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Introducere

Maladiile oncologice, afectiunile legate de formarea si dezvoltarea neoplasmelor
maligne, au fost recunoscute si documentate incd din antichitate, evidentiate prin scrieri
istorice si observatii medicale timpurii. Dintre cele cu origine mezenchimala prima mentiune
este cea legatd de papirusul de la Ebers 1500 i.Hr (1) contine prima referire la o tumora a
tesuturilor moi. Aceasta este mentionatd ca ,,0 tumoare grasa”, cel mai probabil cu origine
adipoasa, de tipul lipom. Parintele medicinei Hipocrate (460—375 1.Hr.) face distinctia intre
carcinoame s$i sarcoame: ,,tumori superficiale si adanci la nivelul bratului si coapsei la
persoanele in varstd”. Charles Bell, chirurg britanic, (1774-1842), atrage atentia asupra
trasaturilor caracteristice care disting neoplaziile mezenchimale de cele de tip carcinom (2):
»Cancerul moale poate ataca oricare dintre structurile corpului..., cu sigurantd apare in
substanta moale a membrelor”. In prezent prin sarcom se intelege o proliferare tisulard
malignd constituitd din celule de origine mezenchimald, excluzdndu-le pe cele
hematopoietice. Lista afectiunilor maligne si benigne ce au aceastd conotatie este
semnificativa cuprinzand peste 80 de entitati ce au fost incluse in clasificarea tumorilor de
tesuturi moi si osoase (3-5).

Proliferarile neoplazice de tip EGIST si GIST au fost subiectul unui interes constant
al echipei de cadre didactice condusd de doamna profesor Sajin M., fapt ce a contribuit direct
st indirect la realizarea a numeroase articole in domeniu tumorilor stromale gastro-
intestinale. EGIST necesitd investigarea cu metode morfologice, imunohistochimice si de
biologie moleculard. EGIST si GIST-urile sunt cunoscute pentru diversitatea lor moleculara,
in special asocierea cu mutatiile genei KIT sau PDGFRA. Acest aspect ofera oportunitati de
studiu a mecanismelor moleculare Intelegerea particularititilor anatomopatologice ale
GIST-urilor poate fi benefica atat pentru cercetarea stiintifica, cat si pentru imbunatatirea
managementului clinic al pacientilor afectati de aceste tumori mezenchimale.

Metodele de diagnostic asistat de calculator sunt orientate catre recunoasterea de
imagini si 1identificarea arborilor de apreciere a parametrilor semicantitativi
histomorfometrici. Afirmatia cd ele vor deveni instrumente de lucru indispensabile 1n viitorul
apropiat este plauzibila, deja fiind utilizate cu caracter experimental in domenii diverse, cum

ar fi diagnostic diferential si terapie in medicind internd si hematologie.



Termenul ,,GIST” a fost folosit pentru prima data in 1983 de catre Mazur si Clark (6)
pentru a descrie tumori gastrice cu diferentiere mezenchimala. Pentru cele cu o morfologie
asemanatoare celor cu origine in creasta neurala s-a preferat utilizarea termenului generic de
tumori de teci nervoase autonome (gastric autonomic nerve sheath tumors - GANT) descrise
pentru prima oara de catre Harrera (7,8). Descoperirea in 1998, de catre Hirota si colegii sai,
a faptului ca celulele tumorale GIST au adesea mutatii la nivelul genei KIT, a marcat
momentul reclasificarii  sarcoamelor gastrointestinale (9). Majoritatea tumorilor
diagnosticate anterior ca tumori nervoase autonome gastrointestinale (GANT) au fost
reclasificate ca GIST ulterior demonstrarii prezentei de mutatii KIT. Tumorile stromale
extradigestive (EGIST) reprezentd sarcoame cu diferentiere catre celule asemanatoare
celulelor Cajal insd cu localizare extradigestiva. Incidenta pentru EGIST se estimeaza ca
reprezintd un procent mai mic de 5% din totalul tumorilor stromale digestive (10-12). Ele
comportd un profil similar celor de tip GIST atat din punct de vedere mutational cat si din
punct de vedere morfologic si imunofenotipic (8,13). Mutatii KIT se regésesc si in GIST-uri
sub-centimetrice, ceea ce sugereaza ca mutatia KIT este evenimentul tumorogen initial in

majoritatea GIST-urilor (14).

Scop

Scopul lucrdrii este analiza spectrului morfologic si imunofenotipic al tumorilor
mezenchimale gastro-intestinale stromale extradigestive cu analiza semi-cantitativa digitala

a micromediului tumoral.

Obiective

In vederea atingerii scopului propus am stabilit urmatoarele obiective:

— Evaluarea prevalentei cazurilor de EGIST in laboratorul de lucru al departamentului de
anatomie patologica

— Analiza si evaluarea tehnicilor de lucru pentru diagnosticul modern al tumorilor de tip
EGIST

— Analiza micromediului tumoral al EGIST din punct de vedere al neo-vascularizatiei
induse, pe categorii histologice, utilizdnd procese si tehnici de lucru specifice patologiei
digitale in vederea obtinerii unor parametrii semicantitativi comparabili.

— Evaluare raspunsului imun al gazdei la procesul neoplazic cu identificarea si
cuantificarea principialilor actori in imunitatea celulard nativa anti-tumorala incluzand

localizare si varsta.



Material si metode

Studiile efectuate au la baza investigarea bazelor de date, a histotecilor si arhivelor
Institutului National de Patologie ,,Victor Babes” (INCDVB) precum si cele ale Spitalului
Universitar de Urgenta Bucuresti (SUUB). Cercetarile au fost efectuate avand acordul
comisiilor de eticd a institutiilor mentionate. Perioada de studiu a EGIST a fost integralitatea
cazurilor diagnosticate in perioada 2005-2021 (16 ani). Studiile histopatologice si testele
imunohistochimice (IHC) au fost efectuate pe fragmente de tesuturi incluse la parafina.
Examinarile IHC au fost efectuate folosind un protocol indirect pe platformele Leica Bond
I1, cu anticorpi Leica Novocastra, Agilent si Abcam gata de utilizare. Au fost utilizati dupa
caz cocktail-uri de pancitokeratind, Vimentin, S100, Desmin, CD34, CDI117, DOGI.
Examenele imunohistochimice ale fiecarui lot de lame au fost desfasurate cu lame de tesut
de control pozitiv extern in paralel cu lotul la studiu.

Lamele obtinute si cele deja existente au fost scanate integral utilizand sistemele
Aperio T2 si Aperio LV, producator Leica Microsystems. Fisierele rezultate au fost
examinate utilizand software-uri de analizd a imaginii - QupathM6 si Aperio-ImageScope.
S-a procedat la analiza de imagine urmarindu-se estimarea suprafetei de perfuzie precum si
raspunsul imunitar al gazdei. Parametrii semicantitativi pentru fiecare obiectiv au fost
conceputi si verificati prin sondaj manual repetat. Datele rezultate au fost prelucrate statistic
utilizadnd atat pachetul de analiza statica GNU PSPP(v 1.6) cat si, respectiv, utilizdnd foile
de calcul tabelar din pachetul MSOffice 365 — Excel extins cu pachetul de analiza statica

pentru efectuarea graficelor si colectarea tabelara uniforma normata.

Rezultate

Investigatiile efectuate asupra bazelor de date ale institutiilor au produs un lot de 51
de cazuri EGIST (n = 51). Varsta la momentul diagnosticului a variat intre 26 si 80 de ani
(media 56,15 ani). Raportul de gen, barbati /femei, a fost de 1: 2. Localizarea primara a
EGIST in lotul la studiu a fost preponderent in regiunea abdominala (42 de cazuri - 82%).
Majoritatea cazurilor (50%) au dovedit un profil conventional IHC: expresie DOGI,
impreund cu pozitivitate pentru Vimentin, CD117 si CD34. 10 cazuri (20%) au avut expresia
cKIT absentd. Numadrul de analize efectuate a variat profund, fiind influentat in primul rand
de localizarea neobisnuita pentru aceste neoplasme, situadnd-se intre 7 si 18 teste efectuate
per caz.

Pentru studiul micro-vascularizatiei am selectat doudzeci si patru de cazuri (n = 24).

Varsta medie a fost de 56 de ani (56,15 ani) si un raport de gen de 1 la 1. Parametrii de



interes au fost obtinuti folosind metodele de analiza digitala. Au fost de asemenea calculate
suprafata vasculara si perimetrul vascular. Rezultatele analizei statistice au aratat corelatia
dintre indicele de proliferare al tumorii si raportul dintre aria de perfuzie si aria tumorii
investigate a demonstrat un tip de asociere negativ proportional (r = -0,5506 si un p de
0,0051).

Investigarea infiltratelor limfocitare intratumorale prin tehnici de analizd de imagini
a aritat o predominanti a liniei de celule T fatd de linia de celule B in cazul EGIST. in medie,
CD5 pozitiv a fost de 1,6%10° celule/mm?. TIL pozitiv pentru CD20 a aritat o densitate
medie de 263 limfocite B / mm2 . Numararea TAM folosind parametrii de restrictie ai
dimensiunii nucleare si detectarea CD45 nu a dat rezultate coerente. Cuantificarea

agregatelor de celule limfoide per proba a inregistrat o medie de 2,41 focare/proba.
Discutii

Studiul prezent a putut evidentia spectrul imunofenotipic si morfologic variabil al
EGIST-urilor, crescand constientizarea siturilor acestor entitati. Markerul IHC de electie
pentru EGIST este DOGI1, impreund cu un marker suplimentar pentru a evidentia
diferentierile fatd de un profil celular asemanator Cajal (CD117 si PDGFRA secundar).
CD34, CD10 si SMA au o utilizare redusa pentru confirmarea liniei celulare. Diagnosticul
histopatologic ramane instrumentul cel mai practic si de incredere, cu costuri mai mici in
comparatie cu biologia moleculard (secventiere extinsd). Seria de cazuri este voluminoasa
comparativ cu alte serii de cazuri publicate in literatura de specialitate. Din punct de vedere
morfologic studiul a relevat aspecte clasice ale proliferdrilor tumorale dar si aspecte mai
putin intalnite, identificand primul EGST cu metaplazie condroida - o caracteristica raportata
doar in GIST pana la momentul publicarii studiului.

Descoperirile noastre sugereazd ca in EGIST-urile de grad nalt existd o corelatie
inversd intre gradul de activitate a tumorii si suprafata de vascularizare. Este necesara o
confirmare a rezultatelor studiului efectuat pe loturi mai mari. Studiul sufera limitérile
impuse de raritatea acestui sarcom, insd examenul histopatologic digital reflectd un
instantaneu al unei structuri dinamice vasculare care raspunde la o mare varietate de stimuli.

In studiul nostru am putut evidentia spectrul imunofenotipic morfologic variabil al
TIL EGIST-urilor. Principalul actor celular in raspunsul imun la prezenta EGIST sunt TIL-
ul de tip T. Dispozitia TIL si TLS este neomogena in EGIST. Am subliniat potentialul
densitatii TIL ca un parametru histologic independent de varianta morfologica, precum si de

rata proliferativa.



Per total, lucrarea de fatd comportd o abordare a particularitatilor micro-mediului
tumoral al EGIST. In ansamblu, studiile efectuate au un caracter interdisciplinar ficand apel

la tehnicile de prelucrare si analiza de imagini.

Studiul intai : Analiza spectrului imunofenotipic al tumorilor
mezenchimale stromale extra-digestive

Tumorile stromale gastrointestinale sunt neoplasme care se diferentiaza spre celulele
cu morfologie si imunofenotip asemanator celulelor Cajal. Localizarea extra-abdominala
acestor tumori este dificil de diagnosticat in practica curentd anatomopatologica. Frecvent
sunt necesare studii de biologie moleculara si consult expert in acest domeniu. Avantajele
patologiei in acest sens fie ea de tip morfologic — histopatologic fie de tip molecular, sunt

incontestabile.

In acest sens am investigat retrospectiv o serie de 51 de cazuri EGIST prezentate la
nivelul INCDV Babes Bucuresti si SUUB cu scopul de a explora imunofenotipurile
exprimate si de a analiza procedurile, numarul si utilitatea anticorpilor necesari pentru un
diagnostic pozitiv. De asemenea, am analizat datele referitor la frecventa acestei patologii in
practica curentd urmate de o revizuire a literaturi de specialitate in sensul ameliorarii practicii

curente diagnostice.

Metoda de lucru s-a bazat pe interogarea bazelor de date electronice si scriptice
institutionale a cazurilor ce au comportat un diagnostic de EGIST in perioada 2005-2021.
Lamele au fost scanate integral, iar imaginile rezultate au fost revizuite de doi patologi cu
experienta in diagnosticul patologiei generale si interes particular in tumorilor de origine
mezenchimala. Pentru cazurile cu dificultati diagnostice, cele cu o conservare improprie a
lamelor histologice, examindrile imunohistochimice au fost refacute dupa caz, pentru diversi
markeri (de exemplu: pancitokeratina, ki67, DOG1 st PDGFRA). Din analiza bazelor de
date ale celor doud institutii a rezultat un numar de 54 de cazuri de tumori de tip EGIST.
Dupa selectia cazurilor prin indepartarea dublurilor / recidivelor, a cazurilor cu diagnostic
incert, a determindrilor secundare/a metastazelor, a rezultat un numar de 51 cazuri. In seria
la studiu localizarea principald a tumorii a fost la nivel abdominal in 43 de cazuri (84%).
Majoritatea tumorilor au prezentat celularitate de tip fuziform, urmata de tipul mixt si

epitelioid — reprezentarea grafica este demonstratd in Figura 1.
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Figura 1 Grafic cu reprezentarea distributiei pe categorii de varste a lotului de
EGIST la studiu. Se noteaza varfuri de incidenta in decada de 50 de ani si un al doilea
dupa 70 de ani.

Unele cazuri analizate microscopic comportau aspecte histopatologice particulare,
neobisnuite pentru morfologia conventionala. Astfel unele dintre acestea sunt conform
expectantelor in cazul EGIST: cum ar zone sincitiale si degenerescentd mixoida (prezente
intr-un numdr de 3 cazuri, vezi Figura 2), in timp ce in altele sunt intalnite aspecte
exceptionale, rare, ce pot induce erori diagnostice 1n activitatea curentd. Astfel, s-a identificat
pentruun (1) caz zone ce comporta arii de metaplazie condroida hialind; iar pentru trei cazuri
s-a notat prezenta de celule tumorale multinucleate dispersate. Notabil pentru cazurile ce
comportd celule multinucleate este pozitivitatea pentru markeri tumorali, si negativitate

pentru cei histiocitari.
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Figura 2 EGIST — particularitati ale stromei. Cazuri exceptionale au demonstrat
modificari metaplazice de tip condroid (A). Acestea sunt vizibile ca o matrice incomplet
maturad in care celule tumorale se inter-mixeaza cu aspecte de tip loje in care se regasesc
celule tumorale retractate. In panelul de jos (B) se noteazi degenerescenta mixoid-
edematoasa a stromei cu tendinta de a forma micro-cavitati Coloratie HE, captura foto-
digitala cu reper metric in colful din stéanga sus al imaginii.

Notabil ca doar 26 de cazuri (51%) au demonstrat un profil imunohistochimic
conventional complet: pozitivitate pentru Vimentina, CD117, CD34 si DOG1. in 10 cazuri
expresia c-KIT a fost absenta in timp ce imunofenotipul pentru CD34 a fost pastrat in toate

cele 10 cazuri. Prezenta unor expresii focale aberante pentru markeri de linie tumoralad



mezenchimald cum ar fi actind musculard , ce pot suplimentar conturna diagnosticul - in
exemplu Figura 3. Dintre aceste cazuri, 8 cazuri s-au dovedit pozitive pentru PDGFRA. In
studiul nostru am gasit un subgrup de 8 cazuri care s-au prezentat in locatii nu doar extra-
digestive dar si extra-abdominale (printre acestea, primul EGIST pulmonar raportat si doua
cazuri cu localizari la nivelul sferei ORL - cap si gat). In final, din analiza efectuati si revizia
literaturii de specialitate se concluzioneaza ca EGIST reprezintd un subgrup provocator
histologic si imunohistochimic, cu un comportament adesea agresiv, mai des cKIT negativ
si PDGFRA pozitiv, comparativ cu GIST. Din analiza eficientei markerilor

imunohistochimici s-a concluzionat cd pentru un diagnostic pozitiv markerul de electie
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Figura 3 Imunofenotip EGIST cu reactivitate la SMA. Marcaj intens variabil distribuit
la nivelul unor fascicule de celule tumorale. Marcajul poate fi variabil sau difuz distribuit
dar nu este acompaniat de alti markeri de fibra musculara neteda (cum ar fi caldesmona)
Control intern pozitiv in vase musculare de calibru mic. Contra colorarea cu hematoxilina.
Bara de pentru scara directa metrica localizata in coltul din stanga sus.

ramane DOG] indiferent de localizarea proliferarii, in timp ce CD34 si CD117 ar trebui

considerate ca adjuvanti in localizarea extradigestiva a tumorilor stromale gastrointestinale.

Sursa tumorilor mezenchimale de tip stromal extradigestiv a fost multa vreme
discutata. Una dintre ipoteze se referad la maturarea locala a unor precursori pe directia liniei
celulare Cajal, fapt ce implica aparitia unei mase izolate de natura corsitomica plauzibil din
perioada de dezvoltare. Ulterior aceasta poate fi expusa unei mutatii la nivelul genei cKIT si
si devina sursa de tumori mezenchimale, unele cu diferentiere extradigestiva. In acest sens
au fost analizate pe o perioada de trei anii existenta unor potentiale surse hamartomatomase
sau corsitomice aparute in perioada de dezvoltare analizdnd buletinele de analiza

histopatologica a sarcinilor oprite in evolutie si a produselor de chiuretaj pentru intreruperile



voluntare de sarcind. Rezultate au fost putin incurajatoare, s-a identificat un sigur caz de

tumoare mezenchimala cu diferentiere triliniara pseudo-hamartomasa (15).

Studiul al doilea : Analiza digitala a corelatiei intre suprafata
microvascularizatiei tumorale si expresia ki67 in tumorile stromale
extragastrointestinale

Angiogeneza in micromediul neoplazic este o tintd terapeutica promitatoare, avand in
vedere principiul fundamental conform caruia nu exista proliferare neoplazica fara
neovascularizatie. Desi rolul angiogenezei in dezvoltarea EGIST este relativ insuficient
studiat, este oportun a aprofunda caracteristicile procesului de vascularizatie tumorala
pentru a dezvolta strategii terapeutice eficiente. In cazul EGIST, aceastd componenti este
relativ putin explorata, justificind astfel eforturile de a descrie si caracteriza procesul de

vascularizatie tumorala in aceasta categorie aparte de tumori.

Obiective: Descrierea statusului vascular ca o perspectiva asupra neo- angiogenezei
intr-o selectie de tumori stromale extra-gastrointestinale identificate in cadrul studiului intai.
Studiul urmareste identificare de parametrii cuantificabili prin tehnici de patologie digitala
si corelarea lor cu gradul tumoral. Parametrii cuantificati vor caracteriza procesul de
angiogenzd cum ar fi numarul capilarelor si suprafata vasculard pe unitatea de suprafata.
Intr-o0 etapa secunda rezultatele obtinute vor fi procesate statistic pentru stabilirea corelatiilor
dintre factorii histoprognostici uzuali si indicele de proliferare, gradul de diferentiere,

variantd histologica.

Metoda: Din cadrul lotului utilizat in studiul I, am selectat un sublot de cazuri EGIST
din populatia identificatd in arhivele institutiei noastre, tinand cont de criteriile de selectie
stabilite pentru a asigura o reprezentare relevanta a populatiei de tumori. Datele rezultate au
fost revizuite de doi patologi. S-au efectuat teste imunohistochimie pentru evidentierea
structurii vasculare a tumorilor (CD31 — vezi Figura 4; D2-40 si CD34) precum si
determinarea indicelui proliferativ folosind marcaj imunhistochimic la Ki67. Lamele
histopatologice rezultate au fost scanate integral utilizand AperioLV1 Leica. Imaginile
digitale rezultate din procesul de scanare de pe intreaga lama histopatologica au fost
procesate 1n softul de analiza de imagine Qupath pentru a evalua densitatea micro vaselor si
suprafata vasculard impreuna cu suprafata regiunii de interes. Datele numerice obtinute au

fost prelucrate statistic cu ajutorul Microsoft Excel Statistic Package 365.



Rezultate: Analiza statisticd a datelor rezultate in urma masuratorilor efectuate a

relevat o corelatie negativa intre indicele de proliferarea tumorii si suprafata vasculard,

f.b,

Lo i 7 ¢4 Nty . 4 . Toes i A
Figura 4 EGIST epitelioid — marcaj la CD31. Capilare de mici dimensiuni sunt facil
identificabile dupa imunhistomarcaj. Calculul suprafetei vasculare in aceste conditii
necesita corelare cu aria tumorala deservita. Coloratie hematoxilind — eozind, captura de
imagine utilizand Aperiolmagescope pentru vizualizare lama scanata integral bara de
dimensiuni Tn stanga jos in micrometri.

normalizata la suprafata examinatd a tumorii (r = -0,5506 si un p de 0,0051). O corelatie
intre densitatea microvaselor (numar de capilare pe unitate de superfatd) si indicele
proliferativ al tumorii nu a putut fi stabilitd in seria noastra de EGIST (p = 0,035)

Reprezentarea grafica este demonstrata in graficul din Figura 5.

Concluzii: Tumorile stromale extra-gastrointestinale intens proliferative au o suprafata
micro-vasculara redusd in comparatie cu cele de grad scazut. Constarea este plauzibild in
contextul unei expansiuni tumorale ce depaseste rata de dezvoltare a angiogenezei. Procesul
de angiogenzd si corelarea lui cu proliferare tumorale necesitd aprofundarea asupra
aspectelor ce determind metabolismul tumoral pentru corelarea cu structurilor morfologice
avand 1n vedere ca atat aria vasculard cat si permeabilitatea endoteliului nou format sunt

influentate de factori vaso-activi (constrictori sau dilatatori) endogeni ai organismului gazda



dar si a agentilor terapeutic- anestezici intra operatori. In continuarea ipotezei confirmate a
unei relatii dintre parametrii vasculari si rata de proliferare tumorald, studiul efectuat
sugereazd cd terapia anti-angiogenezica ar avea o contributie minora in tratamentul EGIST

de grad inalt.

Studiul al treilea: Analiza informatizata a factorilor imuni din
micromediul tumorilor stromale extragastrointestinale
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Figura 5 Grafic privind distribuia cazurilor in functie de variabilele considerate
ki67% si numarul total de capilare per ROI pe caz. (n =24). Excluzand extremele (53x20y;
97x65%y si 198x25y) se observa un aspect pseudo- grupat in jurul unui nor central delimitat
pentru intervalul 2-33% Ki67 axa verticala (Oy-ordonata ) si respectiv 95-178 de capilare /
ROI.

Tumorile stromale extra gastrointestinale (EGIST) sunt sarcoame sunt predispuse la

diverse evenimente care declanseaza raspunsul inflamator al gazdei. Exemple de evenimente
ce pot declansa astfel de fenomene inflamatorii sunt cele legate de variatiile debitului de
perfuzie, fie sub forma de tensiuni de intrare a sangelui, fie a calibrului vascular sub influenta
a diversi factori vasoconstrictivi sau vasoplegici. Vasele de neoformatie au o rezistentd
scazutd din punct de vedere structural, ele fiind dezvoltate initial ca simple canale endoteliale
fara o dispunere arborizata. Astfel de structuri vasculare vor fi caracterizate de o fragilitate
crescutd la variatiile presionale si de stres mecanic de vecinatate. Vascularizatia variabild
asa cum am mentionat, factorii compresivi mecanici extrinseci, precum si aparitia In
vecindtate a unor zone cu vascularizatie duala (sunturi), favorizeaza aparitia de fenomene
hemoragice ce sunt urmate de reactii inflamatorii. Un rdspuns inflamator similar se poate

intélni Tn cazul tumorilor ce sunt caracterizate de o crestere rapida, la nivelul carora coexista



arii de inflamatie cu zone de necroza tumorald. Indiferent de mecanismul de producere,
raspunsul inflamator va recruta o populatie leucocitara ce influenteaza ritmul de crestere

tumorala.

Obiective: In acest studiu am analizat retrospectiv, tipul si cantitatea de limfocite
intratumorale pe un numar de 22 cazuri din seria de EGIST-uri evaluate in cadrul studiului
I. Studiul s-a focalizat pe compozitia primara de linie dar si densitatea celulara. Au fost
derulate studii de corelatie statistica pentru a evidentia eventuale particularitati intre
raspunsul imun al gazdei si indicele de proliferare pe de o parte, dar si intre densitatea

limfocitara si modificari de morfologie.

Metode: Folosind anticorpi impotriva CD5, CD20, CD45, am pus in evidenta celulele
imune intratumorale precum si structurile limfoide, prin utilizarea tehnicilor
imunohistochimice. Lamele histopatologice au fost scanate integral si analizate digital
utilizand soft-ul QuPath pentru a selecta si calcula densitatea limfocitelor tumorale infiltrate
(LTI). Structurile limfoide tertiare (SLT) au fost raportate pe fiecare proba. Analiza statistica
a fost realizata folosind testul Kruskal-Wallis corectat si coeficientul Pearson. Analizele
statistice asupra unui subset de 19 cazuri au inclus corelatia Pearson, testele Kruskal-Wallis
si corectiile Bonferroni pentru a stabili corelatii intre expresia Ki67 si densitatile TIL,

precum si asocieri legate de varsta.

Rezultate: Din seria de cazuri identificate la n studiul I, am selectat 22 de pacienti cu
o varstd medie de 51 de ani. Din punct de vedere histologic, lotul a fost compus din EGIST-
uri de tip histologic fusiform, epitelioid si de tip mixt ( in proportii de 63%; 14% si respectiv
23%). Analiza numericd a lamelor imunohistochimice a ardtat o medie indicelui de
proliferare, calculat cu ajutorul imunohistomarcajului la Ki67 de 19%. Densitatea medie TIL
de linie T si B a fost de 1,6%103 celule/mm? (prezentarea modului de calcul in Figura 6) si
respectiv pentru limfocite B de 263 celule/mm2. TLS au fost identificate cu o medie de 2,41
focusuri/esantion examinat (in exemplu prezentate in Figura 7). Corelatia dintre Ki67 si
densitatea celulelor T si B ca TIL aratd un p > 0,05 in seria de EGIST-ur1 selectate. Corelatia
dintre variantele histologice de EGIST si densitatea de tip TIL a demonstrat un p>0,05.
Aplicarea corectiei Bonferoni pentru seriile mici de cazuri a demonstrat asocieri
semnificative intre Ki67 si celulele pozitive TIL-CDO05/CD20. Corelatiile legate de varsta
au fost notate, evidentiind complexitatea din micro-ambientul tumorii — prezentarea grafica

a acestor distributii este facil vizibila in Figura 8.



Figura 6 EGIST fuzocelular cu localizare parieto-abdominala. Detectia celulelor
tumorale prin analiza de imagine marcaj pozitiv la CDS in rosu. In periferie dreapta zona
chistizata, cu acumulare de infiltrat limfocitar degradat partial de numeroase macrofage cu
corpi tingibili. Contra-colorare hematoxilina revelare DAB. Bara de dimensiuni situata in
stanga jos.

Figura 7 Marcaj pozitiv la CD20 in leucocite intratumorale intr-un EGIST. Se observa
structuri limfoide tertiare , marcate cu sageti verzi si limfocite B izolate marcate cu cap de
sageata galbena. Captura de ecran prin exportare lama histopatologica scanata integral
analizata in Qupath v0.3.2 . Bara de dimensiuni situata in stanga jos. Contra-colorare
hematoxilina revelare DAB.
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Figura 8 Grafice prezentdnd distributia densitatii intratumorale a limfocitelor T si
B, pe categorii histologice. Valori minime in cadrul EGIST epitelioide si a celor fuziforme
in timp ce variantele mixte ocupa plaje vaste de valori atat pentru Limfocite T (panoul din
dreapta) cdt si pentru limfocite B panoul stang.

Concluzii: Densitatea TIL si TLS sunt parametri histologici independenti de Ki67, de
rata de proliferare si de tipul histologic al EGIST. Infiltratul TIL este neomogen in EGIST-
uri, cu predominantd de celulele limfocitare T. Structurile limfoide tertiare de tip matur sunt
distribuite neomogen in cadrul EGIST. Atat TLS cat si TIL sunt pot fi cuantificati prin
tehnici de patologie digitala si pot fi folositi ca si parametri in aprecierea raspunsului imun

imediat si a capitalului imun recrutabil in terapia imund tumorala.
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Concluzii si Contributii personale

Pe parcursul intregului proces de cercetare am abordat punctual metodele de
diagnostic si analiza micromediului tumoral apeland la tehnici de patologie digitald in ceea
ce priveste analiza de imagini precum si studii semicantitative. Concluziile celor trei studii

asupra seriei de cazuri examinate pot fi sumarizate astfel:

1. EGIST este o entitate tumorald ce poate fi localizatd intra- si extra-abdominal,
Diagnosticul morfologic al EGIST este imperios necesar a fi sustinut cel putin de teste [HC
extensive, completate cu testarea mutatiilor caracteristice: cKIT, PDGFR. Tumorile EGIST,
similar cu cele GIST, au un profil imunohistochimic similar incluzand spectrul mutational.
Markerul IHC de electie pentru diagnosticul pozitiv de EGIST este DOG1, insa insotit de un
marker suplimentar pentru a confirma diferentierea catre un profil celular al celulelor Cajal
(CD117 si PDGFRA secundar). Alti markeri cum ar fi Nestina, SDH si PDGFR au utilizare
limitatd. Acestia sunt utili in cazuri particulare: cazuri dublu negative CD117 si DOGI -
markeri de linie celulara negativi. Markeri imunohistochimici conventionali in diagnosticul
GIST, cum sunt CD34, CD10 si SMA, au o utilizare redusa pentru confirmarea liniei celulare
si utilitate redusa in diagnosticul direct al EGIST.

2. Diagnosticul histopatologic combinat cu cel imunohistochimic rdmane
instrumentul cel mai practic si de incredere in practica clinico-diagnostica. Costurile sunt
mult reduse In comparatie cu cele din metodele de biologie moleculard (cu secventiere
extinsd) fiind util in diagnosticarea a cel putin 95% din EGIST — confirmat prin studiul
efectuat.

3. In cadrul studiului nostru utilizind evaluarea digitald a Ki67 cu ajutorul
filtrelor morfometrici s-a dovedit dificil realizabila fiind necesard revizuirea individuald a
fiecarei regiuni de interes. Tehnica este plauzibil de implementat insd necesitd protocoale de
lucru pre-analitice standardizate.

4. Din cercetarile efectuate in cadrul studiului intai a rezultat ca diagnosticarea
EGIST cu localizare in afara cavitatii abdominale este cu aproximativ 50% mai laborioasa
comparativ cu numarul de teste pentru diagnosticarea EGIST. Astfel numarul de teste IHC
pentru diagnosticul morfologic al unui EGIST abdominal este estimat la aproximativ 10 teste
/caz iar pentru o localizare extra-abdominala acesta poate depasi cu usurinta 16 teste pentru

fiecare caz, fiind necesara reconfirmare prin analize de biologie moleculara.



5. Cel de al doilea studiu al lucrdrii s-a concentrat asupra aprecierii micro
vascularizatiei unei selectii de cazuri din lotul la studiu de EGIST. Analiza digitala de
imagine a permis caracterizarea eficientei detectiei digitale a structurilor vasculare in cazul
EGIST prin diverse metode informatice (substractive cu ajutorul CD34, versus aditiva prin
intermediul CD31). In conditii de cost similare, cele mai consistente rezultate, prin
consecintd cel mai util marcaj pentru analiza digitald structurilor vasculare in EGIST, se
dovedeste a fi cu anticorpi primari anti CD31.

6. In cadrul studiului 2 mentionat la punctul anterior, datele colectate din analiza
digitala de imagine au demonstrat existenta unei relatii intre densitatea micro-vascularizatiei
intratumorale si rata de multiplicare tumorald, o corelatie non-liniard de tip negativ. Din
aceasta constatare se poate deduce, sustinut prin datele de cercetare personala, ca viteza de
proliferare vasculara si rata de multiplicare tumorala nu sunt sincronizate (nu sunt corelate
direct proportional /pozitiv) pentru sustinerea necesarului metabolic tumoral al EGIST.
Aceasta perspectivd necesitd studii suplimentare privitor la rata metabolicd tumorala
coroborate cu angiogeneza; cercetare de granitd intre domeniile morfologice si cele
functionale metabolomice respectiv nutri-genice. Aceasta concluzie reprezinta totodata si o
contributie personald fiind mentionatd mai jos in sectiunea corespunzatoare.

7. Studiul nostru asupra limfocitelor ce se regasesc in cazul in cazul EGIST TIL
de linie B si T sunt identificabile pe intregul front tumoral insd de o manierd inegald
preponderent in periferia frontului tumoral fata de centrul tumoral.

8. Din datele obtinute prin analiza digitala de imagine in cadrul celui de al treilea
studiu a rezultat ca densitatea TIL (de linie T si cele de linie B) este un parametru histologic
independent de indicele de proliferare si morfologia EGIST. Sunt necesare studii viitoare
pentru a stabili eventuala relatia intre acest parametru si datele prognostic-evolutive,
respectiv raspunsul terapeutic.

9. Analiza digitald de imagine efectuatd asupra micromediului tumoral al
EGIST demonstreaza cd TIL de linie B si T sunt independente de densitatea agregatelor
limfoide si structurilor limfoide tertiare din cadrul EGIST, confirmat prin analiza statistica.

10. In studiul nostru am evidentiat spectrul imunofenotipic si morfologic TIL al
EGIST-urilor. Principalul actor celular in raspunsul imun la prezenta EGIST sunt TIL-ul de
linie celulard T. Dispozitia TIL si TLS este neomogena in EGIST relevand o discrepanta a
factorilor declansatori imuni de la o regiune tumorala la alta si de la un caz la altul.

11. Coroborand rezultatele obtinute in cadrul celor trei studii efectuate a rezultat

ca analiza digitala de imagine este un instrument polivalent, ce poate fi utilizat in studii



diagnostice, de tip comparativ- morfologic dar si in cele investigationale asupra unor

parametrii semicantitativi prin studiul tumorilor mezenchimale.

Asociat concluziilor desprinse din analiza proliferarilor de tip EGIST am contribuit la
dezvoltarea temei micromediului tumoral al EIGST si al analizei digitale de imagine prin

urmatoarele aspecte:

1. Prin analiza morfologica a intregii serii de cazuri de EGIST am pus 1n evidenta
aspecte morfologice inedite, metaplazia condroida si celule multinucleate tumorale, aspecte
ce nu au fost raportate pana in prezent in alte studii. Capitolul 6, 52;54.

2. Studiul nostru demonstreaza aplicabilitatea unei noi metode de analiza a micro-
vascularizatiei intratumorale prin utilizarea ariei vasculare capilarice expusa schimburilor
metabolice cu tesuturile tumorale. Metoda este inovativa atit din punct de vedere al
conceptului cat si din punct de vedere al tehnologiei utilizate apeland la tehnici de patologie
digitala si analizd computerizata de imagine. Capitol 7, 103-109.

3. Utilizand aceastd metoda am demonstrat in cadrul EGIST existenta unei corelatii
intre densitatea micro-vascularizatiei intratumorale si rata de multiplicare tumorald, o relatie
de tip non-liniara tip negativa. Capitol 7, 115.

4. Prin cercetarile efectuate in cadrul studiului al treilea am pus 1n evidentd printr-o
manierd modernd aspectul ca densitatea TIL si TLS sunt parametri histologici independenti
de rata de proliferare si de tipul histologic pentru EGIST din lotul la studiu, cu implicatii
asupra factorilor terapeutici imuni ce pot fi utilizati in terapia EGIST. Capitol 8, 144-145.

5. Am obtinut dovezi pentru reconfirmat indirectd a principiului imunologic a
descresterii intensitatii raspunsului imun cu varsta prin demonstrarea unei corelatiei dintre
densitatea TIL de linie T in cadrul EGIST cu varsta Capitol 8, 148-149.

6. Am demonstrat in cadrul unui studiu suplimentar existenta interrelatie Intre

densitatea celulelor EGIST pozitive la ki67 (active mitotic ) si varsta. Capitol 8, 149.

Din cele expuse rezulta ca atingerea obiectivelor propuse de cercetare stiintificd
defalcate in cele trei studii au fost indeplinite in totalitate, punand in evidenta avantajul
analizei digitale de imagine pentru cazuri rare sau neobisnuite. EGIST-urile sunt rar intlnite
s dificil de diagnosticat in practica curentd. Potentialul lor evolutiv si gestionarea factorilor
prognostici nu sunt in prezent codificate in principal din cauza lipsei unor loturi
semnificative pentru studii evolutive. Avantajul analizei digitale comparativ cu alte metode

de analiza a populatiei limfocitare si respectiv a micro-vascularizatiei tumorale sunt date de



in primul rand de timpul de lucru evident mai redus fatd de cuantificarea manuala ce implica

analiza secventiala de cdtre unul sau mai multi observatori.

Perspectivele cercetarile viitoare morfologice asupra EGSIT pot sa se orienteze
catre evidentierea unor precursori distincti intre EGIST PDGFR competente fata de cele
deficiente avand in vedere separatia anatomicd diferita intre celule interstitiale cu
imunofenotip diferit precum si catre investigarea functionald a acestor formatiuni tumorale
avand in vedere proprietatile regulatorii musculare locale ale celulelor Cajal. De asemenea,
in acest context al micromediului tumoral analizarea raspunsului patului vascular la influenta
diversilor factori vasoactivi este un subiect de interes practic, pentru a pune in evidenta
solutii tehnice ce pot fi exploatate ca si factori adjuvanti terapeutici sau in pregatirea
preoperatorie. O altd directie de dezvoltare sunt studiile investigationale care sd se coreleze
evolutia angiogenezei sub terapie cu datele metabolice tumorale (aerobic deficiente versus
cele SDH competente dar care prolifereaza intr-un mediu cu concentratii relativ reduse

pentru nutrienti).
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