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Structura tezei: Lucrarea contine 196 pagini, cuprinde introducerea, 6 capitole, discutii pe
marginea rezultatelor obtinute, concluzii si bibliografie din 350 surse, 2 tabele, 95 figuri. Cu
referire la tema tezei sunt editate 26 publicatii stiintifice. Cuvinte Cheie: adenom hipofizar,
patern de crestere, imunohistochimie, profil hormonal, prolactina, profil molecular, hibridizare,
factor de crestere, factor de proliferare, arie geografica. Domeniul de studii: Anatomie
patologica. Scopul lucrarii: Studiul factorilor moleculari cu rol predictiv si probabil terapeutic
abordati dependent de profilul hormonal al adenoamelor hipofizare. Obiective: Evaluarea
completd a adenoamelor hipofizare prin metode histopatologice, realizarea profilului hormonal si
confirmarea diagnosticului prin metode moleculare imunohistochimice. Noutatea stiintifica a
rezultatelor obtinute: Pentru prima data a fost efectuat un studiu comparativ al profilului
hormonal si markerii moleculari al adenoamelor hipofizare. Rata cazurilor de adenoame
hipofizare mixte cu asocieri rare a fost superioard mediei intilnite in literatura de specialitate.
Acest aspect susfine prezenta unor factori etiopatogenici particulari zonei de unde provin
adenoamele hipofizare. In premiera a fost estimat si corelat rolul receptorilor hormonali pituitari
si factorii de proliferare. Rezultatele principale noi pentru stiinti si practica: S-a realizat in
premiera o analiza a structurii adenoamelor hipofizare in dependenta de aria geografica, fapt ce
ar permite punerea in evidentd a unor factori de mediu implicati in etiologia acestor tumori.
Semnificatia teoretici si valoarea aplicativd a lucrarii: Rezultatele privind stabilitatea
receptorilor celulari vor duce la reevaluarea tacticii de diagnostic si tratament in practica neuro-
terapeutica, indicand necesitatea obligatorie de studiere imunohistochimica a adenoamelor
hipofizare. Stabilirea diagnosticului complet are un impact pronostic si terapeutic enorm,
eficientizand terapia antitumorald specifica si permitdnd efectuarea unui tratament personalizat
in adenoamele pituitare. Implementarea in practica: Rezultatele obtinute sunt implementate in
tratamentul personalizat si determinarea managementului si factorilor de pronostic a pacientilor

diagnosticati cu adenom hipofizar in neurochirurgie si endocrinologie.
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ANNOTATION
Melnic Eugen
HORMONAL PROFILE AND PREDICTIVE MOLECULAR MARKERS FOR THE
DEVELOPMENT AND THERAPY OF PITUITARY ADENOMAS
PhD thesis in medicine

Place and year of thesis completion: State University of Medicine and Pharmacy ‘“Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, 2018.

Thesis structure: It contains 196 pages, introduction, six chapters, conclusions, 350 sources of
bibliography, 2 tables 95 figures. Twenty-six scientific papers related to the topic of the thesis
have been published so far. Keywords: pituitary adenoma, growth pattern,
immunohistochemistry, hormonal profile, prolactin, molecular profile, hybridization, epidermal
growth factor, proliferation factor, geographical area. Field of study: Pathology. The aim of the
work: The revision of the molecular factors that have a predictive and probably therapeutic role
depending on the pituitary adenoma hormonal status. Objectives: Full assessment of pituitary
adenomas by histopathological methods, hormonal profiling and immunohistochemical
confirmation of the diagnosis by molecular methods. Scientific innovation of the obtained
results: A comparative study of hormonal profile and molecular markers of pituitary adenomas
has been performed for the first time. The rate of the mixed pituitary adenoma cases of a rare
combination was higher than the average one mentioned in specialized literature. This confirms
the presence of some etiopathogenic factors typical of the area from where the pituitary
adenomas come. The role of pituitary hormone receptors and proliferation factors has been
estimated and correlated for the first time. The new key results for science and practice: For
the first time an analysis of the structure of pituitary adenomas depending on the geographical
area was done; this would allow the recording of environmental factors involved in the etiology
of these tumors. Theoretical significance and applicative value of the work: The results
regarding the cellular receptors stability will lead to the re-evaluation of diagnostic and treatment
tactics in the neuro-therapeutic practice, indicating the mandatory need for an
immunohistochemical study of pituitary adenomas. The complete diagnosis has a great
prognostic and therapeutic impact streamlining the specific customized tumor therapy of
pituitary adenomas. Practical implementation: The obtained results are implemented in the
personalized treatment and used for determining the management and the prognostic factors in

patients diagnosed with pituitary adenoma in neurosurgery and endocrinology.
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8



HER2 - receptorul factorului de crestere epidermal

HER4 - receptori tirozin-protein kinazici (ErbB4)

HIF - factori indusi de hipoxie

H-ras - enzima proteica transformatoare p21

HRG - hereguline

IGF-1 - factor de crestere insulin-like 1

IHC - imunohistochimie

KDR - receptor al domenului de insertie chinazica

Ki67 - marker proteic a proliferarii celulare

LH - hormon luteinizant

MAPK - protein kinaza mitogen activatoare

ME - metaloproteinaza

MEN - sindrom neoplazic endocrin

MMP - metaloproteinaze de matrice

MSH - hormon melanostimulator

MVD - densitatea vasculara medie

NR - neureguline

OMS - organizatia mondiala a sanatatii

PAI-1 - inhibitor al activatorului plasminogenic endotelial
PCNA - antigen nuclear de proliferare celulara

PDGF - factor de crestere derivat din plachete

PDGFRs - receptorul factorului de crestere derivat plachetar
PDGFRp - receptorul factorului de crestere derivat din trombocite tip Beta
PI3K - fosfatidilinositide 3-kinaza

PIGF - factorul de crestere placentar

POMC - proopiomelanocortinul

PRL - prolactina

PTTG - gena de transformare tumorald a hipofizei

RB - retinoblastom

RE - reticol endoplasmatic

RER - reticol endoplasmatic rugos

RNA - acid ribonucleic

RT-PCR - transcriptia inversa a reactiei de polimerizare in lang

9



S100 - proteina cu densitate moleculara joasa
Sap-1 - standard de aplicare

STH - hormon somatotrof

TGF-a - factor transformator de crestere alfa
TMAs - tehnica de microarray tisular

Top - topoisomeraza

TP53 - gena de supresie tumorala

t-PA - activator al plasminogenului tisular
TSH - hormon stimulator tiroidian

UEAL1 - lectina ulex europaeus aglutinina 1
VEGF - factorul de crestere endotelial vascular
WB - western Blot

a-SU - hormon glicoproteic al subunitatii alfa

10



INTRODUCERE

Tumorile glandei hipofizare si a regiunii selare reprezintd aproximativ 10 — 15% din
tumorile cerebrale. Numeroase tipuri de tumori pot implica regiunea selara, reflectdnd anatomia
sa complexa. Cele mai frecvent intdlnite tumori sunt adenoamele hipofizare, tumori epiteliale
benigne derivate din celule ale adenohipofizei. De fapt, adenoamele hipofizare reprezinta a treia
entitate tumorala in practica neurochirurgicala, fiind devansate doar de glioame si meningioame.
Adenoamele hipofizare reprezinta aproximativ 75 % din leziunile selare, afecteaza predominant
femeile Intre decadele a treia si a sasea, cu toate acestea, nici un grup de varsta nu este crutat.
Acestea sunt mai putin frecvente la copii si adolescenti, dar majoritatea dintre aceste tumori
dezvoltate in copilarie sunt clinic functionale si pot fi mult mai agresive [78].

Adenoamele incidentale au fost descoperite in aproape 10% din cazuri la pacientii
autopsiati. O meta-analiza mai recentd, estimeaza o prevalentd a adenoamelor hipofizare la
14,4% in studiile post-mortem si de 22,2% in studiile radiologice [236]. Dintre aceste leziuni
descoperite incidental, majoritatea nu prezintd impact clinic, fiind numite generic
“incidentaloame”. Aceste leziuni nu afecteaza functia tesutului hipofizar normal si nici nu
invadeaza structurile invecinate [213].

Comparativ, tumorile primare ale neurohipofizei sunt rare si in general, sunt similare cu
tumorile primare ale sistemului nervos central, dar reprezintd localizarea cea mai frecventa a
metastazelor. Pe langa tumori, o varietate de leziuni non-neoplastice pot afecta glanda pituitara,
creand o serie de dificultati in diagnosticul diferential al tumorilor care implica aceasta regiune [179].

De la epidemiologie la aspectele lor moleculare, adenoamele hipofizare reprezinta un
spectru larg de tulburari care pot fi analizate si clasificate in functie de secretia hormonala,
aspectele clinice si tratament, tindnd cont insa si de aspectele histopatologice si de microscopie
electronica. Datoritd metodelor moderne de studiu celular (imunohistochimie, microscopie
electronica, hibridizare in-situ), nu mai este folosita vechea clasificare tinctoriala a adenoamelor,
aceasta fiind lipsitd de informatii privind secretia hormonala si activitatea biologica a celulelor
tumorale [255].

La fel ca in orice neoplazie, existd perturbari ale controlului ciclului celular privind
activarea oncogenelor sau pierderea heterozigotiei genelor supresoare tumorale. In ultimii ani s-
au realizat progrese remarcabile in studiul patogenezei moleculare a adenoamelor hipofizare.
Celulele stem sunt o sursa continud de reinnoire a testului hipofizar, precum si o posibild sursa
de proliferare monoclonald pe un micromediu si un teren genetic modificat [175].

O buna parte din aceste tumori sunt “silentioase”, subclinice, nefiind operate niciodatd de
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neurochirurg, de aceea este foarte important sa diferentiem incidentaloamele, care nu necesita
tratament, de adenoamele hipofizare, care implica un diagnostic corect si o atitudine terapeutica,
fie ea farmacologica, radioterapeutica sau chirurgicala [242].

In ciuda faptului ca adenoamele sunt niste entititi nozologice benigne, ele pot deveni
severe, chiar amenintatoare de viata, prin invazie locald si compresiune sau prin complicatii
metabolice si cardiovasculare.

Caracterizarea moleculara a adenoamelor hipofizare, extrem de necesara pentru
identificarea factorilor cu posibil impact prognostic si terapeutic este extrem de putin studiata.
Cu exceptia adenoamelor hipofizare GH si PRL secretante care au fost extensiv studiate din
punct de vedere molecular, celelalte tipuri relativ rare, dar care prezintd o agresivitate inalta
comparativ cu precedentele cu efecte nefavorabile asupra profilului endocrin al intregului
organism, nu au fost complet caracterizate din punct de vedere molecular [128].

Din aceste motive, prezenta lucrare si-a propus studiul factorilor moleculari cu rol
predictiv si probabil terapeutic abordati dependent de profilul hormonal al adenoamelor
hipofizare si isi doreste sa consemneze corelatiile dintre diferitii factori moleculari studiati
pentru realizarea unor subgrupe moleculare caracterizate de factori care ulterior ar putea fi
utilizati ca markeri prognostici dar mai ales terapeutici. Totodatad, prezenta lucrare contine date
preliminare obtinute pentru factori care nu au mai fost studiati pana in prezent in adenoamele
hipofizare cum ar fi VEGF165b, fractiunea inhibitorie a VEGF sau putin si sporadic studiati cum
este EG VEGF.

Au fost descrise 1n detaliu toate tipurile celulare ale adenohipofizei, care reprezinta sursa
variatelor tipuri de adenoame hipofizare. Aspectele histopatologice descrise au utilizat ca sursda
cele mai noi clasificari iIn domeniu, pornind de la clasificarea OMS actuala. Nu au fost neglijate
aspectele controversate din literatura privind formele anatomopatologice si tinctorialitatea
celulelor care constituie adenoamele hipofizare. In ultimele doui capitole ale partii generale au
fost mentionati factorii predictivi implicati in patogenia adenoamelor hipofizare, cu rol
terapeutic si diagnostic. Datorita lipsei standardizarii protocoalelor de evaluare si terapie, rata de
recurenta a unor tipuri de adenoame hipofizare in special a celor secretante de prolactind este
foarte nalta.

Pe baza celor prezentate mai sus, prezenta lucrare a avut ca scop principal identificarea de
noi factori cu rol prognostic si terapeutic prin studiul extensiv al factorilor de crestere putin sau
deloc studiati, cu posibilitatea de a stabili noi tendinte clinice diagnostice si terapeutice bazate pe
aceste observatii.
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Totodata, diagnosticul histopatologic a evidentiat predominanta unor tipuri
histopatologice particulare in zona Republicii Moldova, aspect care, pentru aceastd zona este
important din punct de vedere epidemiologic. Mai mult decat atat, prezentul studiu, este primul
de acest gen in Republica Moldova si, in plus, nu existd date epidemiologice care sa
caracterizeze adenoamele hipofizare din aceastd arie geograficd. Importanta diagnosticului
histopatologic rezulta si din capitolul de concordanta morfologica si imunohistochimica, care
prezinta detalii semnificative privind corelatia dintre pattern-ul de crestere si predominanta
expresiei unuia sau mai multor hormoni hipofizari.

Imunoprofilul adenoamelor hipofizare, pas obligatoriu in evaluarea acestui tip de
patologie hipofizara, a constituit un capitol important al prezentei lucrari. Tipurile de adenoame
hipofizare pure, par sa aiba un profil imunohistochimic aparte in Republica Moldova prin
predominanta adenoamelor hipofizare pure LH secretante. Acest aspect deschide o noua pista de
cercetare in domeniul adenoamelor hipofizare pentru aceasta arie geografica, respectiv si o noua
directie pentru adenoamele non functionale care, initial se considera ca ar fi FSH si LH
secretante. Mai mult, procentul de adenoame hipofizare plurihormonale a fost dublu in
Republica Moldova comparativ cu alte zone geografice, aspect care este extrem de controversat
la nivel international si nestudiat in zona geografica mentionatd. Adenoamele plurihormonale
reprezintd un grup aparte, cu o etiologie si evolutie imprevizibila, pentru care nu exista in acest
moment o clasificare acceptata la nivel international.

Clasificarea histopatologicd a adenoamelor hipofizare plurihormonale nu prezinta in acest
moment criterii bine stabilite de incadrare a acestora in diferite subclase. Din aceste motive,
observatia privind procentul de adenoame hipofizare plurihormonale deschide o noud tema de
cercetare si 0 provocare de a stabili criterii distincte de incadrare clinica si terapeutica
dependente de profilul hormonal. Doua aspecte particulare au guvernat adenoamele
plurihormonale din actualul studiu: asocierea GH-PRL-ACTH diferita de asocierile uzuale ce
contin in majoritate TSH si doar pentru asocierile quadruple aditia de TSH. Asocierea profilului
hormonal mentionat cu datele clinice ar putea ajuta la elucidarea expresiei si evolutiei clinice a
adenoamelor hipofizare plurihormonale. In baza acestor observatii si a cercetirilor precedente
asupra adenoamelor hipofizare provenite din zona de sud §i est a Romaniei, s-a realizat o
comparatie a profilului hormonal din cele doud zone, una din ele (Roménia) incomplet
caracterizatad iar cealaltd (Republica Moldova) deloc caracterizatd pana in prezent. Aceasta
comparatie, pe un numar relativ similar de cazuri, a scos in evidenta predominanta unui sau altui
tip hormonal, dependent de regiune §i, mai mult, a remarcat prezenta triplelor asocieri si a
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asocierilor de 4 hormoni caracteristice Republicii Moldova si intr-o mai mica masura (cele triple)
sau chiar absente (asocierile cu 4 hormoni) pentru zona de sud a Romaniei. Este prima utilizare a
datelor profilului hormonal al adenoamelor hipofizare din Republica Moldova. Prin trecerea in
revistd a factorilor predictivi si terapeutici s-a evidentiat lipsa eficientei lor 1n scaderea
recurentelor si cresterea supravietuirii pe termen lung. In acest moment nu exista un factor
predictiv unanim acceptat si nici factori eficienti care sd influenteze terapia medicamentoasa.
Mai mult, rata de proliferare a adenoamelor hipofizare este considerata ca avand un rol important
in invazie si in afectarea tesuturilor adiacente regiunii selare. Factorii de crestere si receptorii
corespondenti sunt putin studiati in adenoamele hipofizare. Daca despre VEGF sau EGFR exista
date putine in literatura de specialitate, despre alti factori cum ar fi oncoproteina HER2 sau
factorul de crestere derivat din plachete (PDGF A, B si receptorii corespondenti), acestia in
general nu sunt studiati pe tesuturi umane ci doar in modele experimentale. Este paradoxal ca
factorul de crestere al endoteliului vascular, derivat din glandele endocrine, care a fost pentru
prima oara descris si izolat din hipofiza bovind, nu a fost studiat pe adenoamele hipofizare
umane. Expresia, distributia si efectele prezentei sale in adenoamele hipofizare sunt practic
necunoscute in acest moment. Un singur articol in literatura a raportat expresia sa in adenoamele
hipofizare umane si a stipulat faptul ca expresia acestuia scade in adenoamele hipofizare
comparativ cu hipofiza normala. Din aceste motive, am ales ca temd de studiu expresia EG
VEGF in adenoamele hipofizare in mod diferentiat pentru fiecare tip de adenom hipofizar. Rolul
prognostic al EG VEGF este practic necunoscut in acest moment. La fel ca si al formei
inhibitorii a VEGF, respectiv VEGF165b. Studiul VEGF165b a fost abordat pornind de la
observatia reducerii numarului de vase in adenoamele hipofizare comparativ cu tesutul hipofizar
normal. Cu exceptia fragmentului inhibitor al prolactinei, care reprezinta singura sursd acceptata
de factor inhibitor al celulelor endoteliale din adenoamele hipofizare secretante de PRL, alaturi
de un singur articol privind efectul endostatinului seric crescut asupra diminuarii numarului de
vase tumorale din adenoamele hipofizare. Studiul VEGF165b intregeste tabloul potentialilor
factori inhibitori ai vaselor din adenoamele hipofizare. In mod paradoxal, varianta inhibitorie a
VEGEF, a fost subexprimata in adenoamele hipofizare. Supraexpresia sa S-a suprapus cu cea a
VEGF doar 1n 18% din cazuri, ceea ce reprezintd un procent extrem de redus pentru a putea
explica absenta vaselor de neoformatie din aria tumorald. Acest aspect sugereaza cd inhibarea
vaselor tumorale include nu doar un singur factor ci o etiologie complexa, concurentd pentru
realizarea acestui paradox care caracterizeaza vasele din adenoamele hipofizare. Un aspect
interesant al expresiei VEGF165b a fost distributia celulelor pozitive in jurul vaselor mari,
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preexistente, ceea ce a sugerat un aspect de inhibitie a activarii celulelor endoteliale precoce in
evolutia adenoamelor hipofizare. Aceastd parte a studiului poate fi consideratd un element de
originalitate al prezentei cercetari, nefiind realizata anterior pe tesutul hipofizar adenomatos.
PDGF A si B si receptorii corespondenti alfa si beta sunt bine cunoscuti ca fiind factori
proangiogenici cu actiune dubld asupra celulelor endoteliale si perivasculare, dar si ca factori
puternic mitogeni asupra celulelor tumorale. In ciuda faptului ci efectul PDGF a fost mentionat
pentru prima data in literatura in anul 1983, pentru culturile de celule secretante de prolactina,
drept inhibitori al sintezei acestui hormon, rolul axului PDGF/PDGFRs in adenoamele hipofizare
nu este elucidat inca si, nu existd o terapie bazatd pe expresia acestor factori in adenoamele
hipofizare. Studiul de fata a demonstrat ca axul PDGF/PDGFRs are un efect asupra pattern-ului
de crestere al adenoamelor hipofizare si asupra caracterului secretor al acestora. Expresia VEGF
si  PDGF se suprapune in adenoamele hipofizare ceea ce sugereaza efectul sinergic al
potentialului mitogen pe de o parte si, pe de altd parte, potentarea reciproca a sintezei i actiunii
autocrine sau paracrine. Rata de proliferare a adenoamelor hipofizare pentru Ki67a fost
demonstrat ca fiind o unealtd utila in masurarea proliferarii tisulare si, din acest motiv, a fost
studiat extensiv. In prezentul studiu doud observatii importante au fost remarcate: rata de
proliferare foarte mare in adenoamele hipofizare cu celule acidofile si cu pattern papilar.
Raportat la profilul hormonal, asocierile GH-PRL au fost cel mai intens proliferante
urmate de asocierile PRL-ACTH. Totodatd, in cadrul acestui grup, de inalt proliferante, am
remarcat si asocierile FSH-LH. Corelatii semnificative intre rata de proliferare si tipul hormonal
au fost observate pentru PRL, FSH si LH. Un alt aspect controversat si putin elucidat, este
studiul proteinei S100 si a proteinei gliale fibrilare acide, nu doar la nivelul celulelor folicular
stelate dar si in celulele tumorale ale adenoamelor hipofizare. Dacéd pana in prezent, majoritatea
studiilor sunt focusate pe celulele foliculostelate care este stiut ca exprima GFAP si proteina
S100, prezentul studiu a incercat sa asocieze expresia acestor doi markeri in celulele tumorale cu
factorii de crestere actual mente studiati. Principala concluzie care a rezultat din acest studiu a
fost ca expresia GFAP si proteinei S100 in celulele tumorale este implicatd in patogeneza
adenoamelor hipofizare GH si PRL secretante, mecanismele de activare fiind incomplet studiate
in prezent. Acest aspect pare sa reprezinte un factor de prognostic nefavorabil care guverneaza
fenomenul de retrodiferentiere si sustine prezenta celulelor stem pluripotente. Mai mult, in raport
cu factorii de crestere, au fost definite doud subtipuri moleculare de celule foliculostelate
respectiv. GFAP+/VEGF+/S100- si GFAP-/S100+/EGFR+ concomitent cu varianta clasica
GFAP+/S100+. Aceste subtipuri pot fi considerate utile pentru incadrarea in terapia cu
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Bevacizumab sau in terapia anti EGFR. Datoritd expresiei sale in celulele tumorale si celulele
folicular stelate, aplicarea terapiei anti VEGF ar putea avea o0 tinta dubla. O atentie deosebita, din
punct de vedere al studiului factorilor de crestere si celorlalti parametrii inclusi in prezentul
material se ofera adenoamelor hipofizare care secreta ACTH sau care au asociat ACTH.
Distributia VEGF cu aspect insular a coincis cu expresia ACTH cu aceiasi localizare. Acestea au
fost cele mai 1nalt proliferante, au exprimat GFAP si S 100 doar in celulele folicular stelate care
au avut o distributie particulara in palisada, in jurul unor spatii similare cu spatiile vasculare din
alte tipuri tumorale. Asocierea hormonala de tipul PRL-ACTH a fost intalnita in studiul nostru
intr-un procent de 3,27% din cazuri. Pe langa rata de proliferare foarte mare, observata in studiul
nostru, la acelasi profil hormonal s-a raportat si 0 corelatie semnificativa cu expresia EGFR.

In adenoamele ACTH secretante, expresia GFAP a fost restrictionata la nivelul celulelor
folicular stelate care au avut o distributie particulard, celulele tumorale fiind negative. A fost
observata o crestere a densitatii celulelor FS GFAP+ comparativ cu hipofiza normala.

Datele proteice au necesitat confirmare prin metoda de hibridizare in situ pe sectiuni la
parafind. Expresia VEGF, a PDGFR beta precum si a podoplaninei au fost certificate prin
aceasta metoda. Daca pentru cele mentionate mai sus, RNA scope a avut o valoare confirmativa,
pentru proteina HER2/neu aceastd metoda a infirmat expresia proteica si a descalificat acest
marker din randul factorilor cu un potential rol prognostic si terapeutic in ciuda faptului ca acesta
a fost pozitiv Intr-un procent similar cu cel din tumorile mamare cu metastaze si a fost asociat
(intamplator sau nu) cu expresia FSH si LH.

Prezenta lucrare nu numai ca certifica existenta diferentelor moleculare ale expresiei
factorilor de crestere la nivelul adenoamelor hipofizare dar deschide noi perspective pentru
continuarea creiondrii unor subgrupe moleculare in cadrul aceluiasi profil hormonal. Adaugarea
expresiei diferentiate a factorilor de crestere la profilul hormonal al adenoamelor hipofizare ar
putea stratifica pacientii din punct de vedere clinic, diagnostic si terapeutic. Mai mult, implicarea
factorilor de crestere si al podoplaninei in invazia tumorala si in recurentele aparute in unele
tipuri agresive de adenoame hipofizare, certificate in prezenta lucrare deschid noi directii de
cercetare privind aprofundarea studiului hipofizei normale si a adenoamelor hipofizare la nivel
molecular prin identificarea co-factorilor implicati in patogeneza adenoamelor hipofizare.

Continuarea cercetdrii multicentrice initiate in cadrul studiului de fata este obligatorie
pentru zona de est si sud est a Europei, cat si pentru toatd aria Republicii Moldova.
Heterogenitatea etnici a populatiei din Republica Moldova alaturi de particularitatile
comportamentale legate de obiceiurile alimentare, stilul de viata, traditii, stau la baza profilului
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particular al adenoamelor hipofizare, dar factorii etiologici si epidemiologici sunt nestudiati 1n
aceasta arie geografica.

Datele stiintifice, epidemiologice si statistice prezentate pe parcursul acestei lucrari
reprezintd aspecte originale ale studiului hipofizei in zona Republicii Moldova. Aspectele noi
prezentate vor avea cu sigurantd un impact clinic si terapeutic asupra imbunatatirii calitatii vietii

pacientilor cu adenoame hipofizare din zona de unde acestea au provenit.

Scopul lucrarii:

Studiul factorilor moleculari cu rol predictiv si terapeutic abordati dependent de profilul
hormonal al adenoamelor hipofizare. Caracteristica histopatologica, imunohistochimica si
moleculara a adenoamelor hipofizare din Republica Moldova pentru identificarea unor factori

noi de prognostic si a unor tinte terapeutice personalizate.

Obiectivele lucrarii:

1. Evaluarea spectrului histopatologic al adenoamelor hipofizare din zona Republicii Moldova.
2. Realizarea profilului hormonal al adenoamelor hipofizare prin utilizarea imunohistochimiei
pentru GH, prolactind, TSH, ACTH, FSH, LH.

Studiul concordantei diagnostice dintre aspectele imunohistochimice si histopatologie.
Identificarea rolului factorilor de crestere in patogeneza adenoamelor hipofizare.

Influenta profilului hormonal asupra ratei de proliferare a adenoamelor hipofizare.

S L

Studiul proteinei HER2 si a EGFR in raport cu profilul hormonal al adenoamelor hipofizare

incluse in studiu.

7. Rolul proteinei S100 si a GFAP 1n prognosticul adenoamelor hipofizare.

8. Rolul hibridizarii in situ in imbunatatirea diagnosticului molecular al adenoamelor
hipofizare.

9. Stabilirea unui protocol de evaluare diagnostici a adenoamelor hipofizare care sa includa

parametrii histopatologici, imunohistochimici si moleculari cu potential impact prognostic si

terapeutic.

Suportul metodologic:

Gama larga a ratelor de incidentd in cadrul studiilor individuale sugereaza ca exista
numerosi factori de risc responsabili de dezvoltarea tumorilor hipofizare, sau ca tumorile sunt
operabile la diferite etape de monitoring. Este bine stabilit faptul ca adenoamele hipofizare apar
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din expansiunea clonald a celulelor somatice mutante, dar mecanismul cauzal implicat in
tumorigenezd ramane a fi stabilit. Unele gene specifice par sd predispund la formarea tumorii
hipofizare, in timp ce oncogenele nu joaca un rol in formarea tumorilor hipofizare. Am folosit o
resursa cuprinzatoare, bazatd pe populatie, pentru a examina diferentele demografice ale ratelor
de incidenta pentru adenoamele hipofizare. Din cate cunoastem, aceasta este prima datd cand
baza de date a fost utilizata pentru a examina demografia adenoamelor hipofizare in Republica
Moldova si Romaénia.

Sportul metodologic si teoretico-stiintific al acestui studiu au servit investigatiile
fundamentale ale profesorilor Marius Raica, Anca-Maria Cimpean, si Mihail Cocuescu cu
discipolii sai, care au acordat o deosebita atentie hipofizei umane in special evolutiei tumorilor
hipofizare.

Analiza surselor de referinta a patologilor Shao S., Li X. ”Clinical features and analysis
in 1385 Chinese patients with pituitary adenomas” (2013); si Ryosuke Mori ”Clinicopathological
Features of Growth Hormone-Producing Pituitary Adenomas in 242 Acromegaly Patients:
Classification according to Hormone Production and Cytokeratin Distribution.” ( 2013) au servit
drept suport practico-stiintific, iar cercetarile lui Balinisteanu B, Cimpean AM, Coculescu M,
Raica M. ”Conventional examination versus immunohistochemistry in the prediction of hormone
profile of pituitary adenomas. An analysis on 142 cases.” ( 2011) au fost un reper teoretico-

stiintific.

Rezultatele principale noi pentru stiinta si practica:

S-a realizat In premiera o analizd a structurii adenoamelor hipofizare in dependenta de
aria geografica, fapt ce ar permite punerea in evidentd a unor factori de mediu implicati in
etiologia acestor tumori. Am determinat punctul posibil de prodrom al dezvoltarii adenoamelor

hipofizare si anume celulele foliculostelate, care sunt cunoscute drept celule-stem hipofizare.

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute:

Pentru prima data a fost efectuat un studiu comparativ al profilului hormonal §i markerii
moleculari al adenoamelor hipofizare. Rata cazurilor de adenoame hipofizare mixte cu asocieri
rare a fost superioard mediei intdlnite in literatura de specialitate. Acest aspect sustine prezenta
unor factor etiopatogenici particulari zonei de unde provin adenoamele hipofizare. In premiera a
fost estimat si corelat rolul receptorilor hormonali pituitari si factorii de proliferare. Am detectat
cel putin 3 factori cu potential rol de pronostic si tratament in adenoamele hipofizare.
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Principiile de baza prezentate pentru sustinere

e Evaluarea complexa a tabloului morfologic si a profilului hormonal al adenoamelor
hipofizare din punct de vedere aplicativ.

e Relevarea noilor aspecte cu privire la structura geografici in corelare cu cea
morfologicd a adenoamelor hipofizare In vederea determindrii unor posibili factori
initiatori de mediu.

e Relevarea unor aspecte noi in clasificarea morfologica si imunohistochimica a
adenoamelor hipofizare.

e Argumentarea recomandarilor pentru modificarea principiilor de diagnostic si tratament

a adenoamelor hipofizare.

Semnificatia teoretici si valoarea aplicativa a lucrarii:

Rezultatele privind stabilitatea receptorilor celulari vor duce la reevaluarea tacticii de
diagnostic si tratament In practica neuro-terapeuticd, indicand necesitatea obligatorie de studiere
imunohistochimica a adenoamelor hipofizare. Stabilirea diagnosticului complet are un impact
pronostic si terapeutic enorm, eficientizand terapia antitumorala specifica si permitand efectuarea
unui tratament personalizat in adenoamele pituitare. Asocieri triple sau cvadruple identificate
exceptional in lotul din Republica Moldova, ca fiind de o frecventd mai mare au completat
profilul adenoamelor hipofizare. Diferentele mentionate in lucrarea prezenta, genereaza intrebari
cu privire la prezenta unor factori etiologici sau epidemiologici regionali care pot sa influenteze
imunoprofilul adenoamelor hipofizare, care ar putea fi urmate de:

¢ Elaborarea unei noi tactici de diagnostic tratament a maladiilor hipofizare.

o Editarea ghidurilor si manualelor pentru studenti, rezidenti ai USMF ”N.Testemitanu” si
medici practici in cadrul educatiei medicale continue.

¢ Implementarea In practica neurologica, neurochirurgicala si endocrinologica.

Am stabilit profilului molecular in diferite patternuri de crestere de adenoame hipofizare
si iIn mod special prin utilizarea anticorpilor monoclonali inalt specializati a fost posibila
stabilirea variantelor plurihormonale de adenoame hipofizare. Am stabilit particularitatile
imunohistochimice a asocierilor hormonale extrem de rare (ACTH LH; TSH FSH). De asemenea
am ajuns la concluzia ca cel mai eficient marcher predictiv tumoral rdmane a fi clasificarea

bazata pe continutul hormonal si morfologia celulara.
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Implementarea in practica:

Rezultatele obtinute pot fi implementate in tratamentul personalizat si determinarea

managementului si factorilor de pronostic a pacientilor diagnosticati cu adenom hipofizar in

cadrul sectiei de endocrinologie a Spitalului Clinic Republican; sectiilor de neurochirurgie si

neurochirurgie oncologica. S-au obtinut noi acte de implementare a rezultatelor de investigatie

stiintifice.

Rezultatele stiintifice noi

1.

Am argumentat histologic, imunohistochimic si molecular incidenta adenoamelr hipofizare
in Republica Moldova in comparatie cu alte tari Europene si SUA.

Am stabilit profilului molecular in diferite patternuri de crestere de adenoame hipofizare si
in mod special prin utilizarea anticorpilor monoclonali inalt specializati a fost posibila
stabilirea variantelor plurihormonale de adenoame hipofizare. Am stabilit particularitatile
imunohistochimice a asocierilor hormonale extrem de rare (ACTH LH; TSH FSH).

Am stabilit factorii moleculari predictivi pentru evolutia, diagnosticul si tratamentul
tumorilor hipofizare (VEGF, PDGF, EGFR, GFAP, proteina S100, Ki67).

Aprobarea rezultatelor

Rezultatele obtinute pe parcursul investigatiilor efectuate si conceptiile de baza ale tezei

au fost comunicate si discutate in cadrul urmatoarelor reuniuni stiintifice:

1.
2.
3.

A noua conferinta internationala de patologie Anticancer research, Sithonia, Grecia, 2014.
Virchows Archiv. Al 27 European Congress of Pathology, Belgrade, Serbia, 2015.

Prima conferinta euroregionala a doctoranzilor si tinerilor cercetdatori in domeniul
biomedicinii. Timisoara, Romania, 2015.

Acta medica. Marisiensis al 14 National Symposium of Microsopic Morphology Targu
Mures. Romania. 2016, p. 20.

Acta Endocrinologica. Common Congress of the Romanian Society of Endocrinology and
Romanian Psychoneuroendocrine Society, Brasov, Romania, 2016.

Virchows Archiv. European Journal of Pathology, Koln, Germany 2016.

19-th European Congress of Endocinology, Lisbon, Portugal, 2017.
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Publicatii la tema
In baza tezei au fost publicate 1 monografie, 16 lucriri stiintifice, 9 teze internationale, 6

fara coautori, 17 in strainatate.

Sumarul compartimentelor de baza

Teza cu tema ,,Adenoamele hipofizare. Morfopatologie si profil molecular” este
consacrata profilului hormonal s§i marcherilor moleculari prognostici in evolutia si terapia
adenoamelor hipofizare. In lucrare am facut o sintezia a diferitelor aspecte ale problemei
examinate, reflectate in literatura nationala si internationald, ce vizeaza profilul hormonal si
molecular a adenoamelor hipofizare.

Teza este expusa pe 196 pagini si cuprinde rezumatele in limbile romana, rusa si engleza,
lista de abrevieri, introducere, 6 capitole de cercetari proprii, sinteza rezultatelor obtinute,
concluzii generale si recomandari practice, 2 tabele, 95 figuri. Bibliografia include 350 de surse.

Teza contine 6 capitole. Capitolul introductiv pune in evidentd importanta actualului
studiu pentru medicina practica si stiintificd. Tematica abordata este de actualitate si vine sa
completeze lipsa de informatie din literatura de specialitate referitoare la profilul hormonal si
marcherii moleculari predictivi pentru evolutia si tratamentul adenoamelor hipofizare. In acest
compartiment sunt formulate scopul si obiectivele tezei, de asemenea, sunt prezentate noutatea
stiintifica a rezultatelor cercetarii, importanta teoretica si practica a informatiei acumulate si
analizate. Sunt descrise principiile de baza promovate pentru sustinere.

Drept imbold pentru efectuarea acestui studiu complex a servit lipsa publicatiilor
referitoare la tiparele morfologice si profilului hormonal a adenoamelor hipofizare pe teritoriul
Republicii Moldova. Un motiv esential a fost dorinta de a contribui la solutionarea problemeor
stringente ale medicinii practice.

Capitolul I Repere morfo-functionale ale hipofizei, reprezinta revista literaturii si
contine date despre structura anatomo-histologica a hipofizei umane prin prisma noilor date de
laborator. Aspectele histologice ale hipofizei normale sunt de cele mai multe ori studiate pe
sectiuni histologice provenite de la alte specii si, intr-o foarte micd masurd sunt descrise in
literaturd aspectele morfologice, celulare si moleculare ale hipofizei normale. Aceasta deriva din
faptul ca, tesutul hipofizar normal poarte fi colectat autopsic in principal si, intr-o mai mica
masura in urma interventiilor chirurgicale pentru terapia adenoamelor hipofizare. Un numar de
variatii normale histologice a glandei hipofizare pot mima leziuni histopatologice.

Capitolul 11 Material si metode de cercetare. Pentru studiul de fatd am investigat 96 de
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cazuri (10 hipofize normale, obtinute in timpul necropsiilor si 86 de cazuri diagnosticate cu
adenom hipofizar, aflate in diferite stadii de evolutie clinicd). Pacientii au fost internati la
Centrul Stiintifico-Practic de Neurologie si Neurochirurgie al Spitalului Clinic Republican
Moldova.

Biopsiile obtinute au fost spélate in ser fiziologic, fixate in formalind tamponata la pH7.2
timp de 48-72 de ore, si incluzionate in parafind, dupa tehnica histologica uzuala, folosind
sistemul automatizat si standardizat Thermo Shandon. Procesarea tesuturilor s-a efectuat prin
deshidratare cu ajutorul solutiilor de alcool, clarifiere in benzen si incluzionare in parafina.
Pentru a minimaliza denaturarea antigenilor, fesuturile nu s-au expus la temperaturi mai mari de
60°C 1in cursul incluzionarii in parafind. S-a efectuat apoi sectionare seriatd la microtom
(Shandon ME) (15 sectiuni/bloc, cu grosimea de 3 microni) pentru diagnosticul primar.
Sectiunile au fost montate pe lame silanate plasate la termostat la 60°C timp de 60 de minute,
apoi la 37°C timp de 24 de ore, pentru a asigura adeziunea sectiunilor la lame.

Metoda morfologica a fost constituitd din colorarea lamelor cu hematoxilind-eozina:
lamele au fost imersionate in hematoxilind Pe baza coloratiei morfologice, s-a stabilit
diagnosticul histopatologic de adenom hipofizar conform clasificarii WHO.

Metodele imunohistochimice permit vizualizarea antigenelor proteice tisulare sau
celulare. Se bazeaza pe imunoreactivitatea anticorpilor si proprietatile chimice ale enzimelor sau
complexelor enzimatice care reactioneaza cu substraturi cromogenice necolorate, pentru a
produce compusi finali colorati.

S-au utilizat urmatoarele metode imunohistochimice, pentru fiecare hormon in parte:

e  STH - S-au utilizat anticorpi anti- GH (DakoCytomation, dilutie 1: 400).

e  PRL - S-au utilizat anticorpi anti- PRL (DakoCytomation, dilutie 1: 250).

e  TSH - S-au utilizat anticorpi anti- TSH (DakoCytomation, clona 0042, dilutie 1: 50).

e  FSH - S-au utilizat anticorpi anti- FSH (DakoCytomation,n clona C10, dilutie 1: 50).

e LH - S-au utilizat anticorpi anti- LH (DakoCytomation, clona C93, dilutie 1: 50).

e ACTH - S-au utilizat anticorpi anti- ACTH (DakoCytomation, clona C93, dilutie 1:5

e Pentru punereca in evidentd a indexului de proliferare Ki67 s-a folosit tehnica
imunohistochimica cu anticorpi directi impotriva MIB-1.

e Imunohistochimia pentru identificarea expresiei proteinei HER2 a utilizat sistemul automat
de detectie ORACLE de la Leica, sistem complet standardizat. Acelasi protocol standardizat

s-a aplicat si pentru EGFR.
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e VEGEF, clona VG1, dilutie 1:25 a provenit de la Reliatech (Germania), la fel ca FGF2,
podoplanina, clona D2-40. PDGF A si PDGF B au fost achizitionati de la Santa Cruz
Biotechnology (USA).

e  Hibridizare in situ pentru identificarea RNA si DNA pe sectiuni la parafina.

Metodologia studiului

Examinarea si analiza imaginilor microscopice. Examinarea s-a efectuat cu ajutorul
microscopului optic Nikon Eclipse600, imaginile fiind preluate cu ajutorul camerei digitale
Coolpix950. Analiza imaginii microscopice s-a efectuat cu programul LuciaNet (Nikon), pe
imagini achizitionate JPEG, la calibrare x400. Analiza imaginii s-a efectuat dupa metoda hot-
spot, alegdndu-se campurile microscopice cu densitate maxima a semnalelor pozitive.

Evaluarea imunoreactivitatii hormonilor hipofizari a fost facuta astfel: densitate sub
5%=0, intre 5-10%= +1, intre 10-50%= +2, valori intre 50-100% = +3; de asemenea s-a evaluat
si intensitatea reactiei; 0 — (+1) adenoame nesecretante; +2 - +3 adenoame secretante.

Evaluarea indicelui de proliferare Ki67 s-a efectuat cu ajutorul unui microscop Nikon
Eclipse E600, la o marire de 400X, asistat de un program computerizat specializat in numararea
celulelor (NSI). S-au evalaut zonele cu cea mai mare imunoreactivitate, fiind evaluate in medie
1000 de celule per caz (aproximativ 3 campuri microscopice preluate ca imagini multimedia).

Pentru aprecierea reactiei pozitive a factorilor de crestere investigati, am aplicat un scor
bazat pe incidenta celulelor pozitive asociat cu intensitatea produsului final de reactie. La
cazurile pozitive scorul a fost cuprins intre 2 si 6. Scorul utilizat in aceste conditii (evaluarea
expresiei VEGF si PDGF) este redat in tabelul de mai jos.

Analiza statistica. Analiza statistica s-a realizat folosind software-ul SPSS, versiunea 13.
Metodele statistice au inclus trei teste de corelatie (testele Spearman, Kendall, si Pearson). O
corelatie semnificativa a fost luata in considerare pentru o valoare a p<0.05.

Capitolul 111 Adenoamele hipofizare: histopatologie si profilul molecular cuprinde
examenul histopatologic clasic care se completeaza ulterior cu examen imunohistochimic al
preparatului prelucrat la parafind. De la prima clasificare morfologica propusa de Cushing in
1912 si pand in prezent, clasificarile adenoamelor hipofizare au urmarit sa combine aspectele
morfologice ale tumorilor cu aspectele clinico-endocrinologice prezentate de pacient. Cu ajutorul
tehnicilor moderne de diagnostic a tumorilor, a corelatiei dintre activitatea endocrina si aspectele

morfologice, profilului imunohistochimic, aspectelor ultrastructurale, au fost obtinute o serie de
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progrese 1n intelegerea biologiei si patogeniei tumorilor adenohipofizare. Clasificarea
clinico/morfologica folosita in prezent de multe laboratoare, nu numai ca ne ajutd sa intelegem
citogeneza adenoamelor, ci sa identificam diferitele tipuri tumorale care pot prezenta clinic o
simptomatologie similara. Datorita investigatiilor considerabile care s-au efectuat, se cunosc intr-
0 micd masurd mecanismele implicate in tumorigeneza si evolutia tumorald a adenoamelor.
Dezvoltarea adenoamelor hipofizare pare a fi un proces multistadial si multicauzal in care factori
endocrini, predispozitia genetica si mutatiile somatice specifice pot servi ca factori contributivi.
Evaluarea initiala, bazata pe criterii morfologice este obligatoriu de a fi completata de un profil
hormonal cat mai bine certificat. Din acest motiv, n prezent diagnosticul adenoamelor hipofizare
combind aspectele histopatologice cu profilul hormonal, foarte util mai ales in cazul
adenoamelor plurihormonale.

O importantd majorda o are IV si V al tezei care permite modificarea radicala a
tratamentului si conduitei pacientilor cu astfel de diagnostic. Acestea implica Factorii predictivi
pentru diagnosticul si terapia adenoamelor hipofizare cu implicare factorilor de crestere si
a receptorilor coresponde4nti in patologia adenoamelor hipofizare. Personalizarea
tratamentului este una din parghiile de bazd care poate da rezultate favorabile Tn dinamica.
Capacitatea de predictie a potentialului proliferativ al adenoamelor hipofizare ar putea avea
implicatii majore in managementul clinic al adenoamelor hipofizare. Literatura de specialitate a
fost axatd pe identificarea factorilor predictivi de comportament al adenoamelor hipofizare.
Indexul de proliferare pentru Ki67 a fost demonstrat ca fiind o unealtd utild in masurarea
proliferarii tisulare si, din acest motiv, a fost studiat extensiv. Expresia GFAP si a proteinei S100
a fost studiatd in adenoamele hipofizare, fiind frecvent asociatd cu celulele foliculostelate.
Expresia lor in celulele tumorale, cuantificata separat in variatele tipuri de adenoame hipofizare
reprezintd un subiect sporadic In literaturd si, din acest motiv, corelatiile cu prognosticul,
supravietuirea pe termen lung, recidivele si implicatiile terapeutice sun extrem de
neconvingdtoare in prezent. Date din ce in ce mai numeroase sugereaza capacitatea celulelor
endocrine tumorale si non tumorale de a se transdiferentia n celule foliculostelate in care cei doi
markeri se suprapun din punct de vedere al expresiei imunohistochimice, aceste celule FS fiind
de fapt considerate ca celule stem pluripotente.

VEGF este exprimat in adenoamele pituitare, iar nivele mai mari de expresie se gasesc in
macroprolactinoame. VEGF a fost intens studiat privind implicarea sa in procesul angiogenic i,
mai putin ca {intd terapeutica fiind asociat cu fenotipul agresiv si invaziv al adenoamelor
hipofizare. Datoritd expresiei sale in celulele tumorale si celulele folicular stelate, aplicarea
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terapiei anti VEGF ar putea avea o tintd dubld. PDGF actioneaza asupra celulelor tumorale ale
adenoamelor hipofizare si determind inhibarea secretiei de prolactind si stimularea secretiei de
GH. Proteina HER 2 si EGFR au un pattern de expresie specific dependent de profilul hormonal
al adenoamelor hipofizare. HER1, cunoscut si sub denumirea de EGFR, reprezinta o tinta
terapeutica intens studiatd in tumorile maligne, fiind de altfel suportul dezvoltérii unor terapii
tintite de tipul Cetuximab aplicat deja in cancerele colorectale si pulmonare.

in capitolul VI s-a realizat in premiera o analizi a structurii adenoamelor hipofizare in
dependenta de aria geografica, fapt ce ar permite punerea in evidentd a unor factori de mediu
implicati in etiologia acestor tumori. Evaluarea globala a celor doud grupuri a demonstrat
prezenta de diferente privind profilul hormonal al adenoamelor hipofizare din Romaénia si
Republica Moldova. Cea mai mare diferentd intre cele doud grupuri s-a Inregistrat pentru
adenoamele hipofizare plurihormonale.

Fiecare capitol se sfarseste cu concluzii, iar la finele tezei sunt plasate concluziile
generale, recomandari practice si planul de cercetare pe viitor.

Bibliografia contine 350 surse bibliografice, majoritatea fiind din ultimii 5 ani.
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1. REPERE MORFO-FUNCTIONALE ALE HIPOFIZEI

1.1. Hipofiza: dezvoltare embriologica si histologie

Hipofiza este formata dintr-un lob anterior (adenohipofiza) si un lob posterior
(neurohipofiza), dezvoltarea fiecarei regiuni fiind diferita.

Adenohipofiza sau lobul anterior isi are originea intr-o ingrosare a stomodeumului
ectodermic care in a 3-a saptaimana de sarcina, se invagineaza in directie cefalica formand punga
Rathke si rimane conectatd cu stomodeumul printr-o tija subtire. In a 6-a siptiména tija devine
atat de ingusta incat pierde atasarea de stomodeum si vine in contact direct cu infundibulul. Un
rest al tijei faringohipofizare demonstrabila la fetus sau ocazional la adult poate comprima
hipofiza. Adenohipofiza localizata central in spatele periostului nazofaringelui se extinde de la
posteriorul osului vomer de-a lungul osului sfenoid. Desi spectrul complet al hormonilor
hipofizari poate sd fie demonstrat in tactul faringopituitar, este rar sediul unor maladii
chirurgicale. Rarele malformatii ale glandei pituitare care apar in cursul dezvoltarii sunt ectopia
pituitara si distopia glandulara.

Proliferarile celulare in peretele anterior al pungii Rathke dau nastere partii distale,
principala portiune a lobului anterior. O extensie a partii distale denumita parte tuberala creste
pentru a inconjura partial suprafata anterioara a infundibulului. Partea posterioara a pungii lui
Rathke da nastere la un segment subtire al hipofizei denumit parte intermediara sau lob
intermediar. In aceastd zona se pot intalni microchisturi restante ale pungii Rathke care contin
coloid. Dilatérile chistice ale acestor resturi sunt intdlnite frecvent, dar produc rar modificari
clinice datorate compresiunii lobului intermediar.

Neurohipofiza se dezvoltd dintr-un mugure neuroectodermal situat in planseul
diencefalului in a 4-a saptamana de sarcina. Doud saptamani mai tarziu mugurele creste ventral
invecindndu-se cu portiunea posterioarda a pungii Rathke. Aceastd portiune specializatd a
sistemului nervos contine nuclei neuronali, axonii din eminenta tijei infundibulare si terminatiile
lor din partea nervoasa (lobul posterior). Oxitocina, vasopresina si proteinele lor transportoare,
neurofizinele, sunt detectate Tn nucleii supraoptici i paraventriculari In sdptdmana 19 si in lobul
posterior 1n sdptdmana 23.

Intre saptimana 7-8 de sarcina sistemul portal incepe si se dezvolte. Desi in saptimana a
12-a eminenta mediand si lobul anterior sunt vascularizate, circulatia sistemului portal
hipotalamo-pituitar nu este completd pana in saptamana 20. Prin tehnici de imunohistochimie a
fost determinatd succesiunea aparitiei celulelor producatoare de hormoni ai adenohipofizei.

26



Somatotroful si corticotroful apar prima data intre a 5 si a 12-a saptamana de sarcina, urmat de
tireotrof si gonadotrof in saptaimana 12 si respectiv 13. Lactotroful apare intre saptamanile 13 si
16.

Hipotalamusul se dezvolta dintr-o0 proeminenta a diencefalului. Desi nucleii hipotalamici
si tactul supraopticohipofizar sunt demonstrati in saptamana 8 de sarcina, axonii nemielinizati,
care cresc ventral de la nucleii supraoptici si paraventriculari nu ajung pana la lobul posterior
decat in luna a 6-a de sarcind. La 12 sdptdmani un numar de placi cartilaginoase fuzioneaza si
formeaza neurocraniul cartilaginos. Corpul osului sfenoid si saua turceasca rezultda din fuziunea
placilor cartilaginoase hipofizare aflate de ambele parti ale glandei. Saua turceasca este bine
formata la 7 saptamani printr-un proces de osificare endocondrala [271].

Dezvoltarea schematica si corespondentul histologic al dezvoltarii embrionale sunt

sumarizate in Figura 1.1:

Punga Rathke si Punga Rathke in

tiroida in dezvoltare dezvoltare
Neuroectoderm

Neuroectoderm

| Ectodermul ¢
| orofaringelui

_ Os sfenoid in g
dezvoltare \
‘I
- < .I R b
Ectod_ermul_ )\ - Lob posterior |
orofaringelui ! Hipofiza
. X Lob anterior
/ 5 saptamini

Punga
Rathke

Fig. 1.1 Dezvoltarea embriologica a glandei hipofize. Aspecte histologice (sus) si schematice
(jos). Modificat dupa
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Embryonic_and_fetal pituitary

Jpg si https://quizlet.com/17605081/11-overview-of-the-endocrine-system-flash-cards/
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https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Embryonic_and_fetal_pituitary.jpg
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Embryonic_and_fetal_pituitary.jpg
https://quizlet.com/17605081/l1-overview-of-the-endocrine-system-flash-cards/

Repere anatomice. Glanda pituitard este situata central la baza creierului, unde este
addpostitd in saua turceasca a osului sfenoid. Este atasata de hipotalamus prin intermediul tijei
pituitare si a pachetului vascular. Prin localizare, glanda pituitard are multe interrelatii
anatomice. Anterior de saua turceasca, osul sfenoid formeaza o excrescentd mediand, tuberculul
selar si 0 indentatie transversa, santul chiasmatic, numit asa pentru ca este acoperit de chiasma
optica. Canalul optic prin care trece nervul optic este anterolateral, in timp ce tracturile optice
sunt posterolateral. Datorita proximitatii glandei pituitare cu aparatul optic, leziunile hipofizei
care se extind superior pot produce deficite majore ale campului vizual. In mod special
compresiunea decusatiei fibrelor la nivelul chiasmei produce hemianopsie bitemporala, in timp
ce compromiterea unui singur tract optic duce la hemianopsie omonima. Extinderea supraselara
poate duce la disfunctie hipotalamica si la hidrocefalie [257,271].

Planseul selar formeaza o portiune din acoperisul sinusului osului sfenoid, relatie care
permite accesul chirurgical. Regiunea selard anterioara se termind prin doud proiectii
posterolaterale denumite procesele clinoidiene. Posterior de regiunea selara, osul sfenoid se
continud cu dorsum sellae. Un numadr de orificii neurovasculare sunt situate in regiunea selara,
dinspre anterior spre posterior fiind: foramen rotundum (nervii maxilari), ovale (nervii
mandibulari), spinosum (arterele meningiene medii) si lacerum (arterele carotidei interne).
Relatia fiziologica a meningelui cu glanda pituitara si regiunea selara este neobisnuita in sensul
ca hipofiza este lipsita de leptomeninge. Periostul durei acoperd saua turceasca in timp ce dura
acopera sinusurile cavernoase si formeaza diafragmul selar. Diafragmul este in general subtire n
centru si mai gros la periferie prezentand o deschizdtura centrala variabila in dimensiune prin
care trece tija hipofizard. Leptomeningele inconjurd tija, dar sub nivelul diafragmului selar se
reflecta pentru a forma cisterna infradiafragmaticd hipofizara. Aceasta dispozitie explicd
dezvoltarea meningioamelor, dar si incidenta redusa a cazurilor intraselare [257,271].

La anumiti indivizi leptomeningele poate avea o variantd anatomica care constd din
hernierea arahnoidei printr-un orificiu diafragmatic larg. Incidenta arahnoidocelului este destul
de ridicatd. In asemenea cazuri chirurgia transfenoidalid poate produce rinoreea lichidului
cerebrospinal prin violarea spatiului subarahnoidian. Cresterea arahnoidocelului poate produce
marire selara si compresie pituitard, glanda devenind redusd la o lama subtire pe peretele
posterior selar. Compresia glandei si deformarea tijei pituitare poate produce hipopituitarism si
hiperprolactinemie [257,2255, 271].

Desi, este consideratd glandd endocrind majora, hipofiza este sub controlul
hipotalamusului, cu care formeaza un circuit complex neurohormonal foarte important pentru
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intreg sistemul endocrin. Cantarind 5g si formand peretii si planseul ventriculului trei,
hipotalamusul este localizat deasupra hipofizei de care este legat prin tija pituitara. Desi, aparent
este slab demarcat de structurile din jur, hipotalamusul este delimitat anterior de comisura
anterioara, chiasma optica, posterior si superior de corpii mamilari, dorsal de santul hipotalamic si
lateral de nucleii subtalamici. Regiunea este formata din grupe neuronale bine definite functional,
care poartd denumirea de nuclei. Conexiunile aferente si eferente ii aduc in legaturd cu sistemul
nervos central, cu celelalte structuri diencefalice, cu cerebelul, creierul si maduva spindrii. Sistemul
hipotalamo-hipofizar are doua sisteme secretorii principale. Unul este format din nucleii supraoptici
si paraventriculari si proiectiile lor in lobul posterior, celalalt din nucleii regiunii tuberale [148].

Nucleii supraoptici sunt localizati superior de tracturile optice, in timp ce nucleii
paraventriculari sunt situati ventromedial de fornix langa peretele ventriculului trei. Datorita
faptului ca neuronii sunt mari, acesti nuclei au fost denumiti magnocelulari. Contin neuroni care
produc vasopresina si oxitocind, dar un neuron produce doar un singur tip de hormon. Axonii lor
formeaza tracturile supraoptico-hipofizare s$i paraventriculo-hipofizare care transporta
vasopresina si oxitocina, si proteinele lor transportoare denumite neurofizine la lobul posterior
hipofizar. Oxitocina §i vasopresina sunt nonapeptide sintetizate ca prohormoni care includ in
structura lor proteine transportoare, neurofizine, bogate in cisteina. Moleculele precursoare sunt
asamblate in granulele secretorii ale aparatului Golgi si transportate prin fluxul axoplasmic al
neuronilor amielinici la nivelul lobului posterior. Aici sunt eliberati printr-un proces de exocitoza
calciu dependent. Acumularile mari intraaxonale ale acestor hormoni, corpii Herring, la
microscopul optic sunt rotunde, granulare si eozinofile la coloratia cu hematoxilind-eozina. Desi
difera biochimic prin componenta a doar doi aminoacizi, oxitocina are doar activitate
antidiureticd virtuald, n timp ce vasopresina are efect oxitocic neglijabil. Oxitocina mediaza
ejectia laptelui producand contractia celulelor mioepiteliale care inconjoara lobulii mamari. Are
rol in contractia uterului la nastere, dar nu induce travaliul [148,257,271].

Rolul major al vasopresinei este formarea urinei hipertone. Vasopresina -creste
permeabilitatea pentru apa a ductelor colectoare renale, permitand fluidului hipotonic intraductal
sd echilibreze fluidul hiperton din interstitiul medular renal. Rezultatul este concentrarea urinei si
conservarea apei in organism.

Hormoni aditionali si neuropeptide au mai fost identificati in neurohipofiza:
somatostatinul, hormonul de eliberare al tirotrofinei, hormonul de eliberare al gonadotrofinei,
substanta P, histamina, serotonind, dopamina, corticoliberind, beta-lipotrofin, dar functiile lor la
acest nivel sunt incerte.
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A doua componenta a sistemului hipotalamo-hipofizar este tractul tubero-infundibular.
Fibrele acestui tract au originea in nucleii hipotalamici situati intre peretii ventriculului trei si
regiunea tuberald, nucleii produc hormoni inhibitori ai hipofizei anterioare. Spre deosebire de
neuronii mari ai nucleilor supraoptici si paraventriculari acesti neuroni sunt mici, procesele lor se
proiecteaza la nivelul eminentei mediane, o zond intens vascularizata, localizatd in portiunea
proximala posterioard a tijei pituitare. Aici sunt eliberati factorii hipofizotrofi in prima portiune a
sistemului port pentru a fi transportati la lobul anterior. Ultrastructural eminenta mediana este
formata din terminatii nervoase care contin granule de neurosecretie, delimitate de membrane.
Pentru ca aceste terminatii sunt Situate foarte aproape de capilarele fenestrate care sunt la
originea sistemului port hipofizar, hormonii si factorii de eliberare sunt eliminati rapid in
circulatie si de aici in lobul anterior [257, 255, 271].

Vascularizagia. Secretia glandelor endocrine este dependenta de stimulul nervos, iar
activitatea secretorie a adenohipofizei depinde de activarea celulelor sale prin factorii de
eliberare. Acestia sunt sintetizati de catre neuronii hipotalamici si ajung la lobul anterior prin
sistemul port hipofizar. Arhitectura vasculara atipica a glandei are rol esential pentru functia sa.
Structurile vasculare au importantd majora in chirurgia regiunii selare. Sinusurile cavernoase
sunt situate de o parte si de alta a regiunii selare comunicand lateral si superior cu sinusurile
sfenoide. Drenajul venos al sinusurilor este realizat de numeroase surse, incluzand ochiul (vena
oftalmica superioard), creierul (vena cerebrald inferioard si mijlocie) si sinusul sfenoparietal.
Comunicarea dintre sinusurile cavernoase stang si drept se realizeaza prin sinusurile
intercavernoase care delimiteaza anterior si posterior regiunea selara. Acest complex formeaza
un inel venos in jurul regiunii selare si continutului sdu. Sinusurile intercavernoase sunt
localizate pe suprafata ventrald a hipofizei. Sinusurile cavernoase sunt mai mult decat o simpla
confluenta de canale venoase. Mai degraba reprezinta cavitati extradurale continand structuri
neuro-vasculare vitale. Acestea includ segmentele cavernoase ale carotidei interne la fel ca si
segmente ale nervilor cranieni III, IV, V si VI. Un tesut areolar delicat umple interstitiul dintre
canalele nervoase, artere si nervi. Mai multe ramuri ale carotidei interne pleaca din sinusurile
cavernoase incluzand trunchiul meningohipofizar, artera sinusului cavernos inferior si cateva
mici ramuri capsulare. Din trunchiul meningohipofizar rezulta artera hipofizara inferioara care
iriga lobul posterior si capsula hipofizara [257,148,271].

Vascularizatia principald a hipofizei se realizeaza prin artera hipofizara superioara si
inferioard ramuri din carotida internd. O singurd artera hipofizara superioara rezulta din fiecare
carotida si imediat dupa ce intrd in cavitatea craniana se divide in ramuri posterioara si anterioara
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care se anastomozeaza cu ramurile corespondente de pe partea opusd formand un inel in jurul
tijei hipofizare. Ramurile anterioare dau nastere arterelor trabeculare care coboara pe fata
superioari a lobului anterior, pe tija hipofizara si se termina de-a lungul partii tuberale. Ramurile
posterioare si anterioare a arterelor hipofizare superioare dau si cateva artere scurte care
penetreazi tija hipofizara. In contrast cu arterele hipofizare superioare, ramurile inferioare au
originea in trunchiul meningohipofizar si ajung in contact inferolateral cu glanda, se bifurca in
ramuri mediale si laterale care se anastomozeaza cu cele de parte opusa pentru a forma un cerc
arterial Tn jurul lobului posterior. Aceste ramuri ale arterelor hipofizare inferioare iriga lobul
posterior si portiunea inferioara a tijei hipofizare. Desi multe din arterele tijei pituitare formeaza
arteriole si capilare, cateva formeaza un complex vascular caracterizat de o artera centrala
inconjurata de capilare glomerulare. Tranzitia de la artera centrala la capilare se realizeaza printr-
o arteriola scurtd specializatd prezentatd de un sfincter muscular neted care regleaza fluxul
sanguin [257,271].

Sistemul hipofizar portal realizeaza legatura dintre hipotalamus si hipofiza, are originea
in plexurile capilare ale tijei hipofizare si eminentei mediane care rezultd din ramificatiile
terminale ale arterelor hipofizare superioare si inferioare. Plexurile capilare din eminenta
mediana §i partea superioara a tijei, situsul factorilor hipofiziotrofi, dreneaza in vasele porte care
parcurg suprafata tijei pentru a vasculariza majoritatea lobului anterior, in timp ce capilare mici
din partea inferioara a tijei dau nastere vaselor porte care coboara In regiunea centrala a tijei spre
lobul posterior. Distal sistemul port comunica cu o retea de capilare in lobul anterior care
transporta factorii hipofiziotrofi la glanda hipofiza si hormonii lobului anterior in circulatie.

Drenajul venos se realizeaza in sinusurile subhipofizare, cavernoase si circular superior.
Majoritatea vaselor lobului anterior au originea In vasele porte si este de tip venos.
Vascularizatia lobului posterior este directa si arteriala [257].

Histologia hipofizei. Aspectele histologice ale hipofizei normale sunt de cele mai multe
ori studiate pe sectiuni histologice provenite de la alte specii si, intr-o foarte mica masura sunt
descrise in literatura aspectele morfologice, celulare si moleculare ale hipofizei normale. Aceasta
deriva din faptul ca, tesutul hipofizar normal poarte fi colectat autoptic in principal si, intr-0 mai
micd masura in urma interventiilor chirurgicale pentru terapia adenoamelor hipofizare. Mai mult,
un alt neajuns al tesuturilor colectate post mortem este acela ca, tesutul hipofizar suferd o
degenerare rapida cu autoliza marcata, aspect care impiedica studiul morfologic dar, mai ales
imunohistochimic si molecular al celulelor hipofizei umane normale [148].

Adenohipofiza. Lobul anterior reprezinta 80% din glanda hipofiza si include portiunea
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distald, intermediard si tuberald. In microscopia optica celulele lobului anterior sunt diferite nu
numai ca marime si forma, dar si in ceea ce priveste caracteristicile histochimice. Celulele sunt
aranjate Tn cuiburi, cordoane si mici acini, legate printr-o retea de capilare. Stroma este bogata in
fibre de reticulina care sustin peretele subtire al vaselor capilare fenestrate. Structura fenestrata a
peretelui capilar faciliteaza difuzia factorilor de eliberare din sange si pasajul produsilor de
secretie spre sangele circulant. Acest pattern arhitectural este alterat in hiperplazie si absent in
adenoame, este util in diagnostic. Portiunea intermediara este formata din cavitati pline cu coloid
PAS pozitiv, delimitat de celule epiteliale. Epiteliul care delimiteaza coloidul este format din
celule ciliate, caliciforme si endocrine, ultimele sunt imunopozitive pentru hormonii hipofizari
[148,257,271].

Portiunea distald. In functie de afinitatea pentru colorantii uzuali, celulele portiunii
distale sunt clasificate in cromofile si cromofobe. Celulele cromofile sunt la randul lor acidofile
si bazofile. Bazofilia se refera in cazul adenohipofizei la proprietatile tinctoriale ale granulelor de
secretie si nu trebuie confundatd cu bazofilia indusa de ribonucleoproteine. Cu coloratia H-E se
pot identifica trei tipuri principale de celule in portiunea distala: acidofile 40%, bazofile 10% si
cromofobe 50%. Aceastd clasificare celulard in functie de afinitatea pentru un anumit colorant
ofera putine elemente specifice pentru continutul hormonal sau functia endocrina. Ultrastructural
si imunohistochimic s-a demonstrat cd existda mai multe tipuri de celule, diferite ca marime,
forma si imunoreactivitate a granulelor secretorii. Clasificarea actuald a celulelor adenohipofizei
are la baza tipul de hormon sintetizat: celule care secretd TSH - tireotrofe, celule care secreta
hormoni gonadotrofi - gonadotrofe, celule care secreta ACTH - corticotrofe. Se mai utilizeaza
denumirile de celule TSH, celule FSH, celule ACTH, celule STH [257,255,271].

Celulele acidofile contin in citoplasma granulatii colorate in rosu-orange cu eozina, sunt
PAS negative si sunt reprezentate de celulele somatotrofe si mamotrofe. Celulele bazofile contin
in citoplasma granulatii bazofile (se pun in evidenta cu coloranti bazici) colorate in albastru cu
hematoxilina, sunt PAS pozitive si sunt reprezentate de celulele corticotrofe, tireotrofe si
gonadotrofe.

Celulele somatotrofe sunt cele mai numeroase la nivelul portiunii distale (50%) si
sintetizeaza hormonul de crestere — somatotrofina (STH). Pot fi identificate specific cu anticorpi
anti-STH, fiind dispuse predominant pe partile laterale ale portiunii distale. Celulele aflate in
faza de repaus sunt de marime medie, rotunde sau ovoidale, cu nucleu rotund localizat central, cu
nucleol proeminent. In faza secretorie nucleul devine neregulat, fard nucleol. Ultrastructural, in
faza de repaus, contin numeroase granule sferice cu diametrul de 300-350 nm, avand RE si
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complexul Golgi slab dezvoltate. In faza secretorie, ca urmare a eliberdrii granulelor, numarul
acestora scade, in timp ce RE si complexul Golgi devin bine dezvoltate. Secretia este stimulata
de hormonul de eliberare al STH produs de catre neuronii hipotalamici si este inhibata de catre
somatostatin. STH are efect sistemic, crescand rata metabolismului celular, stimuland inglobarea
aminoacizilor, sintezele proteice, mobilizarea acizilor grasi si scaderea ratei de utilizare a
glucozei. Hormonul stimuleaza hepatocitele pentru a produce somatomedine (insulin-like growth
factor I si II), care, la randul lor, stimuleaza rata mitozelor la nivelul condrocitelor din zona
cartilajului de crestere, promovand astfel cresterea oaselor in lungime [148,257, 271].

Celulele mamotrofe sau lactotrofe sunt dispuse adesea individual, fiind concentrate in
portiunea posterioard a zonei laterale, reprezentand 15-20% din celularitatea portiunii distale.
Secreta prolactina (PRL) sau lactotrofina, care stimuleaza dezvoltarea glandelor mamare in
sarcind si lactatie. Histologic sunt fie acidofile, cu numeroase granulatii citoplasmatice, fie
cromofobe cu granulatii putine, fiind in relatie directa cu statusul functional. Astfel, in faza de
repaus, celulele au dimensiuni mari, sunt de forma poliedrica elongata si prezinta nucleu ovoidal.
Ultrastructural poseda relativ putine organite nespecifice (complex Golgi si RE), insd contin
numeroase granulatii cu dimensiuni de 500-800 nm. In faza secretorie celulele au forma
poliedrica elongatd cu nucleu ovoidal, insa au dimensiuni mai mici, confin multe organite
nespecifice si putine granulatii specifice. Prolactina actioneaza prin intermediul receptorilor
specifici asupra diferitelor organe: glanda mamara, ficat, ovar, testicul si prostata [148,257, 271].

Dublarea volumului glandei hipofizare in sarcind se datoreaza hiperplaziei si hipertrofiei
celulelor mamotrofe cromofobe, denumite celule de sarcina. Ele persista scurt timp dupa travaliu
sau pana la terminarea lactatiei. Hiperplazia celulelor secretoare de prolactind se poate asocia si
cu administrarea de estrogeni sau cu hipotiroidismul. In timpul sarcinii nivelele ridicate de
estrogen, progesteron si prolactind produc dezvoltare acinara si induc formarea laptelui. Secretia
lactatd este sub controlul oxitocinei, un stimulator puternic al contractiei celulelor mioepiteliate
de la nivelul glandei mamare. Impulsurile nervoase generate de stimularea mecanica a
mamelonului sunt transmise la hipotalamus, aici se sintetizeaza oxitocina care la randul ei
stimuleazd sinteza prolactinei. Astfel, secretia prolactinei este stimulatd de actul suptului si se
observa la cateva minute de la initiere. Functia prolactinei este de a stimula formarea cazeinei,
lactalbuminei, lipidelor, carbohidratilor, componenti esentiali ai laptelui matern.

La terminarea lactatiei celulele mamotrofe regreseaza numeric si dimensional. Granulele
secretorii In exces fuzioneaza cu lizozomii, formeaza vacuole de autofagie care sunt degradate de
catre enzimele hidrolitice; procesul se numeste crinofagie. Excesul de organite se elimind prin
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autofagie, iar o parte dintre celule degenereazi in totalitate. In lactatie, celulele mamotrofe
reprezinta 50% din populatia celulara a portiunii distale, iar la 7 zile dupa terminarea acesteia,
doar 25%. Cu exceptia sarcinii si lactatiei nu exista nici o diferenta semnificativa dintre celulele
secretorii de prolactina la cele doua sexe [148,257, 271].

Este cunoscut, dar inexplicabil faptul cd celulele mamotrofe au tendinta de a coafa
celulele gonadotrofe, probabil ca expresie a relatiilor fiziologice. Secretia de prolactind este sub
controlul inhibitor al dopaminei, principalul factor de inhibitie hipotalamic al prolactinei (PIF).
Orice proces care comprima tija pituitara impiedica eliberarea de PIF in lobul anterior producand
hiperprolactinemie, fenomen denumit ,efect de tija”. Gonadotrofina inhiba eliberarea de
lactotrofind in timp ce VIP-ul si TRH-ul stimuleaza eliberarea de lactotrofina [114,257,271].

Celulele corticotrofe reprezintd 15-20% din celulele portiunii distale, fiind mai
numeroase in zona mediana (mijlocie si posterioard), secretd corticotrofina (ACTH), sinteza fiind
stimulatd de hormonul de eliberare hipotalamic. Specificad pentru identificarea lor este doar
metoda imunohistochimica cu anticorpi anti-ACTH. Histologic, sunt celule ovalare sau
poligonale, cu nucleu rotund localizat excentric. Ultrastructural confin numeroase organite
nespecifice (RE, complex Golgi si lizozomi mari), iar granulatiile relativ numeroase sunt
localizate predominant la periferia celulei, avand dimensiuni care variaza intre 250-700 nm
[148,257, 271].

Sunt intens PAS pozitive datoratd carbohidratilor din proopiomelanocortin (POMC),
precursorul ACTH-ului. Celulele corticotrofe contin ACTH, hormonul de stimulare a
melanocitelor (MSH), endorfina, encefalina si alti derivati ai POMC, toate putand fi evidentiate
imunohistochimic. O caracteristicd a acestor celule este absenta colorarii regiunii perinucleare.
Aceasta structura sferica cu centrul clar inconjurat de un inel intunecat corespunde ultrastuctural
unor vacuole delimitate de membrane care sunt structuri lizozomale specifice, a céror
semnificatie este neclard. Filamente perinucleare de citokeratind sunt caracteristice celulelor
secretoare de ACTH. In conditiile excesului de glucocorticoizi exogeni sau endogeni, celulele
acumuleazd microfilamente de tip I ca manifestare a modificarii hialine a celulelor producatoare
de ACTH.

ACTH-ul este principalul produs al celulelor corticotrofe si principalul derivat al POMC.
ACTH-ul stimuleaza secretia de glucocorticoizi, mineralocorticoizi si androgeni din cortexul
adrenal. Creste secretia proteicd in glandele adrenale, care are ca efect hiperplazia corticald. In
afara acestor functii, ACTH-ul are rol esential in transportul aminoacizilor si al glucozei in
muschi si stimuleaza eliberarea insulinei din pancreas [148,257, 271].
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Celulele tirotrofe reprezinta 5% din celularitatea parenchimului portiunii distale, sunt
dispuse in cordoane la distantd de capilarele sinusoide, mai numeroase 1n zona mediana
anterioara si produc tirotrofina (TSH). Sunt celule de dimensiuni medii de forma poligonala, cu
nucleu rotund situat excentric. Se coloreaza cu reactivi bazici si sunt PAS pozitive.
Ultrastructural contin numeroase organite nespecifice, putini lizozomi, precum si relativ
numeroase granule mici, cu dimensiuni de 150 nm, localizate in citoplasma perifericd. TSH
stimuleaza sinteza tiroglobulinei si secretia tiroxinei si triiodtironinei, actionand asupra celulelor
foliculare tiroidiene. Activarea celulelor tirotrofe depinde de hormonul de eliberare al TSH-ului
sintetizat de hipotalamus. Sinteza sa este limitatd prin mecanism feed-back. In hipotiroidismul
primar celulele tirotrofe sunt hipertrofiate si hiperplaziate. In exces, se produce hipertrofie
pituitara care mimeaza adenomul [148,257, 271].

Celulele gonadotrofe reprezinta 10% din celularitatea parenchimului portiunii distale,
avand distributie difuza. Sunt situate in vecindtatea vaselor capilare si sintetizeaza hormonii
gonadotrofi foliculo-stimulant (FSH) si luteinizant (LH). Celulele gonadotrofe sunt de marime
medie, au formad ovalarda si nucleu rotund situat excentric. Ultrastructural contin numeroase
organite nespecifice (complex Golgi si RE), precum si granulatii cu dimensiuni intre 250 si 400
nm. Studiile imunohistochimice si ultrastructurale au aratat ca cei doi hormoni pot fi produsi fie
de celule diferite, fie de aceeasi celuld. Celulele gonadotrofe au afinitate puternica pentru
coloranti bazici si pentru reactia PAS. LH-ul si FSH-ul au rol distinct si esential in fiziologia
aparatului genital. La femeie LH-ul produce ovulatia si corpul luteal. La barbat stimuleaza
producerea de testosteron de catre celulele interstitiale Leydig. FSH-ul produce maturarea
foliculara la femeie, n timp ce la barbat stimuleaza celulele Sertoli pentru a produce proteina de
legare a androgenilor [148,257, 271].

Celulele folicular stelate reprezinta 5% din celulele lobului anterior, cu dispozitie difuza.
Sunt principalele celule non-secretorii ale portiunii distale a adenohipofizei. Participa la
formarea unor structuri foliculare in porfiunea distald si a chistelor din portiunea intermediara a
adenohipofizei. Formeaza complexe jonctionale, prezintd microvili la polul apical si ocazional
cili proiectati spre lumen. Din cauza tendintei lor de a forma agregate epiteloide in jurul unor
lumene mici au primit denumirea de celule foliculare. Au prelungiri citoplasmatice care se extind
printre celulele cromofile, realizand jonctiuni gap cu prelungirile celulelor folicular stelate
vecine. Astfel formeaza o retea tridimensionald in intreaga adenohipofiza, de unde deriva
termenul de celule stelate. Nu au granule citoplasmatice, ci doar incluziuni lipidice si de
glicogen, si au fost confundate mult timp cu celulele cromofobe. Sunt capabile de diviziune
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mitoticd, dar nu s-a demonstrat ca se pot transforma in celule acidofile si bazofile. Sunt prezente
uneori in adenoame. Au rol de celule gliale, de suport si izolare electrolitica si fluida a celulelor
secretorii. Sunt interconectate prin jonctiuni de tip gap, care reprezintd calea de comunicare
pentru intreaga retea [148, 257].

Imunohistochimic se identifica cu proteina S100, o substanta care nu este prezenta in alte
celule ale lobului anterior. GFAP (anticorpi anti-proteina fibrilara acida gliald) si vimentina pot
fi prezente in celulele folicular stelate, dar sunt nespecifice. Rolul fiziologic al celulelor folicular
stelate este neclar, desi ar putea fi implicate in reglarea secretici hormonale. Configuratia lor si
prezenta a numeroase granule de secretie sugereaza faptul ca ar putea fi derivate din celulele
secretorii. Relatia celule foliculare si celule folicular stelate este inca incomplet studiata.

Portiunea intermediara este localizata intre portiunea distald a adenohipofizei si
neurohipofiza. Lipseste din hipofiza umana la adult, este formata dintr-un epiteliu simplu cubic
la fat si in prima perioada a copildriei. La fatul uman reprezintd 3% din volumul adenohipofizei,
iar la adult nu se mai identifica sub forma unui strat distinct. La acest nivel se observa uneori
chisturi mici, adesea limitati de epiteliu ciliat, care contin un fluid vascos, galben-pal. Odata cu
disparitia santului hipofizar, celulele sunt dispersate in grupe mici sau izolate. Pot fi prezente in
tesutul nervos al procesului infundibular, unde se identifica doar imunohistochimic. Uneori la
adult celulele bazofile ale parenchimului se dispun in cordoane longitudinale care ocupa spatiile
dintre vase. Celulele epiteliale ale portiunii intermediare au forma poligonald, complexul Golgi
si RE rugos bine dezvoltate si contin numeroase mitocondrii, avand citoplasma bazofila. Secreta
hormonul a-melano-stimulator (a-MSH) care induce sinteza si dispersia melaninei, fiind
identificat in acelasi timp si prohormonul — proopiomelanocortinul(POMC) [148,257, 271].

Portiunea tuberala este o extensie a lobului anterior care inconjoara tija pituitard, adesea
lipsind posterior. Portiunea este subtire, separatd de infundibul prin tesut conjunctiv continuu cu
piamater si arahnoida. Celulele parenchimului sunt cuboidale sau columnare joase, dispuse in
cordoane longitudinale si structuri acinare dispuse printre vasele portale. Este cea mai bine
vascularizata portiune a hipofizei. Aceste celule prezinta imunoreactivitate pentru ACTH, FSH si
LH. Desi, in termeni functionali aceste celule nu diferd de celulele similare din portiunea distala,
prezintd frecvent metaplazie scuamoasa. Citoplasma bazofild, contine multe granulatii mici,
lipide glicogen si ocazional coloid [148,257,255].

Variatii morfologice. Un numar de variatii normale histologice a glandei hipofize pot
mima leziuni histopatologice. Celulele scuamoase care formeazd cuiburi cu predilectie in
portiunea tuberald sunt intalnite in 24% din cazuri; rezulta printr-un proces de metaplazie a
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celulelor adenohipofizare, evidentiat prin expresia simultana a citokeratinei si a hormonilor
hipofizari. Invazia bazofila a lobului posterior intalnitda la barbatii in varstd poate mima
adenomul. Celulele bazofile corticotrofe se extind din partea intermediara la neurohipofiza. Desi
aceste celule sunt imunoreactive la ACTH, endorfine si alti derivati de POMC, contin si cateva
filamente de citokeratind si sunt mai pufin susceptibile la hialinizare ca raspuns la
hipercortizolism. Resturile de glande salivare se pot gasi in neurohipofiza, posterior de partea
intermediard. Sunt formate dintr-un singur strat de celule cubice sau columnare cu nuclei situati
la polul inferior si cu citoplasma PAS pozitiva. Ultrastructural contin reticul endoplasmic bine
dezvoltat, microvili si picaturi secretorii. Celulele granulare sunt localizate in tija sau in lobul
posterior si reprezintd 6% din cazuri in special la barbatii in varsta. Sunt celule cu citoplasma
granulara acidofila si intens PAS pozitiva si cu nuclei mici [148, 271].

Modificiri induse de varsti. Celulele pituitare variazi in functie de varsta. In sarcina
celulele lactotrofe sunt hiperplazice datoritd nivelelor ridicate de hormoni estrogeni. Glanda la
prepubertate contine celule gonadotrofe slab dezvoltate. La adult glanda prezintd cateva
modificari odata cu Tnaintarea in varsta. Celulele somatotrofe si lactotrofe nu prezinta modificari
semnificative de numar sau de distributie odata cu Tnaintareca in varsta. Fibroza este cea mai
frecventd modificare indusa de varsta, are distributie perivasculard. Incidenta prezentei
amiloidului este corelata cu varsta, cu prevalenta bolilor pulmonare obstructive si a diabetului
zaharat non-insulino-dependent [255].

Neurohipofiza. Lobul posterior este o extensie ventrala a sistemului nervos central fiind
situsul de eliberare al hormonilor hipotalamici oxitocina si vasopresina. Este constituita din
eminenta mediand, infundibulul (continuarea hipotalamusului) si partea nervoasa.

Axonii neuronilor secretori, ai caror corpi neuronali sunt localizati In nucleii supraoptic si
paraventricular din hipotalamus, patrund in hipofiza posterioara si se termind in vecinatatea
vaselor capilare, formand tractul hipotalamo-hipofizar. Acesti neuroni sintetizeaza doi hormoni:
vasopresina sau hormonul antidiuretic (ADH) si oxitocina. Sunt de natura peptidica, sintetizati
dintr-un precursor cu moleculd mare si din neurofizina. Neurofizinele asociate cu oxitocina si
vasopresina sunt biochimic distincte. In timpul transportului axonal prin tractul hipotalamo-
hipofizar prohormonul este clivat si la nivelul terminatiei axonale sunt eliberati hormonii si
neurofizinele. Oxitocina are ca tintd celulele mioepiteliale si celulele musculare netede ale
miometrului.

Tinta majora pentru vasopresind este reprezentatd de celula ductalda din tubii colectori
renali. Vasopresina circulanta se leaga de receptori specifici, situati la nivelul microdomeniilor
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bazale si laterale i prin activarea sistemului AMPc - proteinkinaza, creste permeabilitatea
membranei celulare pentru api. Din acest motiv, mai poartd numele de hormon antidiuretic. in
absenta vasopresinei, celulele tubului distal si tubilor colectori sunt impermeabile pentru apa
(tumori cerebrale care au invadat hipotalamusul). Afectiunea se numeste diabet insipid si este
caracterizatd de polidipsie si poliurie (cantitatea de urina eliminata pe zi putand ajunge la 18-20
1/zi). In aceste conditii, neurohipofiza este neobisnuit de mare, dar contine putine granule de
neurosecretie, iar vasopresina nu poate fi identificata imunohistochimic [155, 255, 257, 271].

Vasopresina este implicata si in reglarea presiunii sanguine. Scaderea volumului sanguin
stimuleaza secretia acesteia, astfel incat dupa hemoragii masive secretia de ADH este de 50 de
ori mai mare decdt la normal. Actioneazd asupra musculaturii vasculare determinand
vasoconstrictie arteriolara, creste rezistenta vasculara periferica si limiteaza eliminarea apei pe
cale urinara.

Elementele structurale ale neurohipofizei sunt axoni amielinici ai neuronilor cu originea
in nucleii supraoptici si paraventriculari, o refea de capilare si celule gliale specializate
denumite pituicite. Fibrele neurosecretorii sunt asociate cu pituicite, axonii fibrelor fiind frecvent
coafati de pituicite. Histologic, axonii lobului posterior pot fi usor identificati folosind
impregnarile argentice. Dilatatiile axonale focale cunoscute sub denumirea de corpi Herring,
reprezintd acumuldri intraaxonale a hormonilor lobului posterior, fiind vizibile pe sectiunile
colorate cu hematoxilind aluminatd. Apar sub forma unor agregate de material intens colorat de
diferite dimensiuni, bazofile si sunt pozitive pentru glucide (reactia PAS, metacromazie la
albastru de toluidind). In ME se prezinti ca agregate de mici granule neurosecretorii, localizate
in dilatatii axonale. Se estimeaza ca fiecare axon are cate 450 astfel de expansiuni de-a lungul
traiectului si contine in medie 2.000 de granule. in jur de 60% dintre granulatii sunt localizate in
aceste dilatatii, iar 40% in terminatiile axonale, asociate capilarelor fenestrate din lobul posterior.
Ultrastructural, axonii amielinici apar ca fibre delicate, avand 0,05 pm diametru, contin
microtubuli si neurofilamente. Exista doua tipuri de axoni neurosecretori, tipul A si tipul B, in
functie de morfologia granulelor. Fibrele de tip A, mai numeroase decat de tip B, contin granule
de oxitocind si vasopresind cu dimensiuni de 100-300 nm, in timp ce fibrele de tip B contin
granule cu dimensiuni intre 50 si 100 nm. Practic, functia cea mai importanta a neurohipofizei
este de transfer al hormonilor din granulele secretorii in spatiul intravascular [148,257, 271].

Pituicitele sunt celule asemanatoare neurogliilor stelate, care ocupa aproximativ 25% din
volumul porfiunii nervoase a neuro-hipofizei si care prin prelungiri citoplasmatice formeaza o
retea tridimensionala intre axonii neuronilor hipotalamici. Prelungirile sunt conectate
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intre ele prin jonctiuni de tip gap, care au rol de sincronizare metabolica. Aceste celule sunt
imunopozitive la GFAP (filament intermediar caracteristic astrocitelor), la proteina S100 si
vimentina (Figura 1.2). La om, pituicitele au marimi si forme variabile, pot contine incluziuni
lipidice si pigment lipocrom. Prelungirile acestor celule inconjoard adesea terminatiile axonale.
Nu au rol in procesele secretorii, dar reprezintd suportul mecanic si trofic pentru celulele
nervoase §i mentin constantd compozitia ionica a fluidului extracelular. Pituicitele sunt de cinci
tipuri: majore, intunecate, ependimare, oncocitice si granulare. Morfologia lor foarte diversa de
la tipul major astrocitic pana la cel ependimar, pare a fi o reflectie a rolului lor fiziologic [148,

257, 271].

GFAP S100

VEGF EGFR HER2/neu | & f
Fig. 1.2. Hipofiza normala umana, imagine de ansamblu. Profilul hormonal imunohistochimic
pentru cei sase hormoni specifici adenohipofizei. Expresia factorilor de crestere in hipofiza

normala alaturi de expresia GFAP si S100 in adeno- si neuro-hipofiza.

Hormoni hipofizari in alte organe. In trecut se considera ci hormonii hipofizari sunt
produsi doar la nivelul glandei de catre celulele specifice. Imunohistochimic, toti hormonii
hipofizari, cu exceptia celor gonadotrofi, au fost identificati in sistemul nervos central. Acesti
hormoni ,,ectopici” au fost initial considerati ca fiind tot de origine hipofizara, dar datele actuale

pledeaza pentru sinteza lor in neuronii SNC. Astfel, concentratia de ACTH, alfa MSH, beta
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endorfind si STH ramane nemodificatd dupa hipofizectomie. Se pare cd au rol in procesele
invatarii si comportamentului, se comporta ca si neurotransmitatori si moduleaza actiunea altor
neuromediatori asupra neuronilor tinta. Imunoreactivitatea pentru ACTH a fost demonstrata in
unele celule ale tractului digestiv si in unele tumori pulmonare dezvoltate din corpii
neuroepiteliali. Altii, ca vasopresina, oxitocina, alfa MSH au fost identificati in ovar, avand

efecte paracrine [148].
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1.2. Adenoamele hipofizare: histopatologie si profil molecular: controverse si certitudini

Clasificarea adenoamelor hipofizare. De la prima clasificare morfologica propusa de
Cushing in 1912 si pana in prezent, clasificarile adenoamelor hipofizare au urmarit sa combine
aspectele morfologice ale tumorilor cu aspectele clinico-endocrinologice prezentate de pacient.
Cu ajutorul tehnicilor moderne de diagnostic a tumorilor, a corelatiei dintre activitatea endocrina
si aspectele morfologice, profilului imunohistochimic, aspectelor ultrstructurale, au fost obtinute
o serie de progrese in intelegerea biologiei si patogeniei tumorilor adenohipofizare. Clasificarea
clinico/morfologica folositd in prezent de multe laboratoare, nu numai ca ne ajutd sa intelegem
citogeneza adenoamelor, dar si sa identificam diferitele tipuri tumorale care pot prezenta clinic o
simptomatologie similard. In ultimii ani, noi tehnici moleculare au fost folosite in studiul
adenoamelor hipofizare. Aplicarea hibridizarii in-situ si a altor metode moleculare in studii
experimentale ale adenoamelor hipofizare au introdus diferite perspective in intelegerea
functiilor endocrine si celulare ale acestor tumori [128, 171].

Adenoamele hipofizare se Impart din punct de vedere clinic in doud grupe: adenoame
clinic functionale si adenoame clinic non-functionale, in functie de prezenta sau nu a
sindromului endocrin [163, 280]. Majoritatea adenoamelor sunt functionale si produc PRL
,STH, ACTH. Aproximativ o treime din adenoame nu se asociaza cu secretie hormonald si
tablou clinic endocrin. Aceste adenoame non-functionale sunt insotite de un tablou clinic
determinat de efectul de masa al tumorii si cuprinde simptome ca: cefalee, deficite neurologice a
nervilor cranieni, incluzand tulburari ale cdmpului vizual si o hiperprolactinemie moderata
datorita compresiunii tijei hipofizare (efect de tija) [125].

Conform dimensiunilor tumorii, adenoamele se divid in microadenoame (diametru<lcm)
si macroadenoame (diametru>lcm). Adenoame gigante (>4cm) sunt rar intalnite.
Macroadenoamele prezinta o tendintd crescuta de a se extinde supraselar, de a invada tesuturile
vecine si de a recidiva [161]. O clasificare radiologica, propusa de Hardy, este foarte folosita in
practica clinica [114].

Clasificarea in functie de proprietatile tinctoriale ale celulelor tumorale in adenoame
acidofile, bazofile si cromofobe, este depasitd deoarece nu identifica specific tipurile de
adenoame. Acestea prezintd diferite modele de crestere (difuz, papilar, trabecular, etc.). Chiar
daca aceste aspecte histologice nu influenteaza prognosticul, recunoasterea lor este importanta
in studierea leziunilor care pot fi luate in considerare in diagnosticul diferential al adenoamelor.
Imunohistochimia este o0 metoda importanta de clasificare, dar nici ea nu poate distinge un numar
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de subtipuri tumorale specifice. Pentru o clasificare comprehensiva, este necesard analiza
ultrastructurald a adenoamelor. Diferitele tipuri de adenoame sunt prezentate pe baza profilului
lor imunohistochimic, alaturi de care existd remarci importante in legatura cu aspectele
ultrastructurale ale tumorilor [179].

Potentialul invaziv si proliferativ al adenoamelor. Adenoamele hipofizare pot creste
fie expansionandu-se, fie invadand structurile adiacente. in primul caz, tumorile sunt mici, bine
delimitate si restrictionate in saua turceasca. Adenoamele invazive au de obicei o crestere rapida,
invadand tesuturile vecine ca sinusul sfenoid, sinusul cavernos si in unele cazuri chiar tesutul
cerebral.

Mecanismul invaziv al acestor adenoame agresive nu este inca 1inteles pe deplin.
Proliferarea continud de la adenom la adenom invaziv si carcinom nu a fost demonstratd in
marea majoritate a tumorilor. Tendinta de infiltrare locala a adenoamelor hipofizare si invazie a
tesuturilor adiacente pare a nu se corela cu aspectele histologice ale tumorii. Adenoamele
invazive nu trebuie sd prezinte neaparat aspecte histologice de agresivitate incluzand
pleomorfismul, atipia nucleard si activitate mitotica. Chiar dacd atat adenoamele functionale, cat
si cele nefunctionale se pot prezenta ca tumori invazive, s-a observat ca cele functionale au
aceasta proprietate mult mai frecvent.

Studierea activitatii proliferative a adenoamelor a fost utilizata pentru a distinge intre
adenoamele agresive si cele indolente. Aceste studii au aratat ca majoritatea tumorilor prezinta
un index de proliferare sub 3%. Adenoamele clinic functionale prezinta o proliferare mult mai
mare decat cele nefunctionale. Existd o corelatie puternicd intre expresia Ki-67(MIB-1) si
capacitatea de invazie a adenoamelor, Tnsa nu s-a demonstrat incd o corelatie intre indexul
proliferativ si recurentd. Tumorile care prezinta o activitate mitoticd crescuta si/sau un indice
Ki-67 crescut trebuie sa fie desemnate ca adenoame atipice, iar pacientii trebuie urmariti cu
atentie [280].

Patogeneza adenoamelor hipofizare. In pofida investigatiilor impunitoare efectuate,
mecanismele implicate in tumorigeneza si evolutia tumorala a adenoamelor sunt putin cunoscute.
Dezvoltarea adenoamelor hipofizare pare a fi un proces multistadial §i multicauzal in care
factorii endocrini, predispozitia genetica si mutatiile somatice specifice pot servi ca factori
contributivi. Studiile genetice au demonstrat ca majoritatea tumorilor au o origine monoclonala.
Doud anomalii genetice bine caracterizate, au fost descrise in adenoamele hipofizare. Prima
dintre ele implica pierderea alelica a unei gene de presupusd supresie tumorald de la nivel
11q13, defect genetic intalnit in sindromul neoplazic endocrin de tip 1 (MEN 1). La pacientii cu
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acest sindrom, pierderea 11q13 este prezenta in adenoamele hipofizare, precum si in alte leziuni
comune cum ar fi hiperplazia paratiroidiana si tumori endocrine ale pancreasului. Numai 3% din
adenoamele hipofizare se dezvolta in contextul acestui sindrom, astfel incat gena MEN1 nu este
un factor major in dezvoltarea adenoamelor sporadice. Totusi pierderea heterogenica la 11q13 a
fost demonstratd in 10-20% din adenoamele sporadice ,sugerand localizarea genei supresoare la
acest nivel [250].

A doua mutatie genica, descrisa in adenoamele hipofizare este cea a oncogenei gsp,
determinand o mutatie Tn subunitatea o a proteinei G (Gsa). Gsa este o proteina stimulatoare a
adenilat ciclazei in somatotrofe, cuplatd cu receptorul pentru GHRH la nivelul membranei
celulare. GHRH induce transcriptia genei pentru productia si secretia STH. Aceastd proteina
mutanta determina inhibarea activarii guanozin-trifosfatazei, mentindnd sistemul adenilat
ciclazei intr-o continud activare, mimand efectele GHRH la nivelul membranei celulare. Mutatia
gsp a fost identificatda in 40% din adenoamele secretante de STH. Desi, au fost identificate
diferente clinice si biochimice in tumorile cu aceastd mutatie, ele nu difera din punct de vedere
morfologic fata de tumorile STH secretante fara mutatia gsp. Mutatia oncogenei gsp este foarte
rara in alte subtipuri de tumori hipofizare, intalnindu-se si in 10% din tumorile nefunctionale si
5% din cele secretante de ACTH. Aceasta mutatie reprezintd de asemenea baza sindromului
McCune-Albright care se caracterizeaza prin hiperplazie somatotropa si o displazie fibroasa a
oaselor [169].

Un numadr de alte oncogene si gene supresoare tumorale au fost identificate ca posibili
factori ai genezei tumorale hipofizare. Gena de transformare tumorala a hipofizei (PTTG)
transcrie o proteind multifunctionala cu rol in controlul mitozelor, transformarea celulara,
repararea ADN-ului si reglarea genica. Au fost identificate trei gene homologe: (1)PTTGI la
5p33, (2)PTTG2 la 4p12 si (3)PTTG3 la 8q22. Aceastd proteind se exprima la nivele scazute in
numeroase tesuturi, incluzand si hipofiza. Se exprima insd abundent intr-0 varietate de tumori
solide, precum si in adenoamele hipofizare. Expresia PTTG a fost demonstratd in toate
subtipurile de adenoame hipofizare ,secretante sau nesecretante. S-a demonstrat ca PTTG
participa la initierea si progresia tumorala prin mecanisme care implica fosforilarea PTTG de
catre un ciclu celular kinazo-dependent, interactiunea cu factori de crestere, indeosebi FGF-2 si
stimularea angiogenezei[240].

Mutatia protooncogenei H-ras a fost identificatd in trei metastaze ale carcinoamelor
hipofizare si intr-un singur prolactinom agresiv. Mutatia genei de supresie tumorala TP53 este
cea mai comuna in cancerele umane. Totusi, se pare ca acesta nu joacd un rol major in geneza
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tumorilor hipofizare. Nici mutatia TP53, nici deletia 17q nu au fost demonstrate in adenoamele si
carcinoamele hipofizare. Studii imunohistochimice pentru produsul genei TP53 au aritat o
expresie crescutd a proteinei p53 intr-un numar crescut de adenoame si carcinoame invazive,
sugerand ca alte mecanisme decat mutatia genica pot fi implicate in expresia proteica crescuta.

Examinarea numeroaselor adenoame nu a reusit sa stabileasca mutatii ale genei de
supresie tumorald RB. Totusi, pierderea alelica a RB a fost demonstratd in cateva adenoame
invazive si carcinoame hipofizare.

In concluzie, aceste rezultate sugereaza ca, chiar daca mutatiile la nivelul PTTG, H-ras,
RB si TP53 nu sunt direct asociate cu geneza tumorald hipofizara, aceste oncogene si gene de
supresie tumorald pot juca un rol important in progresia carcinoamelor si a metastazelor lor. Un
numar de factori de crestere si factori trofici hipotalamici sunt de asemenea suspectati pentru

participarea lor in mentinerea tumorilor hipofizare prin mecanisme autocrine si paracrine [176].

Tipuri de adenoame

Adenoamele cu secretie de prolactina (PRL). Asa-numitele prolactinoame reprezinta
aproape 80% din tumorile hipofizare functionale si aproximativ 40-50% din totalul adenoamelor.
Datorita tendintei de a controla medicamentos aceste adenoame cu agonisti de dopamina, frecventa
prolactinoamelor in practica chirurgicald este in scadere. Multe din prolactinoame sunt
microadenoame, care apar in perioada reproductiva la femei, acestea prezentand de obicei amenoree,
galactoree si infertilitate. Macroadenoamele (>1cm) apar numai la 30% din femeile
hiperprolactinemice. La barbatii si femeile mai in varstd prolactinoamele sunt de obicei
macroadenoame si se asociaza mai des cu cefalee, defecte neurologice si pierderea vederii. Impotenta
si diminuarea libidoului sunt manifestari comune la barbati. Diagnosticul de prolactinom este
confirmat prin hiperprolactinemie sustinuta si de aspectul neuroradiologic al tumorii.

In microscopia optica, celulele tumorale au marime medie cu citoplasma cromofoba sau
usor acidofila si un nucleu oval situat central. Mici nucleoli pot fi prezenti. Aproximativ 10-20%
din cazuri prezinta microcalcificari, care uneori sunt asa abundente incat pot aparea asa-zisele
»pietre hipofizare”. Prolactinoamele pot produce o substantd amiloid-like, formand mici corpi
hialini. Calcificarile si corpii amiloizi nu sunt patognomonici, dar apar mai frecvent in
prolactinoame decat n alte tipuri de adenoame.

Imunohistochimia aratd pozitivitatea lor la PRL. Pattern-ul coloratiei este foarte
caracteristic, cu o localizare perinucleara si aspect punctiform. Acest pattern a fost numit de unii
autori pattern ,,Golgi”, reflectand localizarea hormonului in complexul Golgi.
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Majoritatea pacientilor cu prolactinoame au fost tratati inainte de interventia chirurgicala
cu agonisti de dopamina. Efectele morfologice ale acestor medicamente sunt prezente in marea
majoritate a pieselor chirurgicale. Acesti agenti produc atrofia celulelor lactotrofe, rezultand in
micsorarea dimensiunilor tumorii. Acestea devin mai mici, prin reducerea citoplasmei, iar nucleii
devin hipercromatici. In plus, pot apirea grade variate de fibroza interstitiald datoritd acestor
agenti medicamentosi. Aspectele ultrastructurale ale prolactinoamelor sunt bine caracterizate.
Prolactinoamele se impart in cele cu granulatii dense si cele cu granulatii rare. Adenoamele cu
granulatii rare sunt mai des intdlnite si celulele lor seamana cu celulele lactotrofe din hipofiza
normald. Celulele adenomatoase se caracterizeaza printr-0 retea proeminentd de reticul
endoplasmatic rugos (RER), un remarcabil complex Golgi si un mic numar de granule secretorii.
Are loc o exocitoza aberantd, granulele pardsind celula la nivelul suprafetelor laterale, proces
tipic acestor tumori. Utilitatea ME in prolactinoame este sub semnul intrebarii, deoarece
deosebirea intre aceste doua subtipuri de adenoame nu are valoare clinica [125].

Adenoame secretante de STH. Aproximativ 20% din adenoamele hipofizare se asociaza
cu evidente clinice sau imunohistochimice de secretic de STH. Adenoamele secretante de STH
sunt insotite de valori serice crescute ale STH si ale factorului de crestere insulin-likel (IGF-1),
precum si de semne si simptome ale acromegaliei si/sau gigantismului. Acromegalia afecteaza
ambele sexe cu o incidentd similard si avand o varsta medie de 40-45 de ani. Simptomele
progreseazd de obicei lent, intdrzierea diagnosticarii fiind In medie 7-10 ani. Mai putin frecvent,
secretia de STH produce gigantism, acesta dezvoltandu-se cand adenomul apare inainte de
inchiderea cartilajelor de crestere, in copilarie si adolescentd. Multi pacienti acromegalici prezinta
macroadenoame Tn momentul diagnosticului, multe dintre acestea fiind expansionate supraselar
sau invadeaza spatiul paraselar. In consecinti, apar simptome secundare expansiunii masei
tumorale, incluzand cefalee si tulburdri de vedere. La aproximativ 30-50% din pacienti, dubla
secretie de STH si PRL duce la aparitia semnelor si simptomelor de hiperprolactinemie [163].

Adenoamele secretante de STH sunt atat eozinofile cat si cromofobe pe coloratiile uzuale.
Aceastd variatie histologica este atribuitd cantitatii variabile de granule secretorii prezente in
citoplasma celulelor. in adenoamele eozinofile, citoplasma are o granularitate crescuti, observati
mai bine in ME. Nucleii sunt ovali, prezinta nucleoli si sunt situati central. In tumorile cu putine
granule secretorii, asa numitele adenoame cu granulatii rare, citoplasma tinde sa fie cromofoba,
jar nucleii sunt situati excentric. In citoplasma existd structuri paranucleare eozinofilice, asa
numitii ,,corpi fibrosi”, care reprezintd acumulari de filamente intermediare si formatiuni
tubulare [221].
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Coloratiile imunohistochimice prezinti in diferite grade imunoreactivitatea STH. In
adenoamele eozinofile, reactivitatea STH este difuza, ocupand intreaga citoplasmi a celulelor. In
contrast, in cele mai multe adenoame cromofobe, reactivitatea STH este focald, avand o
localizare paranucleard, similard cu paternul Golgi al prolactinoamelor. In plus, in adenoamele
cu granulatii rare, corpii ,,fibrosi” sunt puternic pozitivi pentru citokeratine. Imunoreactivitatea
pentru PRL poate fi focala, fard ca pacientii sd prezinte tablou clinic de hiperprolactinemie. Mai
poate fi demonstrata si imunoreactivitatea pentru alti hormoni ca B-FSH, B-LH, a-SU si mai
putin frecvent B-TSH.

Cele douad subtipuri de adenoame secretante de STH sunt usor de identificat prin analiza
ultrastructurald. Subtipul cu granulatii dense este format din celule adenomatoase care amintesc
de somatotrofele normale si care se caracterizeaza printr-o bogata retea de RER, complexe Golgi
proeminente $i numeroase granule secretorii. Celule cu granulatii rare diferd de aspectul
somatotrofelor normale, prezentand o moderata retea de RER si complexe Golgi si un mic numar
de granule secretorii. Aspectul caracteristic al acestui subtip este dat de prezenta acelor corpi
,fibrosi”. Distinctia acestor subtipuri prin analizarea ultrastructurii nu este neaparat necesara.
Includerea citokeratnelor in panel-ul imunohistochimic poate confirma prezenta ,,corpilor
fibrosi”. Importanta clinicd in diferentierea celor 2 subtipuri este controversatd. Se pare ca
subtipul cu granulatii rare prezinta un tablou clinic mai agresiv si o tendintd de invazie locala
mai ridicata.

Ca si in prolactinoame, acromegalia dispune de tratament medicamentos pe termen lung
cu analogi de somatostatina (ex. Octreotid). Acesti agenti pot schimba morfologia adenoamelor;
cea mai comuna modificare fiind aparitia fibrozei perivascular si interstitial [279].

Adenoamele cu secretie mixti STH/PRL. In acest grup de adenoame exist trei tipuri
tumorale care secreta simultan STH si PRL: adenomul cu celule somatotrofe si celule lactotrofe,
adenomul cu celule mamosomatotrofe si adenomul acidifil cu celule stem. Aceste tipuri tumorale
trebuie investigate atdt imunuhistochimic cat si ultrastructural, deoarece diferentierea lor are
implicatii clinice si prognostice. Primele doua tipuri au tendinta de a se dezvolta lent in
comparatie cu adenoamele acidofile cu celule stem. Aceste tumori mixte au un comportament
mai agresiv decat adenoamele cu secretie pura de STH.

Adenomul cu celule somatotrofe si celule lactotrofe. Aspectul clinic predominant al
acestor tumori este acromegalia. Semnele si simptomele hiperprolactinemiei nu sunt intotdeuna
prezente. Histologic tumorile sunt similare adenomului STH-secretant, avand un aspect
eozinofilc/cromofob. Cele doua tipuri celulare formeaza grupuri sau sunt dispersate. La nivel
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ultrastructural, aceste adenoame sunt bimorfe, fiind constituite din doua populatii celulare: celule
cu granulatii dense sau rare, secretante de STH si PRL [180].

Adenomul cu celule mamosomatotrofe. Aceste tumori cu celule cu secretie dubla
reprezintd sub 2% din adenoamele hipofizare si aproximativ 8% din tumorile care asociaza
acromegalie. La fel ca si primul tip, acesta se asociazd mai des cu acromegalia si nivele crescute
de STH, hiperprolactinemia fiind mai putin intalnitd. Histologic aceste adenoame sunt acidofile
pe H&E, iar imunohistochimia demonstreaza prezenta STH si PRL 1n citoplasma aceleiasi celule
adenomatoase. Analiza ultrastructurala demonstreazd o buna diferentiere a celulelor
mamosomatotrfe care prezinta aspecte ale celulelor secretante de STH si de PRL. Celulele sunt
in mare parte similare cu cele cu granulatii dense secretante de STH, dar cu granulele iregulate si
de marimi variabile (20-2000nm). Expulzia granulelor si depozitele extracelulare de material
secretat prezintd caracteristic un aspect comun celulelor diferentiate pentru secretia de PRL
[187].

Adenomul acidofil cu celule stem. Acest subtip neobisnuit de adenom mixt este foarte rar.
Spre deosebire de celelalte doua subtipuri, aceste adenoame se asociaza cu grade diferite de
hiperprolactinemie. Acromegalia este rara, iar nivelul seric al STH este de cele mai multe ori
normal. Majoritatea acestor tumori sunt macroadenoame cu potential invaziv crescut. Deoarece
multi dintre pacienti prezintd aspecte clinice de hiperprolactinemie, diagnosticul are importanta
clinicd si nu trebuie ficutd confuzia cu un prolactinom normal. In microscopia optica, celulele
stem sunt acidofile sau cromofobe cu modificari oncocitice focale in citoplasma.
Imunoreactivitatea pentru PRL, si mai putin pentru STH este prezenta in citoplasma aceloragi
celule adenomatoase. ME este necesara pentru diagnosticul acestui tip de adenom. Intalnim o
populatie de celule imature care prezinta aspecte ale celulelor cu granulatii rare secretante de
STH si de PRL. Modificérile oncocitice cu prezenta mitocondriilor de mari dimensiuni apar in
majoritatea cazurilor [126].

Adenoamele secretante de ACTH. Sindromul Cushing endogen poate rezulta prin doua
mecanisme:

e ACTH-dependent, datoritd unui exces de ACTH de la nivelul glandei hiofizare sau din

tumori ectopice secretante de ACTH.

e ACTH-independent, datorita unei secretii autonome de cortizol de catre tumori

adrenaliene.

e Sindromul Cushing ACTH-dependent reprezinta aproximativ 85% din cazurile
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endogene si este cauzat de adenoamele hipofizare in proportie de 80%. Un numar
foarte mic de pacientii prezintd tumori cu secretie de CRH, in special tumori
carcinoide. Conventional, sindromul Cushing determinat de tumori hipofizare a fost
numit boala Cushing.
Adenoamele secretante de ACTH constituie doua grupuri majore:
e Tumori cu activitate endocrind asociate cu boala Cushing sau cu sindromul Nelson.
e Tumori nefunctionale clinic-asa numitele adenoame corticotrofe silentioase.
Adenoamele ACTH secretante asociate cu boala Cushing reprezinta aproximativ 10-15%
din toate adenoamele. Foarte rar, o hiperplazie a celulelor corticotrofe poate fi sursa bolii
Cushing. Ea afecteaza pacienti de diferite varste, intre 30 si 40 de ani, fiind mult mai frecventa in
randul femeilor (F:B=8:1). Boala Cushing in copildrie este rard si posedd o agresivitate mai
sporita decét la adulti. In comparatie cu adultii, boala aparuti prepubertar este mai frecventa la
sexul masculin.
Marea majoritate a adenoamelor secretante de ACTH sunt microadenoame §i aproximativ
15% sunt invazive Tn momentul interventiei chirurgicale. Adenoamele secretante de ACTH sunt
de obicei bazofile pe H-E si puternic PAS-pozitive. Citoplasma este foarte granulata si nucleii
sunt largi cu cromatina in blocuri si nucleolii proeminenti. Un anumit grad de pleomorfism
nuclear poate fi prezent. Celulele au membranele citoplasmatice distincte si tind sa se atinga
unele pe altele, avand aspectul unui pavaj (tile-like). Formatiunile papilare sunt de asemenea
foarte caracteristice. Adenoamele cromofobe cu citoplasma saraca in granule sunt si ele Intalnite.
Ocazional, citoplasma prezinta la periferie un material de tip de hialin/like, dand aspectul

-4

de celula "tinta”, reprezentand transformarea hialind Crooke. Acest material hialin corespunde
unei acumulari de filamente de citokeratina si pare a fi efectul cortizolului seric crescut pe
celulele hipofizare. Transformarea hialind Crooke este prezenta de asemenea in hipofiza normala
a pacientilor cu sindrom Cushing sau in oricare altd stare patologica cu un statut de
hipercortizolemie. Adenoamele corticotrope prezentand transformare hialina extensiva sunt cele
cu invazie locala si recurenta crescuta.

Adenoamele asociate sindromului Nelson (reprezinta un exces de cortizol fara a se decela
0 leziune hipofizara la examenul radiologic, cu indicatie inadecvata de suprarenalectomie, iar
apoi se descopera adenomul hipofizar) se aseamana din punct de vedere histologic cu cele din

boala Cushing, cu exceptia cad transformarea hialina Crooke nu este prezentd. Studiile

imunohistochimice demonstreaza prezenta in grade variate a ACTH. In plus si alte peptide sunt
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prezente, precum precursori ai POMC: B-lipoprotein, B-endorfina si hormonul stimulator
melanocitar.

Aspectele ultrastructurale ale acestor adenoame se caracterizeaza printr-o buna
diferentiere semanand cu celulele corticotrofe normale. Organitele bine dezvoltate, incluzand
RER, complex Golgi se asociaza cu numeroase granule secretorii largi de diferite forme [181].

Adenoamele corticotrofe silentioase. Aceastd variantd de adenoame se caracterizeaza
printr-o imunoreactivitate la ACTH, in ciuda faptului ca pacientii nu au nici un semn clinic al
bolii Cushing si nici nivele serice care sa ateste excesul de ACTH. Deoarece adenoamele
silentioase sunt nefunctionale clinic, majoritatea sunt macroadenoame, iar pacientii prezinta
semne si simptome determinate de formatiuni de volum. Caracteristic acestor adenoame este
tendinta ridicata pentru hemoragie si apoplexie, fenomene intalnite la o treime din pacienti.

Au fost descrise doua tipuri de adenoame silentioase. Subtipul 1 este similar histologic cu
adenoamele din boala Cushing. Totusi, acest subtip se intdlneste la persoanele mai in varsta.
Subtipul 2 se prezintd diferit din punct de vedere histologic. Acestea sunt amfofile sau usor
bazofile si seamana mai mult cu adenoamele nefunctionale cu celule nule”. Imunohistochimia
demonstreaza prezenta ACTH si a peptidelor precursoare a POMC. Ultrastructura este mai putin
caracteristica adenoamelor corticotrofe tipice.

Fenotipul celulelor normale din care deriva adenoamele silentioase ne este inca elucidat.
Se presupune ca celulele bazofile din lobul posterior, similare ca morfologie cu corticotrofele din
lobul anterior, pot fi potentiale progenitoare pentru adenoamele silentioase de tip1[130].

Adenoame secretante de hormoni gonadotrofi. Spre deosebire de celelalte tumori
secretante, adenoamele gonadotrope nu realizeaza de obicei un tablou clinic determinat de
productia hormonala in exces. Productia de hormoni a acestor tumori este ineficienta, iar detectia
lor in ser este o provocare. Cu ajutorul noilor tehnici de laborator s-a observat ca un mare numar
de adenoame, incadrate initial ca nefunctionale, produc hormoni gonadotrofi sau precursori ai
acestora. Pe baza acestor studii, adenoame gonadotorpe reprezintd o mare parte din adenoamele
non-functionale clinic si aproximativ 20% din toate adenoamele.

Aceste adenoame apar mai frecvent la persoane in decada a 6-a i mai bétrani, cu o
incidentd mai mare la sexul masculin. Tipic acestor adenoame nefunctionale clinic sunt
simptomele determinate de efectul de masa. Apar tulburdri de vedere, cefalee, hipopituitarism,
scaderea libido-ului si pareze de nervi cranieni. Scaderea campului vizual se datoreaza extensiei
supraselare §i compresiunii pe chiasma opticd, aceasta aparand in peste 70% din cazurile de
adenoame gonadotrope.
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In microscopia opticd, multe dintre adenoamele gonadotrope au o citoplasma cromofoba
si nucleii prezintd un pattern fin al cromatinei. Celulele tumorale pot fi dispuse si Intr-un pattern
difuz, 1insd caracteristic acestor adenoame este pattern-ul papilar. Imunohistochimia
demonstreaza grade variate de reactivitate pentru B-FSH, B-LH ,a-SU sau combinatii ale acestor
hormoni. Celulele imunoreactive pot fi imprastiate in tot adenomul, dar de obicei ele se intalnesc
in grupuri. Imunoreactivitatea pentru B-FSH pare sa fie mai des intalnitd, cu o distributie mai
mare decat celelalte glicoproteine.

Intrastructural, aceste adenoame se caracterizeaza prin celule alungite ce confin un numar
redus de granule secretorii mici (50-200 nm). Granulele secretorii sunt distribuite inegal in
citoplasma sau mult mai des, tind sa se localizeze de a lungul membranei citoplasmatice. A fost
descrisda o deosebire intre sexe: in majoritatea adenoamelor la femei apare o transformare
vacuolara tipica a aparatului Golgi, dand un aspect de ,,fagure de miere” [278].

Adenoamele cu celule ,nule” si oncocitoamele. Aproximativ 20% din adenoame nu
prezinta clinic, §i nici imunohistochimic, vreo evidentd cd ar produce un anumit tip de hormon.
Denumirea de adenom cu celule ,,nule” se bazeazd in mare parte pe absenta aspectelor
ultrastructurale de diferentiere specifica. Aceste adenoame se dezvoltd in aceleasi circumstante
clinice ca si adenoamele gonadotrope, determinand in timp semne si simptome datorate masei
tumorale. Mai specific este aparitia lor la femei in postmenopauza si la barbatii in varsta, iar o
mare parte din tumori se prezintd ca macroadenoame. Tumori de mici dimensiuni pot fi decelate
accidental in urma unui examen RMN.

In microscopia optici majoritatea au citoplasma cromofoba. La fel ca adenoamele
gonadotrope, ele pot avea un pattern difuz sau unul papilar bine definit. Degenerarea oncocitica
poate fi intalnita intr-un procent din cazuri (oncocitoamele). In multe cazuri s-a observat o
imunoreactivitate focala si slaba pentru B-FSH, B-LH si/sau a-SU. Prezenta acestor hormoni este
coroboratd cu expresia ocazionald a genelor responsabile de productia lor si secretia unor
cantitdti mici de hormon in culturile celulare. Ultrastructural, se observa o dezvoltare redusa a
organitelor celulare in asociere cu numai citeva granule secretorii. In tumorile cu degenerare
oncocitica se observa o abundenta de mitocondrii.

Citogeneza acestor tumori este Incd necunoscutd. Deoarece multe adenoame cu celule
“nule” pot prezenta imunoreactivitate focala pentru B-FSH, B-LH si/sau a-SU, se presupune ca
existd o oarecare suprapunere intre aceste adenoame si cele gonadotrope. Criteriile de
diferentiere intre aceste doud tipuri sunt incd controversate. Totusi, slaba diferentiere a
organitelor in adenoamele cu celule ,,nule”, le diferentiaza oarecum de adenoamele gonadotrope.
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Aceste doud tipuri de tumori pot avea aceiasi celuld progenitoare care are o capacitate de
diferentiere cu spectrul larg [159].

O varianta distincta si neobisnuitd de tumord oncocitica este oncocitomul cu celule
fusiforme. Aceasta leziune intra des in diagnosticul diferential al astrocitomului de hipofiza
posterioara si se caracterizeaza prin celule fusiforme, bogate In mitocondrii, care sunt pozitive la
proteina S-100 si EMA, dar negative la GFAP si merkeri neuroendocrini. O posibila origine in
celulele foliculostelate a fost propusa pentru aceste celule [268].

Adenoamele secretante de TSH. Adenoamele tireotrope sunt pe ultimul loc ca
frecventd. Aceste tumori pot fi acompaniate de un nivel foarte ridicat al TSH-ului si
hipertiroidism , dar pot exista si cazuri cu hipotiroidism sau eutiroidie. Multe dintre ele sunt
macroadenoame invazive.

Celulele adenomatoase tireotrofe sunt frecvent cromofobe in microscopia optica.
Adenoamele sunt de obicei compuse din celule alungite, angulate sau neregulate.
Imunohistochimia deceleaza TSH 1in cantitati variabile la nivel citoplasmatic. a-SU este de
asemenea pozitiv. In microscopia electronici, celulele sunt moderat diferentiate, cu retele reduse
de RER si complexe Golgi. Granulele secretorii sunt mici (100-200nm), sferice si uniform
electronodense, si de cele mai multe ori dispuse in apropierea membranei citoplasmatice.
Diagnosticul acestor adenoame este problematic daca aspectul clinic si imunohistochimic sunt
nerelevante. In acest caz, ME este de electie pentru un diagnostic cat mai precis [114].

Adenoamele plurihormonale. Adenoamele plurihormonale sunt entitati rare care
prezinta imunoreactivitate la mai mul{i hormoni hipofizari si nu corespund cu citogeneza
normald a hipofizei anterioare. Datoritd raritatii acestor tumori, aspectul clinic nu este bine
caracterizat. Totusi, multe din cazurile raportate in literaturd au prezentat simptome prin efectul
de masd datoritd dimensiunilor crescute in momentul diagnosticului. Aceste adenoame pot fi
monomorfe sau polimorfe. Cele monomorfe sunt constituite dintr-un singur tip celular care
produce doi sau mai multi hormoni. Plurimorfele contin doua sau mai multe tipuri de celule [18].

Orice combinatie hormonald poate fi posibild; totusi, aceste adenoame nu includ
combinatiile: (1)STH,PRL si TSH;(2)FSH si LH. Combinatii intre FSH si GH sau PRL si TSH
au fost raportate. Foarte rar au fost raportate adenoame plurihormonale pozitive pentru ACTH. A
fost descrisa o varianta rara de adenom corticotrop care prezintd imunoreactivitate pentru o-SU.

Acesta din urma prezinta un grad crescut de recurenta si o evolutie agresiva [127].
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1.3. Factorii predictivi pentru diagnosticul si terapia adenoamelor hipofizare

Adenoamele hipofizare pot creste fie expansionandu-se, fie invadand structurile
adiacente. In primul caz, tumorile sunt mici, bine delimitate si restrictionate in saua turceasca.
Adenoamele invazive au de obicei o crestere rapidad, invadand f{esuturile vecine ca sinusul
sfenoid, sinusul cavernos si in unele cazuri chiar tesutul cerebral.

Mecanismul invaziv al acestor adenoame agresive nu este inca inteles pe deplin.
Proliferarea continud de la adenom la adenom invaziv si carcinom nu a fost demonstratd in
marea majoritate a tumorilor. Tendinta de infiltrare locala si invazie a tesuturilor adiacente a
adenoamelor hipofizare pare a nu se corela cu aspectele histologice ale tumorii. Adenoamele
invazive nu trebuie sd prezinte neaparat aspecte histologice de agresivitate incluzand
pleomorfismul, atipia nucleara si activitate mitotica. Chiar daca atat adenoamele functionale, cat
si cele nefunctionale se pot prezenta ca tumori invazive, s-a observat ca cele functionale au
aceasta proprietate mult mai des. Studierea activitatii proliferative a adenoamelor a fost utilizata
pentru a distinge Intre adenoamele agresive si cele indolente. Aceste studii au aratat ca
majoritatea tumorilor prezintd un index de proliferare sub 3%. Adenoamele clinic functionale
prezinta o proliferare mult mai mare decat cele nefunctionale. Exista o corelatie puternica intre
expresia Ki-67(MIB-1) si capacitatea de invazie a adenoamelor, 1nsd nu s-a demonstrat inca o
corelatie intre indexul proliferativ si recurenta tumorilor. Tumorile care prezintd o activitate
mitoticd crescutd si/sau un indice Ki-67 crescut trebuie sd fie desemnate ca adenoame atipice,
iar pacientii trebuie urmariti cu atentie [280].

Recent, Ki67 nu mai este studiat separat in adenoamele hipofizare ci in corelatie cu alti
factori care stimuleaza proliferarea si tumorigeneza formatiunilor de volum pituitare. Astfel
implicarea concertatd a Ki67 si a p5S3 1n patogeneza adenoamelor hipofizare recurente si agresive
pare sd fie legat de o instabilitate genetica ridicata in grupul acestor adenoame pituitare.

Antigenul Ki67 reflecta starea de proliferare celulelor tumorale in acel moment mai
degraba decat rata de proliferare celulara . Antigenul a fost dovedit a fi puternic corelat cu
expresia timidinei si determinari de citometrie de flux de fractiuni de faza. Primele rapoarte ale
indicelui Ki 67 evaluat in mod special in adenoamele hipofizare s-a realizat pe material congelat
sau proaspit, in timp ce materialul incorporat in parafini a fost folosit mai tarziu. In ceea ce
priveste identificarea antigenului, Key et al . a raportat trei anticorpi ca variante recombinate ale
antigenului ( MIB 1-3 ) Ki 67 si le caracterizeaza ca adevarati echivalenti de Ki 67 [153]. Alte
studii au confirmat validitatea rezultatelor comparativ cu anticorpii mentionati. Din 1995, in
literatura de specialitate au fost raportate discutii de evaluare a MIB - 1 in tumori hipofizare. In
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studiile lui Knsop si colab ., Zhao si colab. si Mastronardi colab, reactia pozitiva medie a Ki 67 a
fostde 1,1, 1,4, si 2,64 % , respectiv. In alte studii, reactia medie la MIB - 1 a fost de 1,22 %
[154, 191, 347]. La examinarea de tesut proaspat si material la parafind, sunt gasite cazuri
negative pentru Ki67, precum si cazuri cu procente care se abat semnificativ de la medie.
Folosind MIB - 1 in sectiunile inglobate in parafina , au fost raportate valori de 3,6 pana la
16,4% . Alti autori au raportat valori de 16,45 % si chiar 23.37 % [244], in seriile lor, valori care
sunt de obicei gasite In carcinoamele hipofizare .

In 2004, OMS a dezvoltat o noui clasificare pentru adenoamele atipice, pe baza
markerilor tumorali care se coreleaza cu agresivitatea tumorilor hipofizare, inclusiv carcinoame
hipofizare. Cea mai noua denumire serveste ca un intermediar intre adenoamele hipofizare tipice
si carcinoame, acestea din urmd sunt rar intilnite si cuprind mai putin de 1 % din totalul
adenoamelor hipofizare primare. Potrivit clasificarii recente a OMS, criteriile de diagnostic
pentru adenom atipic includ supraexpresia p53, MIB - 1 mai mare de 3 % .

Ki- 67 LI > 1,3 %, a fost gasit de catre Gejman et. al. ca factor predictiv cu o mare
specificitate pentru adenoamele hipofizare [267]. Capacitatea predictiva pentru agresivitate este
in general mai mare in adenoamele secretorii cum ar fi prolactinoamele (care prezintd o cea mai
mare parte a adenoamelor hipofizare cu LI crescut si utilizand pragul de 3 % pentru caracterul
invaziv s-a obtinut o specificitate de 97,3 % si 0 sensibilitate de 73 %).

Righi si colab. au raportat recent ca pragul utilizat in mod obisnuit pentru Ki67 de 3%
are o specificitate mare (89,5 %), dar o sensibilitate scazuta (53,8 %) [265]. Folosind analiza de
imagine, au descoperit ca Ki67 LI este un factor de prognostic util in adenoamele hipofizare non-
functionale, ACTH, si adenoamele PRL, dar cu praguri diferite. Adenoamele de tip null cell
adenoma sunt de doua tipuri: (a) adenoame si (b) adenoame ne invazive caracterizate prin Ki-
67 mai mare de 1,95 %. Pentru adenoamele PRL pozitive a fost identificat doar 1 subgrup cu un
risc ridicat de recurenta / progresie: adenoame cu Ki67 mai mare de 4,40 %. Adenoamele
functionale ACTH cu Ki 67 mai mare de 1,70 % a caracterizat subgrupul cu un risc ridicat de
reaparitie / progresie.

Diferitele tehnici de masurare LI (analiza imaginii vs manuala), precum si heterogenitatea
tumorala i variabilitatea intre observatori sunt factori care pot afecta aceasta analiza .

Proteina S100 si proteina gliala fibrilara acidda (GFAP) in adenoamele hipofizare sunt
putin studiate. Expresia lor in tesutul hipofizar este limitata la descrierea in celulele follicular
stellate precum si in legatura cu celulele stem din hipofiza anterioara. Celulele follicular stellate
au fost raportate ca fiind reactive in adenoamele hipofizare si avand o heterogenitate de expresie
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a proteinei S100 si a GFAP, astfel au fost definite subgrupe cu fenotipuri diferite. Expresia
proteinei S100 si a GFAP in celulele tumorale ale adenoamelor hipofizare este foarte putin
studiata si implicarea acestor factori in evolutia si patogeneza adenoamelor hipofizare este foarte
putin corelata cu alti factori prognostici sau cu rol terapeutic studiafi anterior in adenoamele
hipofizare. In baza datelor disparate din literaturd, cercetirile desfasurate in cadrul prezentei
lucrari au fost initiate cu scopul de a elucida implicarea celor doi markeri in evolutia si

prognosticul adenoamelor hipofizare si corelatia expresiei acestora cu factorii de crestere.
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1.4. Implicarea factorilor de crestere si a receptorilor corespondenti in patologia

adenoamelor hipofizare

VEGF-A (VEGF) este membrul unei familii de citokine strdns inrudite, cu atributii
primordiale in vasculogeneza, angiogeneza fiziologica, patologica si limfangiogeneza. VEGF-A
este membru al unei familii de glicoproteine dimerice care apartin superfamiliei PDGF (factorul
de crestere derivat din plachete) de factori de crestere. Alti membri ai familiei includ: VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E si PIGF (factorul de crestere placentar). PIGF este exprimat in
placenta, avand totodata rol accesoriu in angiogeneza patologicd prin potentarea activitatii
VEGF-A [115]. VEGF-B ar avea rol in dezvoltarea arterelor coronare [146]. VEFGF-C se leaga
de VEGFR-3, care este exprimat pe endoteliu limfatic si este imlicat in limfangiogeneza. VEGF-
D este un factor mitogen al celulelor endoteliale, interactionand cu VEGF-2 si VEGF-3.VEGF-
E, codificat de virusul orf, induce angiogeneza prin legarea de VEGFR-2 [206]. Cele doua
activitati biologice principale ale VEGF- activitatea mitogena si activitatea de inducere a
permeabilitatii vasculare - au fost descrise separat si denumite autonom ca si factorul de
permeabilitate vasculara VEGF (factorul de crestere endotelial vascular). Eliberarea unui agent
de inducere a permeabilitatii vasculare de catre celulele hepatocarcinomului de porc de guineea a
fost raportata in 1979 [74]. Acest factor a fost ulterior denumit factorul de permeabilitate
vasculara-VPF [283]. sau vasculotrofina [248]. Activitatea mitogena a acestui agent pentru
celulele endoteliale a fost utilizata pentru a-i monitoriza purificarea iar pe baza selectivitatii sale
pentru celulele tinta, agentul purificat a fost denumit VEGF [84, 104]. VEGF este un mitogen
puternic si specific pentru celulele endoteliale ale sistemelor circulator si limfatic [11, 17, 46].
fiind secretat de mai multe tipuri de celule: limfocite T, monocite, macrofage, plachete activate,
fibroblaste, celule muscular netede si cel mai important de celule neoplazice [220, 263, 269,
293]. VEGF-A este supraexprimat in majoritatea cancerelor umane solide dar ar aparea si in
limfoame si alte malignitati hematologice [38, 75, 291]. VEGF-A este supraexprimat nu doar de
celule canceroase invazive dar si de unele leziuni premaligne (de exemplu leziuni precursoare de
cancer de san, col uterin, colon), nivelele de expresie crescand direct proportional cu progresia
maligna [29, 110, 332]. Adenoamele pituitare si hemangioamele benigne rar supraexprima
VEGF-A, spre deosebire de tumorile vasculare maligne si leiomioamele uterine.

Desi celulele maligne sunt responsabile in principal pentru expresia VEGF-A in tumori,
celulele stromale si chiar si endoteliul vascular pot exprima VEGF-A, dar in cantitati mai mici,
in special in conditii de hipoxie [70, 91, 122, 219].
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Expresia VEGF in adenoamele hipofizare. VEGF-A este o glicoproteina dimerica,
catenele careia sunt legate printr-o legatura disulfidica, cu o masa moleculard de 34-45 kDa [83,
98]. Gena pentru VEGF-A este localizata pe cromozomul 6, fiind format din 8 axoni; prin
procesul de splicing alternativ se obtin mai multe izoforme diferite. Cele mai proeminente
izoforme codifica in celulele umane polipeptide a cate 189, 165 si 121 de aminoacizi. VEGF-
A165, este forma predominanta si nu congine aminoacizii codificati de exonul 6. Aceste izoforme
au proprietati fizice diferite: VEGF-A 121 este solubila si nu leaga heparina. Izoformele VEGF-
A 165 si 189 au sarcind bazica crescuta si leaga heparina cu afinitate crescuta. VEGF-A165 a fost
purificat initial pe baza afinitatii pentru heparina [283, 285]. Heparina, heparan-sulfatul si
heparinaza disloca izoformele mai mari ale VEGF-A de pe locurile de legare ale
proteoglicanilor; clivajul prin plasmind de asemenea activeaza izoformele prin eliberarea lor din
celule sau din matrice [131]. In ciuda diferentelor fizice, izoformele VEGF-A au activitati
biologice aparent identice cand sunt libere in solutie. VEGF-A isi mediaza efectele prin legarea
de 2 receptori transmembranari tirozin-kinazici cu afinitate crescuta, care sunt exprimati selectiv
dar nu exclusiv pe endoteliul vascular: VEGFR-1 (Flt-1) si VEGFR-2 (KDR, Flk-1), ce sunt
supraexprimati in vascularizatia tumorald care exprima VEGF-A [284] si au 7 domenii
extracelulare immunoglobulin-like [68, 298]. Exista de asemenea o forma trunchiata a VEGFR-1
in ser, care isi pastreaza activitatea de legare a VEGF-A. Soarecii nuli pentru VEGFR-1 sau
VEGFR-2 sunt embrionic letali. Spre deosebire de VEGF-C si VEGF-D, VEGF-A nu se leaga de
VEGFR-3. Recent, un receptor non-kinazic, neuropilina (NRP-1) potenteaza legarea VEGF-A de
VEGFR-2. Neuropilina este mai putin selectiv exprimata pe endoteliul vascular ca VEGFR-1 si
VEGFR-2 iar rolul sau in angiogeneza tumorala este sub investigatie [207, 208]. Desi VEGF se
leaga de VEGFR-1 cu o afinitate de 10 ori mai mare ca a VEGFR-2, acesta mediaza in principal
semnalizarea VEGF 1in celulele endoteliale [296]. VEGFR-2 este responsabil pentru medierea
permeabilitatii microvasculare si pentru proliferarea si migrarea celulara. VEGFR-1 ar avea un
rol independent in a stimula motilitatea celulara si a atenua unele cai de semnalizare si efectele
biologice ale VEGFR-2 [33, 36, 52, 99, 342].

VEGF-A creste permeabilitatea microvasculara, mai ales la nivel de venule postcapilare
si vene mici pentru macromolecule circulante. VEGF-A este unul din agentii de permeabilitate
vasculara cei mai potenti, cu 0 putere de 50.000 de ori mai mare ca cea a histaminei [74, 76,
283]. La nivel molecular, VEGF-A activeaza transcriptia genica in celulele endoteliale, inclusiv
factorul tisular procoagulant, proteinele caii fibrinolitice (urokinaza, t-PA, PAI-1, receptorul
pentru urokinaza), MMP (metaloproteinaze de matrice), transportorul GLUT-1, sintaza oxidului
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nitric, mitogeni, factori antiapoptotici (bcl-2, A1, survivina) [31, 75, 83, 97, 291]. VEGF-A este
un factor de supravietuire pentru celulele endoteliale, protejeaza celulele endoteliale de apoptoza
[20] si intarzie senescenta celulelor endoteliale [327]. Toate tumorile, fara exceptie, care
supraexprimda VEGF-A au microvascularizatie, ale caror celule endoteliale supraexprima atat
VEGFR-1 cat si VEGFR-2 [28, 29, 31, 30, 110, 116, 291, 117, 246, 247, 330]. Angiogeneza este
procesul de dezvoltare de noi vase din vasele sangvine existente si este crucialda pentru
dezvoltarea embrionului, vindecarea ranilor si ciclul reproductiv al femeii. De asemenea, s-a
desemnat importanta angiogenezei in procesul de crestere tumorala si metastazare [87].
Neovascularizatia este esentiala pentru formarea tumorilor pituitare, VEGF fiind unul dintre cei
mai importanti inductori ai angiogenezei. In glanda pituitard umani normali, VEGF-A a fost
localizat cu predilectie in celulele corticotrofe, somatotrofe si foliculostelate, inregistrand nivele
mai joase si in alte tipuri celulare [315].

De obicei adenoamele pituitare sunt mai putin vascularizate de cat glanda pituitara
normala iar rolul angiogenezei in aceste tumori este la nivel de investigatie. Astfel, s-a descris o
angiogenezd lenta in prolactinoame si densitdti vasculare chiar mai scazute in adenoamele
pituitare umane comparativ cu tesutul pituitar normal [183, 337]. Doar carcinoamele prezinta o
crestere clara a densitatii microvasculare. Un studiu realizat in 2010, pe o serie de 56 de
adenoame pituitare inlaturate chirurgical a incercat sd determine expresia proteinelor VEGF si
CD31, utilizand tehnica Western Blot [37, 183]. Autorii au gasit ca expresia proteinei VEGF a
fost distribuita neuniform in diferite componente celulare ale adenoamelor hipofizare, dupa cum
au determinat si alti autori. Analiza Western Blot a celor 56 de adenoame pituitare din aceasta
serie a evidentiat ca expresia proteinei VEGF a fost mai mare in prolactinoame, comparativ cu
adenoamele hipofizare nefunctionale, GH si ACTH -secretante. Dar aceastd observatie a
autorilor poate fi si legatda de faptul ca un procent mare de adenoame din serie erau de fapt
macroprolactinoame. Intr-un numir semnificativ de studii anterioare s-a descris faptul ci
macroprolactinoamele sunt semnificativ mai vascularizate decat microprolactinoamele [307,
308]. Prin tehnica de imunohistochimie, s-a observat un spectru larg de imunoreactivitate pentru
VEGF 1in diferite tipuri de adenoame hipofizare [182, 194, 224]. Viacava et al [311] nu a
identificat diferente in expresia VEGF intre tumori hipofizare de histotipuri diferite utilizand
imunohistochimia (IHC), in timp ce Lloyd et.al a observat coloratie pentru VEGF mai scazuta in
glandele normale comparativ cu cea din adenoame, dar nivele mai crescute de expresie a VEGF
in carcinoame pituitare [182]. McCabe et all a comparat ARNm pentru VEGF intr-0 serie de
adenoame hipofizare, seria care continea 77% adenoame pituitare nefunctionale si 4%
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prolactinoame; autorul a gasit expresia cea mai 1naltd in adenoamele hipofizare nefunctionale si
in cele somatotrofe [194]. Rezultatele au fost ulterior confirmate prin tehnica Western Blot,
utilizand 20% din esantioane. Expresia mai scazutd a VEGF in adenoamele ACTH-secretante
poate fi si legata de faptul ca sinteza de VEGF poate fi inhibata de glucocorticoizi; in vitro
glucocorticoizii sunt inhibitori potenti ai sintezei de VEGF [184, 311].

Masurarea densitatii vasculare a fost utilizatd pentru a investiga angiogeneza in diferite
tumori. Aceasta s-a aratat ca este o metoda cantitativa utila pentru a evalua angiogeneza, in ciuda
faptului ca angiogeneza este un proces dinamic si MVD (densitatea vasculara medie) este 0
masura staticd. Densitatea microvasculara se coreleaza cu concentratia si expresia factorilor de
crestere proangiogenici, de exemplu VEGF si FGF-2 [303].

Densitatea vasculara a diferitelor tumori a fost evaluata prin numararea vaselor marcate,
utilizand imunohistochimia cu anticorpi directionati spre diferiti markeri endoteliali, atat in
sectiunile inghetate cat si in cele incluse la parafina. Anticorpii cei mai uzuali utilizati includ
anticorpii directionati impotriva antigenelor endoteliale: F8 (Factor 8 related antigen - antigenul
inrudit cu factorul 8), CD31 (molecula de adeziune la celula endoteliala a plachetelor), CD34, si
lectina ulex europaeus aglutinina 1 (UEAL). Acesti markeri diferd in sensibilitatea lor de a
detecta endoteliul [123, 282]. In ceea ce priveste densitatea microvascularizatiei, rezultatele sunt
controversate: unii autori au gasit vascularizatie mai dezvoltatd in tumorile secretante de
prolactind [266, 2308]. si alti autori au gasit ca prolactinoamele au avut cea mai mica densitate
microvasculari, iar adenoamele TSH-secretante cea mai mare densitate microvasculara [224]. In
literatura s-a raportat cd tumorile ACTH-secretante au avut cea mai mica densitate
microvasculara [138, 308], in timp ce alti autori au observat ca adenoamele GH-secretante au
avut cea mai mica densitate microvasculara [147, 238, 317], sau cea mai mare [308]. Pentru a
face si mai dificila analiza MVD in adenoamele hipofizare, se adauga faptul ca unii autori nu au
gasit diferente semnificative in densitatea microvasculara intre subtipurile hormonale de
adenoame pituitare [295, 311].

In studiul autorilor din 2010 pe seria de 56 de adenoame pituitare [37] s-a gisit o
corelatie crescuta intre expresia de VEGF si CD31 pentru toate tipurile de adenoame pituitare, in
special pentru prolactinoame si adenoame nefunctionale. Aceste rezultate vin in contradictie cu
rezultatele publicate de Viacava et all, care a desemnat ca densitatea microvasculard nu se
coreleaza cu expresia de VEGF [311]. Aceasta discrepanta ar putea fi explicatd de diferente in
metodologie.

Autorii studiului [37] au evaluat 2 markeri de proliferare: Ki67, un antigen nuclear
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exprimat in G1,G2 si faza de sinteza a ciclului celular dar nu in faza GO [299] si PCNA, o
proteind nucleara identificatd ca o proteina auxiliard a enzimei DNA polimeraza delta, care se
coreleaza bine cu proliferarea celulard [132]. si care a fost masurata de catre autori prin tehnica
Western Blot. Nici unul din cei 2 markeri de proliferare nu s-a corelat in studiu cu markerii
angiogenici CD31 si VEGF, rezultatele concordand cu ale altor autori [224, 245, 306, 309, 312,
317]. Deci VEGF ar contribui la un aport vascular tumoral adecvat prin mecanisme complexe,
altele decat proliferarea celulara. Unele informatii din literaturd sugereaza ca VEGF ar putea
prelungi supravietuirea celulara prin inducerea expresiei unei proteine antiapoptotice bcl-2 in
adenoamele pituitare. Deci activitatea angiogenica a VEGF este mediata partial prin protectia
celulelor endoteliale de apoptoza [225, 309].

S-a observat asocierea VEGF cu hemoragia intratumorala [5] si, de asemenea, se descrie
un rol pentru VEGF in aparitia peliozei, o forma de mimetism vasculogenic [86, 312]. Pelioza ar
putea fi explicata prin functia de permeabilizare a VEGF si de fenestratia crescuta indusa in
vasele sangvine stimulate prin supraexpresia VEGF. Pelioza poate fi observata in prolactinoame
[211] si alte adenoame pituitare [330]. In studiul autorilor [37] expresia VEGF a fost similara la
ambele sexe, nefiind influentata de varsta sau ani de evolutie a adenoamelor hipofizare. Aceasta
observatie este in concordantda cu majoritatea studiilor, care au aratat ca sexul, varsta sau rata de
recurenta sunt factori care nu au influentat expresia VEGF [165, 311]. S-au raportat rezultate
contradictorii intre MVD si varsta sau sexul pacientilor: Jugenburg [138, 147] nu a observat nici
o corelatie dar Turner etal [307, 308] a evidentiat ca MVD tumorala, in adenoamele
somatotrofe, scade odati cu inaintarea in varstd. Insd, intr-un alt studiu, s-a observat o corelatie
pozitiva intre varsta si MVD [224, 238]. In seria celor 56 de adenoame hipofizare [296], autorii
au observat ci CD31 nu a fost diferit intre sexe si nici nu s-a corelat cu vérsta pacientilor. In ceea
ce priveste adenoamele nefunctionale, s-a observat o corelatie pozitivd intre CD31 si varsta
pacientilor, asadar, conform acestor studii, varsta ar influenta gradul de neovascularizatie al
adenoamelor nefunctionale [183, 317].

In aceastd ordine de idei, investigatiile efectuate inregistreazi expresarea VEGF in
adenoamele pituitare, in special in macroprolactinoame. Corelatia pozitiva intre expresia VEGF
si CD31 in adenoamele hipofizare sugereaza participarea vascularizatiei tumorale in dezvoltarea
adenoamelor.

Editia 2004 a clasificarii histologice OMS a tumorilor endocrine a ilustrat doar 3 tipuri
acceptate de leziuni adenohipofizare: adenoame pituitare tipice, adenoame pituitare atipice si
carcinoame pituitare. Indexul de proliferare Ki67 este foarte util prin corelatia sa cu invazivitatea
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si probabil prognosticul tumorilor. Adenoamele pituitare cu index crescut (>3%) si
imunoreactivitate pS3 extensiva au fost considerate adenoame pituitare atipice, sugerand un
potential malign sau de transformare maligna. Diagnosticul de carcinoame pituitare se stabileste
doar atunci, cand exista metastaze cerebro-spinale sau sistemice [82, 94, 118]. Al-Shraim si Asa
au publicat o versiune a clasificarii histologice WHO, cu referire la factori de transcriptie si
secretie hormonala [3]. Alti markeri valorosi in diagnosticul adenoamelor pituitare sunt: MMP
(metaloproteinaze de matrice), topoisomeraza 2 - (Top)2 [134, 316], COX-2, expresia de VEGF
si factori indusi de hipoxie (HIF) [23, 229, 314, 316]. impreuna cu densitatea microvasculara si
entropia structurala microvasculara [160, 313, 314]. Exista un numar mare de liganzi ca: FGF-2,
IGF-1, TGF-a, EGF, VEGF in micromediul celulelor pituitare normale si al celor adenomatoase,
care interactioneaza cu receptori specifici si fac parte din clasa de protein-tirozin kinaze.
Activarea acestor receptori, este indusa de ligand, prin autofosforilare rapida, dar de scurta
durata, care ulterior este dezactivata prin intermediul fosfoprotein-fosfatazelor.

Unul din factorii de crestere care se leagd de EGFR este TGF-a, factor supraexprimat in
adenoamele pituitare, pe cand bFGF si TGF-o sunt exprimate in toate tipurile celulare si expresia
lor este diminuata de TGF-B. Celulele invecinate in glanda pituitara, la fel ca celulele
foliculostelate, creeaza un micromediu pentru pituicite, pentru secretia factorilor de crestere, in
special EGF si citokine. Cresterea anormald a celulelor pituitare este mediatd de mecanisme
paracrine, in care un rol central il are tandemul EGFR-PTTG. O terapie de perspectiva pentru
adenoamele pituitare ar putea fi inhibitia expresiei de PTTGI, mediata de EGFR1 [312].
Substratul caii de semnalizare EGFR- Eps8 [319] este supraexprimat in adenoamele pituitare
umane comparativ cu glanda pituitard normald. Calea de semnalizare declanseaza proliferare
crescutd si mecanisme antiapoptotice in celulele pituitare prin activarea caii MAPK via ERK si a
caii PI3K via AKT. Nivele crescute de proteine Eps8, AKt si ERK activate au fost gasite in
special in gonadotrofinoame.

EGFR apartine familiei de receptori tirozin-kinazici, in care exista 20 de forme inrudite
functional dar diferite structural. Subfamilia EGFR este formata din 4 receptori inruditi: EGFR
(HER1 sau ErbB1), HER2 (sau ErbB2/neu), HER3 (ErbB3) si HER4 (ErbB4) [335]. Din punct
de vedere structural, fiecare receptor este o glicoproteind transmembranard, formata dintr-un
domeniu extracelular NH2-terminal, o regiune transmembranard hidrofoba, un domeniu
citoplasmatic care contine un domeniu tirozin-kinazic si o regiune carboxi-terminala cu activitate
de tirozin-kinaza intrinseca [111]. Fixarea liganzilor specifici, asa ca EGF si TGF-o la EGFR
determina dimerizarea receptorului si autofosforilarea domeniului intracelular [264, 281]. Exista
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2 cai implicate in semnalizarea EGFR: ras-raf-1-MAPK si PI3K-Akt. Fosforilarea MAPK
determina activarea mai multor factori de transcriptie: asa ca Elk-1, Sap-1, c-Myc si altii. Rolul
caii Akt este de a inhiba unele proteine care induc apoptoza, cum ar fi Bcl-2 si caspaza-9. Prin
urmare, prin activarea acestor cadi se produce o semnalizare mitogenicd, care genereaza
mecanisme esentiale pentru progresia tumorald: proliferare celularda, inhibarea apoptozei,
angiogeneza si invazia [254]. EGFR este exprimat de mai multe tipuri celulare, in special celule
epiteliale glandulare [54, 298]. Expresia EGFR este crescutd in mai multe tumori epiteliale,
astfel incat co-expresia nivelelor crescute de EGFR si liganzii sai genereaza un fenotip celular
transformat [93]. Supraexpresia de EGFR, in majoritatea tumorilor, poate sa nu fie asociata cu
modificari detectabile in gena EGFR, dar exista exceptii cum ar fi glioamele sau carcinomul cu
celule scuamoase, care prezinti amplificarea genei EGFR. In unele studii, expresia de EGFR a
corelat cu markeri de agresivitate clinica [178, 273, 274]. Insi o meta-analizd recenta
demonstreaza ca expresia de EGFR, dimpotriva, rar coreleazd cu evolutia clinica [233]. Alt
studiu ar fi inaintat ipoteza ca fosforilarea de EGFR, si nu neaparat supraexpresia sa, ar fi
asociatd cu un prognostic prost [222]. Factorii de crestere polipeptidici, inductori ai proliferarii
celulare, sunt implicati in tumorigeneza [63, 119, 151] si ar putea avea un rol si in tumorigeneza
pituitara [168]. Expresia de EGFR si liganzii sdi specifici au fost examinati in adenoame pituitare
cu rezultate foarte variabile [77]. Fosfo-EGFR[P-EGFR]., forma activatda de EGFR in adenoame
pituitare si carcinoame a fost examinata de un grup de autori, [8] care au investigat expresia si
starea de activare a EGFR 1in glanda pituitara normala, adenomul pituitar si carcinomul pituitar
fiind investigate prin imunohistochimie (IHC) si hibridizare in situ (ISH), utilizand tehnica de
microarray tisular (TMAs). RT-PCR a fost utilizat pentru analiza expresiei de EGFR-ARNmM.
Autorii au examinat expresia de EGFR in tesutul pituitar normal si in adenoamele pituitare prin
IHC si ISH, utilizand tehnica de microarray tisular. Ambele metode au evidentiat expresia de
EGFR in majoritatea adenoamelor hipofizare. In total 60% din adenoamele pituitare au fost de la
moderat la intens pozitive pentru EGFR. Expresia de EGFR a fost mai mare in adenoamele
pituitare non-functionale (adenoame LH/FSH si adenoame cu celule nule) - 76% - fata de
adenoamele functionale (GH, PRL, ACTH) - 34%. In grupul celor functionale, adenoamele
ACTH secretante au reprezentat cel mai mic procentaj de tumori care exprima EGFR [227].
Constatarea expresiei mai intense a EGFR 1n adenoamele pituitare nefunctionale este similara cu
cea din studiul altor autori LeRiche et al [172] si Chaidarun et al [40].

In studiul mentionat, [40] expresia de P-EGFR, forma activati de EGFR, a fost
considerabil mai scazutd in comparatie cu EGFR. Autofosforilarea indusa de ligand a EGFR
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implica dimerizarea sa [153]. Expresia concomitentd a EGFR si a liganzilor sai reprezinta un
mecanism de stimulare autocrind a celulelor tumorale, determinand agresivitatea clinicd a bolii
[21].

Un studiu realizat de Birman et all [21] a aratat ca locurile de legare ale EGF au existat in
glanda pituitara normald dar nu in adenoamele pituitare functionale sau cele non-functionale.
Studii mai recente au demonstrat insd expresia de EGF in adenoamele pituitare, utilizdnd IHC
sau RT-PCR, rezultatele fiind foarte variabile [22, 44, 140, 172]. Intr-un studiu a 46 de
macroadenoame pituitare, s-au decelat locuri de legare al EGF cu expresic foarte variabila:
pozitivitatea pentru EGFR a fost observata in 55% din macroadenoame, mai ales prolactinoame
(76%) si adenoame LH/FSH (62%) [343]. In studiul acesta autorii [152] au descris 2 clase de
locuri de legare pentru EGF: cu afinitate crescuta si cu afinitate scazuta.

Intr-un studiu prezent, [150] primul, care evidentiaza expresia de EGFR in carcinoame
pituitare: 5 din cele 7 tumori studiate (2 carcinoame pituitare ACTH secretante, 2 secretante de
prolactind si un carcinom pituitar LH/FSH) au aratat imunoreactivitate considerabild pentru
EGFR si P-EGFR. In acest studiu, [150, 172] carcinoamele pituitare au avut probabilitate mai
mare de a supraexprima EGFR si P-EGFR comparativ cu adenoamele pituitare. Observatia a fost
mai pertinentd cand au fost comparate adenoamele functionale, in special cele GH- si ACTH-
secretante, cu carcinoamele pentru expresia de P-EGFR. Aceste date sugereaza un rol al EGFR
in progresia adenoamelor pituitare.

Expresia de EGFR in celulele pituitare normale a fost descrisa in mai multe studii, [150,
154] unul dintre care, [80] relateaza prezenta nivelurilor scazute de EGFR 5-10% din celulele
pituitare. In unele studii [228, 300] expresia de EGFR, proteinid P-EGFR si EGFR-ARNmM a fost
prezentd 1n glandele pituitare normale, variind in diferite tipuri celulare.

S-a formulat ipoteza cd expresia crescutd de EGFR poate fi un eveniment tardiv in
tumorigeneza pituitara [228] si un marker de agresivitate intr-un subset important de adenoame
hipofizare [40, 141]. EGF este un mitogen pentru celulele pituitare si determina secretia de PRL
si ACTH [226]. Receptorul comun pentru EGF si TGF-a, EGFR, este o tirozin-kinaza
transmembranari de 170 kDa, un produs al protooncogenei v-ErBB. In glanda pituitara, expresia
de EGFR se coreleazd cu agresivitatea tumorald, in deosebi, in adenoamele pituitare GH-
secretante [190]. Liganzii pentru familia de receptori EGFR includ: EGF, TGF-a, amfiregulina
[AR]., EGF cu legare de heparina (HB-EGF), betacellulind, epiregulind 9(ER),
hereguline(HRG), neureguline (NR) [81].

Unele studii au examinat pituitarele pentru expresia liganzilor ErbB si au desemnat ca
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EGF s-a localizat in lobul anterior al pituitarei [33], si este prezent in toate stadiile de dezvoltare
de la fat la adult, [33] fiind confirmat prin PCR, [21] IHC, [160] si western Blot (WB) in
glandele pituitare prelevate la autopsie [85].

In glanda pituitard umana normald, TGF-o. ARNm a fost detectat in toate tipurile de
celule adenohipofizare, [25, 232] de asemenea, s-a demonstrat si expresia proteinei EGFR in
toate tipurile celulare cu anticorpi directionati impotriva domeniilor de receptori intra- si
extracelulari [318].

Expresia proteinei EGFR a fost detectata si prin WB, EGFR ARNm prin RT-PCR in
glandele pituitare normale si pozitivitate EGFR slaba prin IHC utilizand tehnica microarray
[249]. Din adenoamele pituitare 64% exprima ARNm-EGFR si/sau proteina sa: 66% din toate
adenoamele pituitare nefunctionale si 62% din adenoamele functionale, cu nivele de expresie
mai crescute observate in tumori cu un fenotip mai agresiv [185, 249].

Receptorul ErbB2. S-a identificat imunocoloratie pozitiva pentru ErbB2 prin utilizarea
unui anticorp monoclonal orientat spre domeniul citoplasmatic al ErbB2 in celulele pituitare
umane intacte [73, 218]. IHC cu un anticorp orientat spre domenul intracelular al ErbB2 arata un
pattern de coloratie ErbB2 granular si citoplasmatic in doar céteva celule, desi ARNm este
detectat in glandele pituitare normale. Expresia receptorului ErbB2 este prezentd in 31% din
toate adenoamele pituitare, in 43% din adenoamele pituitare nefunctionale si in 24% din
adenoamele pituitare functionale. Coloratia pozitiva citoplasmatica pentru ErbB2 a fost
observata intr-un numadr variabil de celule in 40% din adenoamele pituitare invazive, in timp ce
doar 1,2% din tumorile non-invazive au exprimat aceasta proteina [190, 226].

Receptorul ErbB3. Expresia ErbB3 in glanda pituitara intacta nu a fost examinata. Cel
de-al patrulea membru al familiei EGFR - ErbB4, este exprimat la nivele relativ inalte in glanda
pituitara normala, lucru determinat prin RT-PCR; sursa celulara si functia expresiei pituitare de
ErbB4 nu sunt cunoscute. Liganzii pentru HER si EGFR au fost detectati in celule corticotrofe
normale si in adenoamele pituitare corticotrofe. Intr-un studiu, expresia EGF prin IHC a fost
detectatd in 38% din adenoamele pituitare corticotrofe, cu nivele mai mari de expresie in
adenoamele invazive si in 2 din 2 carcinoame, in timp ce metastazele au prezentat un continut
mai crescut de EGF 1n comparatie cu carcinomul [307]. Alte studii au raportat rate de expresie
pentru EGF de pana la 80% din adenoamele corticotrofe [315] si au detectat ARNm pentru EGF
prin RT-PCR 1in 4/5 din adenoamele corticotrofe [76]. Expresia de EGFR in adenoamele
corticotrofe a fost demonstratd 1n mod consistent, cu o ratd de expresie de 75% din cele 77 de
tumori corticotrofe analizate, prin IHC si ISH si anticorpi [28, 116, 215]. Utilizand un anticorp
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care a tintit domeniul intracelular al EGFR in 102 adenoame pituitare, s-a decelat
imunoreactivitate puternic pozitiva pentru EGFR in adenoamele corticotrofe, cu coloratie mai
slaba observatd in alte adenoame pituitare functionale si non-functionale [30]. Adenoamele
corticotrofe prezintd un numar semnificativ mai mare de celule imunoreactive pentru EGFR si 0
ratd mai mare de fosfo-EGFR, forma activa a EGFR [30]. ErbB2 se localizeaza in celulele
corticotrofe normale, dar nu este la fel de abundent ca si EGFR in adenoamele corticotrofe, 13%
din tumori prezentand expresie pentru ErbB2 in diverse serii [116, 247, 330]. Expresia EGFR in
adenoamele gonadotrofe este insuficient studiata la momentul actual. Intr-o serie, 75% din 56 de
adenoame non-functionale au exprimat EGF fie prin IHC sau prin RT-PCR, cu rate variind de la
10-100% in diferite serii [76, 116, 182, 315].

In plus, ARNm pentru TGF-a si proteina sa sunt detectate in adenoame non-functionale
[194, 327]. Expresia de ARNm pentru EGFR si proteina sa au fost caracterizate in 379 de
adenoame non-functionale, cu o rata de pozitivitate totala de 66%, variind de la 0 la 100%, in
functie de tehnica utilizata [28, 30, 87, 116, 117, 315].

EGFR a fost decelat In macroadenoame gonadotrofe, cu rata de expresie mai mare in
adenoame invazive, in special in cele care invadeaza sinusul sfenoid, [117] deci, EGFR ar putea
fi un marker aditional de agresivitate pentru tumorile pituitare. Expresia ErbB2 in adenoamele
pituitare non-functionale a variat de la 0-100%, cu rate de pozitivitate de 43% in 174 cazuri de
tumori analizate [116, 246, 330, 337]. Utilizind fie IHC sau RT-PCR, EGF a fost detectat in
50% din adenoamele GH-secretante, 74% din prolactinoame si 41% din adenoamele mixte
GH/PRL [76, 116, 182, 224, 315]. Nivelul de invazie nu afecteaza nivelele de expresie de EGF
in adenoamele bi- si plurihormonale de la pacientii cu acromegalie, desi expresia a fost mai
crescutd in adenoamele mixte GH/PRL non-invazive, comparativ cu adenoamele plurihormonale
non-invazive [224]. Expresia TGF-a a fost confirmata prin IHC si RT-PCR 1n adenoamele GH si
PRL secretante [298,310]. Peste jumatate din adenoamele GH, PRL si GH/PRL exprima EGFR,
lucru confirmat prin tehnici multiple, inclusiv IHC, RT-PCR si ISH [28, 30 ,117, 315]. in plus
fata de detectia ErbB2 in celulele lactosomatotrofe normale, [116] IHC cu anticorpi care au tintit
domenii intra- si extracelulare si RT-PCR, au confirmat expresia ErbB2 in 24% din adenoamele
GH-secretante, 26% din adenoamele PRL-secretante si 32% din adenoamele mixte GH/PRL [37,
116, 183, 246, 330]. Intr-un studiu, s-a efectuat coloratie imunofluorescentd pentru ErbB2 pe 8
adenoame umane pituitare PRL-secretante, in 7 din cele 8 tumori analizate a fost observata
coloratia pozitiva cu intensitati variabile pentru ErbB2 [37].

Pentru receptorul ErbB3 s-a decelat coloratie pozitiva in 4 din cele 8 tumori pituitare PRL
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secretante (3 adenoame si un carcinom) cu un index Ki-67 >=4%. Expresia de ARNm pentru
ErbB3 comparat prin analiza PCR cantitativa pe 2 esantioane cu caracteristici progresiv agresive
a demonstrat nivele de expresic a ARNm ErbB3 de 41 de ori mai crescute in esantionul mai
agresiv, atribuind ErbB3 rolul de transformare maligna a prolactinoamelor pituitare [37].

Analiza surselor bibliografice permite formularea scopului si obiectivelor cercetarii
realizate: Scopul lucrarii: Studiul a factorilor moleculari cu rol predictiv si terapeutic abordati
dependent de profilul hormonal al adenoamelor hipofizare. Caracteristica histopatologica,
imunohistochimica si moleculard a adenoamelor hipofizare din Republica Moldova pentru
identificarea unor noi factori de prognostic §i a unor noi tinte terapeutice personalizate.
Obiectivele lucriarii: Evaluarea spectrului histopatologic al adenoamelor hipofizare din zona
Republicii Moldova; Realizarea profilului hormonal al adenoamelor hipofizare prin utilizarea
imunohistochimiei pentru GH, prolactina, TSH, ACTH, FSH, LH; Studiul concordantei
diagnostice dintre aspectele imunohistochimice si histopatologie; Identificarea rolului factorilor
de crestere in patogeneza adenoamelor hipofizare; Influenta profilului hormonal asupra ratei de
proliferare a adenoamelor hipofizare; Studiul proteinei HER2 si a EGFR in raport cu profilul
hormonal al adenoamelor hipofizare incluse in studiu; Rolul proteinei S100 si a GFAP in
prognosticul adenoamelor hipofizare; Rolul hibridizarii in situ in imbunatatirea diagnosticului
molecular al adenoamelor hipofizare; Stabilirea unui protocol de evaluare diagnostica a
adenoamelor hipofizare care sd includd parametrii histopatologici, imunohistochimici si

moleculari cu potential impact prognostic si terapeutic.
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1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Adenoamele hipofizare reprezintd un spectru larg de tulburari care pot fi analizate si
clasificate in functie de secretia hormonala.

2. O buna parte din aceste tumori sunt “silentioase”, subclinice, nefiind operate niciodata de
neurochirurg, este foarte important sa diferentiem incidentaloamele.

3. Caracterizarea moleculard a adenoamelor hipofizare, extrem de necesara pentru
identificarea factorilor cu posibil impact prognostic si terapeutic este extrem de putin
studiata.

4. Tipurile de adenoame hipofizare pure, par sa aiba un profil imunohistochimic aparte in

Republica Moldova.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Obiectul de studiu

Adenoamele hipofizare reprezintd o patologie aparte a tumorilor de la nivelul cutiei
craniene. Heterogenitatea celulard ce caracterizeaza hipofiza normald ingreuneaza diagnosticul
corect al tumorilor hipofizare bazat doar pe aspectele histopatologice utilizand coloratiile uzuale.
Profilul hormonal al adenoamelor hipofizare reprezintd, momentan, “standardul de aur” al
diagnosticului adenoamelor hipofizare pe care se bazeaza tratamentul medicamentos al
adenoamelor hipofizare asociat terapiei chirurgicale.

Un numar relativ crescut de adenoame hipofizare tratate chirurgical si/sau medicamentos
recidiveaza. Cea mai frecventd cauza a recidivelor este considerata in prezent ca fiind o
indepartare chirurgicald incompletd a tumorii §i, intr-o mica masurd include alti factori de
prognostic cum ar fi de exemplu tipul histopatologic si molecular sau rata de proliferare a
adenoamelor hipofizare. Dintre factorii recurenti favorizanti ai adenoamelor hipofizare, aspectul
plurihormonal evidentiat imunohistochimic, in special in cazul macroadenoamelor non
functionale sau, expresia altor hormoni decat cei de tip gonadotrofinic, par sa reprezinte factori
de prognostic nefavorabil in evolutia si recurentele acestor tumori [26]. De asemenea, absenta
radioterapiei postoperatorii sau prezenta invaziei sinusului cavernos sunt considerati factori de
risc independenti pentru recurentele intalnite in adenoamele hipofizare.

Asa cum rezultd din aspectele prezentate atat in partea generala a acestei teze cat si din
datele descrise mai sus, majoritatea factorilor de prognostic sunt clinici sau evolutivi, factorii
celulari moleculari fiind neglijati, deoarece sunt foarte putin studiati. Rata de proliferare a
adenoamelor hipofizare este doar sporadic studiata, acest aspect fiind derivat din faptul c&, prin
definitie, adenoamele hipofizare sunt considerate ca fiind tumori cu o crestere lenta in
majoritatea cazurilor. Articole recente, dar sporadice din literatura sugereaza ca varsta, sexul,
profilul hormonal imunohistochimic §i prezenta invaziei iIn momentul diagnosticului reprezinta
factori cu rol prognostic, dar fara o implicare terapeutica concreta.

In prezent nu existi factori prognostici sau cu impact terapeutic de evaluare a
adenoamelor hipofizare. Receptorii factorilor de crestere de tipul HER2 sau EGFR sunt putin
studiati in patologia adenoamelor hipofizare [344], cele mai multe studii fiind realizate pe model
experimental murin [128, 320]. Din acest motiv, aceste tinte terapeutice recunoscute ca fiind
extrem de utile in terapia specifica a altor tipuri de tumori [290] sunt departe de a fi complet

elucidate in patologia adenoamelor hipofizare si, cu atit mai putin de a fi utilizate ca tinte
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potentiale pentru tratamentul adenoamelor hipofizare primare, si /sau recidivate sau invazive.
Factorii de crestere de tipul factorului de crestere al endoteliului vascular (VEGF), factorilor de
crestere derivati din plachete (PDGFs) sau a factorului de crestere fibroblastic (FGF2) au fost
studiati in adenoamele hipofizare ca inductori ai angiogenezei tumorale [90, 107, 164, 194, 252]
si, intr-o micd masurad ca posibili factori prognostici si terapeutici de sine statatori cu rol in
transformarea maligna si invazie.

Factorii prognostici si terapeutici in adenoamele hipofizare sunt incomplet elucidati. Din
acest motiv, prezenta teza de abilitare si-a propus studiul mai multor factori care ar putea avea un
potential rol prognostic si terapeutic in patogeneza adenoamelor hipofizare. Acestia au constituit
principalele obiective ale prezentei lucrari, obiective enumerate mai jos.

Situatia descrisd mai sus, se refera la stadiul actual al diagnosticului si terapiei
adenoamelor hipofizare la nivel european si mondial. In Republica Moldova, adenoamele
hipofizare sunt frecvent diagnosticate pe baza datelor clinice si imagistice performante, dar
diagnosticul microscopic se rezuma doar la descrierea clasicd histopatologica, bazatd pe
morfologia si tinctorialitatea a celulelor ce intrd in componenta adenoamelor hipofizare. Studiul
adenoamelor hipofizare din punct de vedere imunohistochimic este limitat si, mai mult, aspectele
moleculare care ar putea avea un rol prognostic si terapeutic lipsesc cu desavarsire [192].
Evaluarea incompleta a adenoamelor hipofizare atrage dupa sine aplicarea terapiei in mod
aleatoriu, cea mai frecventd terapie aplicatd fiind cea chirurgicald §i in mica masurd cea
medicamentoasa. Din acest motiv, rata recidivelor adenoamelor hipofizare rdméane la un nivel
ridicat iar prognosticul si evolutia pe termen lung sunt considerate inca nefavorabile. Metodele
imunohistochimice si moleculare care ar putea imbunatati terapia si prognosticul pe termen lung

al pacientilor cu adenoame hipofizare.
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2.2. Caracteristica generala a cercetarii

Selectia cazurilor si procesarea primara. Pentru studiul de fata am investigat 96 de
cazuri (10 hipofize normale, obtinute in timpul necropsiilor si 86 de cazuri diagnosticate cu
adenom hipofizar, aflate in diferite stadii de evolutie clinicd). Pacientii au fost internati la
Centrul Stiintifico-Practic de Neurologie si Neurochirurgie al Spitalului Clinic Republican.
Pacientii au fost investigati din punct de vedere clinic §i imagistic, tumorile hipofizare fiind
certificate prin examen computer tomografic si investigatii de rezonanta magnetica nucleara.
Tratamentul chirurgical al tumorii s-a realizat prin abord intranazal sau transsfenoidal.
Consimtamantul informat a fost obtinut de la toti indivizii inclusi in acest studiu inainte de
inceperea procedurilor medicale.

Biopsiile obtinute au fost spalate in ser fiziologic, fixate in formalind tamponaté la pH7.2
timp de 48-72 de ore, si incluzionate in parafind, dupa tehnica histologica uzuala, folosind
sistemul automatizat i standardizat Thermo Shandon. Procesarea tesuturilor s-a efectuat prin
deshidratare cu ajutorul solutiilor de alcool, clarifiere in benzen si incluzionare in parafina.
Pentru a minimaliza denaturarea antigenilor, tesuturile nu s-au expus la temperaturi mai mari de
60°C in cursul incluziondrii in parafind. S-a efectuat apoi sectionare seriatd la microtom
(Shandon ME) (15 sectiuni/bloc, cu grosimea de 3 microni) pentru diagnosticul primar.
Sectiunile au fost montate pe lame silanate plasate la termostat la 60°C timp de 60 de minute,
apoi la 37°C timp de 24 de ore, pentru a asigura adeziunea sectiunilor la lame.

Cu exceptia metodei de hibridizare in situ, pentru toate celelalte metode, procedura
propriu zisa a fost precedatd de deparafinarea si rehidratarea sectiunilor la parafina.
Deparafinarea la termostat, la 58°C, timp de 60 minute a fost urmata de plasarea lamelor in doud
bai succesive de benzen a cate 5 minute fiecare; au urmat apoi bdi succesive de etanol in
concentratii descrescatoare 100%, 95%, 80%, 75%, a cate 5 minute; spalare cu apa distilata.

Selectia si procesarea primari pentru studiul comparativ a cazurilor din Roménia si
Republica Moldova. Un numar total de 180 de cazuri au fost sistematizate in doud grupuri
distincte. Primul grup denumit ,,B” a inclus 94 de cazuri de adenoame hipofizare selectate de
Departamentul de endocrinologie al Universitatii de Medicind si Farmacie ,,Carol Davila”
Bucuresti, Romania, in timp ce al doilea grup denumit ,,C” a fost format din 86 de cazuri de
adenoame hipofizare selectate de departamentul de morfopatologic al USMF ,Nicolae
Testemitanu” Chisindu, R. Moldova. Cele mai multe cazuri incluse in grupul ,,B” au fost
colectate din partea de sud si est a Romaniei, in timp ce cazurile din grupul ,,C” au provenit din
toate regiunile Republicii Moldova.
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Pentru a obtine cea mai buna estimare posibila a veridicitatii prevalentei adenoamelor
hipofizare la populatia generald, am efectuat o revizuire sistematica a articolelor publicate, studii
imagistice si metode histologice. Pentru a depasi variatia intre studii, am folosit efecte aleatorii
pentru a estima prevalenta populatiei utilizeazind un algoritm de ponderare inversa in care
greutatile sunt estimate din variatia studiului.

Materialul biopsic a fost recoltat prin interventie chirurgicala deschisa sau abord
transfenoidal. Fiecare caz a fost diagnosticat pe baza datelor clinice, biologice si imagistice.
Biopsiile au fost fixate in formalind tamponata 10% pentru 48 ore si apoi incluse la parafina
conform protocolului standardizat. Sectiuni seriate de 3 microni au fost obtinute din fiecare bloc
de parafind. Evaluarea histopatologica s-a realizat pe lamele colorate hematoxilind/eozina. Pe
baza evaluarii morfologice au fost selectate cate 6 sectiuni aditionale pe care s-a realizat profilul
hormonal al adenoamelor hipofizare. Prin intermediul metodei imunohistochimice s-a realizat
studiul celor 6 tipuri de hormoni (GH, PRL, ACTH, TSH, FSH, LH). Detalii despre anticorpii
utilizati si despre procedura imunohistochimicd se regisesc in tabelul 1. Intreaga procedura
imunohistochimica s-a realizat in sistem automat, folosind sistemul de imunohistochimie Bond
(Leica Mycrosystem). Evaluarea microscopica a fost efectuatd de trei observatori independenti
utilizand microscopul Nikon Eclipse E600 (Nikon Corporation Japan). Imaginile au fost
capturate si procesate folosind sistemul Lucia G. Prezenta unui procent de peste 10% la suta de
celule pozitive a fost considerata ca tumoare secretorie. Rezultatele imunohistochimice pentru
fiecare caz au fost gradate ca 0, 1, 2 si 3. Tumorile cu o expresie crescutd GH, PRL au fost
considerate mamosomatotrofe. Analiza statistica s-a realizat folosind sistemul SPSS versiunea
17. Metodele statistice au inclus teste de corelatie ca: Pearson, Kendall si Spearman. Corelatiile
au fost considerate semnificativ statistice daca au avut o valoare a lui p mai mic de 0,05. O
corelatie a fost consideratd totald, atunci cand toate cele trei tipuri de teste au prezentat valori
semnificative; si partiald, daca doud din cele trei teste de corelatie au prezentat semnificatie

statistica.
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2.3. Metode de cercetare
Metoda morfologica a fost constituitd din colorarea lamelor cu hematoxilina-eozina:
lamele au fost imersionate in hematoxilina Harris pentru 3 minute; s-au spalat cu apa curenta 5
minute pentru a obtine diferentierea; spalare cu apa distilata 5 minute; imersionare in eozina 30
secunde; spalare cu apa distilatd 5 minute; pentru deshidratare s-au introdus lamele in doua bai
succesive de etanol 100%; uscare la aer; s-au introdus apoi in benzen 10 minute pentru clarifiere;
montare cu balsam de Canada.
Pe baza coloratiei morfologice, s-a stabilit diagnosticul histopatologic de adenom
hipofizar conform clasificarii WHO. De asemenea s-a realizat selectia cazurilor pentru care s-au
aplica ulterior metodele imunohistochimice si moleculare utilizate in continuare.
Metodele imunohistochimice permit vizualizarea antigenelor proteice tisulare sau
celulare. Se bazeaza pe imunoreactivitatea anticorpilor si proprietatile chimice ale enzimelor sau
complexelor enzimatice care reactioneaza cu substraturi cromogenice necolorate, pentru a
produce compusi finali colorati. Principiul procedurii include mai multi pasi care urmeaza
deparafinarea si rehidratarea sectiunilor. Demascarea antigenului a necesitat solutie de EDTA la
pH 9 si incalzirea lamelor timp de 15 minute. Dupa racirea la temperatura camerei s-a aplicat
blocarea peroxidazei endogene cu solutie de apd oxigenatd 3% in apa distilata timp de 5 minute.
Incubarea cu anticorpul primar s-a realizat timp de 30 de minute la temperatura camerei.
Profilul hormonal complet a inclus identificarea imunohistochimicd a sase tipuri de
hormoni hipofizari. In acest studiu a fost investigata expresia imunhistochimica a urmatorilor
hormoni: prolactina, somatotrop, ACTH, TSH si a gonadotropilor (FSH, LH). S-au utilizat
urmatoarele metode imunohistochimice, pentru fiecare hormon in parte:
e GH - S-au utilizat anticorpi anti- GH (DakoCytomation, dilutie 1: 400). Dupa
incubarea timp de 30 minute cu anticorpul primar, a fost aplicat sistemul de lucru
Novolink Max Polymer (Leica Microsystems). Pentru vizualizare s-a folosit
cromogenul 3,3 diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a efectuat cu hematoxilina
Lillie modificata.

e PRL - S-au utilizat anticorpi anti- PRL (DakoCytomation, dilutie 1: 250). Dupa
incubarea timp de 30 minute cu anticorpul primar, a fost aplicat sistemul de lucru
Novolink Max Polymer (Leica Microsystems). Pentru vizualizare s-a folosit
cromogenul 3,3 diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a efectuat cu hematoxilina

Lillie modificata.
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e TSH - S-au utilizat anticorpi anti- TSH (DakoCytomation, clona 0042, dilutie 1: 50).
Dupa incubarea timp de 30 minute cu anticorpul primar, a fost aplicat sistemul de
lucru Novolink Max Polymer (Leica Microsystems). Pentru vizualizare s-a folosit
cromogenul 3, 3 diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a efectuat cu hematoxilina
Lillie modificata.

e FSH - S-au utilizat anticorpi anti- FSH (DakoCytomation, clona C10, dilutie 1: 50).
Dupa incubarea timp de 30 minute cu anticorpul primar, a fost aplicat sistemul de
lucru Novolink Max Polymer (Leica Microsystems). Pentru vizualizare s-a folosit
cromogenul 3, 3 diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a efectuat cu hematoxilina
Lillie modificata.

e LH - S-au utilizat anticorpi anti- LH (DakoCytomation, clona C93, dilutie 1: 50).
Dupa incubarea timp de 30 minute cu anticorpul primar, a fost aplicat sistemul de
lucru Novolink Max Polymer (Leica Microsystems). Pentru vizualizare s-a folosit
cromogenul 3, 3 diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a efectuat cu hematoxilina
Lillie modificata.

e ACTH - S-au utilizat anticorpi anti- ACTH (DakoCytomation, clona C93, dilutie 1:
50). Dupa incubarea timp de 30 minute cu anticorpul primar, a fost aplicat sistemul
de lucru Novolink Max Polymer (Leica Microsystems). Pentru vizualizare s-a folosit
cromogenul 3, 3 diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a efectuat cu hematoxilinad
Lillie modificata.

Pentru punerea in evidentd a indexului de proliferare Ki67 s-a folosit tehnica
imunohistochimica cu anticorpi directi impotriva MIB-1. Imunohistochimia pentru identificarea
expresiei proteinei HER2 a utilizat sistemul automat de detectie ORACLE de la Leica, sistem
complet standardizat. Acelasi protocol standardizat s-a aplicat si pentru EGFR. VEGF, clona
VG1, dilutie 1:25 a provenit de la Reliatech (Germania), la fel ca si FGF2, podoplanina, clona
D2-40. PDGF A si PDGF B au fost achizitionati de la Santa Cruz Biotechnology (USA).

Hibridizare in situ pentru identificarea RNA si DNA pe sectiuni la parafina. Metoda
RNA scope a evaluat continutul celular in RNA sub forma vizualizarii unei singure molecule in
celule individuale pe specimenele fixate in formalina si incluse la parafina (FFPE) prin utilizarea
unei noi strategii de design a probei si printr-un sistem de amplificare a semnalului bazat pe
hibridizare in vederea amplificarii simultane a semnalelor si suprimarea terenului. HRP-ul

conjugat cu probele dublu Z pentru VEGF, complementar pentru tintirea RNA au fost realizate

72



de catre Advanced Cell Diagnostics (Hayward, CA). Am utilizat kitul RNA scope High
Definition (Advanced Cell diagnostics, Hayward, CA) pentru amplificarea semnalului urmat de
vizualizarea semnalelor amplificate cu diaminobenzidina drept cromogen.

Pe scurt, in vederea prepararii specimenelor FFPE pentru procedura RNA scope,
tesuturile au fost fixate si permeabilizate pentru a permite accesul probei tinta. S-a realizat o
etapd de hibridizare de 2 ore la 40° C urmata de amplificarea multistep a semnalului efectuata
prin aplicarea reactivilor urmata de vizualizarea RNA sub formd de puncte brune colorate cu
diaminobenzidina. Protocolul de lucru a fost similar cu cele descrise de catre Wang et al [324].
(POLR2A) si negative (probe orientate impotriva genei bacteriene dapB) evaluate in baza
aceluiasi protocol ca si pentru specimenele de pterigium.

Interpretarea amplificarii VEGF mMRNA s-a efectuat manual in manierd semicantitativa
urmarind ghidurile de scor oferite de producator. Prezenta amplificarii m RNA VEGF a fost
clasificata in cinci grade ca 0 (nici o coloratie sau mai putin de 1 punct pentru fiecare 10 celule,
marire x40), 1 (1-3 puncte/celula vizibile la marirea 20-x40), 2 (4-10 puncte/celula, foarte putine
clustere de puncte vizibile la marirea 20-x40), 3 (>10 puncte/celuld, mai putin de 10% celule
pozitive cu clustere de puncte vizibile la marirea x20 ) si 4 (> 10 puncte /celuld, mai mult de
10% celule pozitive cu clustere de puncte vizibile la marirea x20).

In cazul evaluarii proteinei HER2, pentru cazurile selectate s-a aplicat metoda de
hibridizare in situ cu cromogen (CISH), folosind trusa speciald standardizatd produsa de
Invitrogen.

Examinarea si analiza imaginilor microscopice. Examinarea s-a efectuat cu ajutorul
microscopului optic Nikon Eclipse600, imaginile fiind preluate cu ajutorul camerei digitale
Coolpix950. Analiza imaginii microscopice s-a efectuat cu programul LuciaNet (Nikon), pe
imagini obtinute JPEG, la calibrare x400. Analiza imaginii s-a efectuat dupa metoda hot-spot,
alegandu-se campurile microscopice cu densitate maxima a semnalelor pozitive.

Evaluarea imun-reactivitatii hormonilor hipofizari a fost facuta astfel: densitate sub
5%=0, intre 5-10%= +1, intre 10-50%= +2, valori intre 50-100% = +3; de asemenea s-a evaluat
si intensitatea reactiei; 0 — (+1) adenoame nesecretante; +2 - +3 adenoame secretante.

Evaluarea indicelui de proliferare Ki67 s-a efectuat cu ajutorul unui microscop Nikon
Eclipse E600, la o marire de 400X, asistat de un program computerizat specializat de numararea
celulelor (NSI). S-au evalaut zonele cu cea mai mare imunoreactivitate, fiind evaluate in medie
1000 de celule per caz (aproximativ 3 campuri microscopice preluate ca imagini multimedia).

73



Pentru aprecierea reactiei pozitive a factorilor de crestere investigati, am aplicat un scor
bazat pe incidenta celulelor pozitive asociat cu intensitatea produsului final de reactie. La
cazurile pozitive scorul a fost cuprins intre 2 si 6. Scorul utilizat in aceste conditii (evaluarea

expresiei VEGF si PDGF) este redat in Tabelul 2.1..

Tab. 2.1. Scorul de evaluare a expresiei factorilor de crestere

Parametru Intensitate Incidenta
Slaba +1 <10%, +1
Moderata +2 10-50%, +2
Intensa +3 >50%, +3
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2.4. Analiza statistica
Procesarea matematico-statisticia a rezultatelor studiului

Datele obtinute au fost procesate computerizat prin metode de analiza variationald, cu
aplicarea sistemului de operare ,,Microsoft Windows 10” a pachetului integrat de birotica
»Microsoft Office 2007 cu procesorul de tabele EXCEL.

Veridicitatea datelor statistice obtinute in prezentul studiu stiintific a fost stabilita prin
determinarea testului de semnificatie t — Student si pragului de semnificatie — p.

Indicatorii statistici ai prezentului studiu stiintific au fost calculati in baza urmatoarelor
formule:

e media aritmetica simpla

n
Xas = A=A (2.1)
n
unde:
Xas — media aritmeticd simpla
¥ — valoarea fiecdrei variabile
> —simbolul sumei

N — numarul total de variabile

e proportia a fost calculata n procente (%) dupd urmatoarea formula:

Pr = 2 x 100 (2.2
X+Y

unde:
Pr — proportie
X —indicatorul studiat

X+Y — totalitatea de origine a indicatorului studiat (X)

Analiza statistica s-a realizat folosind software-ul SPSS, versiunea 13. Metodele statistice
au inclus trei teste de corelatie ( testele Spearman, Kendall, si Pearson). O corelatie semnificativa
a fost luata in considerare pentru o valoare a p<0.05.

Corelatie (Pearson, Kendall, Spearman)
Corelatia este o analiza bivariata care masoard forta asocierii intre douad variabile si

directia relatiei. In ceea ce priveste forta relatiei, valoarea coeficientului de corelatie variaza intre
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+1 si -1. O valoare de = 1 indica un grad perfect de asociere intre cele doud variabile. Deoarece
valoarea coeficientului de corelatie se indreapta spre 0, relatia dintre cele doua variabile va fi mai
slaba. Directia relatiei este indicata de semnul coeficientului; Semnul a + indica o relatie
pozitiva, iar semnul a indica o relatie negativa. De obicei, in statistici, se masoara patru tipuri de
corelatii: corelatia Pearson, corelagia rangului Kendall, corelatia Spearman si corelatia Point-
Biserial. Software-ul permite sa efectuam foarte usor o corelatie.

Coeficient de corelatie Pearson

Corelatia Pearson r este cea mai raspanditd statistica de corelare pentru masurarca
gradului de relatie intre variabilele liniare. Corelatia punct-biseriala se realizeaza cu formula de
corelare Pearson, cu exceptia faptului ca una dintre variabile este dihotoma. Urmatoarea formula
este utilizatd pentru a calcula corelatia Pearson: In statistica, coeficientul de corelatie Pearson
(PCC, pronuntat / prarsan /), denumit si Pearson's r, coeficientul de corelatie a produsului-
moment Pearson (PPMCC) sau corelatia bivariata dintre doua variabile X si Y. Are o valoare
intre +1 si -1, unde 1 este corelatia liniara totala pozitiva, 0 nu este o corelatie liniara si -1 este
corelatia liniara totala negativa.

Coeficientul de corelare Pearson este covarianta celor doua variabile impartite de
produsul abaterilor standard. Forma definitiei implica un "moment de produs", adica media
(primul moment despre originea) produsului variabilelor aleatorii ajustate in medie; prin urmare,
produsul-moment al modificatorului.

Coeficientul de corelare Pearson atunci cidnd este aplicat unei populatii este Tn mod
obisnuit reprezentat de litera greaca p (rho) si poate fi denumit coeficientul de corelatie a

populatiei sau coeficientul de corelatie Pearson al populatiei. Formula pentru p este:

bl bl M
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(2.3)
Unde:
r = coeficient de corelatie Pearson
N = numarul de observatii

Sxy = suma produselor scorurilor asociate

2X = suma scorurilor x
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Yy = suma scorurilor y
¥x2 = suma scorurilor x patrat
Yy2 = suma scorurilor de la patratul y

Valorile absolute ale coeficientilor de corelatie Pearson si ale populatiei sunt mai mici sau
egali cu 1. Corelatiile egale cu 1 sau -1 corespund fazelor liniare (in cazul corelarii
esantioanelor) sau la un bivariat distributie sprijinita in intregime pe o linie (in cazul corelatiei
populatiei). Coeficientul de corelatie Pearson este simetric: corr (X, Y) = corr (Y, X).

O proprietate matematica cheie a coeficientului de corelatie Pearson este caracterul
invariabil in urma schimbarilor separate in locatie si scala in cele doua variabile. Adica, putem
transforma X in a + bX si transforma Y in ¢ + dY, unde a, b, ¢ si d Sunt constante cu b, d> 0, fara
a schimba coeficientul de corelatie.

Coeficientul de corelatie variaza de la -1 la 1. O valoare de 1 implica faptul ca o ecuatie
liniara descrie perfect relatia dintre X si Y, toate datele fiind situate pe o linie pentru care Y
creste cu cresterea X. O valoare de -1 implica faptul ca toate datele se afla pe o linie pentru care
Y scade cu cresterea lui X. O valoare de 0 implica faptul cd nu exista o corelatie liniarad intre
variabile.

In general (Xi - X) (Yi - Y) este pozitiv daci si numai daci Xi si Yi se afld pe aceeasi
parte a metodologiei respective. Astfel, coeficientul de corelatie este pozitiv daca Xi si Yi tind sa
fie simultan mai mari decat sau simultan mai putin decat mijloacele lor respective. Coeficientul
de corelatie este negativ (anti-corelatie) daca Xi si Yi se afla pe laturile opuse ale mijloacelor lor
respective. Mai mult, cu cat mai puternica este fie tendinfa, cu atit este mai mare valoarea
absoluta a coeficientului de corelare.

Inferenta statistica bazata pe coeficientul de corelatie al lui Pearson se concentreaza
deseori pe unul din urméatoarele doua obiective:

Un obiectiv este de a testa ipoteza nula ca adevaratul coeficient de corelatie p este egal cu
0, pe baza valorii coeficientului de corelatie a esantionului r.

Celalalt scop este obtinerea unui interval de incredere care, la esantionarea repetata, are o
probabilitate datd de a contine p.

Coeficientul de corelatie Kendall

Corelatia gradului Kendall este un test neparametric care masoara forta dependentei
dintre doua variabile. Daca luam in considerare doua esantioane a si b, unde fiecare esantion este
egal cu n, stim ca numarul total de asociere cu b este n (n-1) / 2

In statistici, coeficientul de corelare Kendall, denumit in mod obisnuit coeficientul tau
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Kendall (dupa litera greaca 1), este o statistica folosita pentru a masura asocierea ordinald intre
doud cantitati masurate. Un test tau este un test ipotetic nonparametric pentru dependenta
statistica pe baza coeficientului tau.

Corelatia Kendall intre doua variabile va fi crescutd atunci cand observatiile au un indice
similar (sau identic pentru o corelatie de 1) (adica apreciere pozitiva relativa a observatiilor din
cadrul variabilei: 1, 2, 3, etc.) intre cele doua variabile si scazute atunci cand observatiile au
indici diferiti (sau complet diferita pentru o corelatie de -1) intre cele doua variabile.

Urmatoarea formula este utilizatd pentru a calcula valoarea corelatiei rangului Kendall:
Ne—ng

T=7T""—
En(n—l)

(2.4)

unde:

* n¢c=numarul de concordante

* ng= Numarul de discordante

* Numitorul este numarul total de combinatii de perechi, deci coeficientul trebuie sa fie in
intervalul -1 <t<1.

» Daca acordul dintre cele doua multimi este perfect (adica cele doua clasamente sunt
identice) coeficientul are valoarea 1.

= Daca dezacordul dintre cele doua multimi este perfect (adica, o clasare este inversa a
celeilalte) coeficientul are valoarea -1.

= Daca X si Y sunt independente, atunci ne asteptam ca coeficientul sa fie aproximativ
zero.
Coeficientul de corelare Spearman

Coeficientul de corelare Spearman sau rho Spearman, numit dupa Charles Spearman si

adesea denotat de litera greaca P, este o masura non parametrici a corelatiei dependentei

statistice a doua variabile. Evalueaza cat de bine poate fi descrisa relatia dintre doud variabile
utilizand o functia monotonica.

Corelatia Spearman intre doud variabile este egala cu corelatia Pearson intre valorile rangului
celor doua variabile; in timp ce corelatia lui Pearson evalueaza relatiile liniare, corelatia lui
Spearman evalueaza relatiile monotonice (liniare sau nu). Dacd nu existd valori repetate ale
datelor, o corelatie perfecta Spearman de +1 sau -1 are loc atunci cand fiecare dintre variabile
este 0 functie monotona perfecta a celeilalte.

Intuitiv, corelatia Spearman dintre doua variabile va fi ridicata atunci cand observatiile au
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un grad similar (sau identic pentru o corelatie de 1) (adica eticheta pozitiva relativa a
observatiilor din cadrul variabilei: 1, 2, 3, etc.) intre cele doud variabile si scazute atunci cand
observatiile au o diferenta (sau se opune in totalitate pentru o corelatie de -1) intre cele doua
variabile.

Coeficientul Spearman este adecvat atat pentru variabilele ordinale continue, cat si pentru cele
discrete. Atat Spearman cat si lui Kendall pot fi formulate ca cazuri speciale ale unui coeficient
de corelare mai general.

Rata de corelatie Spearman este un test non-parametric care este utilizat pentru a masura
gradul de asociere intre doua variabile. Testul de corelare Spearman nu are nicio ipoteza cu
privire la distribuirea datelor si este analiza de corelare adecvatd atunci cand variabilele sunt
masurate pe o scald care este cel putin ordonata.

Urmatoarea formula este utilizatd pentru a calcula corelatia rangului Spearman:

6Zn: d}
i=1

3

n’—n

(2.5)

Unde
p = Corelatia gradului Spearman
di = diferenta dintre sirurile variabilelor corespunzatoare
N = numarul de observatii

Demonstratia corelarii Spearman indica directia de asociere dintre X (variabila
independentd) si Y (variabila dependentd). Dacd Y tinde sa creasca atunci cand X creste,
coeficientul de corelatie Spearman este pozitiv. Daca Y tinde sa scada cand creste X, coeficientul
de corelatie Spearman este negativ. O corelatie Spearman de zero indica faptul ca nu exista nici o
tendinta ca Y sa creasca sau sa scada cand X creste. Corelatia Spearman creste in magnitudine,
pe masura ce X si Y devin mai aproape de a fi functii monotone perfecte una fata de cealalta.
Atunci cand X si Y sunt corelate perfect monotonic, coeficientul de corelatie Spearman devine 1.
O relatie de crestere perfect monotona implica faptul ca pentru oricare doua perechi de valori de
date Xi, Yi si X], Yj, Xi-Xj si Yi-Y]j au intotdeauna acelasi semn. O relatie de scadere monotona
perfecta denotd faptul ca aceste diferente au intotdeauna semne opuse. O corelatie perfecta
Spearman rezultd atunci cand X si Y sunt legate de orice functie monotona. Contrasteaza acest
lucru cu corelatia Pearson, care ofera o valoare perfecta doar atunci cand X si Y sunt legate de o

functie liniara. Celalalt sens in care corelatia Spearman este neparametrica prin aceea ca
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distributia exacta a esantionului poate fi obtinuta fara a necesita cunoasterea (adica cunoasterea
parametrilor) a distributiei de probabilitate comuna a lui X si Y.

Analiza variantei (ANOVA)

Variatia ANOVA este 0 colectie de modele statistice si procedurile asociate acestora
(cum ar fi "variatia" intre grupuri) folosite pentru a analiza diferentele dintre grupuri. ANOVA
este utild pentru compararea (testarea) a trei sau mai multe mijloace (grupuri sau variabile)
pentru semnificatia statistica. Este conceptual similar cu testele multiple cu doud probe, dar este
mai conservator (duce la o eroare mai mica de tip I) si, prin urmare, este potrivit pentru o gama
larga de probleme practice.
ANOVA este utilizat in analiza experimentelor comparative, in care numai interesul difera doar
in rezultate. Semnificatia statistici a experimentului este determinatd de un raport de doua
variante. Acest raport este independent de cateva modificari posibile ale observatiilor
experimentale: addugarea unei constante la toate observatiile nu-i alterecaza semnificatia.
Multiplicarea tuturor observatiilor printr-o constanta nu modifica semnificatia. Astfel, rezultatul
statistic al ANOVA este independent de erorile constante de bias si de scalare, precum si de

unitatile utilizate in exprimarea observatiilor. Acesta este un exemplu de codificare a datelor.
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2.5. Concluzii la capitolul 2

1. Profilul hormonal complet a inclus identificarea imunohistochimica a sase tipuri de
hormoni hipofizari, care au fost identificati in adenoame pure si combinate pentru a alege
metoda de tratament personalizat in fiecare caz particular.

2. Punerea in evidentd a indicelui proliferare Ki67 prin tehnica imunohistochimicd cu
anticorpi directi impotriva MIB-1 a permis determinarea cresterii tumorale si respectiv
prognosticul in fiecare caz in parte.

3. Studiul integral a cuprins diferite esantioane selectate pe baza de profilul molecular si
paternul de crestere a adenoamelor hipofizare pure si combinate fiind selectate in baza
coloratiei standard cu hematoxilin-eosina.

4. Esantioanele au fost studiate prin urmatoarele metode de cercetare:, matematica, serie
cronologicd, comparativa, de expertiza, statistica, statistica variationald, analitica.

5. In urma revizuirii sistematice am obtinut cea mai buni estimare posibild a veridicitatii
prevalentei adenoamelor hipofizare la populatia generala.

6. Variatia intre studii am depasit prin utilizarea efectelor aleatorii, am estima prevalenta
populatiei utilizeazind un algoritm de ponderare inversa in care greutatile sunt estimate
din variatia studiului.

7. Inferenta statistica bazata pe coeficientul de corelatie al lui Pearson a permis sd obtinem

un interval de incredere care, la esantionarea repetatd, micsoreaza erorile de calcul.
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3. ADENOAMELE HIPOFIZARE: HISTOPATOLOGIE $1 PROFIL MOLECULAR

3.1. Evaluarea rezultatelor morfologice conventionale

Toate cele 96 de cazuri incluse in studiu au fost evaluate microscopic pe specimenele
colorate cu hematoxilind eozind de catre trei patologi cu experientd conform recomandarilor
OMS 1in vigoare. Dintre acestea, 10 cazuri au fost reprezentate de fesut hipofizar normal pentru a
putea compara morfologia hipofizei normale cu aspectul microscopic al diferitelor tipuri de
adenoame hipofizare.

Tesutul de hipofizdi normald a derivat in majoritatea cazurilor de la nivelul
adenohipofizei, doar doud specimene au prezentat si tesut de neurohipofiza. Celulele
adenohipofizei au fost asezate in cuiburi, demarcate de o retea omogena de tesut conjunctiv, ce a
inclus o retea foarte bine dezvoltata de capilare sanguine (Figura3.la). Structura normala a
adenohipofizei a respectat eterogenitatea celulara bine cunoscutd, fiind formata din celule
acidofile, bazofile si cromofobe dispuse in grupuri (Figura 3.1b). Reteaua vasculara a fost
alcatuitd din capilare cu lumen larg, delimitate de celule endoteliale evidente, densitatea

vasculara fiind crescuta semnificativ (Figura 3.1c).

Fig. 3.1. Aspecte histologice ale hipofizei umane normale raportate la morfologia cuiburilor de

celule endocrine (a), tinctorialitatea celulara (b) si reteaua vasculara (c)

Adenoamele hipofizare au fost caracterizate prin dezorganizarea arhitecturala specifica a
hipofizei normale si, prin predominanta sau absenta unuia sau mai multor tipuri celulare specifice
hipofizei normale. Din aceste motive, evaluarea histopatologica a avut drept criteriu de incadrare
pattern-ul morfologic tumoral (difuz sau compact, papilar, trabecular, fusiform si alveolar), si

tinctorialitatea celulelor din structura adenoamelor hipofizare (acidofile, bazofile, cromofobe).
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Astfel, din cele 86 de cazuri de adenoame hipofizare, 31 au avut un pattern difuz (solid),
(Figura 3.2a), 34 au fost de tip papilar (Figura 3.2b), 11 — de tip trabecular (Figura 3.2c), 3 au
inclus arii cu celule fusiforme (Figura 3.2d), 7 au avut un aspect alveolar (Figura 3.2¢) si 31 au
avut un pattern mixt. Pentru pattern-ul mixt, am constatat urmatoarele variante: acidofil-bazofil
(AB, Figura 3.2f), acidofil-cromofob (AC, Figura 3.2g) si bazofil-cromofob (BC, Figura 3.2h).

~ W":".—f&,".;" » =

Fig. 3.2. Pattern-uri de crestere in adenoamele hipofizare:
solid (a), papilar(b), trabecular(c), fusiform(d), alveolar (e)si mixt AB(f), AC(g) si BC(h)
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Din numarul total de cazuri cu pattern de crestere solid, 27% au fost de tip acidofil, 4% —
de tip bazofil, 17% — de tip cromofob si 23% — de tip mixt. Din totalul cazurilor mixte cu pattern
solid, 67% au prezentat o componenta celulara constituita din celule acidofile si cromofobe
(AC), 22% au fost de tip bazofil-cromofob (BC) si doar 11% — de tip acidofil-bazofil (AB).

In ceea ce priveste pattern-ul papilar, 32% din cazuri au fost adenoame hipofizare de tip
acidofil, 37% — de tip bazofil, 10% — de tip cromofob si 16% — de tip mixt. In cadrul celor de tip
mixt, cu pattern papilar, 66% au fost de tip BC, pe cand 33% — de tip AC.

Pattern-ul trabecular s-a constatat in 8% din totalul cazurilor. Dintre acestea, 60% au fost
de tip acidofil, 20% — de tip bazofil si 20% — de tip cromofob. in cazul adenoamelor hipofizare
mixte, nu s-a observat prezenta pattern-ului trabecular.

Celelalte doua tipuri de crestere — pattern-ul alveolar si cel fusiform — au fost intalnite in
proportii egale in studiul nostru. Fiecare dintre acestea au reprezentat 5% din numarul total.

Pentru cazurile cu pattern de crestere fusiform, distributia a fost egalda intre tipurile
acidofil, bazofil si cromofob si nu s-a vizualizat in grupul adenoamelor hipofizare de tip mixt. in
schimb, tipul alveolar a fost specific adenoamelor hipofizare cromofobe (67%) si mixte (33%),
fiind absent in tipurile histopatologice acidofil si bazofil.

Evaluarea histopatologica a adenoamelor hipofizare in functie de tinctorialitatea
celulara. Conform tinctorialitatii celulare, adenoamele hipofizare incluse in studiu au fost
clasificate in acidofile, bazofile, cromofobe si mixte.

Din totalul de cazuri evaluate, 43% au fost de tip acidofil, 17% de tip bazofil, 18% de tip
cromofob si 22% de tip mixt. Procentul si distributia grafica a cazurilor studiate in raport cu

tinctorialitatea celulelor componente poate fi redata schematic ca in Figura 3.3.
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Fig. 3.3. Procentul si distributia grafica a cazurilor de adenoame hipofizare studiate in functie de
tinctorialitatea celulelor care intrd in componenta lor. De remarcat predominanta adenoamelor

hipofizare de tip acidofil si mixt.

Adenoamele hipofizare de tip acidofil au fost constituite din celule tumorale cu
citoplasma intens acidofila, cu aspect granular, cu nucleu rotund eucromatic, si raportul nucleo-
citoplasmatic in favoarea citoplasmei (Figura 3.4a). Au fost observate celule acidofile de
dimensiuni mari, de forma rotunda, ovalard sau poligonala cu limitele bine definite, dispuse
relativ compact fiind organizate sub forma de plaje tumorale (Figura 3.4b) sau grupuri mici
asociate axului papilar (Figura 3.4c).

85



Fig 3.4. Microscopia adenomului hipofizar de tip acidofil. (a, b, c,)

Specimenele de adenoame hipofizare cu celule bazofile au prezentat in componenta lor
grupuri de celule de dimensiuni mici, cu citoplasma bazofila, de asemenea granulara si nucleu
rotund, intens colorat. Majoritatea celulelor au fost grupate in arii compacte separate de o
cantitate redusa de tesut conjunctiv (Figura 3.5a). Adenoamele hipofizare cu celule cromofobe
au fost constituite din celule cu citoplasma clara, cu nucleul rotund sau ovalar dispus de cele mai

multe ori excentric (Figura 3.5b).
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Fig. 3.5. Aspectul histopatologic al adenomaleor hipofizare de tip bazofil (a) si cromofob (b).
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Adenoamele hipofizare mixte au fost constituite cel mai frecvent din arii de celule
acidofile (Figura 3.6a) sau bazofile (Figura 3.6b) mixate cu arii de celule tumorale cromofobe.
Intr-un numar redus de cazuri s-a observat tipul de adenom hipofizar mixt acidofil-bazofil
(Figura 3.6c).

componentei cromofobe si predominanta componentelor acidofile sau bazofile. In cazurile de

adenoame AB proportia celor doud componente a fost aproximativ egala.

Clasificarea adenoamelor hipofizare in acidofile, bazofile, cromofobe si mixte a fost
dublata de prezenta unei eterogenitatii a patternul-ui de crestere in cadrul fiecarui subgrup.

Peste jumatate din cazurile de adenoame hipofizare cu celule acidofile (58%) au prezentat
un pattern de crestere solid, cu arii tumorale compuse din celule acidofile dispuse compact , fara
tesut conjunctiv interpus si cu o densitate scazutd de vase capilare decelabile la examenul
histopatologic comparativ cu hipofiza normala (Figura 3.7a,b). Ca frecventa, patternul solid
(difuz) a fost urmat de cel papilar, intalnit in 23% din cazurile de adenoame hipofizare cu celule
acidofile. Axe conjunctive fine, foarte bine vascularizate au fost tapetate de 2-4 randuri de celule
cu citoplasma acidofila (Figura 3.7c). Pattern-ul trabecular (Figura7d) a reprezentat 12% din
totalul adenoamelor acidofile si pattern-ul fusiform (Figura 3.8¢) doar 4%. Reprezentarea grafica
a distributiei adenoamelor hipofizare cu celule acidofile in functie de pattern-ul de crestere este

schematizat in Figura 3.7e.
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Fig. 3.7.a, b, c, d Clasificarea adenoamelor dublata de prezenta heterogenitatii patternului de
crestere in cadrul fiecarui subgrup. 7e. Reprezentarea graficd a distributiei adenoamelor

hipofizare.

Adenoamele hipofizare cu celule bazofile au reprezentat un grup aparte din punct de
vedere histopatologic si, ulterior din punct de vedere al profilului hormonal, dar acest aspect va fi
discutat la capitolul respectiv. Tipul papilar a predominat pentru adenoamele hipofizare
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cu celule bazofile (70% din numarul total de cazuri). Restul de 30% a fost impartit in proportii
egale (10% fiecare) intre tipurile solid, trabecular si fusiform.

Adenoamele cu celule cromofobe au fost foarte heterogene din punct de vedere al
pattern-ului de crestere. Daca pentru adenoamele bazofile, patternul papilar poate fi considerat
specific, pentru cele cromofobe am intalnit doar 18% pattern papilar (Figura 3.8a), cel solid fiind
considerat predominant 45% (Figura 3.8b). Tipul alveolar (18%, Figura 3.8c), trabecular (9%,
Figura8d) si fusiform (9%, Figura 3.8e) au completat tabloul heterogen al adenoamelor

hipofizare de tip cromofob.

Fig. 3.8. Adenoame hipofizare cromofobe cu pattern de crestere papilar (a,), solid (b), alveolar
(¢), trabecular (d) si fusiform (e).
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Adenoamele hipofizare de tip mixt au fost definite ca un amestec de celule acidofile,
bazofile si cormofobe. In studiul de fata au fost inregistrate 3 tipuri de adenoame hipofizare mixte:
cele care contin celule acidofile si bazofile (AB), adenoame cu celule predominant acidofile mixate
cu celule cromofobe (AC) si adenoame mixte predominant cu celule bazofile nsotite de prezenta
celulelor cromofobe (BC). Tipul AC a reprezentat 61,53% din totalul adenoamelor mixte, fiind
urmat de tipul BC (30,76%) si AB (7,71%). Diagrama distributiei cazurilor de adenoame hipofizare

conform pattern-ului de crestere dependent de tipul celular este prezentata in figura 3.9.

6l1°53%

ADENOAME
HIPOFIZARE
MIXTE

Fig. 3.9. Distributia cazurilor de adenoame hipofizare mixte incluse in studiu.

Discutii. Adenoamele hipofizare reprezinta aproximativ 10-15% din totalul tumorilor
diagnosticate la nivel cerebral [38]. Afecteaza predominant femeile [301], iar prezenta lor in
copildrie este extrem de rara dar, atunci cand exista, astfel de tumori sunt mult mai agresive decat

cele aparute in perioada adulta [142]. Clasificarea adenoamelor hipofizarea doar pe baza
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diagnsoticului histopatologic conventional nu mai este in prezent acceptata fara realizarea profilului
hormonal prin metoda imunohistochimica. Totusi, diagnosticul initial rimane un aspect important
in evaluarea adenoamelor hipofizare.

Morfologic, adenoamele hipofizare sunt constituite din celule acidofile, bazofile si
cromofobe iar pentru adenoamele hipofizare mixte, combinatii ale celor trei tipuri de celule pot fi
intalnite 1n proportii variabile.

Prin introducerea profilului hormonal al adenoamelor hipofizare bazat pe expresia apare sa
scada in importantd, mai ales in centrele cu o dotare superioara a laboratoarelor de anatomie
patologica.

Evaluarea histopatologica pe care am realizat-o in cadrul prezentului studiu a fost necesara
din mai multe motive. Primul si, poate cel mai important este acela ca, cercetarea de fata reprezinta
prima evaluare globald a adenoamelor hipofizare din Republica Moldova, initial din punct de
vedere morfologic, completat bineinteles si de profilul hormonal, pe un numar de cazuri relativ
mare.

Astfel, pattern-ul de crestere solid a fost caracterizat prin predominanta celulelor acidofile,
si intr-o mica masuri a celor cromofobe si bazofile. In schimb, adenoamele hipofizare de tip papilar
au fost constituite predominant din celule bazofile. Tipul alveolar a inclus adenoamele hipofizare cu
celule cromofobe predominant. In tipul trabecular, proportia celor trei tipuri celulare a fost
aproximativ egala [202].

Tinctorialitatea celulara de tip acidofil a predominat in lotul inclus in studiu de adenoame
hipofizare din aria Republicii Moldova. Aceasta este in concordantd cu datele raportate anterior de
Balinisteanu si colaboratorii care, dintr-un numar total de 142 adenoame hipofizare colectate din
Romania, au diagnosticat 104 cazuri de adenoame de tip acidofil [12]. De asemenea, aceiasi autori
au prezentat pattern-ul de crestere solid ca fiind predominant in aproximativ 59% din totalul
cazurilor, procent care este apropiat de cel gasit pentru cazurile colectate din Republica Moldova.
Discordante in ceea ce priveste celelalte pattern-uri de crestere s-au inregistrat pentru tipul papilar,
acesta fiind mai frecvent in Republica Moldova, comparativ cu Romania. De asemenea, numarul
cazurilor de adenoame hipofizare cu celule cromofobe a fost semnificativ mai ridicat pentru lotul
studiat in Republica Moldova comparativ cu cel studiat pentru cazurile din Romania. Acest aspect
de predominantd a celulelor cromofobe a fost raportat si de alti autori. In 1982, Felix si
colaboratorii au raportat un numar de adenoame hipofizare cromofobe similar cu cel al
adenoamelor cu celule acidofile, aproximativ un procent de 30% din totalul cazurilor incluse in
studiu [82] dar aceste date sunt extrem de rare.
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Datele de mai sus sugereaza influenta tipului celular asupra pattern-ului de crestere al
adenoamelor hipofizare. Recent, Monsalvez si colaboratorii [214] au publicat date referitoare la
corelatia dintre pattern-ul de crestere, aspectele histopatologice si parametrii clinici. Autorii au
demonstrat corelatia dintre pattern-ul de crestere preoperator si postoperator precum si corelatia
dintre acesta si varstd sau sex. Date despre aspectele de tinctorialitate celulard sau pattern de
crestere histopatologic nu au fost citate in cadrul aceluiasi studiu.

Clasificarea histopatologica dependenta de tinctorialitate sau pattern-ul de crestere a fost
declarata ca fiind ineficientd datorita corelatiei slabe intdlnite Intre aspectele microscopice si
profilul hormonal al adenoamelor hipofizare. Impactul slab al clasificarii histopatologice
conventionale nu a inclus insa corelatia cu al{i potentiali factori de prognostic si /sau terapeutici ce
ar putea avea implicatii in patogeneza adenoamelor hipofizare. Consideratiile iniiale conform
carora adenoamele hipofizare cu celule acidofile secreta predominant GH si cele cromofobe sunt
non secretorii (nule) au fost demontate de profilul imunohistochimic care le-a contrazis partial.

In prezent nu exista date referitoare la corelatia dintre indicele de proliferare, tipurile

citologice si pattern-ul de crestere in adenoamele hipofizare.
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3.2. Profilul hormonal identificat imunohistochimic GH, prolactini, ACTH, TSH, FSH, LH

In prezent, este bine cunoscut faptul ci, evaluarea histopatologicd nu mai este unanim
acceptatd ca metoda unica de diagnostic al adenoamelor hipofizare. Evaluarea initiala, bazata pe
criterii. morfologice este obligatoriu de a fi completatd de un profil hormonal cit mai bine
certificat. Din acest motiv, in prezent diagnosticul adenoamelor hipofizare combina aspectele
histopatologice cu profilul hormonal, foarte util in special in cazul adenoamelor plurihormonale.

Pe baza datelor prezentate mai sus, studiul nostru a continuat cu elaborarea profilului
hormonal pentru fiecare caz in parte si reclasificarea adenoamelor hipofizare in corelatie cu
acesta. Evaluarea imunohistochimica a inclus sase tipuri de hormoni: GH, PRL, ACTH, TSH,
FSH si LH. Evaluarea microscopica si clasificarea adenoamelor hipofizare conform profilului
hormonal s-a realizat pe contul procentului de celule pozitive si a intensitatii reactiei.

Adenoamele hipofizare care au exprimat un singur hormon au fost considerate adenoame
hipofizare pure. Cele care au exprimat doua tipuri hormonale ca de exemplu GH-PRL, GH-TSH
sau FSH-LH au fost clasificate ca si adenoame hipofizare de tip mixt.

In cazul in care adenoamele hipofizare au prezentat reactie imunohistochimica pozitiva la
trei sau mai multi hormont, si la cel pufin doi dintre ei reactia a fost notatd cu +2 sau +3, iar la
ceilalti cu +1, acestea au fost clasificate drept adenoame hipofizare plurthormonale.

Au existat cazuri la care nici unul dintre hormonii mentionati nu a fost pozitiv iar testele
adiacente pentru realizarea diagnosticului diferential cu alte tipuri tumorale din regiunea capului
si gatului au fost de asemenea negative. Aceste cazuri au fost incluse in grupul adenoamelor
hipofizare non-secretante (non functionale).

Evaluarea imunohistochimica a profilului hormonal s-a realizat de asemenea si pe cele 10
cazuri de tesut hipofizar normal, fiind urmarite numarul si intensitatea celulelor pozitive dar si
distributia diferitelor tipuri celulare ale adenohipofizei in cadrul structurilor histologice normale
specifice hipofizei umane.

Reactia imunohistochimica pozitivd care a fost luatd in considerare pentru evaluarea
hormonilor hipofizari a fost restrictionata la nivelul citoplasmei celulelor tumorale si a avut un
aspect granular (in cele mai multe cazuri) dar si un aspect difuz, omogen, in special pentru
ACTH, FSH si LH.

Hipofiza normald a exprimat toate tipurile de hormoni. Celulele GH pozitive au
predominat fiind organizate in cuiburi sau cordoane. Reactia a fost omogena cu o intensitate
mare, §i patternul citoplasmatic granular. Celulele pozitive la PRL au urmat ca densitate dupa
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cele secretante de GH. Celulele ACTH pozitive au fost organizate in structuri cu aspect de
pseudorozete sau pseudofoliculi. Densitatea cea mai mica a fost inregistratda pentru celulele FSH
si LH secretante. Acestea au fost distribuite omogen in structura hipofizei dar izolate unele fata
de altele. Rar s-a inregistrat distributia celulelor FSH si LH pozitive in grupuri mici. Aspectele si
particularitatile imunohistochimice ale profilului hormonal din hipofiza normal sunt evidentiate
in Figura 3.10.
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Fig. 3.10. Mapping-ul celulelor endocrine din hipofiza normala. Celule secretante de GH (a),
PRL (b), TSH (c), ACTH (d), FSH (e) si LH (f)

Heterogenitatea celulara si functionalda a hipofizei normale s-a reflectat si in profilul
hormonal al adenoamelor hipofizare incluse in studiul de fata.

Raportat la numarul total de cazuri, adenoamele hipofizare pure au reprezentat un procent
de 33,34%. Ca distributie corelata cu tipurile hormonale cele mai numeroase cazuri de adenoame
hipofizare pure au fost reprezentate de cele LH pozitive urmate de adenoamele hipofizare GH
secretante si de prolactinoame. Adenoamele hipofizare TSH si ACTH secretante au fost
reprezentate in proportii egale. Raportarea procentuala a tipurilor de adenoame hipofizare pure

este redata in Figura 3.11.
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Distributia pe tipuri hormonale a adenoamelor hipofizare pure

Titlu axa

TS
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Fig. 3.11. Procentul de adenoame hipofizare pure, raportat la fiecare tip hormonal.

Profilul adenoamelor hipofizare mixte

Fig. 3.12. Raportul procentual al adenoame hipofizare mixte.
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Expresia imunohistochimica a fiecarei asocieri este prezentata in Figura 3.13. Asa cum
rezultd din descrierea de mai sus, cea mai frecventa asociere a fost realizata de GH care s-a co-
exprimat practic cu toate celelalte tipuri de hormoni. Expresia GH a fost intotdeauna de
intensitate moderatd si mare in cadrul acestei asocieri in comparatie cu ceilalti hormoni pentru
care a predominat o intensitate slaba, in foarte rare cazuri fiind intalnita o intensitate moderata
sau mare. In cadrul asocierilor dintre GH si alte tipuri de hormoni, s-a intlnit un pattern de

distributie particular pentru asocierile GH-TSH si GH-ACTH.

Fig. 3.13. Expresia imunohistochimica a asocierilor intalnite in cadrul adenoamelor hipofizare
mixte care secretd doua tipuri hormonale. GH-PRL (a, d), GH-TSH (a, €), GH-ACTH (a, f), GH-
FSH (a, g) si GH-LH (a, h) PRL-LH (b, h), PRL-ACTH (b, i), si FSH-LH (c, h).
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Astfel, daca pentru alte asocieri atat celulele GH pozitive cat si cele care au exprimat

ceilalti hormoni au avut o distributie difuzd omogend, pentru asocierile de tip GH-TSH spre

exemplu, celulele GH secretante si-au pastrat pattern-ul de distributie difuz (Figura 3.14a) in

timp ce, cele TSH pozitive au fost organizate in structuri compacte, care au format grupuri mici,

cu aspect insular distribuite in interiorul ariilor difuze GH pozitive (Figura 3.14b). Pentru

asocierea GH-ACTH s-a pastrat aspectul de “hot-spot” al distributiei ariilor ACTH pozitive, cu

particularitatea ca celulele ACTH pozitive au fost organizate sub forma de pseudofoliculi, rozete

sau cordoane, dispuse in interiorul ariilor GH pozitive (Figura 3.14c). S-a observat o intensitate

heterogena a celulelor ACTH pozitive, atat in interiorul ariilor cu aspect pseudofolicular si in

interiorul cordoanelor de celule secretoare de ACTH. Heterogenitatea expresiei ACTH a fost

caracterizata printr-0 alternanta de intensitate moderata si mare a expresiei imunohistochimice.
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Fig. 3.14. Pattern-ul de distributie al celulelor GH pozitive (a) TSH secretante (b) si a celor

ACTH secretante (¢) in tipurile mixte de adenoame hipofizare.

Ca frecventi a urmat asocierea dintre expresia hormonilor FSH si LH. In acest caz ambii

hormoni au fost exprimati imunohistochimic cu o intensitate relativ egald, fiind cuantificata in

cele mai multe cazuri de astfel de asociere drept moderata si mare (Figura 3.15 a, b).
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Fig. 3.15. Expresia FSH si LH in tipurile de adenoame hipofizare mixte
de tipul FSH-LH
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Adenoamele plurihormonale au reprezentat 20% din totalul cazurilor de adenoame
hipofizare studiate. Asocierile hormonale au fost foarte eterogene, fiind constituite din trei sau
patru tipuri hormonale. Intre cazurile studiate nu a predominat un anumit tip de asociere asa cum

reiese si din Figura 3.16.

Profilul adenoamelor hipofizare
plurihormonale

Fig. 3.16. Asocierile plurihormonale Intalnite pentru adenoamele hipofizare care au exprimat

imunohistochimic trei sau patru tipuri de hormoni.
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De asemenea asocierile triple si cele constituite din 4 tipuri hormonale au fost
reprezentate In proportii aproximativ egale. Dintre hormonii exprimati in adenoamele
plurihormonale GH si prolactina au prezentat frecventa cea mai crescutd, atat GH cat si PRL
fiind prezenti in 82% dintre adenoamele plurihormonale. ACTH a fost prezent in 73% din cazuri
iar TSH a urmat ca frecventd fiind regasit imunohistochimic in 54% din adenoamele
plurihormonale. Cel mai rar intdlnit hormon in adenoamele plurihormonale a fost FSH, prezent
doar in 9% din cazuri. In ceea ce priveste intensitatea reactiei imunohistochimice, pentru GH si
PRL a predominat o expresie intensa si moderata in timp ce, pentru celelalte tipuri hormonale
reactia observata a fost slaba sau moderata. De exemplu, pentru TSH a predominat intensitatea
moderatd in timp ce ACTH a fost caracterizat de o expresie predominant slabd in cadrul
asocierilor plurithormonale. Procentul rdmas de aproximativ 24% din cazuri au fost adenoame
hipofizare nule, care nu au fost pozitive pentru nici un tip de hormon inclus in profilul
imunohistochimic al adenoamelor hipofizare.

Discutii. Profilul hormonal al adenoamelor hipofizare este un pas obligatoriu in evaluarea
tumorilor hipofizare cu un impact major in diagnosticul si terapia acestora [42]. Practic, in acest
moment, nu se mai accepta ca diagnostic doar evaluarea histopatologica de tip conventional pe
preparatele colorate cu metode de rutind. Datele din literatura referitoare la profilul hormonal al
adenoamelor hipofizare sunt eterogene, tipurile hormonale descrise prezentaind o mare
variabilitate procentuald dependenta de numarul de cazuri sau aria geografica de unde provin.
Balinisteanu si colaboratorii, au raportat In 2011 un procent global de aproximativ 60% de
adenoame hipofizare pure (secretante a unui singur tip hormonal) din lotul studiat in aria de sud
a Romaniei [12]. In contrast, studiul nostru a relevat prezenta unui procent de aproximativ 34%
de adenoame hipofizare monosecretante prin analiza cazurilor din Republica Moldova. Mori si
colaboratorii, in 2013 [270] au prezentat date rezultate din studiul unui numar de 242 adenoame
hipofizare si au concluzionat cd un procent de 45% dintre acestea sunt monohormonale. Un
procent relativ similar cu cel gasit in prezentul studiu a fost publicat de Shao si Li care au
observat cd, 37 % din adenoamele hipofizare sunt monohormonale [286]. Ca o particularitate a
studiului nostru si respectiv ca o particularitate a adenoamelor hipofizare monosecretante din
Republica Moldova, mai mult de jumatate dintre adenoamele hipofizare monosecretante au fost
LH secretante [197]. Celelalte studii au raportat ca au predominat adenoamele secretante de GH
si PRL, aspect care a fost observat si in studiul din Romania [203]. Intr-adevar, adenoamele GH
secretante au urmat pe cele secretante de LH, fiind urmate de cele PRL pozitive, aspecte care
sunt in concordanta cu datele publicate anterior [12, 42, 270]. Adenoamele hipofizare mixte,
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caracterizate prin expresia imunohistochimicd a doi hormoni hipofizari, au reprezentat un
procent de 23% din totalul cazurilor incluse in studiu, in care au predominat asocierile de tip
GH-PRL, aspect ce corespunde cu datele din literatura [270]. In prezent, persistd controverse
legate de existenta acestui tip de asociere in adenoamele hipofizare mixte. Datele din literatura
au sugerat faptul cd, un adenom hipofizar care initial era PRL secretant sa recidiveze sub forma
unui adenom hipofizar GH secretant care a produs simptomatologie clinica specifica
acromegaliei. Acest switch a fost explicat partial prin prezenta unei mutatii a oncogenei gsp, mai
concret Arg201His mutation in gena GNAS [170]. Aceste modificari aparute in recidivele
adenoamelor hipofizare au un impact major asupra terapiei si prognosticului acestora. Un alt
aspect particular si incomplet elucidat in prezent vizeaza asocierea hormonala de tip GH-TSH.
Datele prezente in literatura considera aceste adenoame hipofizare mixte ca fiind foarte rare,
procentul lor variind intre 0,5-17% din totalul adenoamelor hipofizare [288]. Procentul de 5%
gasit de noi pentru adenoamele hipofizare studiate se incadreaza in limitele descrise in literatura.
Acest tip de adenoame hipofizare mixte par sa aiba un comportament agresiv, fiind caracterizate
printr-o invazie crescuta si un indice de proliferare ridicat, peste media specifica altor tipuri de
adenoame hipofizare, cel mai probabil pe seama TSH [239]. Asocierea GH-ACTH in
adenoamele hipofizare este considerata de asemenea o asociere foarte rard, douad astfel de cazuri
am evaluat in studiul nostru. Date relativ recente din literaturd asociaza o coexpresie similara cu
mutatii genice [272]. Evaluarea lor este sporadica in literatura fiind limitatad doar la prezentarea
unor cazuri clinice si, mult mai rar in cadrul unor studii de cercetare extensiva [6, 162, 193]. Un
caz izolat a fost raportat de Zielinski si colaboratorii care au descris un adenom hipofizar GH-
ACTH secretant dar, in care componentele GH si ACTH secretante au fost clar delimitate si
situate in zone diferite, distincte ale adenohipofizei [350], prin punctarea acestui aspect, autorii
sugerand de fapt prezenta concomitentd a doud tumori distincte la nivelul hipofizei. Asocierea
hormonala de tipul PRL-ACTH a fost intdlnitd in studiul nostru in 3% din cazuri, fapt care se
integreaza in cele raportate in literatura [258]. La fel de rara ca si precedenta, aceasta asociere
creeaza impedimente In ceea ce priveste instituirea tratamentului corespunzator. Un studiu
realizat prin co-cultivarea celulelor PRL secretante si acelor ACTH secretante care au fost tratate
succesiv cu factori de tipul CRH sau TRH a demonstrat ca stimularea secretiei celor doi hormoni
nu este echilibratd, aceasta fiind stimulata selectiv si dependent de tipul factorului utilizat. Astfel
s-a demonstrat ca modul de secretie al PRL in adenoamele mixte de tip PRL/ACTH este diferit s1
raspunde diferit la terapiile aplicate comparativ cu secretia de PRL din prolactinoamele pure
[338]. Majoritatea cazurilor clinice descrise in literatura si caracterizate de asocierea PRL cu
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ACTH au fost pacienti cu boala Cushing. In ciuda acestui aspect comun, modalitatea de debut
clinic al adenoamelor hipofizare PRL/ACTH secretante a fost extrem de eterogen. laccovazzo si
colaboratorii [135] au descris un caz al unui pacient de 60 de ani care a dezvoltat initial un
prolactinom, rezolvat prin terapie medicamentoasa, pentru ca ulterior, s prezinte simptome de
boald Cushing cu certificarea prezentei unui adenom hipofizar ACTH secretant metacrom.
Mittelbronn descrie cazul unui pacient cu simptomatologie clinica de boala Cushing dar cu
prezenta unui adenom hipofizar cu doud componente distincte, PRL si ACTH secretante,
certificate histologic si imunohistochimic [210]. Delimitarea clara intre zonele PRL si ACTH
secretante a fost remarcatd de asemenea si pentru cazul nostru. Mai mult, autorii au remarcat o
crestere a indicelui de proliferare al celulelor tumorale in zona PRL secretantd comparativ cu cea
ACTH pozitiva. Pentru pacientii cu boald Cushing prezenta secretiei duble de PRL si ACTH are
drept baza histologica un adenom corticotrof secretant sau o hiperplazie nodulara cu celule
secretante de ACTH asociat unui prolactinom ,silentios” sau functional care determina
hiperprolactinemie [210]. Adenoamele hipofizare secretante de FSH si LH au fost de asemenea
prezente in studiul nostru. Este bine cunoscut faptul ca, acest tip de adenoame hipofizare este
extrem de controversat, atat din punct de vedere al simptomatologiei clinice cat si al aspectelor
microscopice si imunohistochimice. Majoritatea autorilor clasificd adenoamele hipofizare FSH-
LH secretante ca fiind adenoame de tip non functional, bazate pe absenta imunoreactivitatii la
anticorpii corespondenti. Totusi, alti autori par sa fie mai precauti si considera aceste adenoame
hipofizare ca fiind non imunoreactive datorita cantitatii reduse de antigen care poate fi detectat in
celulele adenomatoase [195]. Cazurile pe care le-am identificat in studiul nostru ca fiind FSH-
LH secretante au fost in majoritate adenoame hipofizare cu celule cromofobe (cu o singura
exceptie), iar pattern-ul predominant a fost cel papilar. Intensitatea reactiei a fost moderata sau
mare, din acest motiv si noi consideram ca termenul de non imunoreactiv este mai corect decat
cel de non functional. O posibila explicatie a acestor discordante de clasificare a adenoamelor
hipofizare de tip FSH-LH ca nule sau non imunoreactive este datd de un studiu al lui Horvath si
Kovacs care au demonstrat prin microscopie electronica diferenfe structurale in celulele
adenoamelor gonadotrofe dependente de sexul pacientului [162]. Daca in cazul celulelor
provenite din adenoamele gonadotrofe masculine, organitele celulare erau slab dezvoltate si
necaracteristice, similare cu cele din adenoamele hipofizare nule, in celulele adenoamelor
hipofizare gonadotrofe feminine au fost evidentiate dilatatii veziculare ale complexului Golgi,
distincte, 1n ,,fagure de miere”, aspect care nu este caracteristic nici unui alt tip de celule din
variatele forme de adenoame hipofizare [259]. Ulterior, si alti autori au confirmat aspectul
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dicotomic dependent de sex in ceea ce priveste modificarile structurale din adenoamele
hipofizare de tip gonadotrof [124]. Totusi, aceste aspecte raman inca foarte controversate [158]
si incomplet elucidate [276, 277]. Un aspect particular al studiului nostru este determinarea a
doua asocieri extrem de rar citate in literatura: ACTH-LH si TSH-FSH. Adenoamele hipofizare
in care un hormon gonadotrof a fost asociat cu ACTH par sa aiba un profil molecular aparte [57]
si un comportament clinic particular. Asocierea TSH-FSH a fost raportata in literatura in pugine
studii datorita raritatii adenoamelor hipofizare TSH secretante care reprezintd sub 2% din totalul
adenoamelor hipofizare [56]. Asocierea TSH-FSH este si mai rar mentionata in literatura, [51,
305] fiind descrisa ca o alianta intre subunitatea f a TSH IR si subunitatea p a FSH. Datorita
raritatii acestei asocieri, nu existd in prezent date care si caracterizeze evolutia clinica a
pacientilor care prezintd astfel de imbinari. Adenoamele plurihormonale nu au prezentat

particularitati semnificativ diferite de cele raportate in literatura.
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3.3. Concordanta morfologie-imunohistochimie in adenoamele hipofizare

Introducere. Diagnosticul histopatologic conventional al adenoamelor hipofizare tinde sa fie,
in momentul de fata marginalizat, odata cu aparitia profilului hormonal bazat pe imunohistochimie.
Din acest motiv, corelatiile morfologice-imunohistochimice sunt rar citate in literatura, foarte
frecvent fiind mentionate doar aspectele imunohistochimice si neglijate particularitatile citologice si
ale pattern-ului morfologic de crestere intalnite in adenoamele hipofizare.

Concordanta morfologie - imunohistochimie reprezintd un parametru util cu valoare
orientativd pentru diagnostic. Heterogenitatea hormonilor secretati de adenoamele hipofizare,
mai ales in cazul adenoamelor plurihormonale ar putea influenta pattern-ul de crestere al acestor
tumori.

Sunt foarte bine cunoscute efectele hormonilor secretati de adenohipofizd asupra
receptorilor specifici din toate tesuturile organismului uman. in schimb, implicarea hormonilor
hipofizari in patogeneza adenoamelor hipofizare, respectiv si actiunea lor autocrind si paracrind
sunt putin studiate. In prezent, cu exceptia prolactinei, care este cunoscutd ci induce si
potenteaza cresterea si proliferarea celulelor tumorale si a celulelor endoteliale din vasele de
neoformatie din adenoamele hipofizare, nici un alt hormon nu a fost dovedit cd ar influenta
patternul de crestere al tumorilor hipofizare sau selectia unui anumit tip celular. Incertitudinile
care persistd referitor la posibilele corelatii dintre aspectele citologice si morfologice acceptate
pentru adenoamele hipofizare si profilul lor molecular au reprezentat pentru lucrarea de fata o
motivatie puternica de a sumariza datele rezultate din asocierile morfo-imunohistochimice pe
care le-am observat in cadrul prezentului studiu [205].

Rezultate. Caracterele citologice (acidofil, bazofil, cromofob si mixt) precum si pattern-ul
de crestere (solid, papilar, trabecular, alveolar, fusiform) au fost corelate cu expresia fiecarui tip
de hormon evaluat imunohistochimic. Cazurile au fost initial grupate in functie de tinctorialitatea
celulelor adenomatoase, indiferent de pattern-ul de crestere a acestora. Corelatiile pe care le-am
obtinut au fost clasificate ca si corelatii totale Tn cazul in care tofi cei trei indici de corelatie
evaluati (Spearman, Kendal si Pearson) au avut valori statistice semnificative, sau corelatii
partiale cdnd am inregistrat un indice de coeziune pentru cel putin unul din parametrii mentionati
[196]. Conform programului automat SPSS version 17, de realizare a corelatiilor mai sus
mentionate, au fost analizati indici cu o valoare seminficativ statistica, coeficientii de corelatie p
< 0.01 pentru corelatia de tip Pearson, si un p < 0.05 pentru indicii de corelatie de tip Kendall si
Spearman.
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Adenoamele hipofizare acidofile, bazofile, cromofobe si mixte au fost evaluate in raport
cu expresia imunohistochimicd a hormonilor hipofizari. Adenoamele hipofizare de tip acidofil s-
au asociat cu o expresie moderata si crescutd a GH evaluate imunohistochimic ca fiind +2 si + 3.
Pentru adenoamele hipofizare de tip acidofil, am obtinut o corelatic totald semnificativ statistica
pentru toti indicii studiati. Indicele de corelatie Pearson a avut o valoarea de P = 0,002, similara
cu cea pentru indicele de corelatie Kendall. Am observat o interdependentd mult mai puternica
intre aspectul acidofil si secretia de STH pentru parametrul de corelatie Spearman. Tabelele cu

variabilele si corelatiile mentionate sunt reprezentate in Figura 3.17.

Tip acidofil GH
Tip acidofil GH Kendall's Tip Correlation 1.000 -353
tau_b acidofil Coefficient
Tip acidofil Pearson 1.000 -400
Correlation Sig. (2-tailed) - 002
Sig. (2-tailed) g 002 N 64 o
GH Correlation -353 1.00C
N 60 60 Coefficient
GH Pearson -400 1.000 Sig. (2-tailed) 002
Correlation N 60 6C
Sig. (2-tailed) 002
Spearma Tip Correlation 1.000 -404
B N 60 60 n'srho  acidofil Coefficient
Sig. (2-tailed) : 001
N 60 6C
GH Correlation -404 1.00C
Coefficient

Sig. (2-tailed) 001 .
E N 60 6¢
Fig. 3.17. Evaluarea statistica a corelatiei Pearson (a), Kendall si Spearman (b) dintre tipul

acidofil si expresia imunohistochimica a GH.

Corelatia semnificativ statistica a GH cu tipul acidofil al adenoamelor hipofizare obtinuta
anterior a sugerat existenfa unor posibile asocieri directe sau inverse intre expresia diferitelor
tipuri hormonale exprimate in adenoamele hipofizare de tip acidofil. Pentru a putea defini
aspectele hormonale in dependentd de tipul histopatologic acidofil, am aplicat metodele statistice
de corelatie pentru GH evaluat in parte cu PRL, TSH, ACTH, FSH si LH.

Analiza expresiei GH in raport cu PRL a evidenfiat o corelatie directd, partiala

semnificativ statisticd intre GH si PRL pentru tipul acidofil de adenoame hipofizare fiind
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inregistrat un p = 0,032 pentru indicele Pearson. Valoarea semnificativ statistica a acestei analize
a demonstrat faptul cd, pentru adenoamele hipofizare de tip acidofil existd o suprapunere a
expresiei GH si a PRL, ambii hormoni fiind evaluati imunohistochimic cu scor de +2 si +3 in
majoritatea cazurilor. Evaluarea GH 1n raport cu TSH a inregistrat o corelatie inversa,
semnificativ statistica, tofi cei trei parametrii avand o valoare a p<0.034 (Figural8a). Un alt
aspect particular intdlnit Tn studiul expresiei hormonilor hipofizari in raport cu tipul
histopatologic a fost reprezentat de co expresia PRL cu ceilalti hormoni. Daca pentru co-expresia
GH PRL am obtinut doar o corelatie partiala, pentru asocierile de tip PRL-ACTH si PRL-FSH
corelatiile au fost complete fiind semnificativ statistice pentru un p= 0.002 (Figura 3.18b),
respectiv p=0.040. Nu s-au observat corelatii remarcabile pentru co-expresia PRL cu TSH si nici
pentru PRL-LH. In schimb asocierea TSH-ACTH a fost cuantificatd cu o semnificatie mai mica

de 0.01, aceasta fiind marcata de un p = 0.036.

GH TSH PRL ACTH
GH Pearson 1.000 387 PRL Pearson 1.000 751
Correlation Sk
Sig. (2-tailed) J 034
Sig. (2-tailed) | .000
N 30 30
N 30 30
ACTH Pearson 51 1.000
TSH Pearson 387 1,000 G
Correlation
Sig. (2-tailed) 000
Sig. (2-tailed) 034

B N 30 30 @ N 30 30

Fig. 3.18. Evaluarea statistica a corelatiei Pearson dintre tipul acidofil si co expresia
imunohistochimica a GH-TSH respectiv PRL-ACTH.

Varianta cu celule acidofile a adenoamelor hipofizare a potrivit cu expresia

imunohistochimica a LH, corelatia fiind totala, cu un p = 0,002 (Figura 3.19).
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Tip acidofil LH

Kendall's Tip acidofil Correlation 1.000 378
tau_b Coefficient
Sig. (2-tailed) I .001
Tip acidofil LH N 60 60
Tip acidofil Pearson 1.000 400
Correlation LH 378 1.000
Sig. (2-tailed) d .002
Sig. (2-tailed) .001
N 60 60 N 60 60
LH Pearson 400 1.000
Correlation
Sig. (2-tailed) 002 _ Spearman Tip acidofil Correlation 1.000 441
's tho Coefficient
E| | g9 4 Sig. (2-tailed) | 000
N 60 60
LH 441 1.000

Sig. (2-tailed) .000 )
] . " o

Fig. 3.19. Evaluarea statistica a corelatiei Pearson (a), Kendall si Spearman (b) dintre tipul

acidofil si expresia imunohistochimica a LH.

Tipurile bazofil cromofob si mixt nu au corelat semnificativ statistic cu expresia nici
unuia dintre hormonii evaluati imunohistochimic. Cu cea mai mare probabilitate, lipsa corelatiei
dintre aceste tipuri histopatologice si profilul hormonal imunohistochimic s-ar putea datora
numarului mic de cazuri inregistrate in aceste categorii.

Evaluarea corelatiei dintre pattern-ul de crestere asociat profilului hormonal a fost cel
de-al doilea obiectiv al concordansei morfologie-imunohistochimie. Dintre pattern-urile de
crestere mentionate la capitolul de morfologie, s-au putut realiza potriviri pentru tipurile solid,
papilar si trabecular. Pentru tipul solid, singurul hormon care a prezentat un grad mic de corelatie
a fost GH. Acesta s-a corelat partial cu tipul solid de adenom hipofizar (p=0.019 pentru
parametrul Kendall, si p=0.020 pentru parametrul Spearman (Figura 3.20).
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Tip solid STH

Kendall's tau b Tip solid Correlation 1.000 -.373
Coefficient
Sig. (2-tailed) ; .019
N 30 30
STH Correlation -.373 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) 019
N 30 30
Spearman's rho Tip solid Correlation 1.000 -421
Coefficient
Sig. (2-tailed) : .020
N 30 30
STH Correlation -421 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) .020
N 30 30

Fig. 3. 20. Evaluarea statistica a corelatiei Kendall si Spearman dintre tipul solid si expresia

imunohistochimica a GH.

Ceilalti hormoni de asemenea au fost evaluati, dar nu s-a observat nici o corelatie
semnificativ statisticd asa cum rezultd si din valorile p pentru fiecare tip hormonal, respectiv
PRL (0.266), TSH (0.478), ACTH (1), TSH (0.383), FSH (0.466) si LH (0.533) Kendall si
Spearman dar nu si pentru Pearson. In schimb, analiza imbinarilor dintre hormonii exprimati in
adenoamele hipofizare cu pattern de crestere papilar a relevat predominanta a doud asocieri
pentru care s-a inregistrat o corelatie completd, semnificativ statistica. Pattern-ul de crestere
papilar a fost dominat de expresia in tandem, pe de o parte a asocierii GH-PRL pentru care s-a
inregistrat o corelatie semnificativa certificatd de un p=0.04 si, pe de altd parte, de asocierea
TSH-FSH pentru care p a avut o valoare de 0.01. Nici o alta asociere hormonala nu s-a dovedit a

fi specifica pentru tipurile acidofil si papilar de adenoame hipofizare.

107



3.4. Concluzii la capitolul 3

1.

10.

11.

12.

Diagnosticul histopatologic conventional nu trebuie minimalizat in evaluarea adenoamelor
hipofizare

Profilul morfologic al adenoamelor hipofizare din Republica Moldova a fost dominat de
combinatiile de pattern-uri solid acidofil si papilar bazofil.

Pattern-ul cromofob a fost mai des intalnit la cazurile din Republica Moldova comparativ cu
statisticile realizate 1n alte regiuni ale Europei sau in USA.

Lipsa corelatiilor dintre profilul morfologic si indicele de proliferare sau expresia factorilor de
crestere si a receptorilor corespondenti a redus impactul morfologiei conventionale asupra
factorilor de prognostic si terapie.

Rata adenoamelor hipofizare pure 1n lotul studiat in Republica Moldova a fost mai mic decat
cel Intalnit si raportat in Romania (34% versus 60%)

Dintre acestea, au predominat adenoamele hipofizare pure LH secretante, acestea fiind
observate in peste 50% din cazurile de adenoame hipofizare pure.

Din punct de vedere al profilului hormonal imunohistochimic, lotul de studiu a fost extreme
de eterogen

Au fost descrise si caracterizate asocieri hormonale extrem de rar Intalnite in patologie.

In cadrul asocierilor hormonale a fost identificat pattern-ul de expresie imunohistochimica si
distributie a reactiei pozitive a diferitelor tipuri de hormoni

Am remarcat o expresie crescutd a TSH in adenoamele hipofizare studiate, dar intr-un singur
caz aceasta expresie nu a fost asociatd cu expresia altor tipuri de hormoni, majoritatea
cazurilor in care am remarcat TSH pozitiv fiind mixte sau plurihormonale.

Rata cazurilor de adenoame hipofizare mixte cu asocieri rare a fost superioard mediei
intalnite in literaturd de specialitate. Acest aspect sustine prezenta unor factor etiopatogenici
particulari zonei de unde provin adenoamele hipofizare.

Majoritatea cazurilor cu profil hormonal rar nu au fost caracterizate pand in prezent din
punct de vedere clinico-patologic si, acest fapt reprezintd scopul continudrii cercetarilor in

domeniul patologiei hipofizare particularizat pentru Republica Moldova.

108



4. FACTORII PREDICTIVI PENTRU DIAGNOSTICUL S1 TERAPIA
ADENOAMELOR HIPOFIZARE

4.1. Rata de proliferare a adenoamelor hipofizare

Adenoamele hipofizare pot creste fie prin expansiune, fie prin invazia structurilor
adiacente. In primul caz, tumorile sunt mici, bine delimitate si restrictionate in saua turceasca.
Adenoamele invazive au de obicei o crestere rapida, invadand tesuturile vecine ca: sinusul
sfenoid, sinusul cavernos si in unele cazuri chiar tesutul cerebral.

Mecanismul invaziv al acestor adenoame agresive nu este inca inteles pe deplin.
Proliferarea continua de la adenom la adenom invaziv si carcinom nu a fost demonstrata in
marea majoritate a tumorilor. Tendinta de infiltrare locala a adenoamelor hipofizare si invazia
tesuturilor adiacente pare a nu se corela cu aspectele histologice ale tumorii. Adenoamele
invazive nu trebuie sd prezinte neaparat aspecte histologice de agresivitate incluzand
pleomorfismul, atipia nucleard si activitate mitotici. In pofida faptului ci adenoamele
functionale si cele nefunctionale se pot prezenta ca tumori invazive, s-a observat ca cele
functionale au aceasta proprietate mult mai des.

Studierea activitdfii proliferative a adenoamelor a fost utilizatd pentru a discerne
adenoamele agresive de cele indolente. Aceste studii au aratat ca majoritatea tumorilor prezinta
un indice de proliferare sub 3%. Adenoamele clinic functionale prezinta o proliferare mult mai
mare decit cele nefunctionale. Existd o puternica corelatie intre expresia Ki67 (MIB-1) si
capacitatea de invazie a adenoamelor, Tnsa nu s-a demonstrat incd o corelatie intre indexul
proliferativ si recurenta acestora. Tumorile care prezinta o activitate mitotica crescuta si/sau un
indice Ki67 crescut trebuie sa fie desemnate ca adenoame atipice, iar pacientii trebuie urmariti cu
atentie. Adenoamele pituitare sunt tumori cu o ratd de crestere variabild, si cu un potential de
invazie si recurenta variabil. Unele tumori cresc rapid, altele rdiman in stare dormantda mult timp.
Rata de recurenta este de asemenea greu de prezis, adenoame hipofizare care initial erau cu rata
de proliferare redusd, achizitioneaza un ritm de proliferare rapid, si produc recidive agresive.
Capacitatea de predictie a potentialului proliferativ al adenoamelor hipofizare ar putea avea
implicatii majore in managementul clinic al adenoamelor hipofizare. Literatura de specialitate a
fost axata pe identificarea factorilor predictivi de comportament al adenoamelor hipofizare.
Indexul de proliferare Ki67 a fost demonstrat ca fiind o unealta utild in masurarea proliferarii
tisulare si, din acest motiv, a fost studiat extensiv.
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In adenoamele hipofizare, indicele de proliferare pentru Ki67 a fost remarcat ca fiind
crescut in cazurile cu recurente. Nu sunt date precise despre implicarea hormonilor hipofizari in
determinarea ratei de proliferare si a factorilor de crestere in adenoamele hipofizare. Din acest
motiv, scopul studiului de fatd a fost de a identifica rolul potential al hormonilor hipofizari
precum si a factorilor de crestere, GFAP si proteinei S100 in influentarea ratei de proliferare a
adenoamelor hipofizare. Adenoamele hipofizare proliferante au reprezentat un procent de 73%
din totalul cazurilor incluse in studiu. Expresia Ki 67 a fost restrictionata nuclear, intensitatea
reactiei fiind variabild, in cele mai multe cazuri moderata si intensa. Rata de proliferare a fost

extrem de heterogena in cadrul grupului, variind intre 4/1000 si 49/1000 (Figura 4.1 a, b).
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Fig. 4.1.Variabilitatea ratei de proliferare a adenoamelor hipofizare. Adenoame hipofizare cu rata

de proliferare scazuta (a) si rata de proliferare mare(b).

Cea mai Tnalta ratd de proliferare a fost inregistratd in adenoamele de tip acidofil sau in
ariile cu celule acidofile din cadrul adenoamelor hipofizare mixte. Adenoamele hipofizare de tip
cromofob au fost negative pentru Ki67 in proportie de 90%, la fel ca si cele care au prezentat
celule bazofile [200]. Raportat la pattern-ul de crestere, adenoamele hipofizare de tip papilar au
fost cel mai frecvent proliferante, rata de proliferare fiind, in majoritatea cazurilor mai mare de
20/1000. Adenoamele hipofizare cu pattern de crestere trabecular au prezentat cea mai mica rata
de proliferare, in aproximativ 50% din cazuri aceasta fiind zero. Adenoamele hipofizare cu
pattern de crestere compact au avut un indice mediu de proliferare, fiind situate intre cele de tip
papilar si trabecular [13].

Ulterior, am analizat rata de proliferare a adenoamelor hipofizare in raport cu profilul
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hormonal al acestora. Dintre adenoamele hipofizare plurihormonale, 50% nu au prezentat
proliferare, indicele de proliferare fiind notat cu 0. Celelalte adenoame de tip plurihormonal au
avut un indice de proliferare inaltat, 83,33% dintre ele fiind caracterizate printr-un indice de
proliferare cuprins fintre 21-41/1000. Adenoamele hipofizare pure, care au exprimat
imunohistochimic doar un singur tip de hormon au fost proliferante intr-un procent de 59% din
cazuri, 41% fiind neproliferante. Aproximativ 80% dintre adenoamele hipofizare GH secretante
au fost proliferante, cu o rati de proliferare medie, cuprinsi intre 13-24/1000. In cazul
adenoamelor hipofizare mixte de tip GH-PRL, 77,7% din cazuri au proliferat cu o ratd de
proliferare cuprinsd intre 5-29/1000. Toate cazurile FSH-LH pozitive au fost proliferante, dar
rata de proliferare a fost relative scazutd, in 60% din cazuri aceasta fiind cuprinsa intre 6-
12/1000.Adenoamele hipofizare non-secretante au fost proliferante intr-o proportie de 77,8% din
cazuri. Dintre cazurile proliferante, 57,14% au avut o rata medie, cuprinsa intre 11-20/1000. in
studiul de fatd am identificat si alte asocieri hormonale, altele decat cele precizate anterior.
Numarul lor a fost redus astfel ca, aceste tipuri particulare, au necesitat o analiza separata.

Astfel, asocierea hormonalda PRL-ACTH a fost intalnita intr-un singur caz de adenom
papilar predominant bazofil cu zone acidofile unde rata de proliferare a fost foarte mare,
respectiv 30/1000. Un alt caz izolat cu profil hormonal GH-TSH a prezentat de asemenea o rata
relativ mare de proliferare de 20/1000. in schimb, in majoritatea asocierilor de profil hormonal in
care unul dintre hormoni a fost LH, rata de proliferare a celulelor tumorale a fost 0. De fapt, LH
a fost singurul hormon pentru care am obisnuit o corelatie inversa semnificativ statistica cu

indicele de proliferare Ki67 asa cum rezulta din tabelul de corelatie prezentat in Figura 4.2.
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Coefficient
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Sig. (1-tailed) 027 Sig. (1-tailed) 020
N 6] 6l
N | )
LH  Conelation - 263 | 00
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Sig. (V-tailed) 020
N 61 61

Fig.4. 2. Analiza statistica a corelatiei dintre indicele de proliferare Ki67 si LH. De remarcat o

corelatie inversa intre expresia LH si rata de proliferare.
Testul ANOVA (Figura 4.3) a relevat de asemenea o implicare directa si a TSH si ACTH

in influentarea ratei de proliferare dar, datoritd numarului mic de cazuri ce exprimd un astfel de

profil hormonal, corelatiile de tip Pearson, Kendall si Spearman nu au putut fi realizate.
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Fig. 4.3. Testul ANOVA, implicarea directa a TSH si ACTH in rata de proliferare

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Between
Groups
Within Groups
Total

Sum of Squares
32.465

74.944
107.410
41.368

30.861
72.230
16.138

16.944
33.082
32.383

20.667
53.049
20.553

13.250
33.803
20.907

69.028
89.934
16.049

25.000
41.049
22.739

40.278
63.016
30.833

45.167
76.000
45.090

59.861
104.951
42.926

55.861
98.787
27.784

57.167
84.951
43.976

46.778
90.754

df
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60
26

34
60

113

Mean Square
1.249

2.204
1.591
908
.621
498
1.245
.608
/91
.390
.804
2.030
.617
133
875
1.185
1.186
1.328
1.734
1.761
1.651
1.643
1.069
1.681
1.691

1.376

.566

1753

1.245

2.049

2.028

396

.839

738

893

.985

1.005

.636

1.229

Sig.

931

.062

271

.025

.027

.992

.674

786

.613

A88

.882

283



4.2. Expresia GFAP si a proteinei S100 in adenoamele hipofizare cu implicatii in prognostic

si terapie

Expresia GFAP a fost cuantificatda imunohistochimic in hipofiza normala si in
adenoamele hipofizare. S-a demonstrat astfel o heterogenitate in expresie a GFAP corelata cu
tipul celular si distributia sa. Initial, s-a descris expresia GFAP 1n hipofiza normala. Ca pattern
de expresie, am intalnit distribugia citoplasmatica a GFAP si citoplasmatica combinata cu cea
membranara in celulele endocrine (normale si tumorale) si celulele folicular stelate (FS) (Figura

44.4,b,c).

(¥

Fig. 4.4. Pattern-ul de expresie al GFAP in hipofiza normala. Heterogenitate de expresie intre
cuiburile de celule endocrine (a), urmat de pattern de expresie citoplasmatic sau, combinat
citoplasmatic si membranar (b). In celulele folicular stelate (FS), expresia a fost intensa si

omogena (c).

In tesutul hipofizar normal, GFAP a fost exprimat heterogen, fiind pozitiv atat in celulele
folicular stelate cat si in celulele endocrine. Astfel, in celulele de tip acidofil, cel mai probabil
secretante de GH, GFAP s-a exprimat cu o intensitate slaba in citoplasma, intensificarea
membranara fiind observata foarte rar. Printre aceste tipuri celulare, am observat inserate celule
intens pozitive, cu morfologie de tip cromofob sau bazofil. FS au fost distribuite printre celulele
endocrine dar si in jurul vaselor capilare §i au avut o morfologie aparte cu prelungiri rare si
scurte ce au fost strans apozitionate pe peretele vasului capilar.

Celulele FS au fost distribuite discontinuu in jurul vaselor capilare fenestrate, contactul
dintre acestea si peretele capilar fiind realizat doar prin intermediul prelungirilor celulelor FS

(Figura 4. 5). Densitatea celulelor FS a fost relativ scazuta, fiind observate 2-4 celule/vas capilar.
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Fig. 4.5. Celule foliculostelate in jurul vaselor capilare, cu prelungirile atagate peretelui vasului

sanguin. De remarcat densitatea relativ scazuta a celulelor FS pe circumferinta vasului capilar.

Un aspect particular a fost observat in zona de hipofiza intermediard unde celulele care au

delimitat structurile pseudofoliculare au fost intens pozitive pentru GFAP (Figura 4.6).

R R
n;-ﬂ- 'f.

Fig. 4.6. Structuri pseudofoliculare delimitate de celule GFAP pozitive, impreuna cu celule
folicular stelate care sunt distribuite in jurul structurilor pseudofolicualre din partea intermediara

a hipofizei.
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Adenoamele hipofizare s-au caracterizat printr-o expresie crescuta a GFAP, cu o
localizare similara celei din hipofiza normala, respectiv in celulele endocrine tumorale si celulele
FS.

Din totalul cazurilor incluse in studiu, 43,33% au fost pozitive la GFAP. In toate cazurile
celulele tumorale au prezentat o expresie slaba sau moderatd cu localizare strict citoplasmatica
(Figura 4.4a). In schimb celulele FS au avut o reactie de intensitate similar celor din hipofiza

normala dar, densitatea lor a fost net superioara celei din tesutul hipofizar normal (Figura 4.7b).
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Fig. 4.7. Celule tumorale GFAP pozitive cu intensitate redusa si moderata printre care se observa
celule folicular stelate intens pozitive la GFAP (a) intr-un adenom hipofizar GH secretant.

Densitate crescuta de celule FS, GFAP pozitive intr-un adenom hipofizar secretant de LH(b).

Mai mult, distributia celulelor FS, GFAP pozitive a fost dependenta de profilul hormonal
al adenoamelor incluse in studiu. Astfel, in adenoamele cu un profil de tip GH sau combinat GH-
PRL, celulele FS au avut o densitate scazuta, fiind inserate printre celulele tumorale slab sau
moderat pozitive pentru acelasi marker (Figura 4a). In schimb, in adenoamele cromofobe,
celulele tumorale au fost negative pentru GFAP, intensitatea si densitatea celulelor FS- GFAP+
fiind crescute. Acelasi aspect s-a remarcat si in cazul adenoamelor hipofizare cu celule bazofile
care au fost de asemenea negative pentru GFAP. In adenoamele hipofizare de tip mixt, acidofil-
bazofil ca si in cel cromofob bazofil, se pastreaza pattern-ul de expresie legat de tipul celular asa

Cum se observa, comparativ si in Figura 4.8.
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Fig. 4.8. Distributia heterogena a expresiei GFAP in celulele tumorale din adenoamele hipofizare
mixte acidofil-bazofile (a, cu GFAP+ in celulele acidofile si negativ in cele bazofile) si bazofil

cromofob (b, pozitiv in componenta cromofoba).

In adenoamele ACTH secretante, expresia GFAP a fost restrictionata la nivelul celulelor
folicular stelate care au avut o distributie particulard, celulele tumorale fiind negative. A fost
observata o crestere a densitatii celulelor FS GFAP+ comparativ cu hipofiza normala. Distributia
acestora a fost de asemenea specifica, in sens ca au fost grupate in jurul vaselor sanguine, cu
tendinta de a forma un strat relativ continuu in jurul vaselor capilare (Figura 4.9a). Adenoamele
hipofizare ACTH secretante au prezentat, o serie de spatii vasculare, aparent nedelimitate de
celulele endoteliale, cu peretele format din celule tumorale si celule FS dispuse in palisada in

jurul spatiului pseudovascular (Figura4. 9b).
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Fig.4.9. Celule FS cu distributie perivasculara (a) si cu tendinta de a forma, impreuna cu celulele
tumorale peretele ce delimiteaza spatiile pseudo vasculare, caracteristice adenoamelor hipofizare
ACTH secretante (b).
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Adenoamele hipofizare de tip bazofil au fost de asemenea in majoritate negative pentru
GFAP in celulele tumorale, dar am observat celule FS cu densitate crescutd de asemenea in jurul
vaselor sanguine. Spre deosebire de distributia din adenoamele ACTH secretante, in adenoamele
de tip bazofil, stratul de celule FS a fost discontinuu (Figura 4.10) fiind grupate la periferia
adenoamelor hipofizare de tip bazofil sau distribuite in grupuri mici, compacte in interiorul

ariilor tumorale (Figura 4.11 a, b).
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Figura 4.11. Aglomerare periferica de celule FS-GFAP+ la periferia adenoamelor hipofizare cu

celule bazofile (a) si gruparea lor in interiorul ariilor tumorale (b)
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Cea mai mare densitate de celule FS-GFAP+ a fost remarcata in adenoamele hipofizare
plurihormonale, predominant in tipul papilar. Celulele FS-GFAP+ au format in acest caz o retea foarte
bine organizata prin interrelatia pe care au realizat-o cu ajutorul prelungirilor citoplasmatice (Figura
4.12a). In anumite zone, interactiunea dintre celulele FS-GFAP+ si vasele capilare a fost intrerupta prin

interpunerea de celule tumorale intre cele doua structuri histologice (Figura 4.12b).

Fig. 4.12. Distributia celulelor FS-GFAP+ in adenoamele hipofizare plurihormonale. De

remarcat densitatea crescutd si dispozitia sub forma de retea data de interconexiunile dintre
prelungirile numeroase ale celulelor FS-GFAP+. Interpunere de celule tumorale intre prelungirile

celulelor FS-GFAP+ si peretele vasului capilar ce sugereaza disruptia barierei hematoencefalice.

Observatia celulelor FS-GFAP+ in tesutul hipofizar normal si in adenoamele hipofizare a
relevat o eterogenitate morfologica dependenta nu doar de statusul normal sau adenomatos dar si
de profilul hormonal al adenoamelor hipofizare.

Astfel, in tesutul hipofizar normal, celulele FS-GFAP+ au avut un corp celular alungit si
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au prezentat prelungiri scurte si rare, interpuse printre celulele endocrine sau atasate peretelui
capilar (Figura 4.13a). In adenoamele hipofizare GH secretante, celulele FS-GFAP+ au prezentat
un corp neregulat, de cele mai multe ori cu aspect triunghiular, cu prelungiri scurte, strans
apozitionate pe celulele tumorale adenomatoase (Figura 4.13b).

Celulele perivasculare din adenoamele ACTH secretante au avut un corp celular ovalar,
alungit, inserat printre celulele tumorale, cu dispozitie caracteristica ,,in palisada” si tendinta de a

emite prelungiri doar de la polul celular opus lumenului vascular sau pseudovascular.
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Fig. 4.13. Heterogenitatea morfologica a celulelor FS-GFAP+ in hipofiza normala (A),

adenoame hipofizare GH secretante (b), ACTH secretante (c) si FSH/LH secretante (d)

Pornind de la observatia microscopica a eterogenitatii morfologice a celulelor FS-
GFAP+, am continuat studiul prin investigarea corelatiei dintre expresia GFAP si profilul
hormonal al adenoamelor hipofizare, cu scopul de a identifica potentialele influente ale
homronilor hipofizari asupra dinamicii celulelor FS-GFAP+.

Dintre toti hormonii hipofizari, expresia GH a prezentat o corelatie semnificativa, dar
slaba cu expresia GFAP (p=0,055 pentru indicele Pearson) dar semnificativa pentru indicii

Kendall si Spearman (Figura 4.14).
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GH GFAP

Kendall's tau b GH Correlation 1.000 194
Coefficient
Sig. (1-tailed) A .046
GH GEAP N 61 61
GH Pearson 1.000 207 GFAP Correlation 194 1.000
Correlation Coefficient
Sig. (1-tailed) 3 055 Sig. (1-tailed) 046
N 61 61 N 61 61
GFAP Pearson 207 1.000 Spearman's rho GH Correlation 1.000 218
Correlation Coefficient
Sig. (1-talled) 055 Sig. (1-talled) - 046
N 61 61 N 61 61
GFAP Correlation 218 1.000
Coefficient
Sig. (1-tailed) 046
N 61 61

Fig. 4.14. Evaluarea statistica a corelatiei Pearson in comparatie cu evaluarea Kendal si

Spearman ale adenoamelor GH secretante si coexpresia GFAP

O corelatie puternica a inregistrat si expresia ACTH in raport cu GFAP, astfel ca indicele
de corelatie a fost semnificativ statistic cum rezulta si din Figura 4.15 (a, b). O corelatie slaba a

fost prezenta si in ceea ce priveste LH (Figura 4.15c).

GFAP ACTH GFAP ACTH
Gralb c Pelz\r Som 1000 '276Kcnda]l‘s tau_b GFAP Correlation 1.000 296
SrE Ao Coefficient
Sig. (2-tailed) = 031
Sig. (2-tailed) i 012
N 61 61
ACTH Pearson 276 1.000
Correlation N 61 61
Sig. (2-tailed) 031 | ACTH Correlation 296 1.000
Coefficient
|E| N 61 61 . .
Sig. (2-tailed) 012
GFAP LH
GFAP Pearson 1.000 203 N 61 61
Correlation
Spearman's rho GFAP Correlation 1.000 325
Coefficient
Sig. (1-tailed) 4 058
Sig. (2-tailed) 4 011
N 61 61
N 61 61
LH Pearson 203 1.000
Correlation ACTH Correlation 325 1.000
Coefficient
Sig. (1-tailed) .058

Sig. (2-tailed) 011

N 61 61
5] S

Fig. 4.15. Evaluarea statistica a expresarii ACTH si GFAP in adenoame LH si ACTH secretante
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Dintre ceilal{i markeri moleculari inclusi in studiu, am Inregistrat o corelatie inversa intre
expresia GFAP si a oncoproteinei HER2 (p=0,025). Supraexpresia EGFR nu a fost semnificativ
statistic suprapusa peste expresia GFAP (p=0,072). In schimb, am inregistrat o foarte puternica
corelatie intre GFAP si supraexpresia VEGF in adenoamele hipofizare, cu un p=0,0014).

Proteina  S100 in adenoamele hipofizare a fost studiatd tot prin metoda
imunohistochimica pe hipofiza normala si adenoamele hipofizare. Proteina S100 s-a demonstrat

a avea un pattern nuclear si citoplasmatic, fiind pozitiva in celulele folicular stelate dar si in

celulele endocrine ale hipofizei normale (Figura 4.16) si adenomatoase.

Fig. 4.16. Expresia proteinei S100 in hipofiza normala. Se remarca expresie intensa, nucleara si
citoplasmatica in celulele folicular stelate si expresie moderata restrictionata citoplasmatic in

celulele endocrine cu pattern acidofil pe HE si intensitate slaba in celulele cromofobe.

Pattern-ul combinat, nuclear/citoplasmatic a fost observat in celulele tumorale la doar
19,5% din cazurile pozitive la proteina S100 (Figura 4.17a), restul cazurilor avand o expresie
restrictionata citoplasmatic (Figura 4.17b).

122



Fig.4.17a. Celulele tumorale S100+, cu pattern combinat, nuclear si citoplasmatic

Fig.4.17b. Celulele tumorale S100+, cu pattern citoplasmatic.

Atat in hipofiza normalad cat si in adenoamele hipofizare, ocazional au fost observate

celulele endoteliale cu expresie nucleara a S100 (Figura 4.18 a, b).

Fig.4.18. Reactie imunohistochimica pozitiva pentru proteina S100 cu expresie nucleara in

celulele endoteliale care tapeteaza capilarele sanguine din hipofiza normala (a, sdgeatd) si vasele

din adenoamele hipofizare (b, sdgeatd).

Procentul de cazuri pozitive pentru proteina S100 a fost de 66,12% din numarul total.
Dintre acestea, 39,02% au prezentat un pattern de crestere compact, 39,04% au fost de tip
papilar, 9,75% au avut un pattern de crestere trabecular, 4,87% fusiform si 7,31% au fost de tip

alveolar. Adenoamele hipofizare de tip papilar au inregistrat cea mai mare intensitate de expresie
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a proteinei S100 in celulele tumorale (Figura 4.19a). Cu exceptia adenoamelor de tip papilar, in
majoritatea cazurilor de adenom hipofizar intensitatea reactiei a fost slaba si moderata, in

comparatie cu tesutul normal (Figura 4.19b).

O

Fig. 4.19. Intensitatea crescuta a proteinei S100 in adenoamele hipofizare de tip papilar (a) si
expresie moderata 1n tesutul adenomatos (b, sectiunea dreaptd) comparativ cu hipofiza normala

(b, sectiunea din stanga).

Celulele acidofile au fost prezente intr-un procent de 34,2% din cazuri. Adenoamele
hipofizare cu celule bazofile au reprezentat un procent de 26,8% din cazurile pozitive pentru
proteina S100, iar, pentru 39% din cazuri componenta cromofobd a fost prezentd constituind
adenoame hipofizare pur cromofobe sau mixte cromofob-acidofile/bazofile.

Ca particularitati imunohistochimice ale expresiei proteinei S100, am observat
variabilitati in prezenta, intensitatea si distributia acestui marker in raport cu profilul hormonal.
Adenoamele hipofizare GH secretante au fost extrem de heterogene in ceea ce priveste expresia
proteinei S100 in celulele tumorale. Cazurile au variat de la absenta expresiei in celulele
tumorale (celulele folicular stelate fiind pozitive, (Figura 4.20a) la expresie slaba, cu localizare
strict citoplasmatica (Figura 4.20b) la expresie intensa, in toatd aria tumorald, nuclear si

citoplasmatic (c) sau doar citoplasmatic (d) [198].
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Fig. 4.20. Variabilitatea expresiei proteinei S100 in adenoamele hipofizare GH secretante:

absenta (a), slaba(b), intensa, nuclear si citoplasmatic (c) si intensa, citoplasmatic (d).

Pentru adenoamele cu celule cromofobe, expresia proteinei S100 a fost slaba in citoplasma

celulelor cromofobe, fiind in cele mai multe cazuri restrictionata nuclear (Figura 4.21).

B & <.gn ¥
‘q’%r f
" " <

Fig. 4.21. Adenom hipofizar de tip cromofob cu celule cromofobe negative pentru proteina S100
in citoplasma, cu expresie heterogena si focala in nucleii celulelor cromofobe si citoplasma si
nucleul celulelor folicular stelate inserate printre celulele cromofobe. Si in acest caz se remarca

celule endoteliale S100 pozitive nuclear.
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Aspectul particular pe care l-am remarcat la expresia GFAP in adenoamele ACTH
secretante, s-a repetat si in cazul expresiei proteinei S100. Celulele tumorale au fost negative
pentru proteina S100. In schimb, in jurul spatiilor vasculare, au fost distribuite celule S100
pozitive cu expresie nucleard si citoplasmatica, si cu o morfologie de celule folicular stelate.
Prelungirile celulelor folicular stelate au fost strans apozitionate de peretele vasului sanguin,
fiind de asemenea interconectate unele cu altele (Figura 4.22a). Aceste interconexiuni au creat o
retea de prelungiri S100 pozitive printre care erau distribuite celulele tumorale [198]. Focal, in
imediata vecinatate a celulelor S100 pozitive, celulele tumorale au prezentat o reactie slaba si
inconstanta cu distributie strict citoplasmatica (Figura 4.22Db).

Ca si in cazul adenoamelor hipofizare GH secretante, celulele endoteliale ale vaselor din
vecindtatea celulelor S100 pozitive au avut reactie pozitivd la proteina S100 cu distributie
nucleara (Figura 4.22¢). In restul masei tumorale celulele S100 pozitive cu morfologie folicular

stelatd au fost rar intdlnite in adenoamele hipofizare ACTH secretante.

Fig. 4.22. Proteina S100 exprimata in adenoamele hipofizare ACTH secretante. Celule S100

pozitive la nivel nuclear si citoplasmatic, distribuite in palisada in jurul vaselor sanguine (a).
Celulele prezinta numeroase prelungiri ramificate, inserate printre celulele tumorale, pe de o
parte si interconectate intre ele formand retele (b, ¢). Ocazional, celulele S100 pozitive au fost
observate in grupuri printre celulele tumorale care au prezentat focal reactie slaba la proteina

S100 (b,d).
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Raportat la profilul hormonal, nici unul dintre cei sase hormoni utilizati in realizarea
profilului imunohistochimic nu s-a corelat semnificativ statistic cu expresia proteinei S 100.

In schimb, dintre factorii de crestere si receptorii corespondenti, proteina S100 s-a corelat

semnificativ statistic cu expresia EGFR in cazurile pentru care proteina S100 a avut 0 expresie

moderata sau intensa. Analiza statistica a acestei corelatii este redata in Figura 4. 23.

EGFR S100 EGFR S100
EGFR Pearson 1.000 245 Kendall's tau_b EGFR Correlation 1.000 230
Correlation Cloerhorent
Sig. (1-tailed) | .029
Sig. (1-tailed) A 019
N 61 61
S100 Pearson .245 1.000 N 61 61
slati
Somslabon $100 Correlation 230 1.000
Sig. (1-tailed) 029 Coefficient
Sig. (1-tailed) 019
N 61 61
N 61 61
Spearman's rho EGFR Correlation 1.000 269
Coefficient
Sig. (1-tailed) 4 018
N 61 61
S100 Correlation 269 1.000
Coefficient
Sig. (1-tailed) .018
N 61 61

Fig. 4.23. Analiza statistica a corelatiei S100 si EGFR in adenoamele hipofizare

Discutii. Expresia GFAP si a proteinei S100 a fost studiatd in adenoamele hipofizare,
fiind frecvent asociata cu celulele foliculostelate [72, 137]. Expresia lor in celulele tumorale,
cuantificata separat in variatele tipuri de adenoame hipofizare reprezintd un subiect sporadic in
literatura si, din acest motiv, corelatiile cu prognosticul, supravietuirea pe termen lung, recidivele
si implicatiile terapeutice sun extrem de neconvingatoare in prezent. Date din ce in ce mai
numeroase sugereazd capacitatea celulelor endocrine tumorale si non tumorale de a se
transdiferentia in celule foliculostelate in care cei doi markeri se suprapun din punct de vedere al
expresiei imunohistochimice, aceste celule FS fiind de fapt considerate ca celule stem
pluripotente [129, 209]. Fenomenul de ,,retrodiferentiere” a fost observat si descris in special in
cazul adenoamelor hipofizare ACTH secretante [209]. In studiul nostru am observat de asemenea
un aspect particular de distributie, localizare si expresie a GFAP si S100 pentru adenoamele

hipofizare ACTH secretante. Celulele FS, GFAP+/S100+ au fost distribuite in jurul vaselor
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sanguine sau au delimitat spatii pseudovasculare. Am remarcat o densitate usor crescuta a
acestora prin imunocolorarea cu GFAP comparativ cu proteina S100. Aceasta discrepanta a fost
sustinuta de datele statistice care au aratat ca doar GFAP s-a corelat semnificativ statistic cu
expresia ACTH 1n timp ce proteina S100 nu a prezentat corelatie semnificativ statistica, in ciuda
concordantei de distributie si morfologie. Aceasta discrepantd de expresie sugereaza doua
ipoteze: (I) existenta a doud subpopulatii de celule FS, una imaturd care exprima doar proteina
S100 cu o mare capacitate de diferentiere si o populatie de celule FS mature GFAP+/S100+ cu
un rol bine stabilit, acela de interconexiune intre celulele endocrine si vasele capilare fenestrate,
dat fiind distributia si localizarea acestora descrise anterior corelat cu expresia tardivda a GFAP
comparativ cu proteina S100; (I1) existenta aceleiasi populatii celulare dar care poate prezenta
mai multe faze evolutive. Aceste ipoteze urmeaza sa fie demonstrate sau infirmate prin
cunatificarea markerilor pentru celulele stem pluripotente. Oricum, nici una din cele doua
ipoteze nu explica reactia negativa pentru GFAP si S100 in celulele tumorale ale adenoamelor
hipofizare ACTH secretante, comparativ cu alte tipuri de adenoame hipofizare. Ca un paradox,
descrierea expresiei proeteinei S100 si a GFAP 1n hipofiza normala este restrictionatd doar la
evaluarea celulelor FS. Nu am gasit in literatura date referitoare la expresia GFAP si a proteinei
S100, diferit fatda de celulele endocrine ale glandei hipofize umane normale. Am remarcat
prezenta GFAP in celulele acidofile, secretante de GH in timp ce proteina S100 a manifestat o
expresie imunohistochimicd moderatd in celulele acidofile si slaba in celulele cromofobe.
Pattern-ul de expresie s-a pastrat si in cazul adenoamelor hipofizare GH secretante in care am
remarcat o variabilitate de expresie a GFAP si proteinei S100. Acest aspect a fost in special
evident in cazul adenoamelor hipofizare mixte in care componenta GH secretanta era intens
pozitiva pentru GFAP sau proteina S100 in timp ce componenta bazofila era negativa si cea
cromofobd slab pozitivd sau negativd la proteina S100. Existd in prezent un singur model
experimental care sustine datele pe care le-am gasit noi, referitoare la corelatia dintre GFAP,
ACTH si1 LH. Acest model a demonstrat ca, inductia supraexpresiei Bmil de catre GFAP
determind in model experimental murin, dezvoltarea de adenoame hipofizare in portiunea
anterioara si intermediara a adenohipofizei [329]. Peste 50% din adenoamele hipofizare
supraexprima Bmil [329] procent care se suprapune cu procentul de adenoame hipofizare
GFAP+ pe care l-a gasit in studiul nostru. Totodatd, s-a demonstrat ca astfel de adenoame
hipofizare cresc secretia de ACTH, aspect care, de asemenea este in concordantd cu datele
observate si cuantificate In prezentul studiu. Asocierea semnificativ statistici a GFAP cu VEGF
nu a fost surprinzatoare, dat fiind faptul ca VEGF a fost izolat initial din celulele FS ale
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adenohipofizei bovine [112, 230] si, mai mult decat atat adenoamele hipofizare au exprimat
VEGF si in celulele tumorale. In schimb, lipsa asocierii VEGF cu proteina S100 contrabalansata
de asocierea S100-EGFR sustine prezenta a doua populatii distincte de celule foliculostelate si
celule adenoamtoase cu functii diferite si mai mult cu rol prognostic si terapeutic bine definit.
Mai mult, asocierea S100-EGFR reprezinta un factor de prognostic nefavorabil, care stimuleaza
proliferarea, invazia si metastazarea celulelor tumorale in carcinoamele hepatocelulare, [186]
glioblastoame [145] sau melanoame [328]. Pana in prezent adenoamele hipofizare nu au fost
caracterizate din acest punct de vedre. Datele noastre sugereaza implicarea acestui mecanism in
adenoamele hipofizare GH secretante si, cel mai probabil si PRL secretante dar aceste date

necesita sa fie validate prin studii ulterioare.
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4.3. Concluzii la capitolul 4

1.

Expresia GFAP si proteinei S100 in celulele tumorale este implicatd in patogeneza
adenoamelor hipofizare GH si PRL secretante, mecanismele de activare fiind incomplet
studiate in prezent. Acest aspect pare sa reprezinte un factor de prognostic nefavorabil
care guverneazd fenomenul de retrodiferentiere si sustine prezenta celulelor stem
pluripotente.

Rezultatele noastre sustin prezenta a doua subtipuri moleculare de celule foliculostelate
respectiv GFAP+/VEGF+/S100- si o alta GFAP-/S100+/EGFR+ concomitent cu varianta
clasica GFAP+/S100+.

Prin analogie cu observatiile obtinute in alte tipuri tumorale, este posibil ca adenoamele
hipofizare S100+/EGFR+ sa reprezinte un grup de adenoame hipofizare cu un
comportament agresiv si o capacitat de invazie si recurentd crescute, aspecte ce reprezinta
un factor de prognostic nefavorabil.

Axul GFAP-ACTH-LH este studiat momentan doar in model experimental dar pare sa
favorizeze dezvoltarea adenoamelor hipofizare in regiunile anterioara si intermediarad a

adenohipofizei, adenoame caracterizate de un prognostic nefavorabil.
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5. IMPLICAREA FACTORILOR DE CRESTERE SI A RECEPTORILOR
CORESPONDENTI iIN PATOLOGIA ADENOAMELOR HIPOFIZARE

5.1. Rolul factorilor de crestere VEGF, VIGF165b, PDGF si a receptorilor corespondenti in

adenoamele hipofizare

5.1.1. VEGF-factorul de crestere al endoteliului vascular in patogeneza, evolutia si terapia

adenoamelor hipofizare

VEGEF descris ca factor de permeabilitate vasculara, izolat din hipofiza bovind, VEGF a
fost intens studiat in adenoamele hipofizare, la fel ca si in alte tipuri de tumori prin prisma
rolului sau de activator al angiogenezei tumorale cu rol in proliferarea, migrarea i organizarea
vaselor de neoformatie.

VEGF reprezintd o {intd terapeuticd pentru care existd deja dezvoltatd o terapie cu
anticorpi monoclonali umanizati de tip bevacizumab in cancerul de colon cu metastaze [156].
Incercari de a utiliza VEGF ca factor de prognostic si tintd terapeutica au fost ficute si in
cancerul mamar cu metastaze dar rezultatele trialurilor clinice sunt controversate [67, 167].

In adenoamele hipofizare, VEGF a fost intens studiat privind implicarea sa in procesul
angiogenic si, mai pufin ca tintd terapeuticd fiind asociat cu fenotipul agresiv si invaziv al
adenoamelor hipofizare. Exista foarte putine studii privind corelatiile dintre tipul histopatologic
si profilul hormonal al adenoamelor hipofizare si supraexpresia VEGF in aceste tipuri de tumori,
majoritatea fiind realizate pe baza rezultatelor imunohistochimice. Nu existd incd, panda in
prezent un rol prognostic si terapeutic al expresiet VEGF in adenoamele hipofizare. Din acest
motiv, studiul de fata si-a propus reevaluarea expresiei si distributiei VEGF in adenoamele
hipofizare precum si validarea sau invalidarea sa ca factor predictiv pentru prognosticul si terapia
adenoamelor hipofizare, in special pentru cele invazive sau cu un fenotip agresiv.

Studiul VEGF 1n adenoamele hipofizare a inclus doua metode de detectie. Initial, VEGF
a fost testat prin imunohistochimie, fiind studiatd expresia proteica a acestuia. Imunohistochimia
a fost completata si validata respectiv prin metoda de hibridizare in situ de detectie a VEGF
mRNA pe tesuturile la parafina.

Imunohistochimic, VEGF a fost pozitiv in 45% din cazurile incluse in studiu. Au fost
observate doud pattern-uri de expresie a VEGF: un pattern membranar (Figura 5.1a), cu
intensitate ridicata si omogena, pe toata circumferinta celulelor tumorale pozitive si un pattern
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citoplasmatic, granular (Figura 5.1, b).In unele cazuri, cele doua pattern-uri au fost observate
concomitent in celulele tumorale, fie combinate pentru aceiasi celuld (Figura 5.1c¢), fie, in cazul
adenoamelor hipofizare mixte, separate in diferitele celule tumorale care au intrat in componenta

acestora.

Fig. 5.1. Pattern-ul de expresie al VEGF in adenoamele hipofizare: membranar (a), citoplasmatic

difuz (b), membranar si citoplasmatic (c).

Totodata, raportat la aria de distributie a reactiei imunohistochimice, VEGF a avut o
expresie difuza, fiind pozitiv in toatd aria tumorala (Figura 5.2a) sau o expresie focala, insulara,
arii intens pozitive la VEGF fiind inconjurate de arii de celule tumorale negative la VEGF

(Figura 5.2b, 2c¢).

Fig.5.2. Distributia difuza a expresiei imunohistochimice a VEGF (a), focala, cu pattern

citoplasmatic (b) si insulara, cu pattern membranar(c).
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Expresia difuza a fost caracteristica adenoamelor hipofizare secretante de GH si PRL in
timp ce aspectele focale si insulare au predominat in adenoamele secretante de TSH, ACTH si
LH. Pentru adenoamele nonsecretante cu profil hormonal negativ pentru toate tipurile de
hormoni, reactia imunohistochimicd la VEGF a fost slaba sau absenta in majoritatea cazurilor; in
componenta fusiformd, in celelalte tipuri celulare expresia VEGF fiind absenta. Dintre acestea,
51,85% din cazuri au fost adenoame hipofizare de tip acidofil pur sau mixte cu o componenta de
tip acidofil. Pattern-ul cromofob a fost prezent in 25% din cazurile pozitive la VEGF, iar cel
bazofil in 23,15% din numarul total de cazuri.

Raportat la profilul hormonal, expresia imunohistochimica a VEGF a fost asociatd cu
expresia fiecarui hormon in parte. Dintre hormonii inclusi n profilul imunohistochimic, GH a
prezentat o corelatie semnificativ statistica cu expresia VEGF, pentru aceasta fiind obtinut un
p=0,024 (Figura 5.3). Totodata, prolactina a prezentat o suprapunere partiala a expresiei sale cu
cea a VEGF (p Kendall=0.020, p Spearman=0.043, Figura 5.4). Rezultatele statistice obtinute
sustin procentul de peste 50% al adenoamelor hipofizare cu caracter acidofil, fiind bine cunoscut

faptul ca celulele de tip acidofil sunt secretante de GH si PRL [14].

GH VEGF GH VEGE
GH Pearson 1.000 470 Kendall's tau_b GH Correlation 1.000 449
Correlation Coefficient
e y
S Q- ocd) - 93t Sig. (2-tailed) . 020
N 23 23
VEGF Pearson 470 1.000 N 23 23
Correlation VEGF Correlation 449 1.000
Sig. (2-tailed) 024 | Coefficient
Sig. (2-tailed) .020
N 23 23
N 23 23
Spearman's rho GH Correlation 1.000 506
Coefficient
Sig. (2-tailed) ! 014
N 23 23
VEGF Correlation 506 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) 014
N 23 23

Fig.5.3. Evaluarea statistica a corelatiei Pearson (a), Kendall si Spearman (b) dintre expresia

imunohistochimica a GH si cea a VEGF
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GH PRL
Kendall's GH Correlation 1.000 372
tau b Coefficient
Sig. (2-tailed) ) 049
N 23 23
PRL Correlation 372 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) 049
N 23 23
Spearman's GH Correlation 1.000 425
rho Coefficient
Sig. (2-tailed) : 043
N 23 23
PRL Correlation 425 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) 043
N 23 23

Fig. 5.4. Evaluarea statistica a Kendall i Spearman dintre expresia imunohistochimica a GH si

PRL pentru cazurile pzitive la VEGF

Referitor la intensitatea expresiei imunohistochimice a VEGF, in adenoamele hipofizare
GH pozitive, VEGF a avut o expresie mixta citoplasmaticd notatd cu + 3, cu un pattern granular
combinat cu o intensificare membranard. Adenoamele hipofizare cu profil hormonal mixt de tip
GH-PRL s-au caracterizat printr-o expresie moderatd notatda cu +2 dar cu o densitate crescuta a
celulelor pozitive. Pentru profilul hormonal GH-TSH intensitatea expresiei VEGF a fost mare,
notata cu +3 [14].

Un aspect particular, extrem de interesant, a fost observat in adenoamele hipofizare
ACTH pozitive si TSH pozitive. Arii de celule VEGF pozitive, cu intensificare membranara si
cu aspect insular, inconjurate de celule negative la VEGF au fost observate pe toata suprafata de

sectiune a specimenelor analizate (Figura 5.5).
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Fig. 5.5. Insuld de celule VEGF pozitive, in cadrul unui adenom hipofizar ACTH secretant.

De cele mai multe ori, aceste arii VEGF pozitive au fost centrate de vase sangvine ori s-
au grupat in jurul ariilor hemoragice. Alteori, celulele VEGF pozitive par sd fie structuri ce
delimiteaza spatii pseudovasculare, cu continut bogat sanguinolent, dand aspectul de mimetism
vasculogenic intalnit si in alte tipuri de tumori ca melanomul malign sau glioblastomul
multiform.

Din totalul adenoamelor hipofizare VEGF pozitive, 77,4% au prezentat o intensitate
moderata si mare, fiind notate cu +2 si +3. Pentru confirmarea imunohistochimiei, aceste cazuri
au fost selectate pentru metoda de detectic a RNA bazata pe hibridizarea in situ aplicata pe
sectiunile de parafina. Un procent de 88, 24% dintre cazurile evaluate prin hibridizare in situ au
fost pozitive la VEGF. Intensitatea semnalului de amplificare a fost evaluat in functie de numarul
semnalelor pozitive cu distributie nucleard. Astfel, am observat o eterogenitate a amplificarii
genice a VEGF in adenoamele hipofizare, variind de la +1 la +4 (Figura 5.6a-d), 53,33% fiind

evaluate cu un scor de 3 si 4.
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Fig. 5.6. Scorul de interpretare al VEGF mRNA in adenoamele hipofizare. Amplificare genica
notatd cu +1 (a), +2 (b), +3 (¢) si +4 (d). De remarcat pattern-ul de amplificare de la amplificare
punctiforma cu semnale distincte (a) la clustere si grupuri de semnale intens pozitive pentru

proba VEGF mRNA(d).

Amplificarea genica pentru VEGF mRNA a prezentat o expresie heterogena dependenta
de pattern-ul de crestere al adenoamelor hipofizare. Pattern-ul papilar a fost caracterizat in toate
cazurile printr-o amplificare genica notata cu +4, in care s-au descris clustere nucleare cu
intensitate si densitate crescutd. Practic, toate celulele epiteliale tumorale au prezentat
amplificare genica, in pattern-ul papilar cu celule acidofile (Figura 5.7a). Pentru pattern-ul solid,
s-a demonstrate de asemenea o amplificare genica inalta (Figura 5.7b) dar, spre deosebire de
pattern-ul papilar, s-a inregistrat predominanta semnalelor nucleare punctiforme distincte (Figura
5.7¢) si, Intr-o mica masura a clusterelor de amplificare asa cum a fost identificat pentru pattern-

ul papilar acidofil (Figura 5.7d).
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Fig. 5.7. Amplificare genica crescuta in pattern-ul papilar notata cu +4 (a) si amplificare
heterogena intr-un adenom hipofizar cu componenta solida si papilard(b). Semnale nucleare
distincte pentru celulele acidofile ale adenoamelor hipofizare de tip solid (c), comparativ cu

prezenta clusterelor pentru celulele , de asemenea acidofile din adenoamele papilare (d).

In unele zone, celulele tumorale ce au prezentat amplificare genica pentru VEGF mRNA

au avut tendinta de a se distribui in vecinatatea vaselor sanguine (Figura 5.8).

(Y

Fig. 5.8. Celule tumorale cu amplificare pentru VEGF mRNA distribuite de-a lungul unui vas

sanguin
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Spre deosebire de expresia imunohistochimicd a VEGF ce a fost restrictionata la nivelul
celulelor tumorale, VEGF mRNA a fost detectat si in alte tipuri de celule incluse in ariile
tumorale. Astfel, numeroase vase de tip capilar au fost delimitate de celule endoteliale cu
amplificare pentru VEGF mRNA (Figura 5.9a). Un aspect particular a fost observat in cazul
vaselor de tip capilar care prezentau fenomenul de intususceptie, respectiv pilieri intravasculari
unde am decelat celule endoteliale ce au prezentat semnal pozitiv pentru VEGF mRNA incluse
in structura pilierilor intravasculari (Figura 5.9b, c).

Celulele folicular stelate au avut o supraexpresie a VEGF mRNA particulard, comparativ
cu celelalte tipuri celulare. Astfel, supraexpresia VEGF mRNA a avut un pattern citoplasmatic si
un pattern nuclear foarte intens (Figura 5. 9d).

Cazurile cu amplificare genicd au fost reevaluate, privind corelatiile cu tipul hormonal
precum si cu ceilalti factori de crestere sau receptori tirozin kinazici inclusi in studiu. Tabloul
corelatiilor dintre VEGF mRNA, profilul hormonal, al factorilor de crestere si indicelui de
proliferare, a fost comparat cu cel obtinut la corelarea expresiei imunohistochimice a VEGF cu

acelasi spectru de parametri.

Fig. 5.9. Alte tipuri celulare ce au prezentat amplificare genica pentru VEGF mRNA. Celulele
endoteliale din vasele peritumorale (a) au prezentat un semnal intens pentru VEGF mRNA, iar in
vasele care au fost splitate de pilieri intravasculari am observat celule endoteliale cu amplificare

VEGF mRNA la baza acestora (b, sageata) sau in structura pilierului(c). Celule folicular stelate

inserate printre celulele tumorale, cu o expresie crescuta a VEGF mRNA (d).
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Concordanta dintre expresia imunohistochimica a VEGF si amplificarea genicd a VEGF
mRNA obtinuta pe sectiuni la parafina a fost semnificativ statistica, aspect extrem de important,
cu rol confirmativ pentru evaluarea expresiei VEGF in adenoamele hipofizare (Figura 5.10).

S-a pastrat corelatia semnificativ statistica intre expresia GH si amplificarea genica a

VEGF mRNA.

HC RNA
Kendall's HC Correlation 1.000 418
tau_b Coefficient
Sig. (2-tailed) ! 035
N 23 23
IH RNA
E RNA  Correlation 418 1.000
HC Pearson 1.000 .538 € odiicient
Correlation DECES
Sig. (2-tailed) 035
Sig. (2-tailed) | .008 N 23 23
N 5 o Spearman's HC Correlation 1.000 462
INA Pearson 538 1.000 tho Coefficient
Correlation Sig. (2-tailed) ! 026
Sig. (2-tailed) .008
N 23 23
N 23 23 RNA Correlation 462 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) 026
N 23 23

Fig.5.10. Evaluarea statistica dintre expresia imunohistochimica a

VEGEF si amplificarea genicd a VEGF mRNA
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5.1.2. VEGF165b in patogeneza adenoamelor hipofizare.

Expresia crescutd a VEGF in majoritatea adenoamelor hipofizare corelatd cu densitatea
vasculara scazuta, cuantificata in studiile anterioare pe hipofiza, ne-a obligat sa identificam daca,
varianta inhibitorie a VEGF, respectiv. VEGF165b este de asemenea supraexprimatd in
adenoamele hipofizare, ca o posibila explicatie a MVD scazute. Din acest motiv, s-a realizat,
prin  metoda imunohistochimicd, cuantificarca = VEGF165b. Interpretarea  reactiei
imunohistochimice s-a realizat similar cu cea a VEGF.

Un procent de 16,66% din cazurile studiate au avut reactie pozitiva la VEGF165b. In
majoritatea cazurilor, reactia a fost de intensitate slaba, notatd cu +1 si, in 7 cazuri am inregistrat
reactive moderatd cu intensitate +2. Pattern-ul de expresie a fost citoplasmatic, granular
(predominant) si 1n rare cazuri membranar, combinat cu cel citoplasmatic. Raportat la tipul
histopatologic, toate cazurile VEGF165b pozitive au fost de tip acidofil sau au inclus arii de
celulele acidofile, in cazul adenoamelor hipofizare mixte.

Reactia imunohistochimica nu a fost restrictionati la celulele tumorale. In cazurile in care
celulele tumorale au fost negative la VEGF165b, am observat celule izolate pozitive, cu
citoplasma granulara, cel mai probabil macrofage (Figuralla) sau mastocite (Figurallb) incluse
in ariile tumorale. Rare celule cu o morfologie similard celulelor folicular stelate au fost de

asemenea remarcate ca fiind pozitive la VEGF165b (Figura 5.11c).
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Fig. 5.11. Tipuri celulare pozitive la pentru VEGF165b cu morfologie de macrofag (a), mastocite

(b) sau celule folicular stelate (c).
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Celulele tumorale au prezentat o reactie heterogend, granular citoplasmatica, notata, in

raport de numarul celulelor tumorale si intensitatea reactiei cu +1, +2 si +3 (Figura 5.12a, b,

respectiv c).
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Fig. 5.12. Reactie pozitiva in celulele tumorale notatd cu +1 (a), +2 (b) si +3 (c). Expresia a fost

citoplasmatica si a avut un pattern granular.

Nu s-au observat vase sanguine in ariile tumorale pozitive la VEGF165b (Figura 5.13a).
In schimb, celulele intens pozitive pentru fractiunea inhibitorie a VEGF au avut tendinta de a se

dispune in jurul vaselor mature cu lumen patent (Figura 5.13Db).

Fig. 5. 13. Arie tumorala pozitiva pentru VEGF165b, in care nu se observa vase sanguine cu

lumen vizibil (a). Celule tumorale VEGF165b intens pozitive, grupate in jurul vaselor sanguine

mature, cu lumen patent.
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5.1.3. PDGF A si axul PDGF B/PDGFRp in adenoamele hipofizare

Fiind bine cunoscuti ca factori mitogeni pentru celulele normale in dezvoltarea sistemului
nervos cat si in cadrul proceselor tumorale maligne, PDGF A si B impreund cu receptorii
corespondenti nu au incad un impact foarte bine descris In patogeneza adenoamelor hipofizare.
Date disparate din literatura, grupate in mai putin de 10 articole de cercetare referitoare la
aceasta tema, sugereaza implicarea PDGFs si PDGFRbeta in modificarile secretiei hormonilor
hipofizari, dar o corelatie intre profilul hormonal si expresia acestora nu este inca bine definita.

Expresia PDGF A a fost observata in 66,66% din cazurile de adenoame hipofizare incluse
in studiu. Expresia imunohsitochimica a fost citoplasmatica $i membranard si, doar in cazuri
izolate s-a remarcat prezenta reactiei pozitive cu localizare nucleara, scorul de interpretare fiind
predominant de +2 si +3 (Figura 5.14 a, b, ¢, d). Adenoamele hipofizare papilare au constituit
34,14% din cazurile pozitive la PDGF A, fiind urmate de cele de tip compact (19,5%), mixte
(17%), de tip fusiform (21,95%) si alveolar (7,4%).

Fig.5.14. Expresia PDGF A in adenoamele hipofizare. Citoplasma celulelor tumorale a fost
pozitiva pentru PDGF A (a). Pattern membranar observat predominant in celulele tumorale din
jurul vaselor sanguine (b). Expresia nucleara s-a observat in celulele endoteliale si celulele
tumorale (c). In cazuri izolate, celulele tumorale cu semnal pozitiv in nucleu au delimitat spatii

vasculare (d).
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Expresia intensa, notatd cu +3 a fost identificata in 62,5% din adenoamele hipofizare de
tip compact si in 53,33% din adenoamele hipofizare de tip papilar. De remarcat ca, pentru
adenoamele hipofizare de tip papilar, s-a inregistrat doar o expresic moderata si intensa a PDGF
A pentru toate cazurile incluse in studiu, comparativ cu cele de tip compact unde PDGF A s-a
observat doar in 75% din cazuri.

PDGF A a avut o expresie heterogend raportatd la tipurile celulare care au intrat in
componenta adenoamelor hipofizare. 53,33% din adenoamele hipofizare de tip papilar PDGF A
pozitive au fost constituite din celule bazofile, 35,71% au fost de tip acidofil iar restul au fost
constituite din celule cromofobe cu sau fard arii mici de celule acidofile. In ceea ce priveste
profilul hormonal, 57,14 % din adenoamele papilare PDGF A+ au fost FSH secretante cu sau
fara co-expresie de LH. Celelalte cazuri au fost secretante de ACTH sau PRL si, intr-un singur
caz am avut un profil plurihormonal de tipul GH-PRL-ACTH. Adenoamele hipofizare PRL
secretante au fost de asemenea secretante de PDGF A, intr-o proportie semnificativ statistica
(p=0,011). In ciuda numirului mare de cazuri FSH secretante, corelatia dintre secretia FSH si
PDGF A nu a fost semnificativa.

Adenoamele PDGF A pozitive de tip compact au fost in majoritate de tip acidofil
(87,5%). In cadrul acestora, au predominat in proportii egale, adenoamele plurihormonale si non
secretante (37,5% fiecare), urmate de GH-PRL si cele FSH secretante (17% fiecare).

Supraexpresia EGFR si a VEGF s-a suprapus in cazul adenoamelor hipofizare PDGF A
pozitive, astfel cd am inregistrat un indice de p=0,0445, fapt sustinut si de scatter plot-ul din

Figura 5. 15 insotit de datele statistice.
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Fig.5.15. Analiza statistica a corelatiei dintre expresia VEGF (var2) si EGFR (varl)pentru
cazurile de adenoame papilare PDGF A pozitive.
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Pentru adenoamele hipofizare mixte, cu doua componente PDGF A s-a exprimat diferit,

- A

fiind mai intensa In componenta cromofoba si slaba si focal distribuitd in componenta compacta

- A

aspecte evidente in Figura 5.16.

, sus) si acidofila (dreapta, jos),

anga

a (st

Fig. 5.16. Adenom hipofizar cu 0 componenta cromofob

cu o expresie diferentiatd a PDGF A, nuclear si citoplasmatic in aria cromofoba si predominant

citoplasmatic in aria acidofila
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5.1.4. Axul PDGF B/PDGFR beta in adenoamele hipofizare

Spre deosebire de PDGF A unde expresiile membranara si citoplasmatica au predominat,
pentru PDGF B, majoritatea cazurilor au prezentat o reactie nucleara pozitiva in celulele

tumorale, combinata intr-un numar mic de cazuri cu reactie citoplasmatica (Figura 5.17).

!

Fig.5.17. Heterogenitatea expresiei PDGF B in cadrul unui adenom hipofizar de tip papilar, unde

se poate observa prezenta celor trei tipuri de expresie: nucleara, citoplasmatica si membranara.

Procentul de cazuri pozitive a fost relativ similar cu cel obtinut pentru PDGF A. Am
obtinut un procent de 68,33% din cazuri pozitive la PDGF B. Expresia nucleard nu a fost o
reactie fals pozitiva, dat fiind faptul ca, in acelasi camp microscopic am observat nuclei negativi
la PDGF B mixati cu arii nucleare intens pozitive pentru PDGF B. Toate tipurile de adenoame
hipofizare au fost pozitive pentru PDGF B [15].

Un aspect particular al expresiet PDGF B, a fost legat de evaluarea prezentei sale in

nucleu, decelatd prin imunohistochimie. Date precedente au raportat, in model experimental ca
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translocatia expresiei PDGF din citoplasma in nucleu ar reprezenta de fapt, expresia unei mutatii
aparute in gena PDGF. Pornind de la acest precedent, am evaluat separat expresia PDGF B in
nucleu si citoplasma celulelor tumorale si am remarcat ca, in 85% din cazurile incluse 1n studiu,
expresia a fost limitatd strict nuclear (Figural8a). Restul de 15% au prezentat o reactie

combinata, citoplasmatica si nucleara in celulele tumorale (Figura 5.18b).
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18. Expresia nucleara (a), nucleara si citoplasmatica (b) si focal nucleara/focal

citoplasmatica (c) a PDGF B in adenoamele hipofizare.

Raportat la profilul hormonal, PDGF B a prezentat expresia notatd cu scorul cel mai inalt
(+3) in adenoamele GH secretante. Aceastd surpraexpreise a fost semnificativ statistica, pentru
aceasta am obtinut un p=0.010 pentru coeficientul Pearson, ceilalti coeficienti de corelatie fiind
de asemenea semnificativi (Figura 5.19).

Expresia intensd a PDGF B a necesitat evaluarea PDGFRp pentru a putea explica

prezenta mecanismului de actiune autocrin a PDGF B in patogeneza adenoamelor hipofizare.
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Fig.5.19. Analiza statistica a co expresiei GH si PDGF B in adenoamele hipofizare. A relevat o

suprapunere semnificativ statistica

Dintre factorii de crestere sau receptorii pentru factorii de crestere, PDGF B a prezentat o

corelatie inversa semnificativa doar cu VEGF (Figura 5.20).
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Fig.5. 20. Corelatia dintre expresia VEGF si PDGF B



PDGFRB mRNA a fost evaluat prin tehnica RNA scope. Ca si control al reactiei de
amplificare am utilizat expresia PDGFR mRNA amplificata la nivelul celulelor perivasculare si
a pericitelor capilarelor intratumorale si peritumorale. In acestea, reactia a fost intensa,
amplificarea fiind notatd cu un scor de 4 (Figura 5.21). Raportat la aceastd expresie, am evaluat

amplificarea genica in celulele tumorale.

Fig. 5.21. Celule perivasculare cu amplificare crescuta pentru PDGFR3 mRNA evidentiata prin

semnale punctiforme multiple cu localizare nucleara

Adenoamele hipofizare cu celule acidofile, majoritatea secretante de GH au prezentat
amplificare pentru gena PDGFRp in celulele tumorale, insda amplificarea a fost extrem de
heterogena, variind de la o amplificare joasa (notatd cu +1) la o amplificare inaltd (majoritatea

cazurilor, +4).
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Fig. 5.22. Heterogenitatea de amplificare pentru PDGFRJ in cazul adenomaleor hipofizare GH

secretante, cu celule acidofile, notata cu +1 (a), +2 (b), +3 (¢), +4 (d)

Un aspect particular, remarcat in cazul adenoamelor hipofizare GH secretante, s-a
observat in aporpierea vaselor sanguine. Peretele unora dintre vasele sanguine din adenoamele
hipofizare cu o amplificare moderata, a fost discontinuu iar celulele tumorale acidofile din
vecindtatea acestora, au prezentat a amplificare inalta pentru PDGFRB mRNA, fiind dispuse in
peretele vasului (Figura 5.23). Aceasta distributie poate sugera prezenta mimetismului
vasculogenic in adenoamele hipofizare, aspect remarcat si pe preparatele colorate cu

hematoxilina eozina.
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Fig. 5.23. Adenom hipofizar cu amplificare joasa pentru PDGFR mRNA in aria tumorala dar cu

vase cu perete discontinuu, delimitate pe de o parte de celule tumorale cu amplificare inalta

pentru PDGFRJ (stanga) si de celule endoteliale (dreapta).

Pentru adenoamele hipofizare cu celule bazofile amplificarea pentru PDGFRB mRNA a
fost prezentd dar moderatda, notatd cu +2 si inconstantd. Acelasi pattern al amplificarii s-a

remarcat si in cazul adenoamelor cu celule cromofobe (Figura 5.24).
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Fig. 5.24. Amplificare genica pentru PDGFR mRNA in celulele tumorale ale adenoamelor

hipofizare de tip bazofil (a) si cromofob (b).
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Discutii. Expresia factorilor de crestere in adenoamele hipofizare pare sa fie din ce in ce
mai mult studiatd in adenoamele hipofizare, cel mai probabil datoritd faptului ca, factorii de
crestere si receptorii corespondenti reprezinta finte terapeutice pentru o serie de agenti moderni
dezvoltati si utilizati ca terapie personalizata intr-o serie de afectiuni maligne precum cancerul de
colon cu metastaze [24], cancerul pulmonar [35], cancerul mamar [7] sau cel renal [235].

In cazul adenoamelor hipofizare, factorul de crestere al endoteliului vascular (VEGF) a
fost cel mai intens studiat fiind un factor controversat din punct de vedere al implicarii sale in
procesul de angiogeneza tumorald in tumorile hipofizare.

Este certificat faptul cd celulele tumorale din adenoamele hipofizare secreta VEGF in
cantitati variabile, supraexpresia sa fiind asociatd extensia supraselara si fiind considerata ca
factor de prognostic nefavorabil [261, 275]. Pe baza datelor destul de reduse din literatura,
referitoare la expresia, impactul prognostic si terapeutic al VEGF 1n adenoamele hipofizare, s-au
realizat incercari de dezvoltare a unor terapii anti VEGF, altele decat cea bine cunoscuta cu
bevacizumab, mai mult sau mai putin personalizate pentru adenoamele hipofizare. Viabilitatea
celulelor tumorale din adenoamele hipofizare este sustinuta, cel mai probabil printr-un mecanism
autocrin de sinteza a VEGF [262]. Acest fapt a fost demonstrat de inhibarea viabilitatii celulare
prin administrarea de cabergoline care a inhibat receptorul pentru dopamind DR2 si, indirect
secretia de VEGF [96]. Totusi, expresia receptorilor dopaminergici si raportul lor cu expresia
VEGF, rdmane un subiect controversat in literatura, astfel cd Wang si colaboratorii nu au gasit
corelatie intre D2R si expresia VEGF [326] dar totusi au remarcat expresia crescutd a VEGF in
58,9% din adenoamele hipofizare studiate. Rezultatele noastre sunt in acord cu datele din
literatura dar procentul de cazuri VEGF pozitive este mult mai mare comparativ cu cel raportat
de Wang, astfel ca in studiul nostru, 77,4% din cazuri au prezentat o expresie crescutd a VEGF
evaluata prin imunohistochimie. Aceiasi autori au precizat cd mecanismul de actiune al VEGF in
patogeneza adenoamelor hipofizare este inca incomplet cunoscut, astfel ca au incercat sa
cuantifice expresia VEGF in raport cu profilul hormonal al adenoamelor hipofizare. Autorii au
observat o expresie crescuta a VEGF in adenoamele GH si PRL secretante, la fel ca si datele pe
care le-am obtinut in studiul de fatd. Daca in prezentul studiu, supraexpresia VEGF cu un scor de
+2 si +3 a fost restrictionata la adenoamele hipofizare GH si PRL secretante unde am raportat
corelatii semnificativ statistice, Wang si colaboratorii au gasit aceiasi supra expresie si intr-un
procent relativ crescut de adenoame hipofizare FSH , ACTH si LH pozitive.

In adenoamele hipofizare GH secretante, VEGF este un factor de prognostic independent
implicat in progresia si agresivitatea tumorald. Se pare cd o terapie preoperatorie cu Octeotride
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determind scaderea nivelelor de VEGF si imbunatateste prognosticul pacientilor cu adenoame
hipofizare GH si VEGF secretante [339].

Implicarea VEGF in geneza adenoamelor hipofizare ramane un subiect controversat.
Supraexpresia VEGF in majoritatea adenoamelor hipofizare corelatd cu 0 micro densitate
vasculard scazutd in mod paradoxal, comparativ cu tesutul hipofizar normal, sugereaza actiunea
VEGEF, printr-un alt mecanism decat cel angiogenic in patogeneza tumorilor hipofizare. Este bine
cunoscut faptul ca, in adenoamele hipofizare supraexpresia VEGF, este insofitd in majoritatea
cazurilor de supraexpresia de Endostatina, care ar putea explica astfel micro densitate vasculara
scazuta din adenoamele hipofizare [108].

Expresia VEGF a fost heterogena in grupul de adenoame hipofizare studiate in prezenta
cercetare. Cele trei tipuri de expresie au fost difuz, focal si insular. Aspectul difuz a coincis cu
adenoamele hipofizare GH si PRL secretante la care am obtinut corelatie semnificativ statistica
intre profilul hormonal si supraexpresia VEGF. Majoritatea datelor din literaturd au prezentat
rezultate similare cu cele gasite de noi. Pentru celelalte tipuri de adenoame hipofizare ACTH
secretante exista putine date despre expresia VEGF [217, 231] si, cu atit mai putin date referitoare
la pattern-ul de expresie. Toate articolele care vizeaza acest aspect sunt prezentari de caz care
descriu cazuri clinice izolate tratate sau nu cu bevacizumab [231]. Pentru cazurile ACTH pozitive
din studiul nostru, am observat un pattern de expresie particular al VEGF. Reactia pozitiva pentru
VEGF a fost distribuita intr-un aspect tipic ,,insular”, celulele VEGF pozitive fiind grupate de cele
mai multe ori in jurul unui vas sanguin, grupurile pozitive fiind separate de arii negative pentru
VEGEF. O posibild explicatie a acestui pattern particular de expresie ar putea fi rata de proliferare
foarte mare observata la peste 90 % din cazurile ACTH pozitive.

Cresterea rapidd a tumorii a determinat cel mai probabil, arii focale de hipoxie in care
celulele tumorale activate au secretat VEGF ca raspuns la mecanismul hipoxic. Centrarea ariilor
insulare VEGF pozitive de catre vase sanguine sugereaza implicarea VEGF atat in tumorigeneza
adenoamelor hipofizare cat si in stimularea focald a angiogenezei in adenoamele ACTH si TSH
secretante. Mai mult, prezenta ariilor VEGF pozitive inalt proliferante pot fi asociate cu zone
tumorale cu o capacitate crescutd de invazie, responsabile cel mai probabil de recurentele
repetate semnalate In adenoamele hipofizare ACTH secretante [133].

In majoritatea studiilor publicate in literaturd, VEGF este cuantificat din punct de vedere
al supraexpresiei sale dar, in prezent nu exista o asociere a acesteia cu aspectul pattern-ului de
crestere, morfologic sau cu distributia acestei supraexpresii in aria tumorald din diferitele tipuri
de adenoame hipofizare cu profil hormonal diferit.
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Astfel, pe baza rezultatelor noastre putem considera, ca supraexpresia VEGF a
caracterizat pattern-urile de crestere papilar si solid [204]. Aparent caracterizate prin aceiasi
intensitate de expresie imunohistochimica, aplicarea metodei de detectare a VEGF mRNA a
evidentiat diferente de expresie genica prin prezenta semnalelor distincte nucleare in pattern-ul
solid versus clustere de amplificare in celulele tumorale din adenoamele hipofizare de tip papilar.
Mai mult, aplicarea tehnicilor de hibridizare in situ pentru identificarea VEGF mRNA in
adenoamele hipofizare este 0 metoda sensibild, detectind nu doar amplificarea genica la nivelul
celulelor tumorale, dar si n celulele endoteliale care participa la fenomenul de angiogeneza prin
intususceptie observat in studiul nostru.

In prezent nu existd date in literatura privind cuantificarea VEGF mRNA prin tehnica
RNA scope pe tesuturi provenite din adenoamele hipofizare umane. Acest aspect poate fi
considerat ca un element de originalitate al prezentei teze de abilitare, din acest motiv datele
bibliografice sunt absente.

Celulele folicular stelate sunt recunoscute ca o sursda importantd de VEGF in tesutul
hipofizar normal dar si in adenoamele hipofizare [105]. Implicarea celulelor foliculostelate in
progresia tumorala are drept mecanism unanim acceptat secretia de VEGF cu rol mitogen asupra
celulelor tumorale din adenoamele hipofizare [32]. Dupa unii autori, celulele foliculostelate
reprezintd principala sursa de VEGF in adenoamele hipofizare [108].

Aceste observatii sunt in concordantd cu rezultatele noastre privind expresia proteicd si a
VEGF mRNA in celulele foliculostelate. Amplificarea genica a VEGF mRNA a inregistrat cea
mai mare intensitate in celulele foliculostelate. Amplificare a fost observatd in citoplasma si
nucleul celulelor foliculostelate.

Datorita discrepantei dintre supraexpresia VEGF si numarul redus de vase de neoformatie
din adenoamele hipofizare precum si de faptul cd mecanismul angiogenezei tumorale nu este pe
deplin elucidat in aceste tipuri tumorale, am cuantificat expresia diferentiatd a VEGF165b,
fractiunea inhibitorie a VEGF.

in mod paradoxal, varianta inhibitorie a VEGF, a fost subexprimatd in adenoamele
hipofizare. Supraexpresia sa s-a suprapus cu cea a VEGF doar in 18% din cazuri, ceea ce
reprezintd un procent extrem de redus pentru a putea explica absenta vaselor de neoformatie din
aria tumorala. Totusi, in cazurile in care VEGF165b a fost supraexprimat, ariile pozitive au fost
complet lipsite de vase sanguine, aspect care sugereaza implicarea partiala a supraexpresiei
VEGF165b in inhibarea angiogenezei tumorale mai ales in cazul adenoamelor hipofizare cu
celule acidofile in care am inregistrat o supraexpresie a VEGF165b.
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O particularitate a expresiei VEGF165b in adenoamele hipofizare a fost reprezentata de
distributia specifica perivasculard in jurul vaselor preexistente a celulelor tumorale VEGF165b
pozitive. Aceastd distributie sugereaza indirect inhibarea activarii celulelor endoteliale si a
initierii angiogenezei tumorale ca o posibild explicatie a micro densitatii vasculare scazute din
adenoamele hipofizare. Numarul redus de cazuri VEGF165b pozitive sugereaza si prezenta altor
mecanisme inhibitorii ale angiogenezei tumorale, cel mai probabil asa cum a fost deja descris in
literatura prin prezenta unei cantitati semnificative de Endostatina [108].

In prezent in literaturd existi un singur articol in care Woolard si colaboratorii
mentioneazad prezenta VEGF 165b in tesutul hipofizar fard a da informatii despre expresia sa in
adenoamele hipofizare [333].

Studiul de fatd, descrie pentru prima oard expresia VEGF165b si in alte tipuri celulare din
structura adenoamelor hipofizare. Astfel, In cadrul adenoamelor hipofizare negative
imunohistochimic pentru VEGF 165b, celulele stromale cu morfologie de macrofage sau
mastocite au supraexprimat VEGF 165b. Un alt posibil mecanism de inhibare a angiogenezei
tumorale in adenoamele hipofizare cu celule tumorale care nu supraexprima VEGF 165b, ar
putea fi explicat printr-o posibild acumulare de macrofage VEGF 165b pozitive sau o infiltrare
tumoralad cu mastocite VEGF 165b pozitive [201].

Rezultatele de fatd , chiar in stadiul preliminar reprezinta un aspect de originalitate al
prezentei teze de abilitare, reprezentand primul raport referitor la implicarea VEGF 165b in
patogeneza adenoamelor hipofizare.

Alaturi de variatele izoforme stimulatorii sau inhibitorii ale VEGF, factorii de crestere
derivati din plachetele sanguine (PDGFs si receptorii corespondenti, PDGFRs) au fost extrem de
putin abordati in adenoamele hipofizare.

In 1983, Sullivan descrie pentru prima dati influenta PDGF asupra secretiei de prolactini
in celulele hipofizare din culturd [292]. Autorii au demonstrat ca, PDGF actioneaza asupra
celulelor tumorale ale adenoamelor hipofizare si determina inhibarea secretiei de prolactinad si
stimularea secretiei de GH. Rezultatele noastre certifica influenta factorilor de crestere din
familia PDGF asupra profilului hormonal si confirma partial aceste date in sensul ca, cele doud
variante, PDGF A si PDGF B par sd aiba un efect diferentiat raportat la profilul hormonal. Atat
pentru PDGF A céat si pentru PDGF B procentul de cazuri pozitive a fost relativ similar, fiind
cuprins intre 66-68%.

Rezultatele noastre au demonstrat o predominanta a cazurilor PDGF A pozitive in grupul
adenoamelor hipofizare FSH secretante cu sau fard co-expresie de LH ceea ce sugereaza un rol
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stimulator al PDGF A 1in secretia de FSH [15]. Contrar datelor prezentate de autorii mentionati in
studiul nostru PDGF A s-a corelat semnificativ statistic cu expresia PRL. In schimb, PDGF B a
influentat supraexpresia GH , singura corelatie semnificativa obtinuta in studiul nostru fiind doar
intre adendoamele hipofizare GH secretante si PDGF B aspect care confirma de asemenea datele
din literatura privind efectul stimulator al PDGF asupra secretiei de GH.

Un aspect particular al expresiei PDGF A si B in adenoamele hipofizare a fost localizarea
sa dubla, nucleard si citoplasmaticd, cu predominanta celei nucleare. Translocarea expresiei
citoplasmatice a PDGF in nucleu a fost descrisa anterior pentru celulele care erau modificate si
contineau oncoproteina v-sis o proteina de transport capabila sa realizeze translocarea PDGF din
citopalsma in nucleu. Caracterizatd pentru prima oara de Deuel si colaboratorii in 1984 [71],
gena v-sis determina inductia tumorigenezei si cresterea potentialului mitogen mediatd de PDGF
in celulele tumorale in care este prezenta [174, 287]. Procentul de 85% de adenoame hipofizare
care au prezentat expresia nucleara a PDGF A dar mai ales al PDGF B sustin prezenta
translocatiei nucelare a acestor factori de crestere, cel mai probabil prin activarea oncoproteinei
c-sis, omologul uman al oncogenei v-sis.

Este bine cunoscut faptul ca oncogena v-sis si PDGF B prezinta 92% analogie din punct
de vedere structural si doar 50% are o strucutrd similara cu PDGF A [19]. Datele noastre
confirma aceastd diferenta de analogie, astfel ca, in studiul nostru, PDGF A a avut o expresie
predominant citopalsmatica si Intr-un numar extrem de redus de cazuri o expresie nucleara, in
timp ce expresia PDGF B a fost predominant nucleara si in rare cazuri citoplasmatica sau
combinatd, citoplasmatica si nucleard. Aceste diferente de expresie a celor doi factori sustin inca
o dati in plus implicarea oncogenei v-sis in patogeneza adenoamelor hipofizare. In prezent nu
existd studii care sd certifice implicarea acestei oncogene in dezvoltarea s§i progresarea
adenoamelor hipofizare. Prin suprapunerea supraexpresiei PDGF B cu cea a receptorului
corespondent PDGFR [ studiul nostru sustine implicarea axului PDGF B/ PDGFR f in
patogeneza adenoamelor hipofizare.

Corelatia semnificativ statistica obtinuta intre expresia VEGF si a PDGF B in
adenoamele hipofizare completatd de suprapunerea expresiei imunohistochimice a celor doi
factori perivascular sau in jurul structurilor care mimau spatii vasculare (mimetism vasculogenic)
sugereazd o actiune comund ce stimuleaza proliferarea celulelor tumorale si progresia

adenoamelor hipofizare prin mecanisme complexe, incomplet elucidate pana in prezent.
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5.2. Expresia si semnificatia prognostici a EG VEGF in adenoamele hipofizare

Motivatie. Factorul de crestere al endoteliului vascular derivat din glandele endocrine
(EG VEGEF) este bine cunoscut ca fiind exprimat in placenta in primul trimestru de sarcina [1] si
ca avand un rol proangiogenic in diferite organe ce contin tesuturi cu rol endocrin precum
ovarul, testiculul, sau suprarenala [27, 188]. Ca un paradox, expresia EG VEGF in hipofiza
normali si adenoamele hipofizare corespondente este foarte putin studiati. In prezent, un singur
articol a raportat expresia EG VEGF 1n hipofiza normal si izolat in adenoamele hipofizare, legat
doar de profilul hormonal al acestora. Alte interactiuni cu factorii de prognostic cunoscuti din
adenoamele hipofizare precum indicele de proliferare al celulelor tumorale sau factorii de
crestere implicati in patogeneza adenoamelor hipofizare n-au fost studiate. Datele izolate privind
expresia EG VEGF in adenoamele hipofizare precum si lipsa informatiei referitoare la rolul
prognostic al acestuia in adenoamele hipofizare au reprezentat o motivatie puternicd pentru
evaluarea EG VEGF in studiul de fatd pentru identificarea particularitatilor de expresie si a
rolului prognostic.

Rezultate. Mai mult de jumatate din numarul total de cazuri (64%) au prezentat o reactie
moderata si intensa, notata cu +2 respectiv +3 pentru EG VEGF. La acest procent, s-au mai
adaugat 15% din cazuri, notate cu +1 in care am observat celule sau grupuri mici de celule
pozitive la EG VEGF, motiv pentru care, acestea au fost incluse 1n lotul de cazuri negative, astfel
ca, le-am considerat ca fiind negative un procent de 36% din cazuri.

Hipofiza normala a prezentat o reactie pozitiva pentru EG VEGF (Figura5.25a), cu
pattern granular citoplasmatic si cu expresie heterogend nu doar de la o celuld la alta dar si in
cadrul aceluiasi tip celular. Astfel, expresia EG VEGF a fost observata in celulele acidofile si
cromofobe si a fost absenta in celulele bazofile (Figura5.25b, ¢, d). In celulele acidofile, expresia
EG VEGEF a inregistrat doua pattern-uri. Expresia granulara a fost distribuitd omogen (fig 5.25b)
sau a fost heterogena, cu intensificare sub membrana celulard (Figura5.25c). Intensitatea
expresiei in celulele cromofobe a fost moderatd comparativ cu cea din celulele acidofile si

omogenad, nefiind observat pattern-ul granular (Figura 5.25d).
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Fig. 5.25. Expresia si distributia EG VEGF in hipofiza normala (a). Aspect citoplasmatic,

granular, omogen distribuit in toata aria celulara a celulelor acidofile (b), sau heterogen, cu
intensificare in citoplasma imediat adiacentd membranei celulare (c). Celulele cromofobe au avut

o expresie moderatd a EG VEGF iar pattern-ul granular a fost mai putin evident (d).

Pattern-ul compact a caracterizat 32,6% din cazurile pozitive la EG VEGF, fiind
secondat, intr-un procent inferior de pattern-ul papilar (28,26%). Adenoamele hipofizare de tip
mixt, dar in care a predominat componenta cromofoba au reprezentat 19,56% din cazurile de
adenoame hipofizare pozitive la EG VEGF. Restul adenoamelor hipofizare care au exprimat EG
VEGF au fost de tip trabecular, alveolar sau fusiform.

In grupul adenoamelor hipofizare de tip compact secretante de EG VEGF, 60% au inclus
in profilul hormonal secretia de GH notatd cu +2 si +3 dar, nu am inregistrat o corelatie
semnificativ statistica intre expresia GH si cea a EG VEGF (p=0.146), cel mai probabil datoritd
faptului ca, 30% din cazurile de adenoame hipofizare de tip compact au prezentat un profil
plurinormonal. Nici un alt hormon din profilul adenoamelor hipofizare nu s-a corelat cu
supraexpresia EG VEGF.
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In schimb, pentru adenoamele hipofizare de tip compact, expresia EG VEGF s-a corelat

semnificativ statistic cu cea a EGFR (Figura 5.26).

EG VEGF EGFR
EG VEGF EGFR Kendall's tau_b EG VEGF Correlation Coefficient 1.000 579"
EG VEGF Pearson Correlation 1 6317 Sie(2etailed) 2 018
N 15 15
Sig. (2-tailed) 012 EGFR Correlation Coefficient 579" 1.000
Sig. (2-tailed) .016
N 15 15 N 15 15
— e 631 1 Spearman's rho EG VEGF Correlation Coefficient 1.000 6317
Sig. (2-tailed) g .012
Sig. (2-tailed) 012 N 15 15
EGFR Correlation Coefficient .631° 1.000
N 15 15 Sig. (2-tailed) 012
N 15 15

Fig. 5.26. Analiza statistica a corelatiei dintre EG VEGF si expresia EGFR 1n adenoamele

hipofizare de tip compact.

Adenoamele de tip papilar au prezentat o reactie intensd la EG VEGF, care a fost
observata in 70% din cazuri. Reactia a fost omogena (Figura 5,27), fiind prezenta in toatad aria

tumorala, axul papilar fiind negative (Figura 5.27).

Fig.5.27. Adenom hipofizar de tip papilar cu o expresie intensa pentru EG VEGF in componenta
epiteliala. De remarcat cd, toate celulele componente sunt pozitive pentru EG VEGF, reactia

fiind intensa si omogena, notata cu +3.
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Ca si in cazul adenoamelor hipofizare de tip compact, am analizat raportul dintre profilul
hormonal, expresia factorilor de crestere, indicele de proliferare si expresia S100 si a GFAP si
expresia EG VEGF. EGFR nu s-a corelat cu expresia EG VEGF in adenoamele hipofizare de tip
papilar, singurul parametru semnificativ statistic corelat cu EG VEGF fiind PRL (Figura 5.28).

EGVEGF PRL

EG VEGF PRL Kendall's tau b EG VEGF  Correlation 1.000 568"
EG VEGF Pearson Correlation 1 615° Coefficient
Sig. (2-tailed) | .035
Sig. (2-tailed) .025 N 13 13
N 13 13 PRL Correlation 568" 1.000
Coefficient
PRL Pearson Correlation 615" 1 Sig. (2-tailed) .035 :
Sig. (2-tailed) .025 P - 13 a
Spearman'stho EG VEGF  Correlation 1.000 610"
N 13 13 Coefficient
Sig. (2-tailed) | 027
N 13 13
PRL Correlation 610" 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) .027 '
N 13 13

Fig.5.28.Analiza statistica a corelatiei dintre EG VEGF si PRL in adenoamele hipofizare de tip
papilar.

Toate adenoamele hipofizare de tip mixt au avut o componentd cromofoba care, in toate
cazurile a fost intens pozitivd pentru EG VEGF (Figura 5.29a). Componenta bazofila a
adenoamelor hipofizare de tip mixt a respectat pattern-ul de expresie al EG VEGF observat
pentru celulele bazofile din hipofiza normald, fiind negative sau slab pozitive pentru EG VEGF

(Figura 5.29b).
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Fig. 5.29. Expresia EG VEGF in adenoamele hipofizare mixte cu o componenta cromofoba (a) si

absenta expresiei in componenta bazofila (b, cadrane delimitate de linia rosie).

Ca tipuri celulare, in 40,54% din cazuri am intalnit adenoame hipofizare de tip cromofob
sau mixt, dar in care ariile cromofobe erau predominante. Adenoamele hipofizare cu celule
acidofile au fost regasite in 48,7% din cazuri. Restul cazurilor au fost adenoame hipofizare de tip

bazofil (Figura 5.30).

Fig. 5.30. Expresia EG VEGF in adenoamele hipofizare mixte cu o componenta cromofoba (a) si

absenta expresiei In componenta bazofila (b, cadrane delimitate de linia rosie).

Co-expresia cea mai frecvent Intdlnitd in cazul profilului hormonal al adenoamelor
hipofizare de tip mixt a fost cea a expresiei GH-PRL dar singurul hormon care s-a corelat direct cu
expresia EG VEGF in adenoamele hipofizare de tip mixt a fost LH, care a inregistrat o valoare

semnificativ statistica (Figura 5.31).
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EG VEGF LH

EG VEGF Pearson Correlation 1 -.800"
Sig. (1-tailed) 028
N 6 6
LH Pearson Correlation -.800" 1
Sig. (1-tailed) .028
N 6 6

Fig.5. 31. Corelatie directa, semnificativ statistica intre expresia EG VEGF si LH 1n adenoamele

hipofizare de tip mixt cu component predominant cromofoba.

Adenoamele hipofizare cu celule acidofile au fost notate cu o expresie a EG VEGF de +2
si +3 in 65,38% din cazuri. Nici unul din hormonii care alcatuiesc profilul hormonal al
adenoamelor cu celule acidofile nu pare sa fie influentat de supraexpresia EG VEGF, datorita
lipsei de corelatie care a rezultat din studiul nostru. In schimb, citeva aspecte cu posibile
implicatii prognostice, au fost sesizate dupa ce am corelat si ceilalti parametrii cu expresia EG
VEGF 1in adenoamele hipofizare cu celule acidofile. Astfel, proteina S100 a avut o corelatie
semnificativ statisticd foarte puternica, cu expresia EG VEGF, pentru aceasta asociere am
inregistrat un p=0.007 (Figura 5.32a). Co expresia EG VEGF cu GFAP a fost de asemenea
semnificativa statistic (p=0.05, Figura 5.32b). Dintre factorii de crestere inclusi in studiul de fata,
EGFR s-a coexprimat cu EG VEGF in majoritatea cazurilor, pentru aceastd asociere avand un
p=0. 028, de asemenea semnificativ statistic (Figura5.31c). Ceilalti parametrii, respectiv VEGF,
HER2, PDGF A si PDGF B nu au prezentat o co-expresie semnificativ statisticd cu EG VEGF.
Rezultatele noastre au aratat faptul ca, EG VEGF pare sa aiba o implicare in proliferarea
celulelor tumorale din adenoamele hipofizare, fapt sustinut de corelatia semnificativ statistica
obtinutd intre expresia EG VEGF si indicele de proliferare Ki67, pentru care s-a obtinut un
p=0,042.
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EGVEGF $100

EGVEGF Pearson 1 520"
Correlation
Sig. (2-tailed) 007
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S100  Pearson 5208 1
Correlation
Sig. (2-tailed) 007
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-389* EGVEGF Pearson 1 431
Correlation
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1 EGFR Pearson 431 1
Correlation
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Fig.5. 32. Corelatiile semnificativ statistice dintre expresia EG VEGF si expresia proteinei S100
(a), GFAP (b) si EGFR (c) in adenoamele hipofizare cu celule acidofile.

Adenoamele hipofizare cu celule bazofile au fost pozitive cu intensitate moderata si mare

in 45,45% din totalul cazurilor de adenoame cu celule bazofile. Toate cazurile de adenoame

hipofizare cu celule bazofile EG VEGF pozitive au avut un pattern papilar. Cel mai important

aspect pe care I-am observat in cazul adenoamelor cu celule bazofile a fost corelatia seminficativ

statisticd a expresiei EG VEGF cu expresia PDGF A si PDGF B, aspect care nu au mai fost

intalnite pentru nici un alt tip morfologic (Figura 5. 33).
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Fig.5.33. Corelatia dintre EG VEGF si PDGFs in adenoamele cu celule bazofile
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Discutii. Factorul de crestere al endoteliului vascular derivat din glandele endocrine (EG
VEGF), cunoscut si sub denumirea de Prokineticinl este certificat ca un puternic mitogen al
celulelor endoteliale precum si ca un factor implicat in tumorigeneza diferitor organe cu rol
endocrin cum ar fi pancreasul, [216] ovarul [16] sau glanda pituitara [256, 334]. Expresia sa in
hipofiza normala a fost raportata in foarte putine articole, iar prezenta sa in adenoamele
hipofizare doar intr-o singurd publicatie [256]. Prezentul studiu a demonstrat expresia
diferentiatd a EG VEGF in hipofiza normala, astfel ca celulele acidofile si cromofobe au fost
intens pozitive pentru EG VEGF in timp ce in celulele bazofile EG VEGF a fost negativ.
Actiunea EG VEGF asupra celulelor endoteliale cu rol major in formarea fenestratiilor specifice
este unanim acceptatd astazi [171] insd rolul sdu in dezvoltarea si progresia adenoamelor
hipofizare este incomplet elucidat.

Recunoscut ca fiind supraexprimat intr-o varietate de tumori maligne cu origine
gastrointestinald [102], pancreatica, [144] ovariand [346] sau de colon [103, 199, 294], EG
VEGF pare sé fie responsabil de invazia i metastazarea tumorala si, de asemenea, de controlul
ratei de proliferare a celulelor maligne [177, 260].

Studiile anterioare pentru EG VEGF in adenoamele hipofizare au raportat o scadere a
expresiel sale in adenoamele hipofizare comparativ cu hipofiza normala. Rezultatele noastre
contrazic partial datele deja publicate. Am obtinut o supraexpresie a EG VEGF 1n peste jumatate
din cazuri si, mai mult, am remarcat predominanta pattern-urilor solid-acidofil si a celui papilar
acidofil sau bazofil. Aceste patternuri, in care EG VEGF a fost supraexprimat, sunt aparent
neimportante din punct de vedere prognostic si terapeutic insd, fiecare dintre ele au avut un profil
aparte al expresiei celorlalti markeri studiati in raport cu EG VEGF. Adenoamele hipofizare
compacte cu celule acidofile au supraexprimat EG VEGF, aceasta surpraexpreise corelandu-se
semnificativ cu supraexpresia EGFR. Interactiunea dintre EG VEGF si EGFR a fost mentionata
anterior doar in modificarile placentare responsabile de pierderile de sarcina [69, 322]. Se pare
cd EG VEGF stimuleaza fosforilarea EGFR si activarea sa [69] si, astfel, protejeaza celulele
tumorale de apoptozi. In studiul nostru s-a demonstrat pentru prima oara corelatia dintre EG
VEGF si EGFR intr-un anumit tip morfopatologic de adenoame hipofizare, in special in cele
compacte acidofile. De asemenea, pe baza rezultatelor noastre putem afirma ca, expresia EG
VEGF in adenoamele hipofizare de tip compact acidofil nu este influentata de profilul hormonal.

Mai mult, absenta corelatiei dintre EG VEGF si EGFR in adenoamele hipofizare de tip
papilar, sugereazi un profil molecular diferit al adenoamelor hipofizare. In adenoamele
hipofizare de tip papilar EG VEGF s-a corelat cu expresia PRL. Date sumare despre
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interactiunea EG VEGF si nivelul seric de prolactind se regdsesc in literaturd dar nu descrise
pentru adenoamele hipofizare ci corelate cu diagnosticul diferential al hipogonadismului [2]. in
aceste studii, scaderea nivelelor serice ale prolactinei se datorau mutatiilor genice ale
prokineticinelor. Atait EG VEGF cat si PRL sunt recunoscuti ca factori cu rol proliferativ asupra
celulelor asupra carora actioneazi. In studiul nostru, adenoamele hipofizare cu celule acidofile,
dintre care o mare parte erau pozitive pentru PRL, au avut o supraexpresie a EG VEGF si, in
acelasi timp un indice ridicat de proliferare, corelat semnificativ statistic cu expresia EG VEGF.
Astfel, se poate afirma ca EG VEGF si PRL au o actiune sinergica asupra ratei de proliferare a
celulelor tumorale si sunt implicate in cresterea exponentiald a tumorii.

Comparativ cu celulele bazofile din hipofiza normald care au fost negative pentru EG
VEGF, celulele bazofile din adenoamele hipofizare au exprimat EG VEGF intr-o proportie
relativ crescuta. Pattern-ul papilar a fost singurul pattern de crestere care a fost identificat pentru
adenoamele hipofizare cu celule bazofile EG VEGF pozitive. Datele din literatura sustin
implicarea EG VEGF in determinarea pattern-ului papilar de crestere al tumorilor din alte glande
endocrine ca tiroida [237] si mai mult, prezinta mutatii de tip BRAF ceea ce determind un
comportament agresiv manifestat prin cresterea capacitatii infiltrative a tumorii si aparitia
metastazelor limfonodale. Mai mult, adenoamele hipofizare cu celule bazofile care au exprimat
EG VEGF, au fost pozitive pentru PDGF A si B, corelatia dintre cei trei factori fiind
semnificativ statistica, mai puternica pentru PDGF B. Cei doi factori din familia PDGFs sunt de
asemenea studiati si recunoscuti ca fiind implicati in patogeneza carcinoamelor tiroidiene cu
aspect papilar [323, 325, 345] care au un prognostic nefavorabil.

Ca si in studiile precedente [256] in studiul de fatd am gasit o corelatie semnificativ
statistica intre supraexpresia EG VEGEF si expresia LH. Un singur articol mentioneaza corelatia
dintre cei doi markeri in adenoamele hipofizare, celelalte studii care au raportat aceiasi
observatie fiind realizate in contextul identificarii de biomarkeri implicati in fertilizare si
implantare [113].

Corelatiile semnificativ statistice pe care le-am obtinut intre expresia EG VEGF si
expresia GFAP si a proteinei S100 sugereaza un posibil rol al EG VEGF asupra reactivitatii
celulelor foliculostelate in adenoamele hipofizare. Nu exista in prezent date care sa ateste sinteza
EG VEGEF in celulele folicular stelate din adenoamele hipofizare si nici date care sa sustina

actiunea EG VEGF asupra celulelor folicular stelate din hipofiza normala si adenomatoasa.
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5.3. Proteina HER?2 si EGFR ca potentiali factori de prognostic si terapie pentru
adenoamele hipofizare

Motivatie. Factorii de prognostic si cei care sunt utili pentru stabilirea unei terapii tintite
reprezintd aspecte importante ale evaluarii diagnostice in tumorile benigne si maligne. Tendinta
actuald de a aplica terapia personalizata pentru fiecare pacient in parte dependent de profilul
molecular al tumorii stimuleaza cercetarea, descrierea si utilizarea unor noi tinte terapeutice cu
inaltd sensibilitate si specificitate pentru care se dezvolta ulterior terapii {intite. Proteina HER 2
(erbB-2), face parte din categoria receptorilor tirozinkinazici, fiind receptorul 2 pentru factorul
de crestere epidermal [48]. Amplificarea sau supraexpresia sa este rar intdlnita in tesuturile
normale dar este prezentd in dezvoltarea si progresia diferitelor tipuri de tumori maligne (mamar,
colon, gastrice) fiind, din acest motiv considerat ca un factor de prognostic nefavorabil pentru
aparitia metastazelor si ca un factor de agresivitate tumorald. HER 2 este deja acceptat de Food
and Drug Administration si utilizat ca tintd terapeuticd pentru tratamentul cu anticorpi
monoclonali umanizati de tip trastuzumab in cancerul mamar cu metastaze. Pentru cancerul
gastric, expresia Her2 este unanim acceptatd, dar interpretarea si evaluarea expresiei sale sunt
incd foarte controversate, din acest motiv, terapia cu trastuzumab nu este aprobatd pentru
aplicarea clinica. Un alt receptor pentru EGF, recunoscut ca tintd terapeutica si ca factor de
prognostic in tumorile maligne este reprezentat de EGFR sau HER 1. Identificarea sa ca si
oncogena a condus la dezvoltarea de terapii tintite de tip gefitinib si erlotinib aplicate in cancerul
pulmonar si cetuximab folosit in cancerul de colon. in adenoamele hipofizare, expresia HER1 si
HER2 este sporadic studiatd datele din literatura raportand in majoritatea cazurilor rezultate
derivate din modelele experimentale in vitro sau in vivo. Cu exceptia prolactinoamelor, lipsesc
cu desavarsire corelatiile dintre expresia HER2, EGFR si hormonii secretati in diferitele tipuri de
adenoame hipofizare. Mai mult, datele referitoare la potentialul rol al HER2 si EGFR in
dezvoltarea si progresia adenoamelor hipofizare sunt foarte vechi, fiind publicate in perioada
1994-2004.

Toate aceste aspecte au constituit motivatia studiului EGFR si HER2 pe adenoamele
hipofizare selectate.

Evaluare expresiei imunohistochimice si a amplificarii genice a proteinei HER2 in
adenoamele hipofizare. Specimenul de hipofiza normala a fost negativ la imunocolorarea cu
anticorpi anti HER2. Mai mult de o treime din totalul cazurilor de adenoame hipofizare (33,33%)
au prezentat reactie imunohistochimica pozitiva la HER 2. Reactia a avut un pattern membranar
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si citoplasmatic (Figural a, b), cu predominanta celui membranar. Restrictionarea membranara a
expresiei HER2 s-a remarcat la celulele bazofile din cadrul adenoamelor hipofizare cu celule
bazofile sau din cadrul celor mixte. Pentru celulele acidofile din componenta adenoamelor
hipofizare expresia imunohistochimicd a HER2 a fost predominant citoplasmatica, avand un

pattern granular (Figura 5.34, b).

o G 5

Fig.5.34. Expresia imunohistochimica a proteinei HER2 in adenoamele hipofizare, cu cele doua

pattern-uri de expresie: membranar (a) si granular citoplasmatic (b).

In majoritatea cazurilor reactia membranari a prezentat un pattern discontinuu, cu
intensificari punctiforme de-a lungul circumferintei membranei celulare (Figura 5.35). Expresia
citoplasmatica a fost omogena, cu un pattern granular. Ca distributie, celulele pozitive au avut o
distributie focala fiind organizate in grupuri mici sau plaje de celule tumorale pozitive pentru
proteina HER2. Intensitatea reactiei pozitive a fost Tn majoritatea cazurilor slaba si moderata.

Dupa cuantificarea expresiei imunohistochimice a proteinei HER2, s-a urmarit daca,
pozitivarea sa se asociaza cu diferitele tipuri histopatologice sau cu pattern-urile de crestere ale

adenoamelor hipofizare.
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Fig. 5.35. Aspectul punctiform, discontinuu al expresiei membranare pentru HER2 in

adenoamele hipofizare.

Din totalul cazurilor pozitive pentru HER2, un procent de 40% au fost adenoame
hipofizare de tip mixt. Ariile cromofobe au fost prezente in toate adenoamele hipofizare de tip
mixt fiind asociate cel mai frecvent cu arii de tip acidofil (in 62,5% din cazuri) si arii de tip
bazofil (37,5% din cazuri). In majoritatea cazurilor, ariile de tip cromofob au avut o intensitate
mai mare a expresiei proteinei HER2 comparativ cu ariile acidofile sau bazofile.

Ca pattern de crestere, cel papilar a fost frecvent intdlnit, fiind observat in 45% din
cazurile pozitive la proteina HER2. Adenoamele papilare HER2 pozitive au fost heterogene din
punct de vedere al tinctorialitatii celulare. Aproximativ jumatate dintre ele (55,5%) au fost
adenoame de tip papilar cu celule bazofile (Figura 5.36), 33,3% adenoame papilare cu celule

acidofile, restul (11,2%) fiind constituite din celule cromofobe [60].
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Fig. 5.36. HER 2, scor +2 in tipul papilar cu celule bazofile de adenom hipofizar.

Pattern-ul de crestere compact (solid) a fost prezent tot in 45% din cazurile HER2
pozitive. Distributia pe tipuri de celule a fost urmatoarea: 33,3% au fost constituite din celule
acidofile, 44,4% au fost de tip mixt cu celule cromofobe asociate celulelor acidofile sau bazofile
iar 22,3% au fost constituite din celule bazofile. Comparativ, procentul de cazuri HER2 pozitive
raportat la formele histopatologice de tip solid si papilar corelate cu tipurile citologice este redat

in Figura 5.37.

ADENOAME PAPILARE HER2+

 PAPILAR ACIDOFIL
B PAPILAR BAZOFIL
= PAPILAR CROMOFOB

ADENOAME SOLIDE HER2 +

ESOLID ACIDOFIL
ESOLID BAZOFIL
= MIXTE

Fig. 5.37. Reprezentarea grafica, comparativa a tipurilor de adenoame hipofizare de tip papilar si
solid in raport cu tipurile de celule acidofile, bazofile sau cromofobe. Se observa un numar de
cazuri mai mare pentru forma papilara cu celule bazofile comparativ cu tipul solid bazofil.
Numarul adenoamelor solide mixte ce au inclus si arii cromofobe a soft semnificativ mai mare

pentru cazurile HER2 pozitive, comparativ cu tipul papilar cromofob.
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Doar 10% de adenoame hipofizare HER2 pozitive au prezentat un pattern trabecular cu
celule bazofile (50%) si cromofobe 50% (Figura 5.38).

Fig. 5.38. Celule cromofobe pozitive la proteina HER2 cu expresie imunohistochimica intensa in

cadrul unui adenom hipofizar de tip mixt.

Ulterior, expresia proteinei HER2 a fost corelatd cu profilul imunohistochimic al
hormonilor hipofizari, pe de o parte si cu expresia EGFR si a VEGF pe de alta parte. Nu s-a
inregistrat corelatie semnificativ statisticd intre expresia HER2 si adenoamele hipofizare GH
secretante (p=0.162). In schimb, profilul hormonal de tip PRL s-a corelat semnificativ statistic cu
expresia imunohistochimicd a HER2. Pentru celelalte tipuri de hormoni nu s-au inregistrat
corelatii semnificativ statistice cu HER2, valorile pentru fiecare dintre asocieri fiind redate dupa
cum urmeaza: TSH-HER2 (p=0.232), ACTH-HER2 (p=0.727), FSH-HER2 (0.949) si LH-HER2
(0.364).

Studiul expresiei HER2 in adenoamele hipofizare a continuat cu evaluarea corelatiei

dintre hormonii hipofizari, pentru a vedea daca, in cazul adenoamelor hipofizare HER2 pozitive,
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asocierile hormonale difera fata de cele obtinute in cazul tuturor adenoamelor hipofizare. Astfel,
in adenoamele hipofizare HER2 pozitive, s-a inregistrat co-expresia GH-PRL care a avut o
valoare semnificativ statistica (p=0.005). De asemeneca o corelatie partiala de tip Kendall (p=
0.036) si Spearman (p=0.032) s-a inregistrat pentru co-expresia PRL-LH.

Pentru TSH —FSH si TSH —LH 1in cazurile HER2 pozitive corelatia de co-expresie a fost
semnificativ statistica pentru ambii hormoni, avand un p=0.028, si respectiv p=0.024. O alta co-
expresie semnificativ statistica s-a inregistrat intre FSH-LH (p=0.000) pentru adenoamele HER2
pozitive. Expresia HER2 nu s-a corelat cu expresia EGFR si nici cu cea a factorului de crestere
al endoteliului vascular, ambele studiate in aceasta tema [59].

Jumatatea din cazurile de adenoame hipofizare pozitive pentru HER2 (50%) au primit un
scor de +2 la interpretarea microscopica a reactiei imunohistochimice, 45% au fost catalogate ca
avand un scor de +1 si doar 5% au prezentat expresie intensd a HER2 notatd cu +3. Din aceste
motive, pentru a respecta protocolul de evaluare a HER2 aplicat in tumorile mamare, toate
cazurile +2 pozitive au fost reevaluate pentru detectarea amplificarii genice prin metoda de
hibridizare in situ cu chromogen (CISH).

Amplificarea genicd a confirmat expresia imunohistochimica a proteinei HER2 in
33,34% din cazurile pozitive imunohistochimic pentru proteina HER2. Zonele cu amplificare
genicd au coincis, In aceste cazuri cu zonele detectate ca fiind pozitive prin imunohistochimie,
reactia de hibirdizare in situ fiind restrictionatd la nivel nuclear, cu un pattern punctiform.
Prezenta genei HER 2 fard amplificare a fost detectatd in celulele adenoamelor hipofizare prin
prezenta a doua semnale pozitive de culoare bruna distribuite in pereche si localizate strict

intranuclear (Figura 5.39).

170



Fig. 5.39. Detectarea prin hibridizare in situ cu cromogen (CISH) a genei proteinei HER2.

Prezenta sa fara amplificare a fost detectata prin observarea a doua semnale pozitive punctiforme
de culoare bruna, distribuite in pereche in interiorul nucleului celulelor tumorale din cadrul
adenoamelor hipofizare. De notat prezenta acestor tipuri celulare (sdgeatd) in adenoamele

hipofizare HER2 pozitive, notate cu +1.

Cazurile cu amplificare genica au fost extrem de heterogene, pe deoparte in ceea ce
priveste numarul de celule tumorale care au prezentat amplificare genica si, pe de alta parte, de
gradul amplificarii genice, evidentiat prin prezenfa intranucleara a trei sau mai multe semnale
punctiforme distincte sau asociate sub forma de clustere (blocuri) de dimensiuni mari, unice sau
multiple considerate ca fiind expresia unei amplificari genice puternice.

Semnalele pozitive distincte, de culoare brund in numar mai mare de 3/nucleu, au
reprezentat pattern-ul predominant al amplificarii HER2 in adenoamele hipofizare notate cu +2
si +3 (Figura 5.40.a, b, c). Rar, s-a observat prezenta clusterelor intranucleare de culoare bruna

care atestd o amplificare genica semnificativa (Figura 5.40d).
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Fig. 5.40. Amplificarea genica obtinuta in adenoamele hipofizare, in grade variabile de expresie
notate cu +1 -+4. Au fost considerate ca fiind concludente pentru certificarea expresiei

imunohistochimice cazurile cu un scor de 3 si 4.

Implicatiile EGFR in patogeneza adenoamelor hipofizare. Posibil rol pentru o terapie
tintitd. Analiza expresieci EGFR in adenoamele hipofizare a relevat faptul ca, un procent de
48.33% din cazuri au fost pozitive pentru acest marker. S-a inregistrat o heterogenitate de
expresie a EGFR in adenoamele hipofizare studiate, raportata la pattern-ul de expresie precum si
la intensitatea expresiei imunohistochimice. Au fost observate trei pattern-uri de expresie: clasic,
restrictionat la membrana celularda (M) cu un aspect continuu si intensitate omogena (Figura
5.41), membranar (continuu sau discontinuu) si citoplasmatic (cu aspect granular) (MC) si doar

citoplasmatic (C) cu aspect granular sau difuz.

172



¢ 3 ¥
K
§ B ,
4 N |
f’?n Lﬂb{.
N N
W L (e
N
N
" N

Fig. 5.41. Pattern-ul de expresie al EGFR in adenoamele hipofizare: membranar (a), membranar

si citoplasmatic (b) si citoplasmatic (c).

Ca intensitate a predominat expresia moderatd si intensd pentru majoritatea cazurilor.
Raportat la scorul de expresie, care a cuantificat numarul de celule pozitive si intensitatea
expresiei, 51,72% din cazuri au prezentat un scor de +2 si +3, restul fiind notate cu +1. Pattern-ul
de crestere solid s-a remarcat in 45% din cazurile de adenoame hipofizare studiate, pozitive la
EGFR, in timp ce pattern-ul papilar a fost observat in 35% din EGFR pozitive [59]. Restul au
fost , In proportii variabile adenoame hipofizare de tip trabecular, alveolar, fusiform si cu pattern

mixt de crestere, asa cum rezulta si din graficul reprezentat in Figura 5.42.

Procentulde adenoame hipofizare EGFR pozitive raportat
la pattern-u de crestere

» SOLID = TRABECULAR mPAPILAR = ALVEOLAR =MIXT m=FUSIFORM

Fig. 5.42. Distributia cazurilor EGFR pozitive dependent de pattern-ul de crestere.

173



Scorul de expresie al EGFR a variat intre 1 si 3. Expresia microscopica a scorului utilizat
poate fi observat in Figura 5.43. Se remarca heterogenitatea numarului de celule pozitive, cat si

diferentele de localizare a reactiei pozitive.
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Fig. 5.43. Scorul de interpretare aplicat pentru EGFR in adenoamele hipofizare, pornind de la
scor 1(a, membranar), si continudnd cu scorul 2 (b, de asemenea membranar) si 3 (c, membranar

si d, citoplasmatic).

Ca si in cazul proteinei HER2, pentru identificarea EGFR ca potential factor de
prognostic sau terapeutic, studiul a continuat cu identificarea corelatiilor dintre profilul hormonal
cuantificat imunohistochimic si expresia EGFR. Spre deosebire de cuantificarea HER2 in care s-
a demonstrat o corelatie semnificativ statistica intre expresia HER2 si secretia de PRL, pentru
EGFR nu s-a demonstrat co-expresie pentru nici unul din hormonii hipofizari evaluati,
cuantificafi separat in raport cu expresia EGFR. Analiza statistica a datelor descrise mai sus si

valoarea corelatiilor dintre hormonii hipofizari si expresia EGFR sunt sumarizate in Figura 5.44.
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EGFR Sum of Squares df Mean Square F Sig.

GH Between 2.833 2 1.416 .710 .501
Groups
Within Groups 51.857 26 1.995
Total 54.690 28
PRL Between 155 2 7.772E-02 .055 .946
Groups
Within Groups 36.603 26 1.408
Total 36.759 28
TSH Between 6.568E-02 2 3.284E-02 .046 .956
Groups
Within Groups 18.762 26 22
Total 18.828 28
ACTH Between 4.635 2 2:317 2.392 112
Groups
Within Groups 24.222 25 969
Total 28.857 27
FSH Between 1:355 2 677 .633 .539
Groups
Within Groups 27.817 26 1.070
Total 29.172 28
LH Between 9.544E-02 2 4.772E-02 652 .530
Groups
Within Groups 1.756 24 7.318E-02
Total 1.852 26

Fig. 5.44. Analiza statistica a evaludrii corelatiilor dintre profilul hormonal al adenoamelor

hipofizare cuantificat imunohistochimic si expresia EGFR

Pentru a putea identifica cele mai frecvente asocieri hormonale in grupul cazurilor EGFR
pozitive, au fost cuantificate co-expresiile hormonilor hipofizari.

Pentru GH s-a demonstrat ca cea mai frecventa co-expresie a fost cea cu PRL, fapt
sustinut si de corelatia semnificativ statisticd obtinutd pentru acest grup (p=0.000), nici un alt tip
de hormon nu a mai fost co-exprimat intr-o proportie semnificativa, atat corelatia cu TSH
(p=0.105), cét si cea cu ACTH (p=0.632) nefiind semnificative din punct de vedere statistic. In
schimb, PRL a prezentat o corelatie partiala cu secretia de TSH (Kendall=0.053,
Spearman=0.047) si o corelatie totalda cu ACTH (Pearson=0.045, Kendall=0.008 si Spearman=
0.009). Toate corelatiile partiale sau totale, cu semnificatie statisticd sunt redate mai jos (Figura

5.45 pentru GH-PRL, si Figura 5.46 pentru PRL-TSH si PRL- ACTH).
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GH PRL

GH PRL
GH Pearson 1.000 638 Kendall's tau_b GH Correlation 1.000 650
Correlation Coefficient
Sig. (1- I .000 Sig. (1-tailed) : 000
tailed)
N 29 29 4 5
PRL Pearson 638 1.000 = & 2
Correlation PRL Correlation 650 1.000
Coefficient
Sig. (1- 1000 I
tailed) Sig. (1-tailed) .000
N 29 29
N 29 29
Spearman's rho GH Correlation 1.000 717
Coefficient
Sig. (1-tailed) i 000
N 29 29
PRL Correlation 717 1.000
Coefficient
Sig. (1-tailed) 000
N 29 29

Fig. 5.45. Datele statistice care atesta corelatia completa intre GH si PRL pentru cazurile de

adenoame hipofizare EGFR pozitive
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PRL ACTH

PRL Pearson 1.000 383
Correlation
Sig. (2-tailed) ! 045
N 29 28
ACTH Pearson 383 1.000
Correlation
Sig. (2-tailed) 045

|E| N 28 28
PRL TSH PRL ACTH
Kendall's PRL Correlation 1.000 335 Kendall's PRL Correlation 1.000 458

tau_b Coefficient tau_b Coefficient
Sig. (2-tailed) ! 053 Sig. (2-tailed) ! 008
N 29 29 N 29 28
TSH Correlation 335 1.000 ACTH Correlation 458 1.000

Coefficient Coefficient

Sig. (2-tailed) 053 [ Sig. (2-tailed) 008

N 29 29 N 28 28
Spearman's PRL Correlation 1.000 373 Spearman's VAR00002 Correlation 1.000 486

rho Coefficient rho Coefficient
Sig. (2-tailed) £ 047 Sig. (2-tailed) ¢ 009
N 29 29 N 29 28
TSH  Correlation 373 1.000 VAR00004  Correlation 486 1.000

Coefficient Coefficient

Sig. (2-tailed) 047 Sig. (2-tailed) 009

4 N 29 29 c N 28 28

Fig. 5.46. Adenoamele hipofizare EGFR+au avut un profil hormonal caracterizat prin corelatia

partiala a expresiei PRL-TSH (a) si completa dintre PRL-ACTH

Studiul EGFR 1in adenoamele hipofizare a relevat faptul ca expresia sa nu este
restrictionatd doar la nivelul celulelor epiteliale tumorale. Alte doua tipuri celulare au fost
frecvent observate ca fiind pozitive la EGFR in cadrul studiului de fatd. Unele adenoame
hipofizare s-au caracterizat printr-o acumulare masiva de macrofage situata la periferia tumorii.
S-a observat o expresie intensd a EGFR in macrofagele peritumorale care, in cazul altor factori
de crestere sau markeri studiati nu au prezentat o reactie imunohistochimica pozitiva (Figura
5.47 a). Expresia EGFR 1in adenoamele hipofizare nu s-a corelat cu expresia altor factori de
crestere cum ar fi VEGF dar nici cu supraexpresia proteinei HER 2. In cazul adenoamelor
hipofizare negative pentru EGFR in celulele tumorale sau cu reactie slaba sau focala, s-au
observat inserate printre celulele tumorale, celule cu o morfologie stelatid, cu prelungiri
citoplasmatice distribuite printre celulele tumorale (Figura 5.47 b). Datorita morfologiei si
pattern-ului de distributie al acestor celule EGFR pozitive, cu cea mai mare probabilitate le-am
interpretat drept celule folicular stelate pozitive la EGFR, care au prezentat un pattern

citoplasmatic omogen sau granular (Figura 5.47 c, d).
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Fig. 5.47. Acumulare masiva de macrofage EGFR + la periferia tumorii (a). Distributia globala a

celulelor foliculo stelate (b), observate in detaliu pentru aspectul omogen (c) si granular (d) al

EGFR.

Discutii. Proteinele HER1 si HER2 sunt recunoscute ca fiind {inte terapeutice importante
in numeroase patologii maligne precum cancerul mamar [66, 136], cancerul pulmonar [62, 120]
sau cel gastric [223, 251]. Pentru astfel de receptori tirozinkinazici au fost dezvoltate terapii
tintite, cea mai cunoscuta fiind Herceptina, aprobata si aplicata pe scara larga in cancerul mamar
cu metastaze, [34] dar si terapii tintite anti EGFR [166].

Studiul celor doi receptori in adenoamele hipofizare este foarte putin aplicat in prezent. In
ultimii 10 ani au fost publicate mai putin de 10 articole avand ca tema implicarea oncoproteinei
HER2/neu in adenoamele hipofizare, majoritatea dintre ele fiind de tip experimental

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=c+erbB2%2C+pituitary+adenomas).

Cu exceptia unui singur articol in care, expresia EGFR si a oncoproteinei HER2/neu este
minutios descrisa ca expresie in celulele lactotrofe si corticotrofe, [58] in prezent nu este
certificat rolul prognostic al acestor factori In evolutia si progresia adenoamelor hipofizare.

Contrar celor descrise in capitolul mentionat anterior, nu am remarcat expresia proteinei

178


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=c+erbB2%2C+pituitary+adenomas

HER2/neu in tesutul hipofizar normal. In schimb, procentul de adenoame hipofizare care a fost
pozitiv la oncoproteina HER2/neu a fost similar cu cel intalnit in cazul cancerului mamar cu
metastaze, respectiv, aproximativ o treime din cazurile analizate [243]. Adenoamele hipofizare
au avut un pattern de expresie membranar si citoplasmatic diferentiat in functie de tipul celulelor
care au constituit adenoamele hipofizare. in celulele bazofile expresia oncoproteinei HER2/neu a
fost restrictionatd membranar, similar cu cea intdlnitd si cuantificatd in celulele tumorale din
neoplaziile mamare, [189] in timp ce in celulele acidofile expresia HER2/neu a fost predominant
granular citoplasmatica, cu sau fara intensificare membranard, similard cu cea descrisa in
majoritatea cancerelor gastrice pozitive pentru acest marker [139]. Expresia citoplasmatica a
HER2/neu in cancerul gastric s-a corelat semnificativ statistic cu varsta si expresia HER3,
receptor bine cunoscut ca avand o afinitate de heterodimerizare ridicatd cu HER2 si, prin aceasta
fiind un factor de prognostic nefavorabil in cancerul mamar prin determinarea rezistentei la
terapia cu Trastuzumab [106]. In adenoamele hipofizare cu celule acidofile expresia
citoplasmatica a fost predominanta, aspect care ar sugera o heterodimerizare accentuatd a HER2
cu HERS3 ce ar putea constitui un factor de prognostic nefavorabil si in adenoamele hipofizare cu
celule acidofile. Spre deosebire de celelalte studii privind expresia proteinei HER2 in
adenoamele hipofizare, prezentul studiu a remarcat supraexpresia sa in adenoamele hipofizare cu
celule cromofobe, aspect care nu a mai fost mentionat anterior. Independent de tipul solid sau
papilar, HER2 a fost pozitiv in aproximativ 66% din cazurile cu celule acidofile. In adenoamele
hipofizare pure, supraexpresia HER2 s-a corelat cu secretia de PRL dar nu si cu cea a GH.
Aceasta corelatie susfine si mai mult implicarea heterodimerizarii HER2 cu HER3 in
adenoamele hipofizare PRL secretante, aspect bazat si pe faptul ca, exista date publicate anterior
care au demonstrat rolul prognostic nefavorabil al asocierii HER2/HER3 ca factor de agresivitate
crescutd in adenoamele hipofizare PRL secretante si au sugerat ca inhibarea tintitd a acestei
supraexpresii ar putea fi o alternativa terapeuticd utila in cazul prolactinoamelor cu evolutie
nefavorabila, rezistente la terapia conventionald [321]. In sprijinul acestei ipoteze pot fi
considerate si datele publicate de Zhao si Ren care au demonstrat ca secretia de Neuregulin
(ligand pentru HER3) functioneaza ca reglator al sintezei de PRL printr-un posibil mecanism
paracrin/juxtacrin [349].

In schimb, pentru adenoamele hipofizare cu profil hormonal dublu, expresia
concomitentd a GH-PRL s-a corelat semnificativ statistic cu expresia HER2. Aceste date sunt in
concordantd cu cele publicate anterior [25], care au demonstrat cd, mai mult de jumatate din
cazurile de adenoame hipofizare GH-PRL au fost pozitive pentru oncoproteina HER2 si din
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acestea jumatate au prezentat supraexpresia proteinei pS3 suprapus partial cu un indice crescut
de proliferare.

Un aspect particular al studiului de fata il reprezinta asocierile hormonale de tip TSH-LH
si TSH-FSH care s-au corelat semnificativ cu supraexpresia proteinei HER2. Aceasta asociere nu
a mai fost raportatd in literaturd si poate fi studiatd ca factor de prognostic. O altd pereche de
hormoni care s-au exprimat in tandem in cazurile de adenoame hipofizare HER2 pozitive a fost
cea constituitd din FSH si LH, co-expresia acestora avand o corelatie completa cu supraexpresia
proteinei HER2 in adenoamele hipofizare. Aceasta corelatie a confirmat expresia HER2 crescuta
in celulele cromofobe din adenoamele hipofizare studiate.

Nivelele serice crescute de FSH si LH au fost incriminate ca si factori de prognostic
nefavorabil asociat (sau ca posibili inductori) supraexpresiei HER2 la pacientele in menopauza
care au dezvoltat un cancer mamar cu o ratd de proliferare superioarda celor negative pentru
HER2 [348]. Aceste date pot fi considerate drept evidentd indirecta a faptului ca, asocierea FSH-
LH cu supraexpresia HER2 este un factor de prognostic nefavorabil care caracterizeaza un subtip
de adenoame hipofizare. Nu am remarcat in literatura date referitoare la corelatia dintre proteina
HER?2 si expresia FSH/LH pentru adenoamele hipofizare. De asemenea, studiul nostru a relevat
asocierile de expresie hormonala de tip TSH-FSH si TSH-LH corelate semnificativ statistic cu
expresia proteinei Her2. Nici pentru aceste particularitati de expresie a profilului hormonal si a
Her 2 nu existd pand in prezent date in literatura.

Dacd pentru proteina HER2/neu datele din literaturd sunt putine, probele directe sau
indirecte sustin o posibila implicare a acesteia in cadrul unui grup bine definit de adenoame
hipofizare cu celule acidofile.

Factorul de crestere epidermal are drept receptori, pe langd bine cunoscuta proteina
HER2/neu si alti trei receptori, respectiv HER1, HER3 si HER4. HERI1, cunoscut si sub
denumirea de EGFR, reprezintd o {inta terapeutica intens studiatd in tumorile maligne, fiind de
altfel suportul dezvoltarii unor terapii fintite de tipul Cetuximab aplicat deja in cancerele
colorectale si pulmonare [50, 157].

Prima descriere a expresiei EGFR 1n adenoamele hipofizare a fost publicatd de
Cahiadarun si colaboratorii in anul 1994 [41]. Autorii au remarcat faptul ca EGFR s-a exprimat
in 5-10% din celulele hipofizei normale, in special in celulele gonadotrofe si tireotrofe [41]. In
studiul nostru, expresia EGFR 1in hipofiza normald a fost slaba si inconstanta restrictionata la
celulele cromofobe, aspect care ar putea fi in concordantd cu datele deja publicate. Tot aceiasi
autori au observat cd, adenoamele non functionale au cea mai mare rata de expresiec a EGFR.
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Aceasta observatie corespunde partial cu rezultatele noastre, deoarece nu am gasit nici 0
corelatie semnificativ statistici intre expresia separatd a fiecarui hormon hipofizar si
supraexpresia EGFR. Totusi, analiza co-expresiei hormonilor, corelatd cu supraexpresia EGFR a
demonstrat ca, in cazurile EGFR pozitive, am avut o corelatie semnificativ statisticd de co-
expresie a GH-PRL si corelatii partiale pentru co-expresii de genul PRL-TSH si totale pentru
PRL-ACTH.

Prezenta PRL in toate asocierile hormonale prezentate ca fiind corelate semnificativ
statistic cu expresia EGFR a fost anticipata si este sustinuta de un articol publicat in 2008 care,
demonstreazd ca, EGFR determind cresterea secretieci de PRL 1n model experimental si,
inhibarea EGFR induce controlul cresterii tumorale si inhibarea secretiei de PRL ceea ce ar putea
constitui o tinta terapeuticd promitatoare in cazul prolactinoamelor rezistente la tratamentul
dopaminergic sau in cazurile rare de prolactinoame cu transformare maligna [320].

Un alt aspect particular obtinut in cadrul cercetarii de fatd este reprezentat de asocierea
PRL-ACTH-EGFR, care s-au corelat complet, semnificativ statistic. Fukuoka si colaboratorii au
studiat efectele inhibitori ale Gefitinib asupra celulelor ACTH secretorii izolate din adenoamele
hipofizare ACTH secretante cu origine umana i canind si au demonstrat ca inhibarea EGFR
determind sciaderea dimensiunilor tumorii, a nivelului de corticosteroizi, a hipercortizolemiei
precum si reducerea masei adipoase omentale [92]. Prin toate aceste rezultate, autorii considera
ca terapia cu Gefitinib ar putea fi o alternativa binevenitd ce ar putea reduce interventiile
chirurgicale practicate pentru aceste tipuri de tumori hipofizare, bineinteles cu o crestere a
confortului pacientului. Alte studii asupra expresiei EGFR in adenoamele hipofizare sustin datele
obtinute de noi. Astfel, Kontogeorgeous si colaboratorii au demonstrat supraexpresia EGFR in
peste 60 % din adenoamele hipofizare corticotrofe si in doar 20% din adenoamele hipofizare
somatotrofe si lactotrofe [160]. Aceste rezultate sustin corelatia semnificativ statisticd obtinuta
pentru asocierea GH-PRL si a PRL-ACTH cu EGFR din studiul nostru. Scaderea proteinei
p27/Kipl in cazurile de adenoame hipofizare ACTH secretante corelat cu inhibarea de catre
expresia EGFR a aceluiasi tip de proteind, sugereaza ca EGFR este implicat in tumorigeneza
adenoamelor hipofizare ACTH secretante printr-un mecanism de inhibare a p27/Kip1[300].

Acelasi Kontogeourgos a mentionat pentru prima data expresia EGFR in celulele
folicular stelate din hipofiza normala. In studiul nostru am remarcat o densitate crescuta de celule
folicular stelate EGFR pozitive, distribuite printre celulele tumorale negative la EGFR din
adenoamele hipofizare studiate. Rolul celulelor folicular stelate EGFR + nu a fost studiat pana in
prezent in adenoamele hipofizare.
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5.4. Concluzii la capitolul 5

10.

11.
12.

Heterogenitatea expresiei factorilor de crestere si a receptorilor corespondenti este

dependenta de profilul hormonal al adenoamelor hipofizare.

Adenoamele hipofizare GH si PRL secretante sunt cele mai active din punct de vedere

al sintezei si eliberarii factorilor de crestere.

VEGEF este cel mai intens exprimat din punct de vedere proteic si genic si reprezinta

candidatul cu cele mai mari sanse de succes in ceea ce priveste aplicarea terapiei

tintite. Datoritd expresiei sale in celulele tumorale si celulele folicular stelate, aplicarea

terapiei anti VEGF ar putea avea o tinta dubla.

Expresia VEGF si PDGF se suprapune in adenoamele hipofizare ceea ce sugereaza

efectul sinergic al potentialului mitogen pe de o parte si, pe de alta parte potentarea

reciproca a sintezei si actiunii autocrine sau paracrine.

PDGF A si B au avut o expresie particulard fiind localizati in nucleu si citoplasma.

Expresia nucleard a PDGF, mai ales in cazul PDGF beta sugereazd implicarea

oncogenei c-sis (v-sis) in patogeneza adenoamelor hipofizare, aspect inca nestudiat

panad in prezent.

VEGF 165b a fost pentru prima oara studiat in cadrul acestei teze de abilitare. Se pare

ca are un rol in inhibarea angiogenezei in adenoamele hipofizare cu celule acidofile

GH secretante unde am Inregistrat o supraexpresie a sa.

EG VEGF se exprimd in celulele acidofile si cromofobe si este absent in celulele

bazofile. Celulele bazofile din adenoamele hipofizare exrpima insa EG VEGF cu

intensitate variabila si distributie heterogena.

EG VEGEF este implicat in patogeneza adenoamelor hipofizare, diferentiat, dependent

de heterogenitatea celulara si a pattern-ului de crestere si influenteaza rata de

proliferare a celulelor tumorale din adenoamele hipofizare.

Actiunea proliferativa a EG VEGF este mult influentatd de expresia PRL in anumite

tipuri de adenoame hipofizare. Cu exceptia PRL si LH, nici un alt hormon hipofizar

nu influenteaza supraexpresia EG VEGF in adenoamele hipofizare

Combinatia EG VEGF si EGFR, sustinuta de corelatia semnificativ statistica obtinuta,

caracterizeaza adenoamele hipofizare de tip compact acidofil secretante de GH si PRL

EG VEGF este implicat in realizarea pattern-ului papilar al adenoamelor hipofizare

Corelatia EG VEGF cu PDGF A si PDGF B este specifica adenoamelor hipofizare cu
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

pattern de crestere papilar si celule tumorale bazofile, acest aspect, intalnit si in alte
tipuri papilare de carcinoame ale altor glande endocrine fiind considerat un factor
favorizant al invaziei locale, metastazarii si implicit a unui prognostic nefavorabil
Rolul celulelor foliculostelate in patogeneza adenoamelor hipofizare este incomplete
caracterizatd. Rezultatele noastre, obtinute prin corelarea expresic EG VEGF cu
proteina S100 si a GFAP sugereaza o reactivitate a celulelor folicular stelate in
patogeneza adenoamelor hipofizare. Momentan este greu de spus dacd aceasta
corelatie se datoreaza activarii celulelor folicular stelate sau expresiei proteinei S100 si
a GFAP si in celulele tumorale.

Prezentul studiu a evalaut pentru prima data in mod diferentiat expresia EG VEGF in
adenoamele hipofizare si a realizat corelatii cu alti factori de crestere precum VEGF,
EGFR sau PDGF A si B, factori deja certificati ca avand un rol major in invazia si
metastazarea tumorala.

Datele obtinute sugereaza existenta in cadrul acelorasi forme histopatologice a unor
forme moleculare distincte de adenoame hipofizare care, cel mai probabil, au un
comportament diferit i un prognostic variabil, dependent de profilul molecular care-I
caracterizeaza.

Prin analogie cu expresia citoplasmatica din carcinoamele gastrice, HER2 pare sa fie
un factor de prognostic nefavorabil pentru adenoamele hipofizare in care aceasta se
exprima citoplasmatic, cel mai probabil prin heterodimerizare cu HER3 mai ales
pentru prolactinoamele cu evolutie agresiva si recidivanta.

Asocierile hormonale rare de tip TSH-FSH, TSH-LH dar si asocierile hormonale FSH-
LH au fost intdlnite in cazurile HER2 pozitive, aspect ce poate fi considerat ca factor
predictiv pentru evolutia nefavorabila a acestor tipuri de adenoame hipofizare.

Prin analogie cu datele raportate in literaturd privind implicarea prognostica
nefavorabila a nivelelor serice crescute de FSH si LH ca posibili inductori ai
supraexpresiei HER2 1n cancerul mamar in postmenopauza, putem concluziona, si pe
baza rezultatelor studiului nostru ca, asocierea hormonala FSH-LH determina inductia
supraexpresiei proteinei HER2 in adenoamele hipofizare si astfel caracterizeaza un
subtip special de adenoame hipofizare

Rezultatele noastre sugereaza utilizarea supraexpresiei HER2 ca posibila tinta
terapeuticd In adenoamele hipofizare doar dupa realizarea unui protocol complet
imunohistochimic si ISH care sa evalueze cazurile selectate de adenoame hipofizare
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20.

21.

22.

La fel ca si HER2, supraexpresia EGFR s-a corelat semnificativ statistic cu asocierea
hormonala GH-PRL, ceea ce dovedeste ca atat HER2 cat si EGFR caracterizeaza
adenoamele hipofizare GH-PRL secretante si definesc o subclasa distinctd de
adenoame hipofizare

Spre deosebire de HER2, EGFR a caracterizat un subgrup aparte de adenoame
hipofizare PRL-ACTH secretante aceste rezultate confirmand inca o data datele
experimentale pufine dar convingatoare din literatura referitoare la implicarea EGFR
in tumorigeneza adenoamelor hipofizare ACTH secretante

Celulele foliculostelate au fost intens pozitive pentru EGFR, acestea fiind foarte bine
observate Tn numar relativ crescut in adenoamele hipofizare non secretante. Rolul
celulelor foliculostelate nu este pe deplin cunoscut in adenoamele hipofizare si, cu atat
mai putin implicarea EGFR secretat de acestea In patogeneza adenoamelor hipofizare

non secretante.
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6. DATE EPIDEMIOLOGICE ALE PROFILULUI HORMONAL AL ADENOAMELOR
HIPOFIZARE DIN REPUBLICA MOLDOVA STUDIATE COMPARATIV CU
PROFILUL ADENOAMELOR HIPOFIZARE DIN ROMANIA

Adenoamele pituitare sunt de obicei benigne si indolente. In timp ce unele din ele produc
hipersecretie hormonala, hipopituitarism si disfunctie neurologica, altele nu produc simptome
ramand nedetectate. Intr-adevir, datele de autopsie si radiografie indica faptul ci aceste tumori
sunt de fapt relativ frecvente, cu rate generale de prevalenta variind de la 10 la 22% (desi astfel
de studii sunt cu siguranta supuse unor factori selectivi) [12, 49]. Gama largd a ratelor de
incidenta in cadrul studiilor individuale sugereaza ca exista numerosi factori de risc responsabili
de dezvoltarea acestora, sau ca tumorile sunt operabile la diferite etape de monitoring. Cresterea
tumorilor pare sa fie promovata de catre hormoni care moduleaza activitatea pituitard normala si
prin factori de crestere care au fost implicati in cadrul dezvoltarii fetale normale. Cel putin o
treime din tumorile hipofizare pot provoca o stare de sanatate complicatd prin tulburari de
dispozitie, disfunctie sexuala, infertilitate, obezitate, tulburari vizuale, hipertensiune, diabet
zaharat si altele. Este bine stabilit faptul ca adenoamele hipofizare apar din expansiunea clonala a
celulelor somatice mutante, dar mecanismul cauzal implicat in tumorigeneza ramane a fi stabilit.
Unele gene specifice par sa predispuna la formarea tumorii hipofizare, in timp ce oncogenele nu
joacd un rol in formarea tumorilor hipofizare. Am folosit 0 resursa cuprinzatoare, bazata pe
populatie, pentru a examina diferentele demografice ale ratelor de incidenta pentru adenoamele
hipofizare. Din cate cunoastem, aceasta este prima datd cand baza de date a fost utilizata pentru a
examina demografia adenoamelor hipofizare in Republica Moldova si Romania.

Tinand cont de dimensiunile mici ale tumorilor hipofizare si a propensitatii acestora sa
existe asimptomatic sau sda se manifeste prin simptome non —specifice insidioase a devenit o
provocare masurarea cu precizie si prevalenta adenoamele pituitare in populatia generala.
Analiza histologica a specimenelor de autopsie si radiologie (tomografie computerizata (CT) si
imagistica prin rezonantd magnetici (RMN)) de la pacientii aflati in tratament sau au fost
studiate pentru afectiuni legate si nelegate de boala hipofizara sunt sursele principale care au fost
utilizate pentru estimarea prevalentei populatiei ce sufera de adenoame hipofizare.

Scopul principal al acestui studiu a fost de a estima rata de incidenta si prevalenta
adenoamelor hipofizare relevante din punct de vedere clinic la o populatie bine definita, care
locuiesc in zona urband si suburband a RM si Romaniei. Am definit adenoamele hipofizare
relevante clinic ca fiind cele asociate disfunctiei endocrine si / sau efectului de masa.
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Motivatie. Adenoamele hipofizare reprezintd una din cele mai frecvente tumori
intracraniene [143] fiind cea mai frecventa tumoare de la nivelul regiunii selare. Uneori
comportamentul clinic neobisnuit la diferite varste [310, 340] si heterogenitatea profilului
hormonal stabilit imunohistochimic [286] fac dificila stabilirea unui diagnostic corect si alegerea
unei terapii optime. Heterogenitetea adenoamelor hipofizare a fost de asemenea raportata si la
nivel genetic [173]. Mutatiile genetice din adenoamele hipofizare sau dovedit a fi asociate cu o
incidenta crescuta a altor tipuri tumorale cum ar fi tumorile intracraniene [94] sindromul Carney
[61, 234] sau Tipul 1 al neoplaziei endocrine multiple [95]. Mutatiile germinale in gena proteinei
active cu receptorul aril hidrocarburic (AIP) au fost recent raportate ca reprezentand o proportie
substantiala de adenom pituitar care secreta hormon de crestere. S-au efectuat putine studii
asupra altor factori de risc potentiali, iar studiile raportate au fost in general mici si s-au
concentrat in mare parte pe utilizarea contraceptivelor orale sau a preparatelor estrogene, riscuri
familiale sau in asociere cu alte neoplasme. Cativa alti factori, desi nu au fost investigati anterior
in legdtura cu tumorile hipofizare, cum ar fi antecedentele bolii alergice si epilepsia, prezinta un
interes potential deoarece au fost implicati anterior in etiologia altor tipuri de tumori intra-
craniene.

Rezultatele clinice, imunohistochimice sau genetice discutabile gésite in literaturd nu sunt
singurele controverse privind tumorile pituitare. Datele epidemiologice privind adenoamele
hipofizare ar putea ajuta la o alocare mai bund a resurselor umane pentru Ingrijirea unor astfel de
pacienti si de asemenea ar creste acuratetea diagnosticului pentru unele regiuni geografice in care
identificarea unor astfel de afectiuni este neglijata. Datele epidemiologice se refera la prevalenta
tumorilor pituitare si sunt de obicei raportate in tarile dezvoltate. Prevalenta tumorilor pituitare
variaza intre 19 si 28 cazuri per 100000 in UK, pand la 94 de cazuri per 100000 in Belgia si are o
incidenta cuprinsa intre 0,4 si 8,2 per 100000 pe an [64, 65, 215]. Articolele publicate recent,
privind epidemiologia descriptivd a adenoamelor hipofizare din USA au stratificat incidenta
tumorilor hipofizare in functie de varsta, sex, rasa sau subregiunile de unde au provenit pacientii.
Diferente semnificative au fost raportate privind incidenta adenoamelor hipofizare intre diferite
grupuri rasiale in USA [100]. Datele epidemiologice despre adenoamele hipofizare din Europa
sunt foarte rare, chiar pentru tarile cu un sistem de sanatate foarte bine dezvoltat ca Austria si
Elvetia, unde registrele nationale de tumori cerebrale (care includ si adenoamele hipofizare) sunt
relativ noi [88, 331]. Pentru tarile mici, in special cele din Europa centrala si de est, astfel de date
statistice sunt destul de recente, cum ar fi pentru Romania [10] sau total absente cum este cazul
cu RM. Datele statistice si epidemiologice privind diferentele profilului hormonal intre grupurile
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populationale sunt de asemenea reduse fiind raportate in special pentru prolactinoame, [45, 253,
302] celelalte tipuri de adenoame hipofizare fiind putin studiate. Studiile mentionate mai sus au
acoperit o arie geografica foarte bine delimitata care a inclus o tard sau o regiune a unei tari. Nu
exista in acest moment un studiu comparativ al profilului hormonal din adenoamele hipofizare
intre grupele de pacienti intre Moldova si Romania. Din acest motiv prezentul studiu este axat pe
identificarea similitudinilor si diferentelor epidemiologice specifice bazate pe profilul hormonal

al adenoamelor hipofizare provenite din Romania si RM.

6.1. Variabilitatea comparativi a paternurilor de crestere si a profilului hormonal a

adenoamelor hipofizare pe teritoriul Republicii Moldova si Roméania

Studiul actual examineaza diferentele demografice ale profilului hormonal al
adenoamelor hipofizare utilizand datele colectate pe teritoriul Republicii Moldova si al
Romaniei, colectand o gama larga de factori privind variabilele demografice, diagnostice si
clinice si au inceput monitorizarea tumorilor cerebrale benigne. Aceasta resursa ar putea oferi o
oportunitate excelenta de a studia diferentele demografice in incidenta adenomului pituitar
benign. Prevalenta inaltd a tumorilor hipofizare silentioase, a asa numitelor ,,incidentaloame”
este sustinuta si de studiile imagistice IRM. Asemenea, modificari subtile aparente IRM
sugestive pentru microadenoame hipofizare silentioase clinic sunt observate la aproximativ 10%
din IRM efectuate de rutind. Cele mai multe publicatii aratd o frecventd mai Tnaltd a tumorilor
hipofizare in randul populatiei de sex feminin, aceastd opinie nefiind confirmata in
incidentaloame descoperite post-mortem, in urma autopsiilor efectuate, care evidentiaza o
repartitie egald a celor doud sexe. Desi adenoamele hipofizare survin in toate decadele de viata,
apogeul incidentei se observa intre a treia si a sasea decade ale vietii. Adenoamele pituitare
functionale fiind mai frecvente la persoane tinere, in comparatie cu cele nefunctionale, care are o
pondere crescuta la populatia varstnica.

Evaluarea globala a acelor douad grupuri a demonstrat prezenta necorespondentei privind

profilul hormonal al adenoamelor hipofizare din Romania si Republica Moldova (Figura 6.1a,b).
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Fig. 6.1. Variabilitatea geograficd a adenoamelor hipofizare Pentru grupurile

B(Romania) si C (Republica Moldova)

Pentru grupul ,B” 70% din cazuri au fost adenoame hipofizare pure, 13%
plurihormonale, in timp ce 17% au fost negative pentru toate cele sase tipuri de hormoni.
Comparativ cu grupul ,,B” in grupul ,,C” sau inregistrat mai multe diferente privind distributia
procentuald a cazurilor pe grupele unihormonale, plurihormonale si nule. Cazurile de adenoame
hipofizare pure au reprezentat 55,3% din numarul total de cazuri, iar cele nule 12,5%. Cea mai
mare diferentd intre cele doua grupuri s-a inregistrat pentru adenoamele hipofizare
plurihormonale, in grupul ,,C” aceasta fiind de 37,2% (respectiv de 2,86 de ori mai mare in
grupul ,,C” comparativ cu grupul ,,B”). Evaluarea specifica bazata pe fiecare tip de hormoni a
demonstrat o incidentd crescutd a adenoamelor hipofizare GH secretante in grupul ,,B”,
comparativ cu grupul ,,C”. Din cele 94 cazuri ale grupului ,,B” 46,15% au fost adenoame GH

secretante comparativ cu grupul ,,C” unde am obtinut doar 25% adenoame GH secretante. Pentru
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prolactina (PRL) procentul de adenoame hipofizare pozitive a fost de 23% in grupul ,,B” si 10%
pentru grupul ,,C”. Nici in unul din cele doua grupuri incluse in studiu nu am Intalnit adenoame
hipofizare pure secretante de TSH. In ceia ce priveste adenoamele hipofizare ACTH secretante
procentul de cazuri pozitive a fost relativ egal intre cele doud grupuri (6% pentru grupul ,,.B”
comparativ cu 5% pentru grupul ,,C”). Cea mai mare concordantd privind tipul hormonal al
adenoamelor hipofizare in cele doud grupuri s-a inregistrat pentru FSH care a avut o valoare
similara pentru cele doua grupuri (7,7% pentru grupul ,,B” versus 5% pentru grupul ,,.C”). In
contrast cu cele de mai sus cea mai mare diferenta intre procentele de cazuri pozitive la un singur
hormon s-a inregistrat pentru LH. Daca pentru grupul ,,B” procentul de cazuri LH pozitive a fost
de 17%, pentru grupul ,,C” acest procent a fost de 3,25 ori mai mare, respectiv o valoare
procentualad de 55% din numarul total de cazuri.

Adenoamele plurihormonale au fost impartite in doua subgrupe, care au fost evaluate
separat. Cea mai frecventd asociere cunoscuta intre GH si PRL a fost prezentd in 10,36% din
cazurile grupului ,,B” si in 13,63% din cazurile grupului ,,C”. Triplele asocieri au fost prezente in
ambele grupuri dar cu diferente privind numarul si tipul hormonal. Daca grupul ,,B” a prezentat
tripla asociere in 4,25% din cazuri, pentru grupul ,,C” aceasta asociere a fost intdlnita in 8,13%
din numarul total de cazuri. Pentru ambele grupuri asocierea GH, PRL, ACTH a fost
predominanta. O particularitate a grupului ,,C” comparativ cu grupul ,,B” a reprezentat-0
existenta asocierilor particulare hormonale intalnite foarte rar in literatura. Chiar dacd au fost
prezente Intr-un numar mic de cazuri (15,56%), acestea au inclus patru tipuri hormonale: GH,
PRL, TSH, ACTH. Comparativ cu tripla asociere al patrulea hormon alaturat a fost TSH prezent
in toate cazurile de cvadrupla asociere.

Discutii. Date despre heterogenitatea geograficd a tumorilor hipofizare au fost publicate
anterior in relatie cu variabilitatea genetica observate in special pentru adenoamele hipofizare
familiale [12]. Studii populationale privind epidemiologia adenoamelor hipofizare sunt putin
prezente in literaturd, acest numar mic fiind datorat dificultatilor de derulare a unor astfel de
studii, care necesitd o selectie foarte atenta a pacienfilor si o mare acuratete a criteriilor de
includere. Cele mai extinse studii privind diferentele regionale ale adenoamelor hipofizare au
fost derulate de Clayton care a observat o prevalentd a cazurilor cuprinse intre 190-280
cazuri/milion, dintre care 32-36% au fost prolactinoame, 32-37 % au - tumori non-secretante,
21.1-21.4% au fost tumori GH secretante si 10.5-10.7% au avut boala Cushing [39, 53, 55].
Studiul nostru a evidentiat diferente intre grupurile ,,B” si ,,C” privind tipurile de adenoame
hipofizare iar valorile obtinute in au fost diferite comparativ cu cele raportate de Clayton. Intr-un
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alt studiu realizat in Provincia Liege, Belgia, [64] adenoamele GH secretante au fost prezente in
13,2% din cazuri, aceasta detinand cea mai mica valoare prezenta in literatura.

In ceia ce priveste adenoamele secretante de PRL ambele grupuri studiate au avut un
numar mai mic de cazuri pozitive comparativ cu alte studii populationale similare [4, 53, 64].
Daca Ezzat si colaboratorii au demonstrat o variabilitate a procentului de cazuri PRL pozitive
cuprinse intre 25 si 41% din cazuri [79] studiul nostru a evidentiat o variabilitate cuprinsa intre
10 51 25%. Grupul ,,C” a fost caracterizat de cea mai mica valoare a adenoamelor PRL secretante
raportat in literaturd comparativ cu datele deja existente [302]. Aceasta poate fi considerata o
particularitate a adenoamelor hipofizare din regiunea geograficd a R. Moldova [47]. Chiar si
pentru grupul ,,B” numarul de prolactinoame a fost mai mic decat cel din literaturd. Fiind primul
studiu comparativ derulat in Europa de sud-est si est vor mai fi necesare si alte investigatii pentru
elucidarea factorilor etiologici care determind aceste particularitati. Ciccareli si colaboratorii au
raportat variabilitatea adenoamelor hipofizare in dependentd de varstd si sex, dar nu si de
regiunea geografica [45]. Date izolate privind procentajul variabilitatii geografice a
porlactinoamelor au fost raportate recent de Pereira-Lima si colegii, care au relatat prezenta
prolactinoamelor in relatie cu variabilitatea greutdtii corporale in diferite regiuni ale Braziliei
[241]. Studiile epidemiologice efectuate demonstreaza ca adenoamele ACTH secretante sunt cele
mai putine la numar [79]. Majoritatea cercetarilor au elaborat date statistice cu privire la
variabilitatea raspunsului clinic, etiologic si terapeutic, [149, 304] fiind mai putin axate pe
distributia geografica si diferentele regionale.

In studiul populational, Clayton si colab., a raportat aproximativ 10% din adenoame
hipofizare sunt ACTH secretante, comparativ cu studiul similar a lui Daly pentru regiunea
Liege, unde, procentul de adenoame ACTH secretoare a fost raportat ca fiind de aproximativ 6%
din cazuri. Procentajul de adenoame ACTH secretante in ambele grupuri ale noastre a variat intre
5 s1 6%, care corespunde cu rezultatele studiului lui Daly, dar difera de rezultatele lui Clayton.

Majoritatea adenoamelor hipofizare non-functionale sunt producatoare de gonadotrofina
[212], care reprezinta 30%-35% din tumorile pituitare [341]. Exista putine date cu privire
procentajul adenoamelor hipofizare LH pozitive din cauza evaluarii acestora impreuna cu
adenoamele FSH secretante. In lotul C adenoame LH secretoare, au o frecventd de trei ori mai
mare comparativ cu lotul B. Conform datelor noastre, procentul de adenoame LH secretoare,
reprezintd cea mai mare valoare raportatd pana in prezent in literatura de specialitate, fiind
constatat in 55% din cazuri in lotul C. Procentul de adenoame hipofizare non-secretante, in
studiul nostru, a variat intre 12,5% pentru lotul C si 17% pentru lotul B. Aceste valori au coincis
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cu cele din studiul lui Dayl, dar au fost mai joase in comparatie cu rezultatele raportate de
Clayton in studiul mentionat deja.

Adenoamele plurihormonale raportate in literatura de specialitate manifesta pozitivitate
pentru cel putin trei markeri evaluati in studiul, continand de obicei, celulele TSH pozitive [297],
dar adenoame hipofizare exclusiv TSH secretante au fost rareori identificate si publicate in
literatura de specialitate ca fiind cazuri senzationale [89, 101, 289]. Yamada et al, spre deosebire
de acestia, au raportat recent cresterea numarului adenoamelor TSH secretante in perioada
ultimilor cinci ani, dar acest studiu a fost efectuat doar intr-un singur centru in baza a 90 de
cazuri [336].

Majoritatea asocierilor plurihormonale identificate in actualul studiu au fost caracterizate
prin prezenta GH-PRL-ACTH, in comparatiec cu datele din literatura care au raportat
periodicitatea TSH in aceste asocieri. Desi, TSH a fost prezent ca un al patrulea hormon in
aproximativ 15,56% din asocierile cvadruple a fost constatat In mod exclusiv doar in grupul C, in

prezentul studiu.
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6.2. Concluzii la capitolul 6

1. Prezenta lucrare pune in evidenta dovezi impunatoare ale unui imunoprofil exceptional
si specific al adenoamelor hipofizare, care 1si au originea in doua regiuni diferite ale
Europei de Est.

2. Adenoamele hipofizare din Romania au un imunoprofil care partial corespunde cu cel
descris in alte regiuni ale Europei.

3. Acest studiu a descris pentru prima data imunoprofilul adenoamelor hipofizare
provenite din Republica Moldova si spre deosebire de cele din partea de sud si de est a
Romaéniei au un imunoprofil diferit, caracterizat printr-un numar scdzut de
prolactinoame si o crestere a adenoamelor LH secretoare.

4. Asocieri triple sau cvadruple identificate exceptional in lotul din Republica Moldova, ca
fiind de o frecventa mai mare au completat profilul adenoamelor hipofizare. Diferentele
mentionate in lucrarea prezentd, genereaza intrebari cu privire la prezenta unor factori
etiologici sau epidemiologici regionali care pot sa influenteze imunoprofilul

adenoamelor hipofizare.
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CONCLUZII GENERALE

. Profilul hormonal al adenoamelor hipofizare in Republica Moldova se caracterizeaza
printr-un numar scazut de prolactinoame si 0 incidentd inaltdi de adenoame LH
secretante, ceea ce difera de Romania si alte zone geografice din Europa (capitolul
6.1.).

. Asocierile hormonale triple si cvadruple au o incidenta crescuta pe teritoriul
Republicii Moldova, fiind dominate de patternul solid acidofil si papilar bazofil
(capitolul 6.1.).

. Factorii moleculari cu un rol prognostic si terapeutic potential in adenoamele
hipofizare sunt urmatorii: doua subtipuri moleculare de celule foliculostelate
respectiv GFAP+/VEGF+/S100 si GFAP-/S100+/EGFR+, precum si varianta clasica
GFAP+/S100+ (capitolul 4.2.).

Combinatia S100+/EGFR+ are un comportament agresiv si 0 capacitate de invazie si
recurenta crescute, ceea ce denota un pronostic nefavorabil in evolutia acestor tipuri

de adenoame (capitolul 5.3.).

. Factorii de crestere de tipul VEGF, PDGF se exprima diferentiat in adenoamele
hipofizare si au o corelatie semnificativ statisticd cu profilul hormonal (capitolul
5.1).

Datele obtinute sugereaza existenta unor forme moleculare distincte in cadrul
acelorasi forme histopatologice, care au un comportament diferit si un pronostic

variabil, dependent de profilul molecular (capitolul 5).

Initierea unei terapii personalizate tintite bazate pe expresia diferentiatd a acestor
markeri (GFAP, S100) ar putea imbunatati pronosticul pe termen lung al pacientilor

cu adenoame hipofizare, in special in cazul recurentelor (capitolul 4.2.).

Identificarea unor potentiali factori etiologici sau comportamentali locali, care pot sa
influenteze variabilitatea adenoamelor hipofizare, reprezinta o directie de viitor al

prezentului studiu (capitolul 6).

Identificarea expresiei si distributiei fractiunii inhibitorii a VEGF si a EG VEGF,
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influenteaza vascularizarea tumorilor si, respectiv, evolutia acestora (capitolul 5.1.).

10. Hibridizarea in situ a identificat VEGF, exprimat din punct de vedere proteic si genic,
drept factor cu cele mai mari sanse de succes in vederea aplicarii dublei terapii tintite,

datorita expresiei sale in celulele tumorale si celulele folicular stelate (capitolul 5.1.).

11. Corelatiile factorilor de crestere cu profilul hormonal pot fi utile pentru realizarea
unei reclasificari a adenoamelor hipofizare bazate pe aspectele moleculare, care

permite o abordare clinica, diagnostica si terapeutica personalizata (capitolul 5).
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RECOMANDARI PRACTICE

. Pentru suport didactic si instructiv metodic:

. Se recomanda utilizarea informatiei obtinute la editarea manualelor de histologie, anatomie

patologica, endocrinologie, oncochirurgie pentru studenti si rezidentii universitatilor de

medicind precum §i pentru instruirea postuniversitara.

. Rezultatele investigatiilor curente prezinta o sursa de completare importantd pentru

clasificarea tumorilor pituitare.

Datele obtinute despre celulele folicular stelate, pot servi drept baza morfologica pentru
cercetari clinice si experimentale complexe ale fiziologiei acestor structuri, studierea
morfologiei functionale a sistemului hipotalamo-pituitar, precum si la elaborarea noilor
strategii si metode 1n tratamentul tumorilor de hipofiza.

Pentru clinicieni:

. Cunoasterea profilului molecular al adenoamelor hipofizare permite initierea unei terapii

personalizate tintite bazate pe expresia diferentiatd a acestor markeri ar putea imbunatati
prognosticul pe termen lung al pacientilor cu adenoame hipofizare, mai ales in cazul

recurentelor.

. Rolul fiziologic al celulelor folicular stelate este neclar, desi ar putea fi implicate in reglarea

secretiei hormonale. Configuratia lor §i prezenta a numeroase granule de secretie sugereaza
faptul ca ar putea fi derivate din celulele secretorii. Relatia celule foliculare si celule folicular
stelate este inca incomplet studiata.

Corelatiile factorilor de crestere cu profilul hormonal pot fi utile pentru realizarea unei
reclasificari a adenoamelor hipofizare bazate pe un profil personalizat pentru fiecare pacient

in parte, care sa permita o stratificare clinica, diagnostica si terapeutica cat mai completa.

II1. Pentru institutiile de cercetare:

1.

Pentru reducerea morbiditatii prin tumori hipofizare este necesar de a studia conditiile de
mediu, care par a fi specifice pe teritoriul Republicii Moldova.

Identificarea expresiei si distributiei fractiunii inhibitorii a VEGF precum si a EG VEGF,
deschide noi teme de cercetare in domeniul adenoamelor hipofizare, in special pentru
identificarea influentelor acestora asupra vascularizatiei particulare din adenoamele

hipofizare, aspect incomplet elucidat pana in prezent.
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PLANURI DE CERCETARI PENTRU VIITOR

Rolul fiziologic al celulelor folicular stelate este neclar, desi ar putea fi implicate in
reglarea secretiei hormonale. Configuratia lor si prezenta a numeroase granule de secretie
sugereaza faptul ca ar putea fi derivate din celulele secretorii. Relatia celule foliculare si celule
folicular stelate este inca incomplet studiata.

Identificarea unor potentiali factori etiologici sau comportamentali locali, care sa
influenteze variabilitatea adenoamelor hipofizare, reprezinta o directie de viitor al prezentului
studiu.

Identificarea, pentru prima oara, a expresiei si distributiei fractiunii inhibitorii a VEGF
precum si a EG VEGF, deschide noi teme de cercetare in domeniul adenoamelor hipofizare, in
special pentru identificarea influentelor acestora asupra vascularizatiei particulare din
adenoamele hipofizare, aspect incomplet elucidat pana in prezent.

Majoritatea cazurilor cu profil hormonal rar nu au fost caracterizate pana in prezent din
punct de vedere clinio-patologic si, acest fapt deschide noi orizonturi in domeniul cercetarilor

patologiei hipofizare particularizat pentru Republica Moldova.
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- Vicepresedinte al Comisiei MS pentru atestarea medicilor morfopatologi din R.
Moldova

- Membru al Seminarului de profil in Anatomia omului; Anatomia patologica;
Histologie, citologie si embriologie; Medicina legala.

- Membru in comisii de examene sau concursuri de specialitate;
- Pregatire medici rezidenti si specialisti

- Organizator de cursuri de perfectionare si formare medicala continua in anatomia

patologica.

1 septembrie 1996 — 13 februarie 2003

Asistent universitar, catedra morfopatologie, USMF Nicolae Testemitanu, bd.

Stefan cel Mare si Sfant, 165, MD-2004, Chisinau, Republica Moldova, Tel.:

(+373) 22 243408, Fax: (+373) 22 242344, Email:contact@usmf.md

- Cursuri didactice si lucrari practice pentru studenti, activitate stiintifica si
curativa

- Preocupari in ceea ce priveste cercetari in domeniul aterosclerozei, etc.

- Preocupari in patologia cardio-vasculara

15.10. 2012 — 25.09.2014

Master in Managementul Sanatatii Publice, diploma SP nr. 000208 din 25.09.2014
Masterat in Managementul Sanatatii Publice

Scoala de management in Sanatate Publica, in cadrul IP USMF Nicolae
Testemitanu.

30 septembrie 1996 — 1 octombrie 1998

Magistraturd in domeniul morfopatologiei, diploma seria AM nr. 0024 din

22.10.1998

Catedra morfopatologie, USMF Nicolae Testemitanu.

01.09. 1990 — 26.06. 1996

Medic generalist, diploma AL nr.010559.

Medicina generala

Facultatea de medicind generald, USMF Nicolae Testemitanu

¢ Educatie profesionali continua:

v Al 10-lea Curs International de Patologie a Sistemului Digestiv Tara
invitata: FRANTA, 10 credite.

v" Al 9-lea Curs International de Patologie a Sistemului Digestiv Tara
invitata: MOLDOVA, 10 credite.
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10.11.-16.11.2016

2017-prezent

2017-prezent
2016-prezent

2016-prezent
01.05-31.05.2015.

01.05.-315.05.2014

01.05.-31.05.2013

15.05.2014
2014

2015
2015
2016

2016

2016
2017
2017

2017

Specialitatea de baza
Domenii de cercetare

Tema tezei de doctorat

Tema tezei de doctor habilitat

Maidstone and Tunbridge Wells NHS Trust, Cellular Pathology
Department, Hermitage Lane, Maidstone, Kent ME16 9QQ, Cursuri de
perfectionare in domeniul ginecopatologiei in cadrul screeningului
cancerului de col uterin.

Proiectu global in domeniul dezvoltarii patologiei “Rationalising the
Moldovan National Cytopathology and Histopathology Laboratory
Network and Building Capacities to Deliver High Quality Services
Equitably Across the Republic of Moldova”, Royal College of
Pathologists.

Proiectul EURASIA, Norvegia: Educatie si cercetare in patologia orala.
Proiectul UE ERASMUS PLUS, Danemarca. Implementarea Instruirii
bazata pe problema

Proiect in domeniul neuropatologiei, Magdeburg, Germania.
Universitatea de Medicind si Farmacie ,,Victor Babes”, laboratorul de
angiogeneza, Timisoara, Cursuri postuniversitare de perfectionare in
imunohistochimie, diagnostic molecular, specialitatea morfopatologie.
Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Victor Babes”, laboratorul de
angiogeneza, Timigoara, Cursuri postuniversitare de perfectionare in
imunohistochimie, diagnostic molecular, specialitatea morfopatologie.
Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Victor Babes”, laboratorul de
angiogeneza, Timisoara, cercetare in domeniul adenoamelor hipofizare,
imunohistochimie, diagnostic molecular, specialitatea morfopatologie

Participadri la conferinge:

v
v

v

Sedinta societatii Patologilor din Republica Moldova din 15.05.2014.

A noua conferinta internationala de patologie Anticancer research,
Sithonia, Grecia, 2014.

Virchows Archiv. Al 27 European Congress of Pathology, Belgrade,
Serbia, 2015.

Prima conferintd euroregionald a doctoranzilor si tinerilor cercetitori in
domeniul biomedicinii. Timisoara, Romania, 2015.

Acta medica. Marisiensis al 14 National Symposium of Microsopic
Morphology Targu Mures. Romania. 2016, p. 20.

Acta Endocrinologica. Common Congress of the Romanian Society of
Endocrinology and Romanian Psychoneuroendocrine Society, Brasov,
Romania, 2016.

Virchows Archiv. European Journal of Pathology, Koln, Germany 2016.
19-th European Congress of Endocinology, Lisbon, Portugal, 2017.

Cea de-a 68-a Conferinta a Societatii Neurochirurgilor din Germania si a
7-ea Conferintd a Societatii Britanice a Neurochirurgilor, Magdeburg,
Germania, 2017.

Conferinta aniversara ~ IMSP Spitalul
Mosneaga” la 200 ani de la fondare, 2017.

Clinic Republican ,, Timofei

Domeniul de activitate stiingifica

311.02.Anatomie patologica

Aterosclerozd. Adenoamele hipofizare

Rolul inflamatiei imune in aterogeneza

Profilul hormonal si markeri moleculari predictivi pentru evolutia si terapia
adenoamelor hipofizare

Date statistice privind numirul total de publicatii stiintifice si metodico-didactice
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Autor si coautor

Alte activitati

Limba materna
Autoevaluare

Nivel european (*)
Rusa

Engleza

Competenge si aptitudini PC

Competenge organizagionale/
manageriale

Competente dobdndite la locul de
munca

Informayii suplimentare

52 articole si teze;

7 materiale ale comunicarilor stiintifice

2 ghiduri pentru studenti, rezidenti si farmacisti;
3 indicatii metodice pentru studenti (autor);

1 monografie;

* & & o o

Vicepresedinte al Comisiei MS pentru atestatea medicilor morfopatologi din
R.Moldova

- Membru al Seminarului de profil in Anatomia omului; Anatomia patologica;
Histologie, citologie si embriologie; Medicina legala.

Aptitudini si competente personale

Romaéna
intelegere Vorbire Scriere
C2 C2 c2 c2 c2
B2 B2 B2 B2 B2

(*) Nivelul Cadrului European Comun de Referingd Pentru Limbi Striine

Windows, MS Office applications: Word, Excel, Power Point; Internet, Sisteme
Informationale Automatizate

Capacitate de analiza si sinteza.
Responsabilitate.

Punctualitate,

lucru in echipa,

planificare,

coordonare

o bund cunoastere a proceselor de control al calitatii (in prezent fiind responsabil cu
auditul calitatii)

* & & O O o o0

Casatorit, 1 copil.

Permis de conducere - Categoria A, B, C, D

Persoane de referinga:

= Ababii lon, dr.hab., prof. universitar, academician AS RM, iababii@usmf.md, tel.
mob. (+373) 69107844,

= Vataman Vladimir, dr. st. med., conferentiar universitar,
vladimir.vataman@usmf.md, tel. mob. (+373) 796663305.
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Participari la forumuri stiintifice (nationale si internationale)

1.

Sedinta societatii Patologilor din Republica Moldova din 15.05.2014.

2. A noua conferinta internationala de patologie Anticancer research, Sithonia, Grecia, 2014.
3.
4

Virchows Archiv. Al 27 European Congress of Pathology, Belgrade, Serbia, 2015.

Prima conferinta euroregionald a doctoranzilor si tinerilor cercetatori in domeniul
biomedicinii. Timisoara, Romania, 2015.

Acta medica. Marisiensis al 14 National Symposium of Microsopic Morphology Targu
Mures. Romania. 2016, p. 20.

Acta Endocrinologica. Common Congress of the Romanian Society of Endocrinology and
Romanian Psychoneuroendocrine Society, Brasov, Romania, 2016.

Virchows Archiv. European Journal of Pathology, Koln, Germany 2016.

19-th European Congress of Endocinology, Lisbon, Portugal, 2017.

Cea de-a 68-a Conferinta a Societatii Neurochirurgilor din Germania si a 7-ea Conferinta a
Societatii Britanice a Neurochirurgilor, Magdeburg, Germania, 2017.

10. Conferinta aniversara IMSP Spitalul Clinic Republican ,,Timofei Mosneaga” la 200 ani de la

fondare, 2017.
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Lucriri stiintifice publicate

1

o

Monografii monoautor

Melnic Eugen. Adenoamele hipofizare morfopatologie si profil molecular. Chisinau:
Sirius”, 2017. 170 p. ISBN 978-9975-57-224-8.

Articole in reviste stiintifice internationale cotate ISI-Thomson si SCOPUS

Bilinisteanu B., Cimpean A. M., Melnic E. et al. Crosstalk between tumor blood vessels
heterogeneity and hormonal profile of pituitary adenomas: evidence and controversies. In:
Anticancer research. Sithonia, Greece, 2014, no. 34(10), p. 5413-5420. IF 1,895.

Cimpean A. M., Melnic E., Balinisteanu B. et al. Geographic-Related Differences of
Pituitary Adenomas Hormone Profile: Analysis of Two Groups Coming from Southeastern
and Eastern Europe, In: International Jurnal of Endocrinology
https://www.hindawi.com/journals/ije/ 2015/192094/, 6 p. IF 2,510.

Corlan A. S., Melnic E., Cimpean A. M. et al. Her-2 and EGFR as potential and prognostic

and therapeutic markers in pituitary adenomas. In: Acta Endocrinologica. The international
Journal of the Romanian Society of Endocrinology, Brasov, Romania, 2016, vol. XII, supp 1,
p. 40-41. IF 0,235.

Corlan A. S., Cimpean A. M., Melnic E. et al. Endocrine Gland-Derived Endothelial
Growth Factor/Prokineticin — 1 in Cancer Development and Tumor Angiogenesis. In:
International Jurnal of Endocrinology https://www.hindawi.com/journals/ije/2017/3232905
/abs/ volume 2017 (2017), Article ID 3232905, 13 p. IF 2,510.

Cimpean A. M., Ceausu A. R., Corlan A. S., Melnic E. et al. The ,,game” of glial fibrillary

acidic and S100 proteins in pituitary adenomas: two players or several, In: Endocrinologia
Polsca,
https://journals.viamedica.pl/endokrynologia_polska/article/view/EP.a2017.0029/38597/
DOI: 10.5603/EP.a2017.0029, 2017, 27 p. IF 1.341.

Bailinisteanu B., Cimpean A. M., Ceausu A. R., Corlan A. S., Melnic E. et al. High Ki-67

expression is associated with prolactin secreting pituitary adenoma. Bosnian Journal of Basic
Medical Sciences, https://www.bjbms.org/ojs/index.php/bjbms/article/view/1750/ vol. 17,
no. 2 (2017), p. 104-108. IF 0,906.

Articole in reviste stiintifice din strainatate recunoscute:

Cimpean A. M., Melnic E., Corlan A. M. et al. Heterogenety of C ERB B family members
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expresion is related to cell morphology and immunoprofile in pituitary adenomas. In:
Research and clinical medicine. The European Journal of Innovative, Integrative and
Translational Medicine, 2016, vol. 1, no. 1, p 33-39.

Melnic E. The role of VEGF 165b in pituitary adenomas pathogenesis. In : Research and
clinical medicine, The European Journal of Innovative, Integrative and Translational

Medicine, http://www.resclinmed.eu/current-issue/ 2017, vol. 2, ISSUE 2. 5 p.

e Articole in revistele stiintifice din Registrul Nagtional al revistelor de profil, cu indicarea

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

categoriei:
- categoria B
. Melnic E. The influence of the tumoral cell proliferation rate in pituitary adenoma on

expressing other factors with a prognostic role and therapeutic potential. In: Curierul
Medical, Chisinau, 2015, vol. 58, nr. 4, p. 31-33. ISSN 1857-0666.

Melnic E., Raica M., Foca E. s. a. An alarm signal for the medical world addressed from the
pathological anatomy service in the Republic of Moldova. In: Curierul Medical. Chisinau,
2015, vol. 58, nr. 3, p. 70-74. ISSN 1857-0666.

Melnic E. S100 protein expression in pituitary adenomas. In: Curierul Medical. Chisiniu,
2016, vol. 59, nr. 2, p. 48-52. ISSN 1857-0666.

Melnic E. The heterogeneity of histological types of breast cancer: sources, reasons and
practical application In: Curierul Medical. Chisinau, 2016, vol. 59, nr. 5, p 47-48. ISSN
1857-0666.

Melnic E. Corelatia imuno-morfologici in adenoamele hipofizare. In: Buletinul Academiei
de Stiinte a Moldovei, Stiinte Medicale. Chiginau, 2016, vol. 1(50), p. 191-195. ISSN 1857-
0011.

Melnic E., Foca E. Profilul imunohistichimic al adenoamelor hipofizare. Certitudini si
controverse. In: Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei. Stiinte Medicale. Chisiniu,
2016, vol. 1(50), p. 356-360. ISSN 1857-0011.

categoria C

Melnic E. Tiparele de crestere si caracteristicile tinctoriale ale adenoamelor hipofizare:
particularitati identificate la populatia Republicii Moldova. Studiu histopatologic descriptiv.
In: Revista de Stiinte ale Sanatatii din Moldova, Chisinau, 2015, vol. 6(4), p. 7-17. ISSN
2345-1467.

Melnic E. Profilul hormonal al adenoamelor hipofizare in Republica Moldova. In: Revista
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de Stiinte ale Sanatatii din Moldova, Chisinau, 2016, vol. 2(8) p. 28-39. ISSN 2345-1467.

e Teze la forurile stiingifice internationale

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Melnic E., Cimpean A. M., Gaje P. N. et al. Influence of hormone profile on vascular
endothelial growth factor (VEGF A) expression in human pituitary adenomas. _In:
Anticancer research. Sithonia, Greece, 2014, no. 34(10) p. 5867. IF 1,895.
Bilinisteanu B., Cimpean A. M., Melnic E. Expression of HER2 and EGFR in pituitary
adenomas. In: First euroregional Conference for PhD students and young researchers in
biomedicine. Timisoara, Romania, 2015, p. 42.
Balinisteanu B., Cimpean A. M., Melnic E. et al. Platelet-derived growth factor (PDGF) A
and PDGF B/PDGFR B axis in pituitary adenomas. In: Virchows Archiv. European Journal
of Pathology, Belgrade, Serbia, 2015, vol. 467, supp.1, p. S212. IF 2,613.
Melnic E., Cimpean A. M., Bailinisteanu B. Comparative assessment of hormone
immunoprofile for pituitary adenomas coming from Romania and Republic of Moldova. In:
Virchows Archiv. European Journal of Pathology. Belgrade, Serbia, 2015, vol. 467, supp.1,
p. S73. IF 2,613.
Balinisteanu B., Cimpean A. M., Melnic E. et al. Endocrine gland derived vascular
endothelial growth factor (EG-VEGF) expression in pituitary adenomas. In: Acta medica
Marisiensis. 14™ National Symposium of Microsopic Morphology. Tirgu-Mures, Romania,
2016, p. 20.
Balinisteanu B., Cimpean A. M., Melnic E. et al. Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) and its inhibitor isoform VEGF165b: Dual role in pituitary adenomas. In: Virchows
Archiv. European Journal of Pathology. Koln, Germany, 2016, vol. 469, supp.1, p. S175. IF
2,613.
Jitaru A. A., Cimpean A. M., Melnic E. et al. GFAP and protein S100 gameplay in pituitary
adenomas; Single player or multiplayer configuration? In: Virchows Archiv. European
Journal of Pathology. Koln, Germany, 2016, vol. 469, supp.1, p. S75. IF 2,613.
Jitaru A. A., Cimpean A. M., Melnic E. et al. From breast to ,,endocrine,, brain: The
heterogenous expression of ErbB family members in pituitary adenomas. In: Virchows
Archiv. European Journal of Pathology. Koln, Germany, 2016, vol. 469, supp.1, p. S75. IF
2,613.
Corlan A. S., Cimpean A. M, Raica M., Melnic E. et al. HER2, EGFR and PDGF family
members as potential prognostic markers and their therapeutic implication. In: 19-th
European Congress of Endocinology. Lisbon,  Portugal, 2017, vol. 49, p. 93.
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CERTIFICAT oz INOVATOR 3
Nr 5552 A

Pentru inovatia cu titlul

.Protocolul tehnicii imunohistochimice manuale
cu utilizarea anticorpului Colagen IV, clona CIV
22, sistemul de vizualizare EnVision™ FLEX”

Inovatia a fost inregistrata pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”
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