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REZUMAT

Actuala teza de doctorat include o parte generala, teoretica, si o parte speciala,
compusa din trei articole originale distincte, publicate anterior in reviste stiintifice de
specialitate. Partea teoretica se axeaza pe colectarea si integrarea datelor relevante
disponibile in literatura, in vederea caracterizarii adecvate a contextului contemporan,
respectiv a motivatiei stiintifice, pentru investigatiile retrospective subsecvente, incluse
in partea speciala, care documenteaza, utilizand imunohistochimia (IHC), expresia
unor noi biomarkeri cheie in carcinomul renal (RCC), si anume: antigenul WT1, dimerii
de timina (TDs) si Ki-67. Pentru a atinge acest obiectiv, a fost elaborata o analiza
cuprinzatoare a definitiilor clinice ale RCC, semiologiei si modalitatilor imagistice
disponibile actualmente pentru detectarea si evaluarea clinica a RCC, diagnosticul
diferential anatomopatologic si de certitdine al RCC, subtiparea si evaluarea
prognosticului. De asemenea, se evalueaza instrumentele clinice emergente pentru
screening-ul RCC, stratificarea riscului si predictia raspunsului terapeutic,
identificandu-se, totodata, lacunele existente in cunostintele actuale si definindu-se noi
directii de cercetare promitatoare. Ulterior, partea speciald adreseaza aceste subiecte
de cercetare emergente, subliniate in partea generala, prin evaluarea modelelor de
imunoexpresie in RCC a biomarkerilor cheie mai sus mentionati, care au fost
documentati ca fiind subinvestigati, insa posibil utili pentru imbunatatirea
managementului clinic si a rezultatelor terapeutice in RCC..

Investigarea imunoexpresiei WT1 in RCC la adulti (aRCC) a permis elaborarea
Si publicarea a 2 articole originale, in timp ce un al treilea articol suplimentar, facut
public recent, documenteaza, pentru prima data, modele noi de expresie pentru TDs
in RCC. Rezultatele investigatiei Ki-67 sunt actualmente in faza de analiza statistica,
urmand sa fie curand publicate de asemenea. Asadar, teza actuala evalueaza
prezenta si modelele de imunoexpresie pentru antigenul WT1, ca indicator al tranzitiei
epitelial-mezenchimale in aRCC, respectiv, pentru TDs, ca leziuni genomice nou
documentate in tesutul tumoral al RCC.

Populatia globala de studiu tezei actuale cuprinde o serie consecutiva de 134
de cazuri de RCC, tratate chirurgical Tn cadrul Sectiei de Urologie a Spitalului
Judetean Arad, in perioada 2015-2018. Toti pacientii au fost operati per primam

(nefrectomie partiala sau radicald), fara a se administra terapie sistemica



neoadjuvanta in prealabil. Piese native de exereza rezultante au fost prelucrate
aditional si fixate Tn blocuri parafind, in cadrul Departamentului local de
Morfopatologie. Pentru cazurile incluse in aceasta populatie globala de studiu, am
colectat toate datele clinice relevante disponibile. Trebuie insa mentionat faptul ca
aceasta baza de date, alaturi de probele biologice aferente, a fost construita treptat,
de-a lungul ultimilor 4 ani, de la debutul actualei initiative de cercetare. Astfel,
investigatiile noastre initiale, care vizeaza imunoexpresia WT1, respectiv TDs, au
evaluat doar 90 de probe de RCC, din 2016-2017, deoarece restul probelor de RCC
nu fusesera inca obtinute. Agadar, desi subpopulatiile individuale de RCC, definite
pentru fiecare biomarker, sunt derivate din aceeasi cohorta globala de cazuri de RCC,
acestea nu sunt omogene. De asemenea, mentionam faptul ca blocurile de parafina
au fost sectionate in repetate randuri, initial pentru investigatia WT1, iar apoi pentru
cea a TDs. In consecinta, chiar daca in cadrul ambelor investigatii, au fost evaluate
aceleasi probe tisulare de RCC, din cauza procesului de sectionare repetata, lamelele
histologice rezultate au demonstrat variabilitate in ceea ce priveste prezenta tesutului
renal sanatos adiacent tumorii, criteriul central de includere in studiu pentru ambele
investigatii. Implicit, subpopulatiile finale de RCC incluse in fiecare investigatie nu au
fost indentice, cazuistica suprapunandu-se doar partial. Ulterior, alte 44 de cazuri de
RCC, tratate in aceeasi clinica, in 2015 si/sau 2018, au devenit disponibile si au fost
incluse in investigatia imunoexpresiei Ki-67.

Dupa deparafinarea preliminara, lamelele de RCC rezultate au fost colorate
conventional cu hematoxilina-eozina (HE), in mod automat, folosind Leica Autostainer
XL si apoi reevaluate morfologic. Principalul criteriu de includere pentru imunocoloratia
WT1 a fost prezenta tesutului renal sanatos in imediata vecinatate a tumorii pe
sectiunile colorate HE, intrucat expresia podocitara a WT1 in corpusculii renali normali
a reprezentat controlul pozitiv intern al imunoreactiei WT1. In schimb, pentru
imunoreactia TDs, controlul pozitiv a fost extern, fiind reprezentat de multiple probe in
vivo de tesut cutanat sanatos. Chiar si asa, includerea in populatia de studiu a
investigatiei ce vizeaza imunoreactivatea TDs a necesitat in continuare aceeasi
prezentd obligatorie a tesutului renal sanatos in imediata vecinatate a tumorii pe
sectiunile colorate HE deoarece, ca si in cazul RCC, expresia TDs in tesutul renal
sanatos nu a fost investigata pana acum. Criterile de includere in studiu pentru
analiza imunoreactivitatii Ki-67 au fost: prezenta de tesut tumoral RCC viabile, fara
artefacte si/sau zone extinse de necroza. Pentru investigatia Ki-67, controlul pozitiv al



imunoreactiei a fost de asemenea extern. Am folosit acelasi protocol ca pentru
evaluarea TDs si am procesat probe aditionale de tesut cutanat sanatos in vivo.
Epidermul a fost constant pozitiv in straturile bazale si parabazale pentru Ki-67. Spre
deosebire de investigatiile anterioare, o imunoreactie Ki-67 pozitiva a fost considerata
valabild numai atunci cand produsul final de reactie a fost strict nuclear, fara colorare
citoplasmatica.

Dupa constituirea subpopulatiilor de cazuri de RCC, distince si specifice
fiecarei investigatii individuale, probele biologice au fost prelucrate in continuare, in
vederea obtinerii imunocoloratiilor {intite, dupa cum urmeaza: 56 de cazuri colorate
pentru WT1; 54 de cazuri pentru TDs; 120 de cazuri pentru Ki-67. Dupa evaluarea
preliminara, pentru fiecare investigatie individuala, cazurile care au indeplinit criteriile
de includere au fost clasificate in continuare, pe baza morfologiei si a arhitectecturii
tumorale predominante. Investigatile WT1 si TDs au utilizat sistemul de clasificare
clasic al subtipurilor conventionale de RCC: 1 — celule clare (ccRCC), 2 — papilar
(PRCC) si 3 — cromofob (chRCC), adaugandu-se insa subtipul 4 - RCC cu
dediferentiere sarcomatoida (svRCC), ca entitate raportata separat. Pentru Ki-67, s-a
facut o distinctie morfologica suplimentara, in cadrul subgrupului ccRCC, intre
variantele solide si microchistice. In cadrul tuturor investigatiilor, a fost evaluata
agresivitatea celulara, pe baza trasaturilor nucleare predominante, cuantificate
folosind sistemul de clasificare WHO/ISUP 2017 (G1/G2/G3/G4).

Coloratiile imunohistochimice tintite au fost realizate in maniera automatizata,
folosind aparatul Bond Max autostainer (Leica Biosystems), iar anticorpii primari
utilizati au fost: pentru WT1 - clona WT49 (ready to use, monoclonal, N-terminus
targeted, Leica Biosystem, Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne); pentru TDs - clona
KTM53 (monoclonal mouse antihuman thymine dimer clone, dilutie 1:10.000, Kamiya
Biomedical Company, Seattle, WA); pentru Ki-67 - clona MM1 (mouse anti-human
Ki67 antigen monoclonal antibody, Leica Biosystem, Newcastle Ltd, Newcastle Upon
Tyne).

Densitatea imunoreactivitati WT1 fost evaluata si raportata pentru toate
cazurile de RCC incluse in studiu, utilizdnd urmatorul protocol: 0 - imunoreactie WT1
absenta; +1 - <2% celularitate tumorala pozitiva; +2 - <10% celularitate tumorala
pozitiva; +3 - >10% celularitate tumorala pozitiva. Atat imunoreactia nucleara, cat si
cea citoplasmaticad, au fost incluse in definitia pozitivitatii pentru WT1. De asemenea,

imunoreactile WT1 au fost caracterizate calitativ, in ceea ce priveste intensitatea si



omogenitatea coloratiei, prin comparatie cu controlul pozitiv intern (podocitele): slab,
moderat si intens.

Imunoreactiile nucleare pentru TDs au fost caracterizate prin multipli parametri,
pornind de la distinctia fundamentala intre localizarile celularitatii pozitive (in tesutul
tumoral vs. in tesutul renal sanatos adiacent tumorii). Prezenta imunoreactivitatji
pentru TDs in tesutul tumoral, a fost documentata printr-un parametru simplu de
expresie, tip ,da/nu” (TD+/-), fiind ulterior caracterizata suplimentar prin valorile
scorurilor de cuantificare: cantitativ (SQ), calitativ (Sl), si cumulativ (ST) - suma
valorilor celor doua scoruri anterioare (ST=SQ+Sl). Scorul SQ reflecta densitatea
pozitivitatii pentru TDs a tesutului tumoral, iar valorile sale sunt definite intr-un camp
microscopic la marirea de x400, dupa cum urmeaza: 0 - negativ pentru TDs; +1 - 1%-
10% nuclei pozitivi; +2 - 11%-25% nuclei pozitivi; +3 - >26% nuclei pozitivi. Scorul S
reflectd calitatea imunoreactiei pentru TDs in tesutul tumoral, iar valorile sale sunt
definite astfel: 0 - negativ pentru TDs; +1 - reactie slaba, mai putin intensa decéat
controlul extern; +2 - reactie moderata, intensitate similara cu controlul extern; +3 -
reactie puternicd, mai intensd decat controlul extern. in mod similar, in ceea ce
priveste imunoreactivitatea pentru TDs in tesutul renal sanatos adiacent tumorii, un
parametru de expresie simplificat tip ,da/nu” (HKE+/-) a fost utilizat pentru
cuantificarea pozitivitati. Localizarea tisulara a acestor celule renale sanatoase
pozitive pentru TDs, adicd expresia tubulara (HTE) si/sau expresia
stromald/endoteliala (HSE), a fost raportata in aceeasi maniera simplificata (,da/nu”).

Pentru Ki-67, densitatea imunoreactiei pozitive a fost cuantificatd dupa cum
urmeaza: 0 - <1% celule cu nuclei pozitivi; +1 - 2-10% nuclei pozitivi; +2 - 11-25%
nuclei pozitivi; +3 - >20% nuclei pozitivi. Evaluarea mentionata mai sus s-a efectuat pe
camp microscopic la marirea de x200. De asemenea au fost evaluate anizocariile
(absente - 0, usoare - 1, moderate - 2, severe - 3). Mitozele observate pe sectiuni
colorate pentru Ki-67 au fost evaluate ca absente (0), rare (1-2/camp), medii (3-
5/camp) si frecvente (peste 5/camp).

Analiza statistica a cohortei de cazuri de RCC evaluate pentru expresia de TDs
s-a realizat utilizand software-ul SPSS v.27 (IBM, Chicago, lllinois, SUA), pe un sistem
de operare Microsoft Windows. Investigatia expresiei WT1 a raportat un numar foarte
limitat de cazuri pozitive. Prin urmare, analiza statistica a fost considerata inutila.
Cohorta de RCC pozitiva pentru Ki-67 este momentan inca in curs de evaluare

statistica, insa rezultatele vor fi cu siguranta publicate in curand in extenso.



Dintre cele 56 de cazuri de RCC, considerate viabile pentru imunocoloratia
WTH1, 38 au fost ccRCC, 8 pRCC, 3 chRCC si 7 svRCC. Evaluarea nucleara a acestor
tumori a stratificat aditional cohorta: G1 — 21, G2 — 23, G3 — 4 si G4 — 8. Tesutul renal
normal, adiacent tumorii, a manifestat in mod constant, pentru toate cazurile evaluate,
imunoreactie nucleara WT1 a podocitelor si , de asemenea, a celulelor epiteliale ce
alcatuiesc foita parietald a capsulei Bowman. Produsul final de reactie a demonstrat,
in mod constant, o coloratie maronie intensa, pentru controlul intern pozitiv mentionat
mai sus. In 5 cazuri de RCC (8,92%), negative pentru WT1 intratumoral, am identificat
la nivelul capsulei renale, dar nu si in pseudocapsula tumorala, numeroase celule
stromale intens pozitive pentru WT1 (fibroblasti/miofibroblasti), situate la o distanta
semnificativa de tesutul tumoral. in mod similar, in 3 cazuri de RCC cu tesut tumoral
negativ pentru WT1, celulele endoteliale intratumorale au manifestat imunoreactivitate
nucleara pentru WT1. Asadar, din cohorta de 56 de cazuri de RCC evaluate pentru
imunoexpresie WT1, 49 au demonstrat absenta imunoreactivitatii tumorale pentru
WT1. Toate cele 7 cazuri pozitive pentru WT1 intratumoral au fost subtipul ccRCC si
au manifestat imunoreactia la nivel nuclear exclusiv. Dintre acestea, doar 2 cazuri au
avut o densitate mare de celule tumorale pozitive (+3). Intensitatea coloratiei
produsului final de reactie, din nucleii tumorali pozitivi, a fost similara, per ansamblu,
cu cea a controlului pozitiv intern (podocitele) sau mai mare, cu exceptia celor 2 cazuri
cu densitate mare a celulelor tumorale pozitive, care au manifestat o intensitate mai
mica decat controlul.

Cohorta de cazuri de RCC selectate pentru investigatia imunoexpresiei TDs, a
fost compusa din 39 ccRCC, 8 pRCC, 4 chRCC si 3 svRCC. Clasificarea nucleara a
nuantat aditional stratificarea riscului pentru aceste cazuri: G1 - 15, G2 - 26, G3 - 9 si
G4 - 4. Imunoreactia tintita utilizata pentru TDs a fost validata de controlul pozitiv
extern utilizat, si anume multiple esantioane de tesut cutanat indemn, recoltate in vivo.
Aceste esantioane nu au fost expuse suplimentar la radiatie ultravioleta (UVR), in
afara expunerii lor inerente din mediul natural, nici inainte, nici dupa recoltarea
biopsiilor tisulare. Dupa cum era de asteptat, chiar daca aceste esantioane cutanate
netratate au fost in mare parte negative pentru TDs, zone sporadice imunoreactivitate
difuza nucleara pentru TDs au fost intalnite, cu precadere la nivelul epidermului
bazale, glandelor sudoripare si celularitatii endoteliale stromale. Produsul final de

reactie a prezentat, in mod constant, o coloratie maronie intensa, exclusiv nucleara,



pentru controlul extern pozitiv mai sus mentionat, atingdnd intensitate maxima in
epiderm - straturile celulare bazale/parabazale.

In mod remarcabil, din cele 54 de tumori evaluate, 42 (77,8%) au fost pozitive,
manifestand imunoexpresie nucleara pentru TDs in tesutul tumoral. Mai departe, se
raporteazd documentarea completa a parametrilor de cuantificare a imunoreactiei
pentru TDs. In timpul evaluarii microscopice a probelor de RCC pozitive pentru TDs,
am identificat doua modele principale de distributie a imunoexpresiei TDs in tesutul
tumoral, si anume: 1) expresie heterogena a TDs, cu densitate si intensitate moderata
pana la mare, concentrata la nivelul frontului de proliferare si/sau de-a lungul zonei de
tranzitie, intre tumora si tesutul renal sanatos, dar inconsistent in zonele tumorale mai
centrale; 2) expresie omogena, difuza si de intensitate mare a TDs, majoritatea
celularitatii tesutului tumoral fiind pozitiva.

Aceste doua modele predominante, aparent organizate si recurente, ale
imunoreactivitatii nucleare pentru TDs, din randul populatiei de RCC evaluate, au fost
observate, cel putin partial, in tesutul tumoral al majoritatii (33 de probe), dintre cele 42
de cazuri de RCC analizate si pozitive pentru TDs, cu valori moderate/mari ale
scorului cumulativ. (ST23). Aditional, un al treilea model de distributie a
imunoreactivitatii pentru TDs, dezorganizat, aparent aleatoriu, cu densitate scazuta
(SQ=+1) si intensitate variabila (SI=+1/+2), a fost de asemenea intalnit, insa mai rar.
Pentru 9 dintre tumorile pozitive pentru TDs, s-a raportat o imunoreactie nucleara
slaba, prezenta in doar cateva cuiburi izolate de celule tumorale, cu celularitate
stromala tumorala in mare parte negativa, expresia nucleara a TDs fiind distribuita in
mod aleatoriu intratumoral. Tesutul renal sanatos adiacent este, de asemenea, in
general negativ in acest al treilea model de distributie, exceptie facand 2 dintre
cazurile de RCC evaluate, care au demonstrat imunoexpresie pentru TDs atat in
tesutul tumoral, cat si in tesutul sdnatos adiacent (celule tubulare).

Primul model de distributie, cu imunoreactivitate heterogena pentru TDs,
observat in evaluarea probelor de RCC cu tesut tumoral pozitiv, nu este mentinut in
zonele tumorale mai centrale si nici Tn mod constant de-a lungul frontului de
proliferare, de altfel. Celularitatea RCC TD-pozitiva dominanta, cu intensitate
moderata, poate fi observata in frontul de proliferare mai activ mitotic. Cu toate
acestea, in apropierea zonei de tranzitie propriu-zise, intre tesutul tumoral si tesutul

renal sanatos adiacent, au fost observate doua variante conformationale. Fie,



imunoreactia pentru TDs se poate extinde in tubii renali sanatosi din apropierea
tumorii, fie tesutul sanatos adiacent tumorii isi pierde expresia de TDs cu totul.

In ceea ce priveste stroma tumorala pozitiva pentru TDs, multiple linii celulare
care au demonstrat imunoreactivitate nucleara. Stroma tumorala pozitiva pentru TDs a
fost mai prevalenta in subgrupul cu distributie omogena a imunoreactivitatii in tesutului
tumoral si a favorizat zonele de tranzitie tumora-tesut sanatos, mai ales cand se
demonstreaza infiltrat inflamator abundent pe HE, la acest nivel. Au fost identificate
celule stromale pozitive (fibroblasti) si, difuz, in celule imune reactive, in principal
macrofage, care se invecineaza de obicei cu celulele tumorale pozitive. Ca observatie
izolata, am intalnit un vas arterial intratumoral pozitiv pentru TDs, imunoreactiv atat la
nivelul endoteliului, cat si la nivelul miocitelor parietale. In plus, am identificat un total
de 20 de specimene RCC (37%), cu celularitate pozitiva pentru TDs, in tesutul renal
sanatos adiacent tumorii, iar 2 dintre aceste cazuri nu au manifestat celularitate
tumorala pozitiva.

A fost efectuata o analiza statistica a cohortei de RCC inclusa in studiul
expresiei TDs. Am efectuat testele Chi-Patrat si Fisher pentru a analiza proportiile
dintre subgrupurile de RCC, pozitive, respectiv negative pentru TDs. Prin Student’s t-
test, s-au determinat diferentele medii ale variabilelor continue distribuite normal.
Coeficientul de corelatie Spearman a fost calculat pentru a determina daca exista
asocieri semnificative intre variabilele studiate. Nivelul de semnificatie necesar a fost
mai mic sau egal cu 0,05. Nu au fost observate diferente semnificative statistic intre
loturile de studiu. Majoritatea tumorilor pozitive pentru TDs, 18 probe (42,8%), au
avut densitate celulara moderata (SQ=+2). Cea mai raspandita valoare a scorului
calitativ, atribuita la 19 probe (45,2%), a fost de asemenea moderata (Sl=+2). Scorul
cumulativ variaza, cu valori de la +2 la +6, cu o prevalenta ridicata pentru valorile
medii: 3 (26,2%), 4 (28,6%) si 5 (23,8%). Analiza ulterioara a corelatiei variabilelor,
folosind corelatia lui Spearman, a demonstrat ca, de fapt, parametrul mai simplist, tip
,da/nu” (TD+/-), care cuantifica prezenta TDs in tesutul tumoral, manifesta o
corelatie negativa moderata, semnificativa statistic, cu stadiul RCC la diagnostic, in
timp ce scorurile de expresie mai sofisticate (SQ,SI,ST), nu manifestd corelatii
semnificative statistic cu niciunul dintre parametrii clinici de prognostic bine-
cunoscuti pentru RCC, inclusi in analiza. Astfel, aparent, expresia TDs asociaza un

stadiu redus al RCC la diagnostic. Aceasta corelatie necesita validare suplimentara,
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deoarece studiul actual evalueaza un esantion mic de RCC, din care ~80% au un
stadiu TNM scazut la diagnostic (1 sau 2).

Interesant este faptul ca parametrul simplu ,da/nu” pentru cuantificarea
expresiei TDs in tesutul renal sanatos adiacent tumorii (HKE), a manifestat corelatii
pozitive moderate, semnificative statistic, cu toti parametri individuali colectati pentru
imunoreactia tintitd a tesutul tumoral, cu exceptia parametrului TD+/-, tip ,da/nu”,
pentru prezenta expresiei tumorale a TDs. in mod surprinz&tor, singura asociere
semnificativa statistic identificata pentru HSE este cu cN, si anume o corelatie pozitiva
moderata intre aceste doua variabile, ceea ce Jinseamna ca expresia
stromald/endoteliald a TDs in tesutul renal adiacent tumorii poate fi un marker
predictiv pentru diseminarea limfatica in RCC. Aceasta afirmatie prezinta in mod
evident necesitatea de a fi validata. Tn primul rand, corelatia nu echivaleaza cu
cauzalitatea si, in al doilea rénd, analiza statistica a fost facuta pe un subgrup mic de
cazuri, dintre care doar un caz a prezentat HSE pozitiv, insa intr-adevar cu
confirmarea anatomopatologica a diseminarii limfatice retroperitoneale.

in cadrul investigatiei imunoexpresiei Ki-67, din cele 134 de cazuri de RCC
esantionate, am identificat leziunea tumorald in 120 de cazuri, doar 73 de cazuri
incluzénd interfata RCC/tesut renal normal pe sectiunea evaluata. Astfel, doar 120 de
cazuri de RCC au putut fi incluse in cohorta de studiu pentru Ki-67. Majoritatea
cazurilor au fost ccRCC (98 de cazuri). Printre aceste ccRCC, s-a observat existenta
unui subgrup de tumori cu aspect microchistic, adica multiple microchisturi si sufuzii
hemoragice, cu celule tumorale dispuse in insule si cuiburi. Astfel, aceste morfologii
au constituit o subpopulatie distincta, de ccRCC microchistic (9 cazuri), diferita de
ccRCC solide (restul de 89 de cazuri). In plus, am identificat 11 pRCC (pRCC tip 1 - 4
cazuri si pRCC tip 2 - 7 cazuri), 6 chRCC si 5 svRCC. Gradingul nuclear a clasat 5
cazuri ca G1, 58 ca G2, 50 ca G3 si 7 ca G4.

In ceea ce priveste tesutul renal adiacent tumorii, foarte rare celule, cu nuclei
pozitivi pentru Ki-67, au fost observate la nivelul mezangiului, sistemului tubular al
nefronului si ca elemente izolate din infiltratul inflamator, daca acesta a fost prezent.
La toate cazurile au fost sub 1% celule cu nuclei pozitivi, indiferent de tipul lor
microscopic. Reactia pentru Ki-67 in celulele tumorale a fost diferita ca densitate si
intensitate de la un caz la altul, si a fost caracterizata prin heterogenitate marcata,
unele zone fiind caracterizate prin aglomerari majore de nuclei pozitivi. Pozitivarea

pentru Ki67 a fost mai evidenta la periferia tumorii, in imediata vecinatate a frontului de
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proliferare. De asemenea, un numar mare de celule pozitive a fost observat in
vecinatatea vaselor sanguine de neoformatie. Practic, fiecare caz a prezentat valori
definite ale indexului de proliferare, si astfel Ki-67 devine un marker individual de
prognostic.

Un numar de 12 cazuri au fost negative pentru Ki-67, in sensul ca nu au
prezentat celule cu nuclei pozitivi in aria tumorala. La cazurile la care mitozele au fost
absente si anizocariile prezente, rata de proliferare a Ki-67 a fost de obicei incadrata
intre 2 si 10%. Prezenta mitozelor si a anizocariilor marcate se asociaza cu index de
marcaj Ki-67 crescut. Am observat densitate mai mare de celule Ki-67 pozitive in ariile
tumorale din vecinatatea frontului de proliferare si a celor localizate in vecinatatea
infiltratului inflamator cronic, prezent uneori in aria tumorala. Tumorile cu densitate
mare de celule cu nuclei Ki-67 pozitivi au fost de grad G2, G3 si G4, si nu am obtinut
corelatie statistic semnificativa intre aceste doua elemente. Cele mai frecvente cazuri
notate cu +3 la imunoreactia pentru Ki-67 au fost conform asteptarilor, carcinoamele
slab diferentiate, sarcomatoide. Surprinzator, am obtinut valori foarte mici la
carcinoamele papilare. Valori medii ale indexului de proliferare au fost observate in
ccRCC varianta solida si in chRCC. Varianta microchistica de ccRCC a prezentat doar
rare celule pozitive, majoritatea notate cu +1.

Privind retrospectiv, WT1 este o gena complexa, cu o multitudine de izoforme
transcriptionale, care actioneaza asupra unui sistem la fel de complex de cai de
semnalizare moleculara. Datele privind expresia proteinei WT1 in aRCC sunt destul
de limitate si foarte inconsecvente. Diversi anticorpi pentru IHC, care tintesc zone
diferite ale proteinei WT1 (C-/N-terminus), au demonstrat diferite rate de
imunoreactivitate, respectiv modele de distributie. Tn investigatia noastra, am folosit,
pentru prima data, clona WT49, un anticorp anti-WT1 N-terminus recent, pentru a
evalua expresia proteinei WT1 pe o cohorta de aRCC (cea mai mare raportata pana
in prezent). Spre deosebire de datele existente, in ciuda includerii reactiei
citoplasmatice in definitia pozitivitati pentru WT1, raportam exclusiv imunoreactii
nucleare anti-WT1 cu clona WT49, insa, totodata, cea mai mare rata de pozitivitate
nucleara WT1 in aRCC de pana acum (12,5%). Analize suplimentare, comparative,
ale mai multor anticorpi disponibili comercial sunt esentiale pentru a standardiza
cuantificarea expresiei proteinei WT1, in aRCC si numeroasele sale subtipuri.

Reprezentdnd prima investigatie de acest gen, a doua noastra analiza

imunohistochimica s-a concentrat pe evaluarea expresiei TDs in tesutul tumoral al
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probelor de RCC si in tesutul renal sanatos adiacent tumorii, folosind un anticorp
monoclonal anti-TDs, clona KTM33. Rezultatele noastre ilustreazd o noua si
pronuntata asociere intre RCC si o leziune genomica mutagena de mare semnificatie
biologica, despre care se credea anterior ca apare exclusiv in timpul expunerii la UVR.
Din cele 54 de specimene de RCC evaluate, 77,8% au prezentat expresie nucleara
intratumorala pentru TDs si 37% in parenchimul renal séanatos adiacent tumorii. A fost
elaborat un raport cuprinzator privind parametrii de cuantificare, cantitativi si calitativi,
ai imunoreactiei nucleare pentru TDs. De asemenea, raportam identificarea a doua
O analiza moleculara riguroasa suplimentara este necesara pentru a intelege/valida
pe deplin semnificatia biologica a acestei expresii nou documentate a TDs in RCC.

In cea mai recenta investigatie intreprinsa, am studiat rata de proliferare a
celulelor tumorale in RCC, utilizdnd comparativ evaluarea morfologica si
imunoexpresia Ki-67. Rezultatele preliminare arata o rata relativ scazuta de proliferare
celulard in cadrul tumorilor evaluate. Tn schimb, variantele morfologice microchistice
ale ccRCC si pRCC au asociat, in mod constant, expresie crescuta de Ki-67. Cu toate
acestea, imunoreactivitatea Ki-67 nu s-a corelat cu gradul de diferentiere a RCC. in
aceste conditii, Ki-67 ar putea fi un marker de prognostic individual si de apreciere a
eficientei terapiei cu inhibitori ai factorilor de crestere umanizati. Datele noastre sustin
aplicarea metodei de identificare a Ki-67 in cadrul panelului de anticorpi utilizati pentru
diagnosticul si prognosticul tuturor tumorilor renale.

in concluzie, dincolo de limitarile identificate si de lipsa de validare a
rezultatelor tezei actuale, investigatile imunohistochimice intreprinse au permis
incursiuni teoretice provocatoare, intr-un univers molecular nou si fundamental
redefinit, desi inca speculativ, care implicd abateri importante de la definitiile
traditionale ale carcinogenezei in RCC. Schimbarile de perspectiva propuse de
rezultatele imunohistochimice, trebuie obligatotiu validate prin analize genetice
riguroase suplimentare. Acestea fiind spuse, consideram importante noile directii de
cercetare identificate, avand potentialul de a contribui semnificativ la identificarea
aplicatiilor clinice ideale pentru aceste instrumente moleculare promitatoare,
biomarkerii asociati RCC. Daca nu altceva, aceste experimente de géndire privind
patogeneza RCC, aduc o contributie inerenta prin perspectiva lor unica, stimuland
dezbaterea stiintifica, insa accepténd totodata faptul ca premisele moleculare noi pe

care sunt fondate, sunt inca nevalidate.
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