizati pentru transarea diagnosticelor, se poate
observa ca cel mai testat a fost CK7, in 29 de cazuri, fiind pozitiv in 16 dintre acestea (metastaze
de la adenocarcinoame pulmonare, carcinoame mamare, carcinoame seroase, ADK ductal
pancreatic, carcinom renal papilar) si negativ in restul (metastaze de la carcinoame
scuamocelulare, melanom malign, ADK de prostatdi, ADK de colon, respectiv carcinom
neuroendocrin cu celule mici). Urmatorul marker dupa frecventa testarii a fost CK20, utilizat Tn
20 cazuri pentru diagnostic diferential, cu pozitivitate doar in adenocarcinomul de colon.

Urmatoarele metastaze ca frecventa au fost diagnosticate la nivelul seroaselor (pleurala,
peritoneald) sau epiplonului, la 26 de pacienti. Adenocarcinoamele pulmonare au dat cele mai
multe metastaze la acest nivel (38,46%), urmate de carcinoamele seroase ovariene (19,23%) si
carcinoamele mamare ductale (15,38%). Si in cazul acestei localizari, markerii cei mai testati au
fost CK7 si CK20, cu expresie similara ca in cazul tumorilor primare: profil CK7+/CK20- in
ADK pulmonare, carcinoamele seroase, carcinoamele mamare, carcinoamele neuroendocrine,
ADK de pancreas; profil CK7-/CK20+ in ADK de colon, respectiv profil CK7+/CK20+ in ADK

gastric.
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Metastazele de la nivel cerebral au fost Tntalnite in 13 cazuri din cazuistica analizata, iar
aproape jumatate dintre aceste metastaze au fost ale unor ADK pulmonare (n=6), urmatoarele ca
frecventa fiind cele de tip CSC (n=3), diagnostice care au fost confirmate IHC prin profilurile
clasice (CK7 si TTF1 pozitivi, iar CK5/6, p63 si markerii neuroendocrini negativi in ADK
pulmonar; respectiv CK5/6, p63 pozitivi in CSC).

In ceea ce priveste metastazele osoase, acestea au fost identificate la 12 pacienti, jumatate
dintre acestea fiind determinate de adenocarcinoame pulmonare, iar un sfert — de carcinoame
mamare invazive de tip ductal, iar profilurile de expresie a markerilor IHC ale subtipurilor
histopatologice intalnite la acest nivel sunt similare cu cele avand alte localizari.

Urmatoarele metastaze ca frecventd au fost cele de la nivel pulmonar (n=11), fiind
generate cel mai adesea de ADK de colon conventionale si carcinoame mamare invazive de tip
ductal (fiecare cate 27,27%). Este de remarcat prezenta la acest nivel a 2 metastaze de CSC, la
cazuri cunoscute cu tumori primare la nivelul colului uterin, iar in sprijinul datelor clinice, n
aceste situatii singurul marker IHC care a putut face diferentierea de un CSC primar pulmonar a
fost p16, pozitiv.

Un alt sediu important al metastazelor este cel hepatic, in cadrul lotului nostru de studiu
fiind prezente 6 metastaze la acest nivel, heterogene din punct de vedere al subtipului
histopatologic: doar adenocarcinomul ductal pancreatic a avut 2 cazuri, in timp ce celelalte
subtipuri (ADK de colon, tipul conventional, carcinom mamar invaziv de tip ductal, CSC, MM)

au fost reprezentate de cate un singur caz, iar markerii cei mai testati au fost CK7 si CK20.

Tn cadrul lotului de studiu, un marker frecvent testat a fost markerul prognostic Ki67, in
527 din cazuri, valoarea mediana a acestuia a fost 35%, in timp ce cea mai mica valoare a sa a
fost 1% si cea mai mare — 90%. Au fost analizati o serie de factori care pot influenta valoarea
Ki67, iar prin aplicarea testelor ANOVA au fost identificate corelatii intre valorile acestui
marker gi urmatorii parametri: diagnostic histopatologic (p=0.000), grading (p=0.000), pattern
histologic (p=0.000) si necroza (p=0.000).

Analizand tabelele de contingenta, se mai pot sublinia urmatoarele: dintre tumorile de
grad G1, cele mai multe au avut Ki67 intre 10-20% (45,2% dintre acestea), dintre tumorile de
grad G2, peste jumatate (51,4%) au avut Ki67 de 21-70%, categorie in care S-au incadrat si

majoritatea celor de grad G3 (63,1%) si cele mai multe de grad inalt (44,6%). Tumorile
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nediferentiate (G4) au avut intr-un procent ridicat (63,6%) un Ki67 intre 10-20%, in timp ce

majoritatea tumorilor de grad scazut (LG) au avut Ki67<10% (57,1%).

6.4. Discutii

Studiul de fatd a aratat o predominantd semnificativd a pacientilor de gen feminin
(58,02%), comparativ cu cei de sex masculin (41,98%). De asemenea, predominanta feminina se
mentine constant in ambele medii de provenienta, urban si rural, sugerand ca distributia pe gen
nu este influentatd semnificativ de mediul de provenienta. In ceea ce priveste distributia pe sexe,
un rezultat similar (55% femei) a fost Inregistrat de Dong si colab., care au analizat incidenta
cancerului in SUA intre 2011 si 2015, avand un lot de peste 14 milioane de pacienti [44]. Huang
si colab. [45] au raportat insa o rata pe sexe de 1,04 in favoarea barbatilor, dupa analiza a peste
14500 cazuri de cancer extrase din The Cancer Genome Atlas database, ce au inclus 38 de tipuri
de cancer.

Analiza distributiei lotului pe medii de provenienta a ardtat o concentrare mai mare a
pacientilor in mediul urban (63,56%) comparativ cu mediul rural (36,44%). Aceasta poate
reflecta o accesibilitate mai mare la serviciile medicale in mediul urban, o tendinta a populatiei
rurale de a migra catre orase pentru ingrijire medicala, dar diferentele pot fi atribuite si stilurilor
de viata distincte si expunerii variate la factorii de risc [46]. Aceste rezultate sunt in concordanta
cu studiile publicate in diverse tari: Yuan si Xie [47] au aratat o diferentd asemanatoare intr-un
studiu efectuat in China, Thakur si colab. au aratat o incidenta de doua ori mai mare in mediul
urban nordul Indiei [48], iar in SUA, conform ,,National Cancer Institute (NCI)” [49], se poate
observa aceeasi diferentd ca si in studiul nostru.

Majoritatea subiectilor inclusi In studiu au avut varsta cuprinsd Intre 51 si 70 de ani
(54,52%), urmatd de grupa de varsta peste 71 de ani (36,59%). Aceasta distributie aratd o
incidentd mai mare a tumorilor studiate in randul populatiei mai in varstd, ceea ce este in
concordantd cu literatura de specialitate. Conform ,,NCI’s Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER) Program” [49], varsta medie la care se diagnosticheaza cancerul este 66 ani.

Studiul de fata a aratat ca 79,74% dintre pacienti au avut tumori primare, in timp ce
20,26% au prezentat metastaze, iar analiza pe grupe de varstd aratd ca acestea sunt cel mai
frecvent intalnite n randul pacientilor cu varsta intre 51 si 70 de ani. Este important de mentionat

ca, 1n cazul pacientilor tineri (19-34 ani), nu au fost identificate metastaze. Analiza distributiei
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cazurilor pe ani si trimestre a evidentiat o fluctuatie a numarului de cazuri. Anul cu cele mai
multe cazuri diagnosticate a fost 2021, cu o incidenta crescutd in trimestrul al treilea al anului
2020. Rezultatele studiului indica necesitatea unor politici de sdndtate publicd axate pe preventie
si diagnostic precoce, in special in randul populatiei mai in varsta si a femeilor. De asemenea, ar
fi utila o investigare suplimentara a factorilor de mediu si comportamentali care pot influenta
distributia socio-demografica a afectiunilor studiate. Este important sd se continue monitorizarea
si analiza datelor pentru a identifica tendintele si a adapta strategiile de interventie in functie de
acestea.

Analizand rezultatele referitoare la investigatiile imagistice sau endoscopice realizate
pentru diagnosticarea tumorilor, Computer Tomografia a fost cea mai frecvent utilizata
investigatie atat pentru tumorile primare cat si pentru metastaze, subliniind importanta CT-ului in
stabilirea unui diagnostic 1n patologia tumorala. Lipsa informatiilor despre investigatiile realizate
in 37,91% din cazuri indica o necesitate de standardizare a completdrii documentelor medicale
pentru a obtine un diagnostic cat mai complet, in context multidisciplinar.

Datele privind comorbiditatile aratd cd o mare parte a pacientilor prezintd multiple
afectiuni asociate, ceea ce poate complica managementul clinic al acestor cazuri. Mai exact,
36,63% dintre pacientii cu tumori primare si 28,57% dintre cei cu metastaze au avut multiple
comorbiditati. Aceasta prevalentd ridicatd a comorbiditatilor necesitd o abordare holisticd in
ingrijirea pacientilor oncologici, avand in vedere complexitatea tratamentului si impactul asupra
calitatii vietii pacientilor. Rezultatele studiului de fata sunt comparabile cu cele din literatura de
specialitate, care indicd ca asocierea de mai multe comorbiditati este observata in mod regulat in
populatie [50], [51] si reprezinta o provocare pentru sistemele de sanatate, in special pentru cele
orientate spre gestionarea unei singure boli [52], [53]. Ghidurile clinice din Roméania nu sunt
adaptate impactului cumulativ al recomandarilor de tratament asupra persoanelor cu multiple
morbiditati si nu faciliteaza o comparatie a potentialelor beneficii sau riscuri, ca si in alte tari
[54].

Rezultatele acestui studiu referitoare la diagnosticele histopatologice oferd o imagine
detaliatd asupra distributiei tumorilor in functie de categoriile si subtipurile tumorale, subliniind
predominanta adenocarcinoamelor 1n cadrul intregului lot de studiu. Distributia
adenocarcinoamelor in cadrul lotului a ardtat ca acestea reprezinta majoritatea cazurilor atat la

nivelul tumorilor primare (64,29%), cat si la nivelul metastazelor (70,71%). Cele mai frecvente
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subtipuri de adenocarcinoame au fost carcinoamele mamare invazive de tip ductal, ADK acinare
de prostata, ADK pulmonare si cele de colon conventionale. Carcinomul scuamocelular a fost al
doilea cel mai frecvent tip de tumora, reprezentand 16,48% din cazurile de tumori primare, cu
localizare frecventa la nivelul mucoasei orofaringiene si laringiene, precum si la nivelul pielii si
colului uterin si 15% din cazurile de metastaze. Aceste descoperiri sunt in concordantd cu
literatura de specialitate, care indica adenocarcinoamele ca fiind cele mai comune tipuri de
tumori maligne in randul populatiei studiate. Li si colab. [55] au gasit intr-un studiu retrospectiv
efectuat pe 23674 de cazuri din China de nord, o rata de 34,3% a adenocarcinoamelor, urmata de
carcinomul scuamocelular cu 14,5%, iar studii din Statele Unite ale Americii, Coreea si
Australia, au observat prevalente asemanatoare acestui studiu [56]-[58].

In contrast cu ADK si CSC, alte tipuri de tumori precum mezoteliomul malign si anumite
subtipuri de adenocarcinoame (de exemplu, carcinomul renal papilar si carcinomul de duct
salivar) au fost mult mai rar intalnite. Mezoteliomul malign este o tumora relativ rara, care poate
imita leziuni mezoteliale benigne si numeroase alte tipuri de cancer, ceea ce face ca identificarea
bolii sa fie dificila [59], [60], diagnostiarea sa devenind provocatoare pentru medicul
anatomopatolog. Confirmarea unui diagnostic de mezoteliom necesita utilizarea corectd a unui
panel de markeri IHC, optiune care este adesea indisponibild in serviciile cu venituri mici [61].
Carcinomul renal este o tumora insidioasa, reprezentand aproximativ 2% din diagnosticele si
decesele de cancer la nivel global, dar a carei prevalenta se preconizeaza cad va creste la nivel
mondial, iar varianta sa papilara este si mai rara, constituid 15-20% din toate carcinoamele renale
[62]. Carcinomul de duct salivar este o tumora extrem de rara, cu o incidentd anuala estimata de
1-1,2 1a 1.000.000 de pacienti, avand o prevalentd mai mare la barbati, iar Adeberg si colab. [63]
au identificat doar 1282 de cazuri in literatura de specialitate Tntre 1987 si 2019. Aceasta raritate
subliniaza importanta diagnosticarii corecte si a gestiondrii specializate a acestor cazuri, dat fiind
faptul ca tratamentele si prognosticul pot varia considerabil fata de tumorile mai comune.

Stabilirea diagnosticului histopatologic corect prin utilizarea testelor imunohistochimice a
fost esentialda 1n acest studiu. Corelatia intre aspectele morfologice si rezultatele
imunohistochimice a permis o clasificare precisa a tumorilor. S-a evaluat expresia markerilor
imunohistochimici in cadrul diverselor tipuri de tumori primare si metastatice, evidentiind

importanta acestora in stabilirea unui diagnostic precis.
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Tn cazul tumorilor primare, cele mai frecvente au fost cele mamare, prostatice, bronho-
pulmonare, colo-rectale, uterine, precum si cele ale capului si gatului. Pentru tumorile glandei
mamare, markerii CK7 si GATA3 au fost pozitivi in toate cazurile testate, E-cadherin a fost
negativ in carcinoamele lobulare si pozitiv in cele ductale, iar p63 a fost negativ 1n toate cazurile.
Studii mai vechi au aratat ca expresia GATA3 este strans legata de expresia Estrogen Receptor,
cu o sensibilitate relativ scazutd in toate carcinoamele invazive de san (<50%) utilizand clona
HG3-31 [64], [65]. Cu toate acestea, utilizand o clona diferitd a GATA3, L.50-823 (care a fost
utilizatd si 1n studiul nostru), studii ulterioare au demonstrat o sensibilitate ridicatd (>90%) a
expresiei GATA3 in carcinoamele mamare invazive primare si metastatice [66], [67]. Tn
carcinoamele invazive de san ER pozitive, sensibilitatea expresiei GATA3 este de pana la 100%
[68]. Numeroase studii au investigat expresia proteinei E-cadherin in carcinomul lobular si
ductal si au relevat o pierdere completd a expresiei E-cadherinei Tn majoritatea cazurilor de
carcinom lobular, in contrast cu colorarea membranara difuza in majoritatea cazurilor de
carcinom ductal. Cu toate acestea, expresia aberanta a E-cadherinei a fost identificata in cazuri
ocazionale de carcinom lobular, fiind raportata intr-un interval de 2% pana la 16% [69], [70].

In cazul tumorilor cutanate, markerii p63 si CK5/6 au fost pozitivi in CBC si CSC, in
timp ce markerii melanocitari (S100, Melan-A, HMB45) au fost pozitivi in toate cazurile de
melanom malign. Qureshi si colab. [71] au sugerat ca CK5/6 si p63 sunt utile pentru a distinge
neoplasmele primare de anexe cutanate de metastazele cutanate ale adenocarcinoamelor cu
diverse origini primare, cu exceptia carcinomului mucinos cutanat primar. Studii efectuate pe
soareci au demonstrat ca expresia CK5/6 este intr-un fel controlata de p63 [72], [73]. Acest lucru
nu este surprinzator, deoarece studiile in vitro folosind keratinocite umane transformate au aratat
ca p63 este un factor de transcriptie nuclear care declanseaza expresia markerilor de diferentiere

keratinocitara [74]. Conform Ohsie si colab. [75], S100 raimane cel mai sensibil marker pentru

......

necroza [76]. Conform studiilor din literatura de specialitate, HMB45 are o sensibilitate cuprinsa
intre 72% si 100% n melanomele primare si scade de la 95% la 58% in leziunile metastatice, in
timp ce specificitatea este de aproximativ 91-100% pentru melanocite fatd de celulele non-

melanocitare [77], [78]. Tn cazul melanoamelor metastatice, asocierile markerului S100 cu doi
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sau mai multi markeri specifici, cum ar fi HMB45 si Melan-A [79], ar putea oferi informatii
obiective si de Incredere despre progresia bolii.

Pentru tumorile maligne prostatice, markerii p63 si CK34BE12 au fost negativi,
confirmand absenta celulelor bazale, iar AMACR si PSMA au fost pozitivi in majoritatea
cazurilor. Exista in literatura de specialitate si discrepante privind expresia markerilor pentru
celule bazale in adenocarcinoame si in leziuni non-invazive. Multhaupt si colab. au constatat ca
88% din glandele benigne din zona de tranzitie, obtinute prin rezectie transuretrala de prostata
(TUR-P), au pierdut antigenicitatea CK34BE12 daca o metoda eficienta de recuperare antigenica
nu a fost utilizata [80]. Mai multe studii au constatat adenocarcinoamele prostatice, Tn special
cele slab diferentiate, pot pastra expresia markerilor pentru celule bazale, CK34BE12 si p63 [81],
[82], fiind cel mai probabil o expresie aberanta a acestor markeri. Studii variate au constatat ca
sensibilitatea AMACR ca marker specific pentru adenocarcinomul prostatic variaza intre 80% si
100% [83], [84]. Intr-o metaanalizi care a inclus 22 de studii cu 4385 de participanti, Jiang si
colab. [85] au demonstrat ca expresia pozitiva a AMACR in tesutul prostatic este asociata cu o
probabilitate mai crescutd a unui diagnostic de cancer de prostata.

Tn cazul tumorilor bronho-pulmonare, adenocarcinoamele au exprimat CK7, TTF1 si
Napsin A, iar carcinoamele neuroendocrine au fost pozitive la Synaptophysin si CD56. Desi
CK7 a fost utilizat timp de decenii pentru a identifica adenocarcinoamele pulmonare,
sensibilitatea si specificitatea sa suboptimale sunt bine cunoscute [86], [87]. In literatura de
specialitate, sensibilitatea si specificitatea TTF1 in identificarea originii pulmonare a
adenocarcinoamelor variaza si se situeaza intre 75% si peste 95%; totodatd, TTF1 este pozitiv si
in alte tumori, precum cele tiroidiene sau carcinoamele cu celule mici, pulmonare [88]-[90].
Studii folosind specimene rezecate chirurgical au indicat cd Napsin A are o sensibilitate si
specificitate mai bune decat TTF1 in adenocarcinoamele pulmonare bine si moderat diferentiate
[91], [92]. Prin urmare, acest marker poate fi utilizat impreuna cu TTF1 in diagnosticul
diferential al adenocarcinoamelor pulmonare [93]. Mai mult, a fost demonstrat ca Napsin A
poate fi deosebit de util si In adenocarcinoamele slab diferentiate, care pot pierde expresia TTF1
[94]. Curioni-Fontecedro si colab. [95] au analizat eficacitatea markerilor neuroendocrini n
studiul lor si au constatat cd Synaptophysin si Chromogranin sunt mai sensibile in carcinoid
comparativ cu carcinomul neuroendocrin cu celule mici. Expresia CD56 a fost investigatd de

catre Wang si colab. [96], ca factor prognostic la pacientii cu carcinom neuroendocrin cu celule

24



mici, iar atdt CDS56, cat si Synaptophysin au fost asociate cu un prognostic nefavorabil la
pacientii cu carcinom pulmonar non-microcelular [97].

Tumorile colo-rectale au fost in principal adenocarcinoame conventionale si mucinoase,
cu CK20 si CDX2 pozitive in toate cazurile testate. Cel mai comun imunofenotip al
adenocarcinomului colorectal este pozitivitatea pentru CK20 si negativitatea pentru CK7, care
reprezinta un model de colorare relativ specific pentru originea colorectald a tumorii [98]. Totusi,
avand 1n vedere cd a fost raportat cd pana la 20% dintre tumori pot prezenta un model de colorare
CKZ7 pozitiv/CK20 negativ sau CK7 negativ/CK20 negativ [99], de cele mai multe ori mai este
nevoie de incd un marker pentru confirmarea originii colo-rectale. Werling si colab. [100] au
aratat ca CDX2 este un foarte bun marker al diferentierii enterice si este pozitiv in peste 90% din
adenocarcinoamele colorectale, iar Vang a ardtat o heterogenitate mai mare a colorarii
intratumorale CDX2 in randul adenocarcinoamelor de origine extraintestinala [101].

Markerii p63, p16 si CK5/6 au fost pozitivi in carcinoamele scuamocelulare ale colului
uterin, iar CK7, WT1 si p53 au fost pozitivi in carcinoamele seroase ovariene. O ratd de
pozitivitate Tnalta, de 98,6%, a markerului p16 in CSC cervicale Tan si colab. [102]. Li si colab.
[103] au constatat ca o combinatie de CK5/6 cu p40 sau p63 crescut specificitatea (98,15%,
respectiv 96,30%), crescand acuratetea diagnosticarii carcinomului scuamocelular in tumorile de
col uterin. Kobel si colab. [104] afirma ca expresia WT1 este inalt sugestiva pentru carcinoamele
seroase ovariene de grad inalt, doar aproximativ 10% dintre aceste tumori putand fi negative
pentru acest marker. In ceea ce priveste expresia p53, rezultatele studiului nostru sunt similare cu
cele literatura de specialitate, existand studii care au identificat expresie pozitiva la nivel nuclear
a p53 Tn aproape 100% din carcinoamele seroase ovariene high-grade [105], [106].

Metastazele au fost identificate cel mai frecvent la nivelul limfonodulilor, seroaselor si
epiplonului, precum si la nivel cerebral si 0s0S. Metastazele limfonodale au fost determinate
majoritar de carcinoamele mamare invazive si carcinoamele scuamocelulare, cu CK7 pozitiv in
majoritatea adenocarcinoamelor si CK20 pozitiv doar in adenocarcinomul de colon. Metastazele
la nivelul seroaselor si epiplonului au provenit in principal de la adenocarcinoame pulmonare si
carcinoame seroase ovariene, cu testarea freventd a CK7 si CK20. Metastazele cerebrale au fost
in principal reprezentate de adenocarcinoame pulmonare (CK7 si TTF1 pozitive) si carcinoame
scuamocelulare (CK5/6, p63 pozitive), iar inh cazul lor GFAP a fost utilizat pentru diagnostic

diferential cu tumorile cerebrale primare.
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Analiza markerului Ki67 in cadrul lotului de studiu a aratat o valoare mediana de 35%, cu
variatii intre 1% si 90%. Aplicarea testului ANOVA a indicat diferente semnificative ale
valorilor Ki67 in functie de diagnosticul histopatologic (p=0.000), ceea ce sugereaza ca
diagnosticul histopatologic influenteaza semnificativ valorile Ki67. Intr-0 meta-analiza a 71 de
studii din perioada 1990-2010, Ki67 s-a dovedit a fi un factor prognostic independent pentru
supravietuirea fard boald in cancerul mamar, iar cele mai mari beneficii de pe urma evaluarii
Ki67 au putut fi observate la pacientii cu receptorii de estrogen pozitivi [107].

Grading-ul tumorilor a demonstrat, de asemenea, un efect semnificativ asupra valorilor
Ki67 (p=0.000), indicand ca valorile mai mici ale Ki67 au fost asociate cu grading-uri mai bune
(G1, LG), in timp ce valorile mai mari ale indicelui de proliferare au fost corelate cu tumori mai
putin diferentiate (G3, HG). Un studiu similar realizat pe pacieti cu cancer mamar din Sudan a
relevat o asociere semnificativa a indicelui Ki67 cu grading-ul tumoral, insd nu a reusit sa
evidentieze nicio asociere semnificativa a Ki67 cu receptorii hormonali, dimensiunea tumorii $i
stadiul bolii [108].

Similar, analiza pattern-urilor histologice a relevat diferente semnificative intre valorile
Ki67 (p=0.000), subliniind influenta tipului de pattern histologic asupra activitatii proliferative a
tumorii. Evaluarea influentei necrozei asupra Ki67 a confirmat o corelatie intre prezenta necrozei

si proliferarea celulara crescuta (p=0.000).

6.5. Concluzii

Studiul prezentat ofera o perspectivd valoroasd asupra distributiei socio-demografice si
caracteristicilor tumorilor in randul subiectilor analizati, evidentiind importanta unei abordari
multidisciplinare pentru imbunatatirea diagnosticelor histopatologice. Compararea rezultatelor
studiului de fatd cu alte cercetdri in domeniu subliniazd importanta contextului local in
interpretarea datelor epidemiologice. Diferentele in distributia pe sexe, medii de provenienta si
tipuri de cancer evidentiaza necesitatea unor strategii personalizate de preventie si tratament.
Similaritatile, pe de altd parte, ofera validare externd constatarilor noastre si aratd tendintele
globale Tn epidemiologia cancerului.

Totodatd, este subliniatd importanta utilizarii corecte si complete a investigatiilor

imagistice si a tipurilor de interventii chirurgicale in diagnosticarea si managementul tumorilor.
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De asemenea, este reliefata necesitatea unei documentatii medicale complete si a unei abordari
interdisciplinare pentru a gestiona complexitatea cazurilor cu multiple comorbiditati.

Studiul de fata subliniaza importanta cunoasterii distributiei histopatologice a tumorilor
maligne, pentru o mai bund gestionare a cazurilor. Markerii IHC sunt esentiali pentru stabilirea
unui diagnostic histopatologic precis, identificand originea si subtipul tumoral, ceea ce este
esential pentru planificarea tratamentului adecvat.

Markerul Ki67 este un indicator important al proliferarii tumorale, influentat semnificativ
de diagnosticul histopatologic, grading, patternul histologic si prezenta necrozei. Acesti factori
trebuie considerati in evaluarea si tratamentul pacientilor cu tumori pentru o abordare diagnostica
si terapeutica optimizata.

Capitolul 7. Studiul concordantei intre diagnosticul histopatologic Tn

coloratie H&E si cel stabilit dupa teste IHC

7.1. Introducere

Studiul concordantei intre diagnosticul histopatologic in coloratie hematoxilind-eozina si
cel stabilit dupa efectuarea testelor IHC reprezintda un demers esential pentru evaluarea acuratetei
diagnosticului de certitudine in patologia tumorald. Examenul microscopic in coloratie H&E, o
tehnica standard utilizatd pe scara larga in practica anatomopatologica, ofera informatii valoroase
despre morfologia tisulara si celulard. Cu toate acestea, in anumite cazuri, poate exista o
variabilitate semnificativd in interpretarea acestui diagnostic, ceea ce poate conduce la
discordante comparativ cu diagnosticul stabilit ulterior prin teste IHC, care utilizeaza markeri

specifici pentru a evidentia caracteristicile moleculare ale tesutului tumoral.

7.2. Material si metoda
Pe parcursul realizarii studiului redat in capitolul 6, atunci cand s-au analizat

diagnosticele histopatologice stabilite doar in coloratie H&E in serviciul de anatomie patologica
unde a fost prelucrat tesutul prelevat de la fiecare pacient, s-au constatat o serie de discordante
intre aceste diagnostice si cele stabilite dupa ce au fost efectuate testele IHC in serviciul nostru,
dar si multiple cazuri cu concordanta totala.

Astfel, pentru a putea analiza factorii care au contribuit la aparitia discordantelor dintre

diagnostice, am considerat oportun sa fie realizat un studiu retrospectiv analitic, Tn aceeasi
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perioada 1 octombrie 2019 — 31 decembrie 2023, incluzand toti cei 686 pacienti, pornind de la
baza de date folosita la studiul prezentat anterior si introducand noi variabile.

Au fost incadrate situatiile descoperite in 5 categorii referitoare la concordanta intre
diagnostice, dupa cum urmeaza: concordantd totala si 4 tipuri de discordante (cu privire la
subtipul tumoral, cu privire la grading, cu privire la originea tumorii primare si discordanta

totald).

7.3. Rezultate

Tn cadrul lotului de studiu, cele patru categorii de discordantd intre diagnostice au
Tnsumat 52,8% din cazuri, In timp ce diagnosticele total concordante au fost stabilite Tn 47,2%
din cazuri. Discordanta cu privire la subtipul tumoral si cea totald au avut cele mai mari procente
dintre discordante, de 16,6%, respectiv 16,3%, urmate de discordanta cu privire la grading
(14,7%). Discordanta cu privire la originea tumorii primare a fost intalnita in 5,1% din cazuri.

Tn ceea ce priveste cele mai frecvente subtipuri tumorale din cadrul fiecarei categorii de
concordanta in parte, s-a observat ca in toate categoriile de concordanta, este prezent carcinomul
mamar invaziv, tipul ductal, dat fiind ca a fost si cel mai frecvent subtip tumoral in cadrul
intregului lot (157 cazuri). Acest subtip tumoral a fost incadrat cel mai frecvent in cadrul
categoriei concordantd totala (n=88 cazuri), unde este situat pe primul loc ca frecventd, asa cum
a fost situat si In cadrul discordantei cu privire la grading (n=35) si a celei cu privire la subtip
(n=23), iar frecvente mai mici au fost inregistrate in cazul discordantei totale si a celei cu privire
la originea tumorii primare. Un alt diagnostic histopatologic frecvent intalnit in cadrul acestor
categorii a fost carcinomul scuamocelular, ce a reprezentat 18,2% din cazurile cu concordanta
totald, 17,8% din discordantele cu privire la grading, 16,9% din discordantele totale, respectiv
13,2% din discordantele cu privire la subtip. Un alt subtip frecvent in cadrul lotului de studiu a
fost adenocarcinomul acinar de prostata (n=54), care a reprezentat 7,1% din concordantele totale,
18,8% din discordantele cu privire la grading, respectiv 11,4% din discordantele cu privire la
originea tumorii primare. Adenocarcinomul pulmonar a fost cel mai frecvent in cadrul categoriei
de discordantd cu privire la originea tumorii primare (34,3%), iar in cazul discordantei totale a
intrunit acelasi numar de cazuri ca si CSC (n=19, reprezentand 16,9%), in timp ce in cadrul

discordantei cu privire la subtip a avut aceeasi frecventa ca si carcinomul seros (9,6%).
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Analiza factorilor care pot influenta concordanta dintre diagnostice a inceput cu
evaluarea relatiei dintre modul de obtinere a esantionului tisular necesar pentru stabilirea
diagnosticului histopatologic si categoriile de concordantd. In ceea ce priveste majoritatea
esantioanelor tisulare (cele obtinute prin biopsii incizionale sau excizionale), concordanta totald a
fost Inregistratd in 44,3% din cazuri, iar discordanta totala — in 20,3%. Raportand aceste doua
frecvente la celelalte tipuri de esantioane tisulare, se remarcd faptul cd in cazul biopsiilor,
concordanta totala are procentul cel mai mic (fatd de 52,1% in cazul microbiopsiilor, respectiv
50,8% 1n cazul rezectiilor), iar discordanta totald are procentul cel mai mare (fatd de 7,4% in
cazul microbiopsiilor, respectiv 12,7% 1in cazul rezectiilor). Discordanta cu privire la subtipul
tumoral si cea cu privire la grading sunt distribuite mai uniform 1intre tipurile de esantioane
tisulare. Discordanta cu privire la originea tumorii primare a fost intalnita intr-un procent mai
mare in cazul biopsiilor (7,6%) fata de celelalte tipuri de esantioane. Aplicarea testului Chi-patrat
asupra variabilelor concordanta si esantion tisular a ardtat ca existd o corelatie Intre acestea,

semnificativ statistica (p=0.001).

Artefactele de prelucrare histopatologica pot avea un impact important asupra calitatii
blocurilor tisulare incluse la parafind si a sectiunilor obtinute din acestea, cu alterarea
morfologiei tisulare, iar ele apar de cele mai multe ori din cauza suprafixarii in formol sau a
subfixdrii, mai rar din cauza deshidratirii incomplete a tesuturilor. Totodatd, mai sunt de
mentionat si artefactele de electrorezectie si de electrocoagulare din timpul prelevarii probei
tisulare, ce pot conduce la distorsiuni ale tesuturilor si pierderea detaliilor celulare. in cadrul
lotului de studiu, prezenta acestor artefacte a fost raportatd in 11,2% din cazuri, 1nsa testul Chi-
patrat nu a identificat o corelatie intre artefacte si concordanta (p=0.995).

La evaluarea microscopica, 25,8% din totalul tumorilor au avut prezentd necroza
tumorala, in timp ce in majoritatea cazurilor (74,2%) nu a fost identificat acest aspect. In cadrul
lotului, cele mai multe cazuri au fost cele la care necroza nu a fost prezenta si a fost inregistrata
concordantd totald intre diagnostice (36,2%), In timp ce cele mai putine cazuri au fost incadrate
ca avand necroza si discordantd cu privire la grading (2,2%). Referitor la concordanta totald, se
remarcd faptul ca existd o diferenta procentuald relativ micd intre cazurile in care nu a fost
prezentd necroza (48,7%) si cele in care aceasta a existat (42,9%), iar in ceea ce priveste

discordanta totald, situatia este similard, dar in favoarea cazurilor cu necroza (21,5%) fata de cele
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cu absenta necrozei (14,5%). Testul Chi-patrat a identificat o corelatie cu semnificatie statistica
(p=0.000) intre variabilele necroza si concordanta.

Pentru a analiza relatia dintre pattern-ul histologic si categoriile de concordantd, am
grupat cele mai intalnite modele de crestere si am redat frecventa acestora in cadrul lotului de
tumori studiate. Asocierea mai multor pattern-uri a fost categoria cea mai frecventa (38,9%), al
doilea ca frecventd a fost modelul de crestere sub forma de cuiburi, insule sau plaje (21,9%), iar
cel mai putin intalnit pattern a fost cel mucinos (0,9%). Din tabelul de contingenta intre aceste
doud variabile, a reiesit ca cele mai multe cazuri au fost reprezentate de cele cu concordanta
totala, avand o asociere de mai multe pattern-uri (17,9%). Se mai remarca faptul ca au existat
categorii fard cazuri Inregistrate (0): pattern mucinos cu discordanta totald sau cu discordanta cu
privire la grading, precum si discordanta cu privire la originea tumorii primare in pattern-urile
papilar/micropapilar si fascicular/storiform. Testul Chi-patrat a identificat o corelatie cu
semnificatie statistica (p=0.000) intre variabilele pattern histologic si concordanta.

Referitor la grading, majoritatea tumorilor au fost incadrate in categoria G2 (moderat
diferentiate), ele reprezentand 38,8% din total, iar urmatoarele ca frecventa au fost tumorile slab
diferentiate (G3), in 24,8% din cazuri. Tumorile bine diferentiate (G1) au fost prezente in 12,4%
din cazuri, iar In alte 11,5% din cazuri, nu au putut fi incadrate Tn nicio categorie de grading, din
lipsa consensurilor din literatura de specialitate, iar tumorile nediferentiate (G4) au reprezentat
doar 1,7% din lotul de studiu. Cele mai multe cazuri au fost incadrate in categoriile concordanta
totala, cu grad G2 (19,8%), iar referitor la cele mai putine, au existat 3 categorii cu zero cazuri:
discordanta cu privire la subtipul tumoral cu grad LG, discordantd cu privire la grading cu grad
G4 si discordanti cu privire la originea tumorii primare cu grad LG. In cadrul concordantei
totale, categoria de grading cea mai bine reprezentatd a fost G2 (42%), la fel si in cazul
discordantei referitoare la grading (57,4%), a celei referitoare la subtipul tumoral (31,6%), in
timp ce in cadrul discordantei totale a fost G3 (37,5%) si in cadrul celei referitoare la originea
tumorii primare, G2 si G3 au avut incidente identice (37,1%). Se mai pot evidentia urmatoarele:
in cadrul cazurilor cu grad G4, a existat un procent inat de concordante totale, identic cu cel din
cadrul LG (66,7%), iar in cadrul G1 si G2, peste jumatate din cazuri au fost cu concordanta totala
(52,9%, respectiv 51,1%), ambele categorii avand procente apropiate si in ceea ce priveste
discordanta referitoare la grading (20%, respectiv 21,8%). Testul Chi-patrat a identificat o

corelatie cu semnificatie statistica (p=0.000) intre variabilele grading si concordanta.
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In ceea ce priveste caracterul primar sau secundar al tumorilor, lotul a fost constituit
preponderent din tumori primare (79,7%), in timp ce tumorile metastatice au reprezentat 20,3%.
In cadrul tumorilor primare, concordanta totala a fost stabilita in 51,5% din cazuri, in timp ce in
cadrul metastazelor — in 30,4% dintre acestea, cu mai multe situatii de discordanta totala
(33,3%) in aceasta categorie, in cadrul careia se constatd un procent destul de ridicat si de
discordante cu privire la originea tumorii primare (23,2%). In cadrul categoriilor de concordanta,
se observa procente extrem de ridicate in cazul tumorilor primare fatd de metastaze in cazul
discordantei cu privire la grading (94,1% vs. 5,9%), al discordantei cu privire la subtipul tumoral
(89,5% vs. 10,5%) si al concordantei totale (87% vs. 13%), iar situatia este inversa in cazul
discordantei cu privire la originea tumorii primare (8,6% vs. 91,4%). Testul Chi-patrat a
identificat o corelatie cu semnificatie statisticd (p=0.000) intre variabilele caracter primar sau
secundar si concordanta.

In cadrul bazei de date, cea mai frecventi clasd tumorald a fost reprezentati de
carcinoame (89,3%), urmata de sarcoame (3,8%), melanoame (3,2%) si tumori gliale (1,7%),
celelalte categorii (limfoame, tumori cu celule germinale, mezotelioame) fiind extrem de rare,
intalnite Tn sub 1% din cazurile studiate. Tn cazul celei mai frecvente clase, cea a carcinoamelor,
concordanta totala a fost intalnitd In 45,8% din cazuri, in timp ce discordantele cu privire la
subtip, respectiv la grading — au avut incidente apropiate (16,8%, respectiv 16,2%). In cazul
carcinoamelor, discordanta totald a fost prezentd in 15,5% dintre acestea, iar discordanta cu
privire la originea tumorii primare — in 5,7%. Referitor la sarcoame, concordanta totala a fost
inregistratd in 53,8% din cazuri, iar discordanta totald — in 23,1% din cazuri. Concordanta totala
in cazul melanoamelor a fost intalnita intr-un procent mai mare decat in cazul claselor tumorale
de mai sus (68,2%), iar discordanta totala pentru aceasta categorie a fost prezenta in 22,7% din
cazuri. In cazul limfoamelor, se poate observa ci au predominat discordantele — cea total si cea
cu privire la subtipul tumoral au Tnsumat fiecare cate 40%, in timp ce concordanta totala a fost
notatd in 20% din cazuri. Tumorile gliale si tumorile cu celule germinale au avut acelasi procent
inalt de concordantd totala (75%), in timp ce in cazul mezotelioamelor maligne, discordanta

totala a fost intalnitd in 75% din cazuri, iar concordanta totala in restul de 25%.
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7.4. Discutii

Analiza concordantei intre diagnosticul histopatologic in coloratie H&E si diagnosticul
stabilit dupa teste IHC a evidentiat o serie de aspecte importante, rezultatele obtinute aratand ca
existd atat concordante totale, cat si discordante semnificative intre diagnosticele stabilite
utilizand cele doud metode de diagnostic.

Concordanta totala a fost inregistratd in 47,2% dintre cazuri, indicand o suprapunere
completd intre diagnosticele histopatologice H&E si cele IHC. Aceasta ratd de concordanta
subliniaza fiabilitatea tehnicii H&E 1n numeroase situatii, dar in acelasi timp, sugereaza
necesitatea testelor IHC pentru a confirma diagnosticul, in special n cazurile complexe.

Discordantele totale, reprezentand 16,3% dintre cazuri, au fost determinate 1n principal de
diferentele de subtip tumoral, grading si originea tumorii primare. Aceste discordante pot fi
atribuite limitdrilor morfologice ale coloratiei H&E care nu pot evidentia caracteristicile
moleculare specifice ale tumorilor. Testele IHC, prin utilizarea markerilor specifici, pot clarifica
aceste aspecte, conducand la ajustari ale diagnosticului initial.

Discordantele cu privire la subtipul tumoral au fost prezente in 16,6% dintre cazuri.
Aceste diferente evidentiaza dificultatea identificarii corecte a subtipului tumoral doar pe baza
morfologiei, subliniind importanta testelor IHC in stabilirea unui diagnostic precis. Exemple
relevante includ diferentierea intre carcinomul seros si cel endometrioid, sau intre carcinomul
mamar invaziv de tip ductal si cel de tip lobular, unde markerii IHC joaca un rol decisiv pentru
transarea diagnosticelor.

Discordantele cu privire la grading au fost identificate in 14,7% dintre cazuri. Acestea pot
avea implicatii semnificative asupra planului de tratament si prognosticului pacientului.

Discordantele cu privire la originea tumorii primare au fost observate in 5,1% dintre
cazuri, in special in cazul metastazelor. Aceste erori pot rezulta din interpretari gresite ale
caracteristicilor morfologice in coloratia H&E. Testele IHC sunt esentiale pentru determinarea
corecta a originii tumorale, folosind markeri specifici pentru tesuturile de origine.

Mai multi factori au fost analizati pentru a determina influenta lor asupra concordantei
diagnostice. S-a constatat ca tipul de esantion tisular influenteazd semnificativ concordanta
diagnosticd. Biopsiile incizionale/excizionale au avut cel mai mic procent de concordanta totala
(44,3%) comparativ cu microbiopsiile (52,1%) si piesele de rezectie chirurgicala (50,8%). Nu s-a

gasit o asociere semnificativa statistic intre prezenta artefactelor si categoriile de concordanta,
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indicand ca artefactele nu influenteaza semnificativ rezultatele diagnostice. Pe de alta parte, s-a
observat o relatie intre prezenta necrozei si discordanta totald (21,5% in cazurile cu necroza fata
de 14,5% in cazurile fara necroza), sugerand ca necroza poate complica evaluarea morfologica a
tumorilor.

S-a constatat 0 asociere puternicd intre pattern-ul histologic si concordanta diagnostica,
cu valori variind semnificativ intre diferite tipuri de pattern-uri. Pattern-urile asociate mai multor
tipuri de crestere au avut cea mai mare ratd de concordanta totald (38%). S-a gasit o relatie
moderatd intre grading si concordanta diagnosticd. Tumorile cu grad G2 (moderat diferentiate)
au prezentat cea mai mare ratd de concordanta totala (51,1%).

S-a evidentiat o diferentd semnificativa intre concordanta diagnostica a tumorilor primare
si a metastazelor. Tumorile primare au avut o ratd de concordanta totald de 51,5%, comparativ cu
doar 30,4% in cazul metastazelor. Carcinoamele au avut o ratd de concordanta totala de 45,8%,
iar discordantele cu privire la subtipul tumoral si grading au fost mai frecvente comparativ cu
alte clase tumorale.

Definitia concordantei utilizatd in acest studiu a fost usor diferita fata de cea folosita de
Sa si Kumar [109], care au diferentiat intre concordanta partiald si cea completa. Aslan si colab.
[110] au definit concordanta clinico-patologica ca fiind un diagnostic histopatologic clar sau
descriptiv care este concordant cu diagnosticul initial. In plus, Korfitis si colab. [111] au
recunoscut patru grupuri de concordanta histopatologica bazate pe similaritatea diagnosticelor
histologice cu diagnosticul initial specific, categoria de boala si faptul ca acestea sunt un subset
sau se suprapun partial cu diagnosticele initiale propuse. Avand in vedere ca toate definitiile de
mai sus au folosit rapoartele histopatologice ca standard de aur, variabilitatea in definirea
concordantelr a avut un impact minim asupra rezultatelor acestor studii, care au raportat
concordante comparabile [112], [113].

Superioritatea concordantei totale in cazul rezectiilor poate fi atribuitd faptului ca aceasta
furnizeaza anatomopatologului o cantitate suficientd de tesut pentru examinare. Intr-adevar,
specimenele insuficiente au fost raportate drept una dintre cele mai mari provocari pentru
anatomopatologi in stabilirea unui diagnostic precis. Studiile anterioare fie nu au investigat
impactul factorilor legati de biopsie asupra concordantei, fie au prezentat rezultate contradictorii.

De exemplu, Aslan si colab. [110] nu au identificat nicio asociere intre tipul biopsiei si
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concordanta, in timp ce Korfitis si colab. [111] au evidentiat o asociere semnificativa intre tipul
probei si concordanta.

O altd cauza a discordantei, investigatd in literatura de specialitate este reprezentata de
heterogenitatea intratumorald. Morris si colab. [114] au evidentiat ca, in cazul tumorilor mari,
heterogenitatea histologica intre periferia si centrul tumorii a fost prezenta in 29% dintre cazuri.

Arbiser si colab. [115], pe baza a 500 de cazuri de consult, au raportat discrepante
patologice majore Tn 25% din cazuri si discrepante minore in 7% din cazuri. Thway si Fisher
[116] au raportat discrepante majore in 10,9% si discrepante minore in 15,7% din cazurile de
sarcoame ale tesuturilor moi trimise la Royal Marsden Hospital. Intr-un studiu bazat pe
populatie, Lurkin si colab. [117] au constatat cd doar 54% dintre cazurile examinate aveau 0
concordanti completd intre diagnosticul primar si opinia secundari de expert. Intr-un studiu
similar bazat pe populatie, Ray-Coquard si colab. [118] au raportat ca 56% dintre toate cazurile
aveau o concordantd completd intre diagnosticul primar si opinia secundard. In unele dintre
studiile din literatura de specialitate, interpretarile diferite ale subtipurilor de tumori au fost

clasificate ca discordante minore (,,acord partial”) [119], [120].

7.5. Concluzii

Studiul de fatd evidentiaza necesitatea integrarii testelor IHC in practica curentd pentru a
imbunatati acuratetea diagnosticului anatomopatologic si a personaliza tratamentele oncologice.
Concordantele si discordantele identificate oferd o perspectivd valoroasa asupra limitarilor si
beneficiilor fiecarei metode diagnostice.

Testele IHC sunt esentiale pentru confirmarea si completarea diagnosticului
histopatologic realizat prin coloratia H&E. Desi coloratia H&E oferd informatii valoroase despre
morfologia tisulara, testele IHC aduc clarificari suplimentare prin evidentierea caracteristicilor
moleculare specifice, reducand astfel posibilitatea erorilor diagnostice.

Analiza statisticd a relevat importanta variabilelor precum tipul de esantion tisular,
pattern-ul histologic si clasa tumorala in influentarea concordantei diagnostice.

Studiul a aratat cd existd o ratd semnificativa de concordantd totala (47,2%) intre
diagnosticele H&E si IHC, subliniind fiabilitatea metodei H&E in numeroase cazuri. Cu toate
acestea, discordantele totale (16,3%) indica necesitatea testelor IHC pentru cazurile mai

complexe, unde diagnosticul initial poate fi insuficient.
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Biopsiile incizionale/excizionale prezintd o ratd mai mica de concordantd comparativ cu
microbiopsiile si piesele de rezectie chirurgicald, sugerdnd necesitatea unor tehnici de prelevare

Mai precise si reprezentative.

Artefactele nu au avut un impact semnificativ asupra concordantei diagnostice, ceea ce
indicd faptul ca tehnicile utilizate au fost suficient de robuste si precise pentru a asigura un

diagnostic corect si reproductibil, chiar si in prezenta unor posibile interferente tehnice minore.

Prezenta necrozei tumorale a fost asociatd cu o ratd mai mare de discordante totale,

subliniind necesitatea unei evaludri atente in astfel de cazuri.

Exista o asociere puternica intre pattern-ul histologic si discordantele diagnostice, ceea ce

sugereaza ca tipul de crestere tumorala este un factor critic in evaluarea morfopatologica.

Tumorile cu grading G2 au prezentat cea mai mare ratd de concordanta, iar discordantele

au fost mai frecvente in cazurile cu grading G3 si G4, indicand complexitatea acestor cazuri.

Tumorile primare au avut o ratd mai mare de concordantd totald comparativ cu
metastazele, sugerand ca metastazele necesitd o evaluare suplimentara prin teste IHC pentru a

stabili corect originea si subtipul tumorii.

Adenocarcinoamele au fost cele mai frecvente si au prezentat rate variabile de

concordanta si discordanta, subliniind diversitatea si complexitatea acestei categorii tumorale.

Rezultatele sugereaza necesitatea dezvoltarii unor ghiduri si protocoale care sa includa
factori precum tipul de esantion, grading-ul tumoral si pattern-ul histologic pentru a optimiza

procesul diagnostic.

Capitolul 8. Studiul predictiei diagnosticului histopatologic pe baza
markerilor IHC cu ajutorul unui sistem de invatare automata

8.1. Introducere

Interpretarea datelor IHC poate varia in functie de experienta fiecarui anatomopatolog, iar
volumul mare de informatii din literatura de specialitate, aflat in expansiune continud, privind
expresia markerilor IHC in anumite tumori, poate duce adesea la interpretari divergente, mai ales
in cazurile complexe [121]. Cercetatorii au acum acces la o multitudine de noi anticorpi si un
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volum important de date privind expresia IHC pentru o gama larga de tipuri de tumori, astfel
incat nu este practic pentru anatomopatologi sa memoreze fiecare tip de expresie a fiecarui
anticorp cunoscut, in orice tumora care poate aparea in diverse tesuturi [122]. Aceasta problema
poate fi rezolvata prin utilizarea panelurilor standardizate de markeri si a unor algoritmi pentru
diagnostice specifice, dar in practicd, fiecare caz are caracteristici unice, iar In anumite situatii,
utilizarea panelurilor IHC poate fi atat consumatoare de timp, cat si extrem de costisitoare [123].

Asadar, descoperirea unei metode mai eficiente de diferentiere intre subtipurile tumorale
este extrem de dorita, in special in ceea ce priveste potentialele aplicatii clinice. In acest sens, ar
fi avantajos sa se dezvolte un instrument de diagnostic histopatologic practic, care sa foloseasca
pe cat posibil cat mai putini markeri IHC, care sd poata fi utilizat ca metoda eficientd pentru
clasificarea diferitelor tipuri de tumori.

Tn ultimele decenii, inteligenta artificiald (IA), mai ales prin tehnologiile de invitare
automata (Machine Learning — ML) a facilitat gestionarea datelor complexe ale cancerului prin
crearea unor instrumente de diagnostic automate, fiabile si usor de utilizat pentru aplicatii clinice
si paraclinice [124], [125]. Utilizarea acestor tehnologii promite imbunatitirea acuratetei
diagnosticului si eficientei clinice, reducand totodata timpul necesar pentru interpretarea datelor

complexe.

8.2. Material si metoda

Analizand datele din literatura de specialitate, am ales pentru antrenare eXtreme Gradient
Boosting (XGBoost), o metodd de invatare automatd (ML) din ce in ce mai populara, care
utilizeaza conceptul de ,.tree boosting” pentru a scala eficient, a carei performanta a atras atentia
cercetatorilor datoritd scalabilitatii si performantei sale superioare, depdsind numerosi
clasificatori traditionali in domeniul invatarii automate [126].

Bazele de date utilizate pentru studiile redate anterior au fost adaptate pentru obiectivele
acestui studiu, fiind reconfigurate prin indepartarea informatiilor care nu au fost necesare pentru
antrenarea modelului XGBoost, contindnd o coloana cu diagnosticul histopatologic (incluzand
toate subtipurile) si 58 de coloane cu markerii IHC utilizati, cu rezultatele pentru toti cei 686 de
pacienti din lotul de studiu. Pentru a demonstra precizia algoritmului de predictie a
diagnosticului, a fost utilizat un nou set de 21 de pacienti pentru validare, dupa ce modelul a fost

antrenat si testat.
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Pentru a genera un model de predictie, s-a utilizat software-ul Exploratory Desktop,
versiunea 6.12.5.2, dezvoltat de Exploratory, Inc., in cadrul caruia a fost aplicat modelul de
invatare XGBoost, unde variabila de intrare (variabila tintd) a fost diagnosticul histopatologic, iar
predictorii (variabilele independente care influenteaza variabila tintd) au fost markerii
imunohistochimici.

Dupa ce programul analizeaza informatiile introduse din baza de date, vor fi calculate
scorurile de precizie (precision) medie micro si macro, scorurile de rechemare (recall) mediu
micro si macro, rata de acuratete (accuracy), scorul F1 si rata de clasificare gresita
(missclassification rate). Dintre acestea, poate cel mai important metric este scorul F1, folosit
pentru evaluarea performantei XGBoost, echilibrand precizia si rechemarea. Scorul F1 reprezinta
media armonicd a preciziei si rechemarii, oferind o masura singulard care cuprinde ambele

aspecte ale acuratetii modelului [127].

8.3. Rezultate

Dupa colectarea datelor, un total de 686 de cazuri au fost incluse in setul de date de
antrenament si validare, iar 21 de cazuri au fost utilizate pentru setul de date de testare.
Anticorpii IHC, cu o medie de 5,4 per caz (interval 2-11), au fost utilizati in procesul de
diagnosticare.

Au fost identificate Tn total 44 de diagnostice histopatologice Tn 24 de organe sau tesuturi.
Totusi, datorita dimensiunii limitate a esantionului pentru unele diagnostice, doar 20 au fost
incluse 1n calculele efectuate de catre modelul XGBoost. Adenocarcinomul, cu diverse localizari
precum sanul, prostata, plamanul si colonul, a fost identificat ca fiind cel mai frecvent diagnostic.
Cazurile de mezoteliom malign, tumora mixta de celule germinale si limfom non-Hodgkin au
fost incadrate intr-o categorie nou creata numita ,,Altele” (eng. ,,Others”) de catre program din
cauza numarului lor limitat.

In ceea ce priveste markerii IHC prezenti in baza de date, modelul XGBoost a generat un
raport despre importanta acestora in legatura cu ajutorul acordat software-ului pentru a stabili un
diagnostic histopatologic, iar cel mai important a fost considerat E-cadherin, ceea ce este
explicabil prin faptul ca acesta este utilizat la transarea diagnosticelor diferentiale in cadrul
carcinoamelor mamare invazive, care au reprezentat categoria de diagnostice histopatologice cu

cel mai mare numar de cazuri. Urmatorul marker ca importantd a fost considerat p63, fiind de
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altfel frecvent testat in carcinoamele scuamocelulare, care au fost prezente la 111 pacienti,

precum si in adenocarcinoamele de prostata si carcinoamele uroteliale.

Dupa ce a fost antrenat modelul XGBoost in cadrul software-ului Exploratory Desktop,

folosind informatiile introduse din baza de date, au fost obtinute performantele urmatoare:

valoarea de 0,8597 obtinuta pentru Scorul F Micro-Mediu, care sugereaza ca modelul se
comporta bine 1n distingerea intre clase;

Scorul F Macro-Mediu de 0,8446 indica faptul ca, in medie, modelul se comporta bine in
toate clasele create. Acest lucru Inseamna cd atat precizia (noile cazuri), cat si rechemarea
(cazurile utilizate pentru invatare) sunt echilibrate cand se analizeaza fiecare clasa in mod
individual);

Scorul F Micro-Mediu de 0,8597 este usor mai mare decat scorul F Macro-Mediu de
0,8446, sugerand ca modelul se comportd usor mai bine atunci cand sunt luate in
considerare contributiile individuale ale fiecdrei instante, in loc sa se analizeze fiecare
clasa.

Rata de acuratete de 0,8597 inseamna ca modelul prezice corect 85,97% din cazurile din
setul de date. Acest lucru indica un nivel ridicat de performanta si sugereaza ca modelul

este fiabil in a face predictii corecte in cea mai mare parte a timpului.

Analizand valoarea scorului F1 pentru fiecare diagnostic histopatologic, cea mai mare

ratd a F1 a fost pentru adenocarcinomul acinar prostatic, carcinomul hepatocelular si melanom,

cu un scor de 1, ceea ce Inseamna cd modelul a identificat corect 100% din toate cazurile reale cu

aceste diagnostice. Cea mai scdzuta ratd de precizie in predictiile corecte a fost observata la

adenocarcinomul de colon tipul mucinos, urmat de sarcomul nediferentiat pleomorf si

carcinomul endometrioid.

Dupa antrenarea si testarea modelului, a fost utilizat pentru validare noul set de 21 de

pacienti. Rezultatele obtinute dupa aplicarea modelului XGBoost pe acest nou lot au aratat ca

toate diagnosticele cu un scor F1 ridicat Tn setul de date de antrenament au fost similare cu cele

din setul de date de validare si toate au fost prezise corect. Sistemul de invdtare automatd nu a

reusit sa prezica diagnosticele cu un scor F1 scazut, precum si pe cele clasificate in categoria

,»Altele”, chiar daca unele au fost intr-adevar prezise ca fiind diagnostice din categoria ,,Altele”.
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8.4. Discutii
Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu au evidentiat potentialul semnificativ al

utilizarii unui sistem de Invatare automata, pentru predictia diagnosticului histopatologic bazat pe
markerii IHC. Analiza acestor rezultate ofera perspective asupra eficientei si limitarilor acestui
model in diagnosticarea tumorilor, care sa ofere suport decizional anatomopatologilor, facilitand
obtinerea unui diagnostic mai precis si rapid.

In studiul prezentat, am validat probabilitatea estimati de diagnostic pentru anumite
diagnostice histopatologice bazate pe markeri imunohistochimici specifici, folosind model de
invatare automata de tip arbore de decizie probabilistic, XGBoost. Acelasi model a fost aplicat si
in alte studii pentru identificarea subtipurilor de cancer pulmonar si cancer de colon [128],
prezicerea metastazelor pulmonare din cancerul tiroidian [129] si dezvoltarea modelelor de risc
pentru detectarea cancerului pulmonar [130], toate acestea demonstrand o performanta ridicata.

Studiul nostru a demonstrat o rata de precizie de 85,97% in cadrul setului de date,
indicand un nivel ridicat de performantd si sugerand cd modelul este in general fiabil in
producerea de predictii precise. Rata de precizie a diagnosticelor prezise a fost in general mai
mare in comparatie cu cercetarile anterioare privind tumori de origine necunoscutd, care au
raportat o rata de precizie de 79,9% [29]. Totusi, aceasta a fost mai mica decat intr-un studiu
privind limfoamele, care a atins o rata de precizie de 95% [131].

In studiul de fata, rata mai mare de precizie s-a observat in diagnostice precum
adenocarcinoame cu diverse localizari si melanom. Am atribuit aceasta constatare faptului ca
sistemul de invatare automata ofera predictii mai precise atunci cand este antrenat pe un numar
mai mare de cazuri. Si alte studii au aratat cd acuratetea pentru fiecare tip de tumora este strans
legatd de dimensiunea corespunzatoare a esantionului, precum si faptul ca un dezechilibru in
setul de date complica realizarea unei performante ridicate [132]-[134].

Modelul a aratat o concordantd ridicatd cu diagnosticele stabilite prin metodele
traditionale, 1n special pentru anumite diagnostice comune, cum ar fi adenocarcinomul acinar de
prostatd, carcinomul hepatocelular si melanomul malign, toate avand un scor F1 de 1. Cu toate
acestea, pentru diagnosticele mai rare sau complexe, precum adenocarcinomul de colon mucinos
si sarcomul nediferentiat pleomorf, modelul a avut o performanta mai scazuta, ceea ce sugereaza

necesitatea imbundtatirii algoritmului pentru a gestiona mai bine aceste cazuri.
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In ciuda performantelor promititoare, modelul XGBoost a prezentat cateva limitari.
Acesta a avut dificultdti in predictia corectd a diagnosticelor rare si a celor incluse in categoria
,»Altele”. Acest lucru poate fi atribuit dimensiunii reduse a setului de date pentru aceste categorii,
ceea ce limiteazd capacitatea modelului de a invata caracteristicile specifice ale acestor
diagnostice. De asemenea, modelul a avut tendinta de a confunda anumite diagnostice cu un
profil IHC similar, evidentiind necesitatea unei ajustari mai fine a parametrilor modelului.

Analiza importantei markerilor IHC a relevat ca markerii E-cadherin, p63 si CDX2 au
avut cea mai mare influenta asupra predictiilor modelului. Acest lucru reflecta ca acesti markeri
sunt extrem de utili in diagnosticarea anumitor subtipuri tumorale, Tn special cele care au fost si
reprezentate de o cazuisticd numeroasd. De exemplu, E-cadherina este indispensabila in
diagnosticul diferential intre carcinomului mamar invaziv de tip lobular si cel de tip ductal.

Dupa cum s-a mentionat anterior, studiul prezent a folosit un sistem binar de exprimare a
markerilor IHC (pozitiv sau negativ) pentru a prognoza diagnosticul histopatologic. In literatura
de specialitate, mai multe studii bazate pe acelasi sisteme de invatare automata s-au concentrat
pe dezvoltarea modelelor matematice capabile sa prezica tipurile de cancer folosind caracteristici
moleculare, cum ar fi expresia genica, profilele de metilare a ADN-ului sau analiza alterarilor
somatice [135]-[138]. Prin includerea mutatiilor genetice ale genelor driver si a caracteristicilor
complexe legate de variatiile structurale, Nguyen si colab. [138] au realizat predictia a
aproximativ 35 de subtipuri diferite de cancer cu o precizie de aproximativ 90%. Marquard si
colab. [139] au distins cu succes intre 10 tipuri de cancer cu o precizie de 69% si intre 6 tipuri de
cancer cu o precizie de 85%, ludnd in considerare doar mutatiile somatice sau atat mutatiile
somatice cat si modificdrile numarului de copii. Utilizdnd prezenta mutatiilor somatice
punctiforme si a modificdrilor numarului de copii in 50 de gene ca caracteristici predictive, Soh
si colab. [133] au obtinut o precizie de aproximativ 77% in cazul a 28 de tipuri distincte de
cancer.

O altd metoda pentru prezicerea diagnosticelor histopatologice, documentata in literatura
stiintificd, implica utilizarea sistemelor de invatare automata care analizeazd proprietatile
celulare precum dimensiunea nucleara si omogenitatea populatiilor celulare. Acest abordare are
utilitate clinica pentru distingerea diferitelor grupuri celulare. Moran et al. [140] au utilizat
modulul de detectare a celulelor din cadrul QuPath, o platformad de analizd a imaginilor open-

source pentru patologie digitala, pentru a extrage caracteristici morfologice ale carcinomului cu
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celule Merkel. Conform rezultatelor lor, aria nucleara si circularitatea au fost factori prognostici
semnificativi pentru MCC. Faridi et al. [141] au folosit metode de crestere a regiunii pentru
segmentarea celulelor, extragdnd caracteristici morfologice precum dimensiunea nucleara,
soliditatea si excentricitatea pentru a evalua scorurile de pleomorfism ale imaginilor intregului

preparat de cancer de san, si au obtinut acuratete de 86,6%.

8.5. Concluzii
Acest studiu a demonstrat posibilitatea utilizarii unui algoritm de tip arbore de decizie

probabilistic pentru diferentierea diagnosticelor tumorale in functie de profilurile
imunohistochimice, aratdnd totodata si eficienta acestui model, care a inregistrat performante
ridicate: o bund acuratete si o ratd de clasificare gresitda mica. Modelul XGBoost antrenat a
prezentat o concordantd semnificativa cu diagnosticele Inregistrate in baza de date, ceea ce
sugereaza ca poate fi un instrument complementar valoros in practica anatomopatologica.

Principalele surse de eroare in cadrul acestui sistem includ multitudinea markerilor cu
specificitati diferite pentru diversele subtipuri tumorale, prezenta profilurilor IHC suprapuse intre
diferite tumori, lipsa de markeri specifici pentru anumite diagnostice, existenta tumorilor mixte si
a profilurilor atipice de expresie a markerilor IHC. O alta sursa de eroare provine din numarul
limitat de cazuri disponibile in setul de date de antrenament pentru fiecare diagnostic in parte.
Cercetdrile viitoare ar trebui sa abordeze aceasta problema prin marirea dimensiunii esantionului
pentru fiecare categorie diagnostica, permitand o analiza mai robusta si o validare mai puternica
a rezultatelor. Cu toate acestea, acest model de invatare automata poate servi ca un ajutor valoros
pentru medicii anatomopatologi in formularea unor diagnostice precise, cu reducerea timpului
necesar pentru diagnosticare si o0 mai buna ratd de concordanta intre medicii evaluatori.

Totodata, acest studiu subliniazd importanta continuarii cercetdrii in acest domeniu si
dezvoltarii de modele mai avansate, antrenate pe loturi mai mari si mai diverse, pentru a
maximiza beneficiile acestor tehnologii in diagnosticul histopatologic al tumorilor. De asemenea,
ar fi utila investigarea altor algoritmi de invdtare automatd si combinarea acestora intr-un
ansamblu pentru a Tmbundtati acuratetea predictiilor. Cu ajustari si imbunatatiri suplimentare,

aceste tehnologii ar putea deveni un instrument standard in serviciile de anatomie patologica.
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Capitolul 9. Concluzii finale, originalitatea tezei doctorale si perspective de

cercetare
Tn cadrul acestei teze de doctorat, am analizat detaliat importanta si limitele utilizirii markerilor

imunohistochimici in diagnosticul histopatologic al tumorilor maligne, comparand totodata
concordanta diagnosticelor in coloratie H&E cu cele stabilite dupa interpretarea testelor IHC. De
asemenea, a fost studiat potentialul tehnologiilor de inteligentd artificiald in acest context, prin
antrenarea unui model de invatare automata pe baza markerilor IHC, cu scopul de a imbunatati
precizia diagnosticelor.

Studiul histopatologic si imunohistochimic al tumorilor maligne (Capitolul 6) a
demonstrat valoarea combinarii histopatologiei clasice cu analiza IHC pentru a imbunatati
specificitatea si sensibilitatea diagnosticului tumorilor maligne. Utilizarea markerilor THC
specifici a permis o identificare mai precisa a tipurilor si subtipurilor tumorale. Analiza
epidemiologicd a evidentiat diferentele in distributia pe sexe, medii de provenientd, precum si
incidenta mai mare a adenocarcinoamelor cu diverse localizari in populatia studiata.

Totodata, a fost subliniatd diversitatea markerilor imunohistochimici utilizati pentru
diagnosticarea diferitelor subtipuri de tumori maligne. Am demonstrat ca integrarea datelor IHC
in diagnosticul histopatologic standard poate creste semnificativ acuratetea si specificitatea
diagnosticelor, reducand frecventa erorilor, mai ales in cazul metastazelor tumorale.

Studiul concordantei intre diagnosticul histopatologic in coloratie H&E si cel stabilit
dupa testele THC (Capitolul 7) a evidentiat variabilitatea in interpretarea diagnosticelor
histopatologice, subliniind necesitatea utilizarii testelor IHC pentru confirmarea diagnosticului
tumorilor maligne. Rezultatele au aratat ca, desi exista o concordanta ridicata intre diagnosticele
histopatologice H&E si cele IHC (47,2% din cazuri), exista si diferite tipuri de discordante
diagnostice, mai ales In cazurile complexe, subliniind importanta IHC pentru diagnosticul precis
al tumorilor. Tipul de esantion tisular, prezenta necrozei tumorale si pattern-ul histologic au fost
identificati ca factori cheie in influentarea concordantei diagnostice. Tumorile primare au avut o
ratd mai mare de concordantd comparativ cu metastazele, sugerand necesitatea unei evaludri
suplimentare prin teste IHC pentru metastaze. Tumorile cu grading G2 au prezentat cea mai mare
ratd de concordantd, in timp ce cazurile cu grading G3 si G4 au avut o frecventd mai mare a
discordantelor. Discordantele totale indica necesitatea testelor IHC pentru cazurile mai

complexe.
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Studiul predictiei diagnosticului histopatologic pe baza markerilor IHC cu ajutorul unui
sistem de invdtare automatd (Capitolul 8) a explorat potentialul algoritmilor de invatare
automata, de tip arbore de decizie, cum ar fi XGBoost, pentru clasificarea tumorilor pe baza
profilurilor THC, cu scopul predictiei diagnosticului histopatologic pe baza markerilor THC.
Algoritmul a prezentat o acuratete ridicatd in predictia diagnosticului histopatologic, oferind un
instrument complementar valoros pentru anatomopatologi. Principalele surse de eroare au inclus
variabilitatea expresiei markerilor IHC, multitudinea markerilor cu specificitati diferite pentru
diversele subtipuri tumorale, prezenta profilurilor IHC suprapuse intre diferite tumori si numarul
limitat al anumitor subtipuri tumorale pentru antrenarea modelului, sugerand necesitatea
extinderii seturilor de date si a dezvoltarii unor modele mai avansate pentru a maximiza
beneficiile acestor tehnologii. Modelul de invatare automatd a inregistrat performante ridicate,
demonstrand o acuratete ridicata si o ratd mica de clasificare gresitd, aratand potentialul acestor
tehnologii de a servi ca instrumente complementare valoroase 1n practica anatomopatologica.

Originalitatea acestei cercetari doctorale poate fi evidentiatd prin mai multe aspecte
inovatoare si contributii Tn domeniul diagnosticului anatomopatologic al tumorilor maligne.
Studiul aduce o abordare integrativa prin combinarea metodelor traditionale de histopatologie cu
tehnicile imunohistochimice si algoritmii de invatare automata. Aceasta reprezintd un progres
semnificativ fatd de metodele conventionale utilizate in diagnosticarea tumorilor maligne,
demonstrand cum tehnologiile moderne pot imbunatati acuratetea si specificitatea diagnosticelor.

De asemenea, a fost realizatd o evaluare detaliata a concordantei intre diagnosticele Tn
coloratie uzuald si cele stabilite dupa testele IHC, cu identificarea si analiza factorilor care
contribuie la discordante, fiind un aspect original, extrem de important pentru intelegerea
limitelor si beneficiilor utilizarii markerilor THC in practica diagnostici. In literatura de
specialitate, nu au fost identificate numeroase studii referitoare la concordanta diagnosticelor
histopatologice, mai ales Tn cazul unei game atat de largi de tumori. Aceasta analizd a
concordantei diagnosticelor histopatologice reprezintd o noutate in tara noastrd, fiind prima de
acest fel.

Totodata, folosind o bazad de date ampla, au fost obtinute rezultate bune privind predictia
diagnosticului pe baza markerilor IHC prin utilizarea algoritmilor de invatare automata. Aceasta
este 0 abordare moderna, care evidentiaza potentialul tehnologiilor de inteligenta artificiald n

anatomia patologica, deschizand noi perspective pentru utilizarea acestor instrumente de catre
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medici anatomopatologi cu putind experienta in interpretarea marcajelor IHC sau cu un volum de
lucru foarte mare.

Prin aceste contributii, teza de doctorat nu doar ca aduce noi perspective si metode in
diagnosticul tumorilor maligne, dar si deschide noi directii de cercetare si aplicare practica a
tehnologiilor avansate in anatomia patologica. Originalitatea cercetarii doctorale sta Tn integrarea
abordarii multimetodice si in dezvoltarea unor solutii complementare pentru o acuratete mai
buna a diagnosticelor anatomopatologice.

In ceea ce priveste perspectivele de cercetare, in primul rand putem sublinia ca
identificarea si validarea unor noi markeri IHC pot aduce beneficii semnificative in diagnosticul
tumorilor maligne, Tn special prin descoperirea unor anticorpi cu specificitate si sensibilitate mai
mare pentru anumite subtipuri tumorale, pe baza carora si se mbunititeascd acuratetea
diagnostica.

Este indicatd dezvoltarea de ghiduri si protocoale standardizate de diagnostic
histopatologic si imunohistochimic, care sa includd obligatoriu macar tipul de esantion tisular,
pattern-ul histologic, prezenta sau absenta necrozei si grading-ul tumoral pentru a optimiza
procesul diagnostic si a reduce erorile diagnostice.

Ar putea fi evaluatd cost-eficienta utilizarii panelurilor standardizate de markeri IHC in
comparatie cu panelurile personalizate pentru fiecare caz.

Totodatd, este optimd extinderea cercetdrilor in utilizarea inteligentei artificiale, spre
exemplu investigarea altor algoritmi de invatare automatd si combinarea acestora intr-un
ansamblu ar putea Tmbunatati acuratetea predictiilor diagnostice. Cercetdrile viitoare ar putea sa
extindd seturilor de date utilizate pentru antrenarea modelelor de invatare automatd prin
includerea unui numar mai mare de cazuri si diversificarea subtipurilor de tumori. De asemenea,
dezvoltarea unor modele hibride care sd integreze datele clinice, imagistice, histopatologice si

imunohistochimice pentru o diagnosticare mai precisa si personalizatd a pacientilor oncologici.

In concluzie, studiul de fati subliniazi importanta, dar si limitele testelor THC in
diagnosticul histopatologic, relevd factorii care influenteaza concordanta diagnosticd si
demonstreaza potentialul tehnologiilor de invatare automata in acest domeniu. Perspectivele de
cercetare propuse vizeazd imbunatatirea continud a metodelor diagnostice, avand ca obiectiv

final optimizarea managementului pacientilor oncologici.
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