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REPERE CONCEPTUALE ALE LUCRARII

Actualitatea temei

Tumorile glandei hipofizare sia regiunii s elare r eprezintd a proximativ 1 0 — 1 5% din
tumorile cerebrale. Numeroase tipuri de tumori pot implica regiunea selard, reflectdnd anatomia
sa complexa. Cele mai frecvent intalnite tumori sunt adenoamele hipofizare, tumori epiteliale
benigne derivate din celule ale adenohipofizei. De fapt, adenoamele hipofizare reprezintd a treia
entitate tumorala in practica neurochirurgicala, fiind devansate doar de glioame si meningioame.
Adenoamele hipofizare reprezintd aproximativ 75% din leziunile selare, afecteaza predominant
femeile intre decadele a treia si a sasea, cu toate acestea, nici un grup de varstd 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 [17].

Delaepidemiologie la aspectele lor moleculare, adenoamele hipofizare reprezinta un spectru
larg de tulburari care pot fi analizate si clasificate 1n functie de secretia hormonala, aspectele clinice
si tratament, tindnd cont Tnsa si de aspectele histopatologice si de microscopie electronica. Datorita
metodelor moderne de studiu celular (imunohistochimie, microscopie electronica, hibridizare in-
situ), nu mai este folositd vechea clasificare tinctoriald a adenoamelor, aceasta fiind lipsita de
informatii privind secretia hormonala si activitatea biologica a celulelor tumorale [38, 49].

O buna parte din aceste tumori sunt “silentioase”, subclinice, nefiind operate niciodatd de
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 [46].

In ciuda faptului ci 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.

Situatia in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de cercetare

Caracterizarea moleculara a adenoamelor hipofizare, e xtrem d e n ecesara 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 prezinta o agresivitate inaltd comparativ cu
precedentele cu efecte nefavorabile asupra profilului endocrin al intregului organism, nu au fost
complet caracterizate din punct de vedere molecular.

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.

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.



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.

Obiective:
1. Evaluarea spectrului histopatologic al adenoamelor hipofizare din zona Republicii Moldova.
2. 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.

SNSRI

Studiul proteinei HER2 si a EGFR 1in raport cu profilul hormonal al adenoamelor hipofizare
incluse in studiu.

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

8. Rolul hibridizarii in situ Tn Tmbunétatirea diagnosticului molecular al adenoamelor hipofizare.
Stabilirea unui protocol de evaluare diagnosticd a adenoamelor hipofizare care sa includa
parametrii histopatologici, imunohistochimici si moleculari cu potential impact prognostic si
terapeutic.

Metodologia cercetarii stiintifice
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

clinica).

Metodele de investigatie

» Biopsiile obtinute au fost spalate in ser fiziologic, fixate in formalina tamponata la pH7.2
timp de 48-72 de ore, si incluzionate in parafina, dupd tehnica histologica uzuala, folosind
sistemul automatizat si standardizat Thermo Shandon.

» 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 constituita din colorarea lamelor cu hematoxilind-eozina: lamele
au fost imersionate In hematoxilina.

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

produce compusi finali colorati.



» Examinarea si analiza imaginilor microscopice s-a efectuat cu ajutorul microscopului optic
Nikon Eclipse600

> 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 luatd in considerare pentru o valoare a p<0.05.

Noutatea stiintifica si originalitatea rezultatelor obtinute:
Pentru prima datd a fost efectuat un studiu comparativ al profilului hormonal si markerii
moleculari al adenoamelor hipofizare.
S-a identificat o rata inalta a cazurilor de adenoame hipofizare mixte cu asocieri rare acestea
fiind net superioare mediei intalnite in literatura de specialitate.
S-a determinat 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.
S-a realizat in premiera o analiza a structurii adenoamelor hipofizare in dependentd de aria
geografica.
Am determinat punctul posibil de prodrom al dezvoltarii adenoamelor hipofizare si anume
celulele foliculostelate, care sunt cunoscute drept celule-stem hipofizare.

Rezultate principial noi pentru stiinta si practica:
In priemiera a fost argumentat 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) si specificul acestora pe teritoriul Republicii Moldova.
Am determinat cel mai eficient marcher predictiv tumoral, valorificarea caruia induce noi

strategii de tratament ale tumorilor de hipofiza.

Semnificatia teoretica

Rezultatele cercetdrii permit reevaluarea si completarea clasificarii tumorilor de hipofiza.

Stabilitatea receptorilor celulari vor duce la reevaluarea tacticii de diagnostic si tratament in

practica endocrinologicd si neuro-terapeutica, indicand necesitatea obligatorie de studiere

imunohistochimica a adenoamelor hipofizare. 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 prezentd, genereaza intrebari cu privire la prezenta

unor factori etiologici sau epidemiologici regionali, identificarea carora ar permite elaborarea

masurilor de profilaxie si management eficient al pacientilor.
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Valoarea aplicativa a lucrarii

Stabilirea diagnosticului complet are un impact pronostic si terapeutic enorm, eficientizand
terapia antitumorala specifica si permitand efectuarea unui tratament personalizat in adenoamele
pituitare.
e Elaborarea unei noi tactici de diagnostic tratament a maladiilor hipofizare.
e Editarea ghidurilor si manualelor pentru studenti, rezidenti ai USMF “N.Testemitanu” si

medici practici in cadrul educatiei medicale continue.

Principiile de baza prezentate pentru sustinere

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

e Relevarea noilor aspecte cu privire la structura geografica in corelare cu cea morfologica a
adenoamelor hipofizare in vederea determinarii unor posibili factori initiatori de mediu.

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

e Argumentarea recomanddrilor pentru modificarea principiilor de diagnostic si tratament a

adenoamelor hipofizare.

Implementarea rezultatelor obtinute

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; in procesul instructiv-educational la Catedrele de histologie, citologie
si embriologie, morfopatologie, endocrinologie, neurologie si chirurgie oncologica ale USMF

”Nicolae Testemitanu”

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.  Anoua conferintd internationala de patologie Anticancer research (Sithonia, 2014);
2. Sedinta societdtii Patologilor din Republica Moldova (Chisinau, 2014);
3. Virchows Archiv. Al 27 European Congress of Pathology (Belgrade, 2015);
4 Prima conferintd euroregionald a doctoranzilor si tinerilor cercetdtori in domeniul
biomedicinii (Timisoara, 2015);
5. Acta medica. Marisiensis al 14 National Symposium of Microsopic Morphology (Targu
Mures, 2016);
6.  Acta Endocrinologica. Common Congress of the Romanian Society of Endocrinology and
Romanian Psychoneuroendocrine Society (Brasov, 2016);
7. Virchows Archiv. Al 28 European Congress of Pathology (Koln, 2016);
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8. 19-th European Congress of Endocrinology (Lisbon 2017);
Cea de-a 68-a Conferinta a Societdtii Neurochirurgilor din Germania si a 7-ea Conferintd a
Societatii Britanice a Neurochirurgilor (Magdeburg, 2017);

10. Conferinta aniversara a IMSP Spitalul Clinic Republican "Timofei Mosneaga” la 200 ani de
la fondare (Chisinau, 2017).

Teza a fost discutata si aprobatd la sedinta Catedrei morfopatologie a USMF “Nicolae
Testemitanu” (proces verbal nr. 35 din 22.06.2017), sedinta Seminarului Stiintific de Profil extern
- UMF *’Victor Babes”, Timisoara (proces verbal din 28.09.2017) si Seminarul Stiintific de Profil
intern din cadrul USMF ”Nicolae Testemitanu” (proces verbal nr. 16 din 09.11.2017).

Publicatii la tema
Materialele tezei au fost reflectate in 26 publicatii, dintre care intr-o monografie, 16 articole

stiintifice, 9 teze internationale, 6 articole fara coautori si 17 in strdinatate.

Sumarul compartimentelor de baza

Lucrarea este expusd pe 196 pagini. Teza are urmdtoarea structurd: introducere, revista
literaturii, 6 capitole si discutarea rezultatelor obtinute. Primul capitol reprezinta revista literaturii
si contine date despre structura anatomo-histologicd a hipofizei. Capitolul 2 cuprinde material
si metode de cercetare. In capitolele urmatoare, consecutiv sunt expuse aspectele morfologice,
imunohistochimice si molecuare ale adenoamelor hipofizare. Teza se finalizeazd cu concluzii
generale, rezumatele 1n in limbile romana, rusd si engleza, lista de abrevieri, si recomandari

practice. Materialul tezei este ilustrat cu 2 tabele, 95 figuri. Bibliografia include 350 de surse.

Cuvinte cheie: hipofiza, adenom, patologie, histochimie, biologie celulara.
Key words: Pituitary, Adenoma, Pathology, Histochemistry, cell biology.

KiroueBble cjioBa: I‘I/IHO(l)I/IS, aJICHOMaA, I1aTOJIOIrus, TUCTOXHUMUS, KJIICTOYHAaA OuoIorus.



CONTINUTUL TEZEI

Repere morfo-functionale ale hipofizei

Primul capitol releveaza reperele morfo-functionale ale hipofizei, dezvoltarea embriologica
si histologica prezentand 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 micd masura in urma interventiilor chirurgicale pentru terapia
adenoamelor hipofizare. Un numar de variatii normale histologice a glandei hipofizare pot mima
leziuni histopatologice. O atentie deosebitd am acordat factorilor predictivi pentru diagnosticul si
terapia adenoamelor hipofizare, implicarii factorilor de crestere si a receptorilor corespondenti in
patologia adenoamelor hipofizare.

Material si metode de cercetare

In capitolul doi este descris spectrul larg de metode de investigatie aplicate la diverse
niveluri: microscopic, imunohistochimic si molecular prin utilizarea diferitor markeri si hibridizarii
in situ. Profilul hormonal al adenoamelor hipofizare reprezinta, momentan, “standardul de aur” al
diagnosticului adenoamelor hipofizare pe care se bazeaza tratamentul medicamentos al adenoamelor
hipofizare asociat terapiei chirurgicale. 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 luatd in considerare pentru o valoare a p<0.05.

Adenoamele hipofizare: histopatologie si profil molecular

Urmatorul capitol este dedicat histologiei si profilului molecular al adenoamelor de hipofiza
cu evaluarea rezultatelor morfologice conventionale.

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).

Astfel, din cele 86 de cazuri de adenoame hipofizare, 31 au avut un pattern difuz (solid),
(Figura 1a), 34 au fost de tip papilar (Figura 1b), 11 — de tip trabecular (Figura 1c), 3 au inclus arii
cu celule fusiforme (Figura 1d), 7 au avut un aspect alveolar (Figura le) si 31 au avut un pattern
mixt. Pentru pattern-ul mixt, am constatat urmatoarele variante: acidofil-bazofil (AB, Figura 1f),
acidofil-cromofob (AC, Figura 1g) si bazofil-cromofob (BC, Figura 1h).



Fig.1. 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)

Evaluarea histopatologicd 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 [41].

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 2.



= ACIDOFILE
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Fig.2. 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 reprezinta aproximativ 10-15% din totalul tumorilor diagnosticate
la nivel cerebral [5]. Afecteazd predominant femeile [62], iar prezenta lor in copildrie este
extrem de rara dar, atunci cand exista, astfel de tumori sunt mult mai agresive decat cele
aparute 1n perioada adulta [31]. Clasificarea adenoamelor hipofizare doar pe baza diagnsoticului
histopatologic conventional nu mai este in prezent acceptata fara realizarea profilului hormonal prin
metoda imunohistochimica. Totusi, diagnosticul initial rdimane un aspect important in evaluarea
adenoamelor hipofizare.

Mortfologic, 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
sd 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 globala 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 masura a celor cromofobe si bazofile. In schimb, adenoamele hipofizare de tip papilar
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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.

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 [4]. 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 predominant 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 [21] dar aceste date
sunt extrem de rare.

Datele de mai sus sugereazd influenta tipului celular asupra pattern-ului de crestere al
adenoamelor hipofizare. 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 dependentd de tinctorialitate sau pattern-ul de crestere a
fost declarata ca fiind ineficienta datoritd corelatiei slabe intalnite intre aspectele microscopice
si profilul hormonal al adenoamelor hipofizare. Impactul slab al clasificarii histopatologice
conventionale nu a inclus insd corelatia cu alti potentiali factori de prognostic §i /sau terapeutici
ce ar putea avea implicatii In patogeneza adenoamelor hipofizare. Consideratiile initiale conform
carora adenoamele hipofizare cu celule acidofile secretd predominant GH si cele cromofobe sunt
non secretorii (nule) au fost demontate de profilul imunohistochimic care le-a contrazis partial.

In prezent nu existd date referitoare la corelatia dintre indicele de proliferare , tipurile
citologice si pattern-ul de crestere in adenoamele hipofizare.

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.

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

Expresia imunohistochimica a fiecdrei asocieri este prezentata in Figura 3. Asa cum rezulta
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 moderata

si mare in cadrul acestei asocieri In comparatie cu ceilalti hormoni pentru care a predominat o
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intensitate slaba, in foarte rare cazuri fiind intdlnitd o intensitate moderatd sau mare. In cadrul
asocierilor dintre GH si alte tipuri de hormoni, s-a intalnit un pattern de distributie particular
pentru asocierile GH-TSH s1i GH-ACTH.

Fig.3. Expresia imunohistochimica a asocierilor intalnite in cadrul adenoamelor hipofizare mixte
care secretd doud tipuri hormonale: GH-PRL (a, d), GH-TSH (a, e), GH-ACTH (a, f), GH-FSH
(a, g) st GH-LH (a, h) PRL-LH (b, h), PRL-ACTH (b, 1), si FSH-LH (c, h)

Profilul hormonal al adenoamelor hipofizare este un pas obligatoriu in evaluarea tumorilor
hipofizare cu un impact major in diagnosticul si terapia acestora [6, 44]. 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 prezentdnd o mare variabilitate procentuala
dependenta de numarul de cazuri sau aria geografica de unde provin. Balinisteanu si colaboratorii,
au raportat Tn 2011 un procent global de aproximativ 60% de adenoame hipofizare pure (secretante
aunui singur tip hormonal) din lotul studiat in aria de sud a Romaniei [4]. 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 [53] au prezentat date

rezultate din studiul unui numar de 242 adenoame hipofizare si au concluzionat ca un procent
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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 ca, 37 % din adenoamele hipofizare sunt
monohormonale [57]. Ca o particularitate a studiului nostru §i respectiv ca o particularitate a
adenoamelor hipofizare monosecretante din Republica Moldova, mai mult de jumatate dintre
adenoamele hipofizare monosecretante au fost LH secretante [35, 36]. Celelalte studii au raportat
ca au predominat adenoamele secretante de GH si PRL, aspect care a fost observat si in studiul
din Roménia. Intr-adevir, adenoamele GH secretante au urmat pe cele secretante de LH, fiind
urmate de cele PRL pozitive, aspecte care sunt in concordantd cu datele publicate anterior
[4,6,53]. Adenoamele hipofizare mixte, caracterizate prin expresia imunohistochimica 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 [53]. 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 specificd acromegaliei. Acest switch a fost explicat partial prin prezenta unei mutatii a
oncogenei gsp, mai concret Arg201His mutation in gena GNAS. 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 [58]. Procentul de 5% gasit
de noi pentru adenoamele hipofizare studiate se incadreaza in limitele descrise in literatura. Acest
tip de adenoame hipofizare mixte par sd aiba un comportament agresiv, fiind caracterizate printr-o
invazie crescutd si un indice de proliferare ridicat, peste media specificd altor tipuri de adenoame
hipofizare, cel mai probabil pe seama TSH .

Asocierea GH-ACTH in adenoamele hipofizare este consideratd de asemenea o asociere
foarte rara, doua astfel de cazuri am evaluat in studiul nostru. Date relativ recente din literatura
asociaza o coexpresie similard cu mutatii genice [54]. Evaluarea lor este sporadica 1n literatura fiind
limitatd doar la prezentarea unor cazuri clinice si, mult mai rar in cadrul unor studii de cercetare
extensiva [6,155,186]. 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 [70], prin punctarea
acestui aspect, autorii sugerand de fapt prezenta concomitenta a doud tumori distincte la nivelul
hipofizei. Asocierea hormonald de tipul PRL-ACTH a fost intdlnita in studiul nostru in 3% din
cazuri, fapt care se integreaza in cele raportate in literaturd [50]. La fel de rara ca si precedenta,
aceastd 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 echilibrata, aceasta fiind stimulata selectiv si dependent de tipul factorului utilizat.

Astfel s-a demonstrat cd modul de secretie al PRL in adenoamele mixte de tip PRL/ACTH este
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diferit si raspunde diferit la terapiile aplicate comparativ cu secretia de PRL din prolactinoamele
pure [69].

Majoritatea cazurilor clinice descrise in literaturd si caracterizate de asocierea PRL cu
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 [28] au descris un caz al unui pacient de 60 de ani care a dezvoltat initial un prolactinom,
rezolvat prin terapie medicamentoasa, pentru ca ulterior, sa 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
. 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 boala Cushing
prezenta secretiei duble de PRL si ACTH are drept baza histologica un adenom corticotrof secretant
sau o hiperplazie nodulard cu celule secretante de ACTH asociat unui prolactinom ,,silentios”
sau functional care determind hiperprolactinemie. 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 clasifica
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 considerd aceste adenoame hipofizare ca fiind non imunoreactive datoritd cantitatii reduse de
antigen care poate fi detectat in celulele adenomatoase. Cazurile pe care le-am identificat in studiul
nostru ca fiind FSH-LH secretante au fost Tn majoritate adenoame hipofizare cu celule cromofobe
(cu o singura exceptie), iar pattern-ul predominant a fost cel papilar. Intensitatea reactiei a fost
moderatd 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 data de un studiu al lui Horvath si Kovacs care au
demonstrat prin microscopie electronicd diferente structurale in celulele adenoamelor gonadotrofe
dependente de sexul pacientului [34]. Dacd 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, in ,,fagure de miere”, aspect
care nu este caracteristic nici unui alt tip de celule din variatele forme de adenoame hipofizare
[51]. Ulterior, si alti autori au confirmat aspectul dicotomic dependent de sex in ceea ce priveste
modificarile structurale din adenoamele hipofizare de tip gonadotrof [26]. Totusi, aceste aspecte
raman Inca foarte controversate [33] si incomplet elucidate [55,56]. Un aspect particular al studiului

nostru este determinarea a doud asocieri extrem de rar citate in literatura: ACTH-LH si TSH-FSH.
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Adenoamele hipofizare in care un hormon gonadotrof a fost asociat cu ACTH par sa aiba un profil
molecular aparte [11] si un comportament clinic particular. Asocierea TSH-FSH a fost raportata in
literatura in putine studii datorita rarititii adenoamelor hipofizare TSH secretante care reprezinta
sub 2% din totalul adenoamelor hipofizare [10]. Asocierea TSH-FSH este si mai rar mentionata
in literaturd, [8,65] fiind descrisa ca o aliantd intre subunitatea  a TSH IR si subunitatea 3 a
FSH. Datorita raritatii acestei asocieri, nu existd in prezent date care sa caracterizeze evolutia
clinicd a pacientilor care prezinta astfel de imbinari. Adenoamele plurihormonale nu au prezentat
particularitati semnificativ diferite de cele raportate in literatura.

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 in cazul in care toti cei trei indici de corelatie evaluati (Spearman,
Kendal si Pearson) au avut valori statistice semnificative, sau corelatii partiale cAnd am inregistrat
un indice de coeziune pentru cel putin unul din parametrii mentionati. 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.

Adenoamele hipofizare acidofile, bazofile, cromofobe si mixte au fost evaluate in raport cu
expresia imunohistochimica a hormonilor hipofizari. Adenoamele hipofizare de tip acidofil s-au
asociat cu o expresie moderatd si crescutd a GH evaluate imunohistochimic ca fiind +2 si + 3.
Pentru adenoamele hipofizare de tip acidofil, am obtinut o corelatie 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 4.
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Fig.4. Evaluarea statistica a corelatiei Pearson (a), Kendall si Spearman (b) dintre tipul acidofil si

expresia imunohistochimica a GH
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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 in 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 in lotul
studiat in Republica Moldova a fost mai mic decét cel intalnit si raportat in Romania (34% versus
60%) [42]. Din punct de vedere al profilului hormonal imunohistochimic, lotul de studiu a fost
extreme de eterogen. Majoritatea cazurilor cu profil hormonal rar nu au fost caracterizate pana in
prezent din punct de vedere clinico-patologic si, acest fapt reprezintd scopul continudrii cercetarilor
in domeniul patologiei hipofizare particularizat pentru Republica Moldova.

Factorii predictivi pentru diagnosticul si terapia adenoamelor hipofizare

Un alt capitol al tezei este dedicat factorilor predictivi pentru diagnosticul si terapia
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 turceasci. 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
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 invazia tesuturilor adiacente
pare a nu se corela cu aspectele histologice ale tumorii. Adenoamele invazive nu trebuie sd prezinte
neapdrat aspecte histologice de agresivitate incluzand pleomorfismul, atipia nucleara si activitate
mitoticd. In pofida faptului ci adenoamele functionale si cele nefunctionale se pot prezenta ca
tumori invazive, s-a observat ca cele functionale au aceastd proprietate mult mai des.

Studierea activitatii proliferative a adenoamelor a fost utilizata pentru a discerne adenoamele
agresive de cele indolente. Aceste studii au ardtat ca majoritatea tumorilor prezinta un indice de
proliferare sub 3%. Adenoamele clinic functionale prezinta o proliferare mult mai mare decét cele
nefunctionale. Exista o puternica corelatie intre expresia Ki-67 (MIB-1) si capacitatea de invazie a
adenoamelor, Insa nu s-a demonstrat Inca o corelatie intre indexul proliferativ si recurenta acestora.
Tumorile care prezintd o activitate mitotica crescuta si/sau un indice Ki-67 crescut trebuie sa fie
desemnate ca adenoame atipice, iar pacientii trebuie urmariti cu atentie. Adenoamele pituitare
sunt tumori cu o rata de crestere variabild, si cu un potential de invazie si recurentd variabil. Unele
tumori cresc rapid, altele raman in stare dormanta mult timp. Rata de recurenta este de asemenea
greu de prezis, adenoame hipofizare care initial erau cu rata de proliferare redusa, achizitioneaza
un ritm de proliferare rapid, si produc recidive agresive. Capacitatea de predictie a potentialului
proliferativ al adenoamelor hipofizare ar putea avea implicatii majore Tn managementul clinic al

adenoamelor hipofizare. Literatura de specialitate a fost axata pe identificarea factorilor predictivi
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de comportament al adenoamelor hipofizare. Indexul de proliferare Ki67a fost demonstrat ca fiind
o unealta utila in masurarea proliferarii tisulare si, din acest motiv, a fost studiat extensiv.

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 fata 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 1n studiu. Expresia Ki 67 a fost restrictionata nuclear, intensitatea reactiei

fiind variabild, in cele mai multe cazuri moderata si intensd. Rata de proliferare a fost extrem de

heterogena 1n cadrul grupului, variind intre 4/1000 si 49/1000 (Figura 5 a, b).
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Fig.5. Variabilitatea ratei de proliferare a adenoamelor hipofizare. Adenoame hipofizare cu rata

de proliferare scazuta (a) si ratd de proliferare mare (b)

Cea mai inalta rata 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 [39].

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 6a). In schimb celulele FS au avut o reactie de intensitate similara celor din hipofiza

normala dar, densitatea lor a fost net superioara celei din tesutul hipofizar normal (Figura 6b).
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Fig.6. Celule tumorale GFAP pozitive cu intensitate redusd 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)

Cea mai mare densitate de celule FS-GFAP+ a fost remarcatd 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 7a). In anumite zone, interactiunea dintre celulele FS-GFAP+ si vasele capilare a fost

intrerupta prin interpunerea de celule tumorale intre cele douad structuri histologice (Figura 7b).

Fig.7. Distributia celulelor FS-GFAP+ in adenoamele hipofizare plurihormonale. De remarcat
densitatea crescuta 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



Proteina S100 in adenoamele hipofizare a fost studiata tot prin metoda imunohistochimica
pe hipofiza normala si adenoamele hipofizare. Proteina S100 s-a demonstrat a avea un pattern
nuclear i citoplasmatic, fiind pozitiva in celulele folicular stelate dar si in celulele endocrine ale
hipofizei normale (Figura 8) si adenomatoase [37].

LA IR
L

Fig.8. 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

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, la expresie slaba, cu localizare strict citoplasmatica, la expresie intensd, in
toatd aria tumorala, nuclear si citoplasmatic sau doar citoplasmatic.

Aspectul particular pe care I-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
$100. in schimb, in jurul spatiilor vasculare, au fost distribuite celule S100 pozitive cu expresie
nucleara si citoplasmatica, si cu o morfologie de celule folicular stelate

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 o expresie

moderata sau intensa.
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Expresia GFAP si a proteinei S100 a fost studiatd in adenoamele hipofizare, fiind frecvent
asociata cu celulele foliculostelate [16,30]. Expresia lor in celulele tumorale, cuantificata separat in
variatele tipuri de adenoame hipofizare reprezinta 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 sugereaza capacitatea
celulelor endocrine tumorale si non tumorale de a se transdiferentia in celule foliculostelate in care
cel doi markeri se suprapun din punct de vedere al expresiei imunohistochimice, aceste celule FS
fiind de fapt considerate ca celule stem pluripotente [25]. Fenomenul de ,,retrodiferentiere” a fost
observat si descris in special in cazul adenoamelor hipofizare ACTH secretante. 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 sanguine sau au delimitat spatii pseudovasculare. Asocierea semnificativ statistica a
GFAP cu VEGF nu a fost surprinzatoare, dat fiind faptul ca VEGF a fost izolat initial din celulele
FS ale adenohipofizei bovine [23] si, mai mult decat atat adenoamele hipofizare au exprimat VEGF
si in celulele tumorale.

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 sd reprezinte un factor de prognostic nefavorabil care guverneaza
fenomenul de retrodiferentiere si sustine prezenta celulelor stem pluripotente. Rezultatele noastre
sustin prezenta a doud subtipuri moleculare de celule foliculostelate respectiv GFAP+/VEGF+/
S100- si o alta GFAP-/S100+/EGFR+ concomitent cu varianta clasica GFAP+/S100+.

Implicarea factorilor de crestere si a receptorilor corespondenti in patologia
adenoamelor hipofizare

Implicarea factorilor de crestere si a receptorilor corespondenti in patologia adenoamelor
hipofizare este expus in capitolul 5. O importanta deosebitd se acorda factorilor de crestere VEGEF,
VIGF165b, PDGF si a receptorilor corespondenti in adenoamele hipofizare.

Imunohistochimic, VEGF a fost pozitiv in 45% din cazurile incluse in studiu. Au fost
observate doua pattern-uri de expresie a VEGF: un pattern membranar (Figura 9a), cu intensitate
ridicata si omogena, pe toata circumferinta celulelor tumorale pozitive i un pattern citoplasmatic,
granular (Figura 9b).In unele cazuri, cele doua pattern-uri au fost observate concomitent in celulele
tumorale, fie combinate pentru aceiasi celuld (Figura 9c), fie, in cazul adenoamelor hipofizare

mixte, separate in diferitele celule tumorale care au intrat in componenta acestora

ﬂ\

Fig.9. Pattern-ul de expresie al VEGF 1n adenoamele hipofizare: membranar (a), citoplasmatic
difuz (b), membranar si citoplasmatic (c)
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Expresia difuzd a fost caracteristicd adenoamelor hipofizare secretante de GH si PRL
in timp ce aspectele focale si insulare au predominat in adenoamele secretante de TSH, ACTH
si LH. Referitor la intensitatea expresiei imunohistochimice a VEGF, in adenoamele hipofizare
GH pozitive, VEGF a avut o expresie mixtd citoplasmatica 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 notatd cu +2 dar cu o densitate crescuta a
celulelor pozitive. Pentru profilul hormonal GH-TSH intensitatea expresiei VEGF a fost mare,
notatd cu +3.

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 detectie 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 nucleara. Astfel, am observat o eterogenitate a amplificarii genice a VEGF
in adenoamele hipofizare, variind de la +1 la +4 (Figura 10 a-d), 53,33% fiind evaluate cu un scor
de 3 si 4.

g
Fig.10. Scorul de interpretare al VEGF mRNA in adenoamele hipofizare. Amplificare genica
notatd cu +1 (a), +2 (b), +3 (c¢) 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)

Expresia crescutda a VEGF in majoritatea adenoamelor hipofizare corelatd cu densitatea
vasculard scazuta, cuantificatd 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 posibilad explicatie a MVD scazute. Din acest motiv, s-a realizat, prin
metoda imunohistochimica, cuantificarea VEGF165b. Interpretarea reactiei imunohistochimice

s-a realizat similar cu cea a VEGF [43].
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Un procent de 16,66% din cazurile studiate au avut reactie pozitiva la VEGF165b. In
majoritatea cazurilor, reactia a fost de intensitate slaba, notata cu +1 si, iIn 7 cazuri am inregistrat
reactive moderatd cu intensitate +2. Pattern-ul de expresie a fost citoplasmatic, granular
(predominant) si in 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 [40].

PDGEF A si axul PDGF B/PDGFRB, fiind bine cunoscuti ca factori mitogeni pentru celulele
normale in dezvoltarea sistemului nervos cat si in cadrul proceselor tumorale maligne, PDGF A
si B impreuna cu receptorii corespondenti nu au inca un impact foarte bine descris in patogeneza
adenoamelor hipofizare. Date disparate din literaturd, grupate in mai putin de 10 articole de
cercetare referitoare la aceastd 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 imunohsitochimicd a fost citoplasmatica si membranara si, doar in cazuri
izolate s-a remarcat prezenta reactiei pozitive cu localizare nucleard, scorul de interpretare fiind
predominant de +2 si +3 (Figura 11 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%).

;, B

8

Fig.11. 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)
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 tumorala in tumorile hipofizare.
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Este certificat faptul cd celulele tumorale din adenoamele hipofizare secreta VEGF in
cantitati variabile, supraexpresia sa fiind asociata extensia supraselara si fiind considerata ca factor
de prognostic nefavorabil [52, 60].

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.

Astfel, pe baza rezultatelor noastre putem considera, ca supraexpresia VEGF a caracterizat
pattern-urile de crestere papilar si solid. 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 1n adenoamele hipofizare este
o metoda sensibild, detectand nu doar amplificarea genica la nivelul celulelor tumorale, dar si
in celulele endoteliale care participa la fenomenul de angiogeneza prin intususceptie observat in
studiul nostru.

Mai mult de jumatate din numarul total de cazuri (64%) au prezentat o reactie moderata si
intensd, notatd 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 in 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 (Figurala), 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.

EG VEGEF 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, ovarul sau glanda pituitara. 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 insa rolul sau in dezvoltarea si progresia adenoamelor hipofizare este incomplet
elucidat.

Rolul Proteinelor HER2 si EGFR ca potentiali factori de prognostic si terapie pentru
adenoamele hipofizare induce stabilirea unei terapii tintite reprezintd aspecte importante ale
evaludrii 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 inalta sensibilitate si specificitate
pentru care se dezvolta ulterior terapii tintite.
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Specimenul de hipofizd 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 pozitivd la HER 2. Reactia a avut un pattern membranar si citoplasmatic
(Figura 12 a, b), cu predominanta celui membranar. Restrictionarea membranard a expresiei
HER?2 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
imunohistochimica a HER2 a fost predominant citoplasmaticd, avand un pattern granular (Figura
12 b).

Fig.12. Expresia imunohistochimica a proteinei HER2 in adenoamele hipofizare, cu cele doua

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

Studiul expresiei HER2 1n adenoamele hipofizare a continuat cu evaluarea corelatiei
dintre hormonii hipofizari, pentru a vedea daca, In cazul adenoamelor hipofizare HER2 pozitive,
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 asemenea o corelatie partiald 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 statisticd 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 aceastd tema.

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).

Analiza expresiei EGFR 1n adenoamele hipofizare a relevat faptul cd, un procent de 48.33%

din cazuri au fost pozitive pentru acest marker. S-a inregistrat o heterogenitate de expresie a EGFR
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in adenoamele hipofizare studiate, raportata la pattern-ul de expresie precum si la intensitatea
expresiel imunohistochimice.

Proteinele HER1 si HER2 sunt recunoscute ca fiind tinte terapeutice importante in
numeroase patologii maligne precum cancerul mamar [15,29], cancerul pulmonar [12,24] sau cel
gastric [47].

Spre deosebire de celelalte studii privind expresia proteinei HER2 1n 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
HER?2 s-a corelat cu secretia de PRL dar nu si cu cea a GH. Aceasta corelatie sustine si mai mult
implicarea heterodimerizarii HER2 cu HER3 1n 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 crescuta in adenoamele hipofizare PRL secretante
si au sugerat ca inhibarea {intitd a acestei supraexpresii ar putea fi o alternativa terapeutica utila in
cazul prolactinoamelor cu evolutie nefavorabila, rezistente la terapia conventionala [66].

Un alt aspect particular obtinut in cadrul cercetarii de fata este reprezentat de asocierea
PRL-ACTH-EGFR, care s-au corelat complet, semnificativ statistic. 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. VEGF este cel mai intens exprimat
din punct de vedere proteic si genic si reprezintd candidatul cu cele mai mari sanse de succes in
ceea ce priveste aplicarea terapiei fintite. 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 i actiunii autocrine sau paracrine.

Rolul celulelor foliculostelate in patogeneza adenoamelor hipofizare este incomplete
caracterizatd. Rezultatele noastre, obtinute prin corelarea expresie EG VEGF cu proteina S100 si
a GFAP sugereaza o reactivitate a celulelor folicular stelate in patogeneza adenoamelor hipofizare.
Momentan este greu de spus daca 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 $i metastazarea tumorala.
Datele obtinute sugereaza inca o data existenta in cadrul acelorasi forme histopatologice a unor
forme moleculare distincte de adenoame hipofizare care, cel mai probabil au un comportament
diferit si un prognostic variabil, dependent de profilul molecular care-1 caracterizeaza. Proteina
HER 2 si EGFR au un pattern de expresie specific dependent de profilul hormonal al adenoamelor
hipofizare. Rezultatele noastre sugereaza utilizarea supraexpresiei HER2 ca posibila tinta
terapeutica in adenoamele hipofizare doar dupa realizarea unui protocol complet imunohistochimic
si ISH care sa evalueze cazurile selectate de adenoame hipofizare
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Date epidemiologice ale profilului hormonal ale adenoamelor hipofizare din Republica
Moldova studiate comparativ cu profilul adenoamelor hipofizare din Roménia

Gama larga aratelor 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. 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 sd predispund la formarea tumorii hipofizare, in timp ce oncogenele
nu joaca un rol in formarea tumorilor hipofizare. Am folosit o resursa cuprinzatoare, bazata pe
populatie, pentru a examina diferentele demografice ale ratelor de incidentd 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 sa 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 magnetica (RMN) de la pacientii aflati in tratament sau au fost studiate pentru
afectiuni legate si nelegate de boala hipofizard sunt sursele principale care au fost utilizate pentru
estimarea prevalentei populatiei ce suferd de adenoame hipofizare.

Scopul principal al acestui studiu a fost de a estimarata de incidenta si prevalenta adenoamelor
hipofizare relevante din punct de vedere clinic la o populatie bine definita, care locuiesc in zona
urbana si suburbana a RM si Romaniei. Am definit adenoamele hipofizare relevante clinic ca fiind
cele asociate disfunctiei endocrine si / sau efectului de masa.

Datele epidemiologice privind adenoamele hipofizare ar putea ajuta la o alocare mai buna
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 referd 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, pana la 94 de cazuri per 100000 in Belgia si are o incidentd cuprinsa intre 0,4 si 8,2 per
100000 pe an [13,14]. Articolele publicate recent, privind epidemiologia descriptiva 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 [22]. 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 [67]. 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
[3] sau total absente cum este cazul cu RM. Datele statistice si epidemiologice privind diferentele
profilului hormonal intre grupurile populationale sunt de asemenea reduse fiind raportate in

special pentru prolactinoame, [7,48,63] celelalte tipuri de adenoame hipofizare fiind putin studiate.
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Studiile mentionate mai sus au acoperit o arie geografica foarte bine delimitata care a inclus o tara
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 Roméania si RM.

Pentru a obtine cea mai buna estimare posibila a veridicitatii prevalentei adenoamelor
hipofizare la populatia generala, 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 utilizand un algoritm de ponderare inversd 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 §i imagistice.
Biopsiile au fost fixate in formalind tamponata 10% pentru 48 ore si apoi incluse la parafind conform
protocolului standardizat. Sectiuni seriate de 3 microni au fost obtinute din fiecare bloc de parafina.
Evaluarea histopatologica s-a realizat pe lamele colorate hematoxilind/eozind. 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 imunohistochimica se regisesc in tabelul 1. Intreaga procedura imunohistochimici s-a
realizat in sistem automat, folosind sistemul de imunohistochimie Bond (Leica Mycrosystem).
Evaluarea microscopica a fost efectuata 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 sutd 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 considerata totald, atunci cand toate cele trei tipuri de teste
au prezentat valori semnificative; si partiala, daca doua din cele trei teste de corelatie au prezentat
semnificatie statistica.

Rezultate. Evaluarea globala a acelor doua grupuri a demonstrat prezenta necorespondentei
privind profilul hormonal al adenoamelor hipofizare din Romania si Republica Moldova (Figura
13 a,b).
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Fig.13. Variabilitatea geografica 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” 1n grupul ,,C” sau Inregistrat mai multe diferente privind distributia procentuala 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 diferenta 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 bazatd 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 prolactind (PRL) procentul de adenoame hipofizare pozitive a
fost de 23% in grupul ,,B” s1 10% pentru grupul ,,C”. Nici in unul din cele doua grupuri incluse n
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 doua grupuri
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(6% pentru grupul ,,B” comparativ cu 5% pentru grupul ,,C”). Cea mai mare concordanta 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
»C7). In contrast cu cele de mai sus cea mai mare diferentd 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
procentuald de 55% din numarul total de cazuri.

Adenoamele plurihormonale au fost mpartite n doud subgrupe, care au fost evaluate
separat. Cea mai frecventa asociere cunoscutd 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 1n 4,25% din cazuri, pentru grupul ,,C” aceastd asociere a fost intalnitd in 8,13% din
numadrul total de cazuri. Pentru ambele grupuri asocierea GH, PRL, ACTH a fost predominanta.
O particularitate a grupului ,,C” comparativ cu grupul ,,B” a reprezentat-o existenta asocierilor
particulare hormonale intalnite foarte rar in literatura. Chiar daca 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.

Date despre heterogenitatea geografica a tumorilor hipofizare au fost publicate anterior
in relatie cu variabilitatea geneticd observate In special pentru adenoamele hipofizare familiale
[4]. Studii populationale privind epidemiologia adenoamelor hipofizare sunt pufin prezente
in literatura, acest numar mic fiind datorat dificultatilor de derulare a unor astfel de studii, care
necesitd o selectie foarte atentd a pacientilor si o mare acuratete a criteriilor de includere. 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 alt studiu
realizat In Provincia Liege, Belgia, [13] 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 [1,13,9]. Daca Ezzat
si colaboratorii au demonstrat o variabilitate a procentului de cazuri PRL pozitive cuprinse Intre
25 si 41% din cazuri [18] studiul nostru a evidentiat o variabilitate cuprinsa intre 10 si 25%.
Grupul ,,C” a fost caracterizat de cea mai mica valoare a adenoamelor PRL secretante raportat in
literatura comparativ cu datele deja existente [63]. Aceasta poate fi considerata o particularitate a
adenoamelor hipofizare din regiunea geografica a R. Moldova. Chiar si pentru grupul ,,B” numarul
de prolactinoame a fost mai mic decét cel din literatura. 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 dependenta de varsta si sex, dar nu si de regiunea geografica [7]. Date

izolate privind procentajul variabilitdtii geografice a porlactinoamelor au fost raportate recent de
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Pereira-Lima si colegii, care au relatat prezenta prolactinoamelor in relatie cu variabilitatea greutatii
corporale in diferite regiuni ale Braziliei [45]. Studiile epidemiologice efectuate demonstreaza
ca adenoamele ACTH secretante sunt cele mai putine la numar [18]. Majoritatea cercetarilor au
elaborat date statistice cu privire la variabilitatea raspunsului clinic, etiologic si terapeutic, [32,64]
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 si
6%, care corespunde cu rezultatele studiului lui Daly, dar diferd de rezultatele lui Clayton.

Majoritatea adenoamelor hipofizare non-functionale sunt producétoare de gonadotrofina,
care reprezintd 30%-35% din tumorile pituitare. Existd putine date cu privire procentajul
adenoamelor hipofizare LH pozitive din cauza evaludrii acestora Impreund 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, reprezinta 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 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 [61], dar
adenoame hipofizare exclusiv TSH secretante au fost rareori identificate si publicate in literatura
de specialitate ca fiind cazuri senzationale [19]. 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 [68].

Majoritatea asocierilor plurihormonale identificate in actualul studiu au fost caracterizate
prin prezenta GH-PRL-ACTH, in comparatie cu datele din literatura care au raportat periodicitatea
TSH in aceste asocieri. Desi, TSH a fost prezent ca un al patrulea hormon 1n aproximativ 15,56%
din asocierile cvadruple a fost constatat in mod exclusiv doar in grupul C, in prezentul studiu.

Prezenta lucrare pune in evidentd dovezi impundtoare ale unui imunoprofil exceptional
si specific al adenoamelor hipofizare, care 1si au originea in doud regiuni diferite ale Europei
de Est. 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 Intrebdri cu privire la prezenta unor factori etiologici

sau epidemiologici regionali care pot sd influenteze imunoprofilul adenoamelor hipofizare.
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10.

I1.

CONCLUZII GENERALE
Profilul hormonal al adenoamelor hipofizare in Republica Moldova se caracterizeaza printr-
un numar scazut de prolactinoame si o incidenta inaltd 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: doud subtipuri moleculare de celule foliculostelate respectiv GFAP+/VEGF+/
S100 si GFAP-/S100+/EGFR+, precum si varianta clasici GFAP+/S100+ (capitolul 4.2.).
Combinatia S100+/EGFR+ are un comportament agresiv si o capacitate de invazie si
recurentd crescute, ceea ce denotd 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 statistica 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 VEGEF, influenteaza
vascularizarea tumorilor si, respectiv, evolutia acestora (capitolul 5.1.).
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.).
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 si pentru instruirea postuniversitara.

Rezultatele investigatiilor curente prezinta o sursa de completare importanta pentru clasificarea
tumorilor pituitare.

Datele obtinute despre celulele folicular stelate, pot servi drept baza morfologicd 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 in tratamentul tumorilor de hipofiza.

II. Pentru clinicieni:

1.

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 1n cazul
recurentelor.

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 Incd incomplet studiata.

Corelatiile factorilor de crestere cu profilul hormonal pot fi utile pentru realizarea unei
reclasificdri 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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Localitatea si anul perfectarii tezei: municipiul Chisindu, Universitatea de Stat de Medicina si
Farmacie "Nicolae Testemitanu”, 2018.

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 geograficd. 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 completa a adenoamelor
hipofizare prin metode histopatologice, realizarea profilului hormonal si confirmarea diagnosticului
prin metode moleculare imunohistochimice. Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute: Pentru
prima datd 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
superioara mediei intdlnite in literatura de specialitate. Acest aspect sustine 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 stiinta si practica: S-a realizat in premiera o analizd a structurii adenoamelor
hipofizare in dependentd de aria geografica, fapt ce ar permite punerea in evidentd a unor factori
de mediu implicati in etiologia acestor tumori. Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a
lucrarii: Rezultatele privind stabilitatea receptorilor celulari vor duce la reevaluarea tacticii de
diagnostic si tratament Tn practica neuro-terapeutica, 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. 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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T'opon u rox 3amurel Auccepranuu: Kummnaoy, [ocynapcTBeHHbI YHUBEpCUTET MeIULIMHBL U
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Crpykrypa nuccepranum: J{uccepramus conepxut 196 ctpanun, BBenenue, 6 riias, 3aKJII0UeHUE
u 350 wmcrounuka Oubmmorpacduu, 2 Ttabmuubl, 95 pucyHkoB. [lo Temarwke muccepranuu
ormyOnuKoBaHbl 26 HayuHbIX cTareil. KiirodueBble cjioBa: ajgeHoMa rumodusa, MaTTepH PocTa,
UMMYHOTHCTOXHMHS, TOPMOHAJBHBIM TNpOo(uiIb, TMPONTAKTUH, MOJEKYISPHBIA MPOQUIIb,
rHOpUIU3AIHS, SUAePMATBbHBINA GakTop pocTa, dakTop nponudepaiun, reorpadgudeckas 30Ha.
Ooaactb nccaenopanus: [laronornyeckas anaromus. Leans padorsl: M3yueHne MOIEKYISIPHBIX
(aKTOpOB C MPOTHO3TUYECKOW M, BEPOSTHO, TEPANEBTHUECKOW pPONBI0 B 3aBUCUMOCTH OT
TOPMOHAJILHOTO TpoduIIst aeHoMBI THIIOH3a. 3agaun ucciaeaoBanus: [ lomHomacmrabHas OIieHKa
aJIecHOM TUNo(u3a ¢ MOMOIIBI0 TUCTOJIOTUYECKHX METOI0B, TOPMOHAIBHOE NPOPHINPOBAHHE
U HMMMYHOTMCTOXMMHUYECKOE MOATBEPKACHHUE AMarHo3a IpHU HCHOJIb30BAHUU MOJEKYISIPHBIX
MeTonoB. HayuyHasi HOBM3HA M OPUTMHAJIBHOCTB: BIEpPBbIe OBLIO MPOBEICHO CPAaBHUTEIHHOE
MCCIIEIOBaHNE TOPMOHAIILHOTO POGHIIS U MOJIEKYJISIPHBIX MapKepoB aJieHoM Tunodusa. Yacrora
PEIKO acCONMUPYIOMIMXCS CMEIIAHHBIX aJeHOM TUNOo(r3a BBIIIE CPEIHET0 BCTPEYAIOUIETOCs B
nuteparype. Biepsbie Obl1a o1ieHeHa 1 KOppeIHpOBaHa PoJib FOPMOHAIIBHBIX PEIIETITOPOB rTUNIO(hr3a
1 (akTopoB npoiudeparri. OCHOBHbIE Pe3yJabTaThl Il HAYKH M MPAKTHKHU: BIIEPBBIE ObLIA
IpoBeJIeHa OIIEHKA a/IeHOM TUTo(13a B 3aBUCUMOCTH OT reorpapuueckoid 30HbI, YTO MTO3BOIIHIIO OB
BBIJICJIUTH DKOJIOTHYECKHE (DAKTOPBI, BOBICUEHHBIE B THOJIOTHIO ATHX oryxonel. TeopeTudeckast
3HAYUMOCTb M LIEHHOCTh PadoThi: BEIBOABI 0 CTAOMIBHOCTH KJIETOUHBIX PEIETITOPOB, IPUBEIYT
K TEepecMOTpy TAKTHKU JAUATHOCTHKU W JIEYEHHUS B HEHPO-TEpaneBTUUECKON NpPaKTUKE, YTO
yKa3bIBaeT Ha HEOOXOJUMOCTh MMMYHOTMCTOXMMHYECKOTO HCCIEIOBAHMS aJCHOM THUIO(H3a.
BHeapeHue B NpaKTHKY pe3yJbTaTOB HcciaeqoBaHusi: [lomydeHHbIe pe3yabTaThl MOTYT OBITH
BHE/PEHBI B IEPCOHATIM3UPOBAHHOE JIEUEHHE, ONPEACIECHUE MEHEKMEHTA U MPOTHOCTHYECKUX

(akTOpOB y OONBHBIX C TUATHO30M aJICHOM THIO(pu3a B HEHPOXUPYPTHH U SHJOKPUHOIOTHH.
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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 Kkey 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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