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INTRODUCERE 

 
Tumorile vezicale (TV) maligne ocupă un rol important în patologia aparatului genitourinar. O ușoară creștere a 

numărului de cazuri de cancer de vezică urinară (VU) a fost observată în ultimii 10 ani la nivel global [1]. Ultima raportare 

statistică publicată în 2020 de Agenția Internațională pentru Cercetarea în Cancer (IARC) a estimat că în România, cancerul de 

VU a fost a 5-a cea mai frecventă afecțiune malignă [1],  

Cea mai importantă clasificare a cancerului de VU, din perspectiva terapiei și a evoluției bolii, este cea care împarte 

aceste tumori în carcinoame vezicale non-musculo-invazive (NMIBC) și carcinoame vezicale musculo-invazive (MIBC). Chiar 

dacă supraviețuirea este una bună pentru pacienții cu NMIBC, mai mult de jumătate (60%) dintre aceștia vor prezenta recurențe 

în următorii 5 ani, iar 20% vor progresa spre MIBC. În schimb, MIBC, definite ca tumori care infiltrează musculara propria 

(MP) a VU reprezintă o formă agresivă de cancer, cu capacitate crescută de invazie și de metastazare [2]. Astfel, identificarea 

invaziei tumorale în MP reprezintă un criteriu esențial pentru tratamentul, evoluția și prognosticul pacienților cu cancer de VU 

și totodată un subiect larg dezbătut în comunitatea medicală. 

Progresele realizate în domeniul biologiei moleculare și în descifrarea carcinogenezei neoplasmelor vezicale, au deschis 

era medicinei personalizate în cazul pacienților cu carcinoame de VU. Diverse grupuri de cercetători implicați în studierea 

caracteristicilor moleculare ale MIBC au propus diferite clasificări moleculare, fără însă a ajunge la un consens până în 

momentul de față. Pentru a putea fi aplicate în practica clinică, aceste clasificări moleculare trebuie să fie validate, standardizate 

și unanim acceptate. 

Progrese remarcabile în terapia carcinoamelor de VU (CVU) s-au realizat în ultimile decenii prin introducerea 

imunoterapiei (imunoterapia cu inhibitori ai punctelor de control imun – ICI). Agenția Europeană pentru Medicamente (EMA) 

și Administrația Alimentelor și Medicamentelor din SUA (FDA) au aprobat pembrolizumab, atezolizumab, nivolumab, 

avelumab și durvalumab pentru tratamentul de linie a doua a pacienților adulți cu carcinom urotelial (CU) [3].  

 

 

SCOPUL ȘI OBIECTIVELE CERCETĂRII 
 

Principalele scopuri pe care le-am urmărit în elaborarea tezei doctorale au fost de a aduce contribuții la managementul 

pacienților cu CU, de a identifica factori histopatologici cu potențială valoare pentru prognosticul și terapia acestei neoplazii.   

Pentru realizarea acestor scopuri, am avut ca obiective principale: 

- creionarea unui profil clinico-morfologic al pacienților cu cancer de VU diagnosticați într-un centru de referință din zona 

de vest a țării; 

- evaluarea unor markeri IHC cu valoare potențială pentru stadializarea cazurilor dificile de carcinoame infiltrative de VU;  

- analiza unor markeri, determinați prin metode ieftine, ușor aplicabile în practica de rutină în laboratoarele de anatomie 

patologică, utili pentru încadrarea CU în clase moleculare cu valoare prognostică și predictivă. 

 

Pentru a îndeplini obiectivele principale stabilite, am realizat următoarele studii:  

- În primul studiu am analizat principalele caracteristici ale cazurilor de carcinom de VU diagnosticate într-o perioadă de 

timp de 5 ani în Serviciul de Anatomie Patologică (SAP) al Spitalului Clinic Județean de Urgență “Pius Brînzeu” Timișoara 

(SCJUPBT).  

- În al doilea studiu am analizat valoarea markerilor IHC smoothelin și actină mușchi neted (SMA) în vederea utilizării 

acestora în cazurile de carcinoame infiltrative de VU la care încadrarea pT1 vs. pT2 este problematică în specimenele de 

TUR.  

- În cel de-al treilea studiu am testat panelul de markeri IHC: GATA3, CK5/6, p16 și FGFR3 ca metodă surogat pentru 

clasificarea moleculară a MIBC.  
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- În ultimul studiu am analizat expresia PD-L1 în carcinoamele de VU, ca potențial marker predictiv pentru răspunsul la 

imunoterapie al fiecărei clase moleculare din cele identificate prin utilizarea markerilor IHC. 

 

Cuvinte cheie: cancer de vezică urinară, IHC, smoothelin, SMA, clasificare moleculară, subclase moleculare, GATA3, p16, 

CK5/6, FGFR3, PD-L1. 

 

 

PARTEA GENERALĂ 
 

Potrivit datelor OMS din 2020, în România, cancerul de VU reprezenta al 5-lea cel mai frecvent tip de cancer, după cel 

colorectal, de plămân, sân și prostată. Rata estimată a incidenței (la 100,000 de locuitori) pentru această neoplazie, pe plan 

național, este de 12,2 iar cea a mortalității de 3,5. Totodată, cancerul de VU este a 9-a cauză de deces prin boală neoplazică din 

România [1]. Cancerul de VU afectează cu precădere bărbații vârstnici, vârsta medie la diagnostic fiind de 65-70 de ani [4].  

Încadrarea corectă a tumorii primare de VU, din punct de vedere al parametrului pT, este fundamentală pentru aprecierea 

prognosticului și pentru stabilirea conduitei terapeutice adecvate la pacienții cu această neoplazie [5]. Evaluarea profunzimii 

invaziei tumorale în peretele VU se face, în principal, în momentul diagnosticului, pe specimenele de TUR-TV. Dacă tumora 

infiltrează lamina propria (LP) (pT1), pacientul este, cel mai probabil, candidat pentru tratament conservator al tumorii, în timp 

ce un diagnostic clar de invazie a MP (pT2) reprezintă o recomandare standard pentru o terapie agresivă, cel mai adesea 

cistectomie radicală (CR) [5–7]. Totuși, există situații în care pot apărea erori de diagnostic datorită dificultății de a diferenția 

MM hipertrofiată și MP sau o stromă tumorală desmoplazică de MP. Pentru a evita aceste situații, au fost testați diverși markerii 

IHC pentru a încerca diferențierea celor două stucturi (MM și MP), rezultate publicate în literatură fiind variate [8–17]. 

Clasificarea moleculară a MIBC, dezvoltată prin metode similare cu cele folosite pentru cancerul de sân, include două 

clase majore (bazal și luminal) și s-a extins ulterior la șase clase, conform unui studiu publicat în 2020 [18]. Aceste clase, cu 

trăsături histologice, mecanisme oncogenice și evoluție clinică diferite, păstrează parțial caracteristicile clasificărilor anterioare 

și introduc clase noi. Un obiectiv actual în patologia genitourinară este stabilirea unui panel unic, universal și standardizat de 

markeri IHC pentru identificarea claselor moleculare de MIBC și integrarea acestuia în diagnosticul histopatologic de rutină. 

Imunoterapia neoadjuvantă utilizează ICI și este aprobată ca monoterapie sau în combinație cu chimioterapia în 

tratamentul CU [19]. Testarea IHC a PD-L1 este necesară pentru selectarea pacienților eligibili pentru tratamentul cu ICI [20], 

însă variabilitatea rezultatelor privind expresia IHC a PD-L1, în diferite studii clinice, fac dificilă introducerea acestor 

determinări în practica de zi cu zi. Rezultatele discrepante ale acestor studii sunt legate de clonele diferite de anticorpi, de 

diferitele platformele automate utilizate pentru colorare și de variabilitatea algoritmilor de interpretare și cuantificare a reacției 

IHC (expresia în celulele immune și/sau tumorale) [3]. 

 

 

PARTEA SPECIALĂ 

 
1. CORELAȚII CLINICO - PATOLOGICE ÎN CARCINOAMELE PRIMARE DE VEZICĂ 

URINARĂ 

 
Acest studiu retrospectiv a vizat analiza CVU diagnosticate și/sau tratate într-un spital cu adresabilitate mare pentru 

această patologie, într-un interval de timp de 5 ani, din perspectiva principalilor parametri clinico-demografici și 

histopatologici. 
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Material și metodă 

Au fost selectate din arhiva digitală a SAP al SCJUPBT, cazurile de CVU diagnosticate în intervalul ianuarie 2016 - 

decembrie 2020. Au fost excluse cazurile de tumori recidivate sau secundare de VU. Tipul histologic de carcinom și gradul de 

diferențiere au fost stabilite pe baza clasificării OMS, ediția a 4-a (2016) [4], iar stadializarea patologică a fost realizată în acord 

cu sistemul pTNM AJCC, ediția a 8-a [7]. 

Studiul a fost divizat în două părți. Prima parte a inclus evaluarea parametrilor generali (clinico-demografici) și repartiția 

pe ani a cazurilor de CVU iar în a doua parte cazurile au fost încadrate în două subloturi: 

- sublotul I a cuprins cazurile de CVU diagnosticate în specimene de biopsie și TUR-TV și - sublotul II a fost format din 

cazurile care au avut diagnostic histopatologic stabilit pe piese de exereză). 

La cazurile la care s-au identificat în baza de date pacienți diagnosticați  în specimene de biopsie sau TUR-TV care au precedat 

rezecția chirurgicală, am efectuat o analiză comparativă a parametrilor morfologici între pe cele două tipuri de specimene 

(biopsie/TUR-TV vs. piesa de rezecție). 

 

Rezultate 

În intervalul de timp analizat au fost identificate 821 de cazuri de CVU diagnosticate în SAP al SCJUPBT. Analiza 

distribuției cazurilor de CVU în funcție de grupa de vârstă și de sexul pacienților a arătat că cei mai mulți pacienți diagnosticați 

cu această neoplazie au avut vârste cuprinse în intervalul 60 – 69 de ani (33,37%) și 70 – 79 de ani (32,52%). La polul opus, 

cele mai puține cazuri au fost observate la grupele de vârstă 20 – 29 de ani (0,24%) și 30 – 39 de ani (1,21%). Indiferent de 

grupa de vârstă analizată, numărul pacienților de sex masculin a fost constant mai mare față de cel al pacienților de sex feminin. 

Incidența cea mai mare a tumorilor vezicale la bărbați a fost observată la grupa de vârstă 60 – 69 de ani (27,28%), iar la femei 

la grupa de vârstă 70 – 79 de ani (6,33%). 

Sublotul I a inclus 737 de cazuri de CVU diagnosticate pe material tisular prelevat prin biopsie și TUR-TV, dintre care 

7 cazuri (0,95%) au fost diagnosticate în specimene de biopsie și 730 de cazuri (99,05%) în specimene de TUR-TV. Majoritatea 

cazurilor au fost CU (99,05%). Din punctul de vedere al clasificării pTNM, majoritatea tumorilor (40,30%), au fost încadrate 

pTa, urmate fiind de tumorile pT1 (38,26%) și de tumorile pT2 (18,18%). Au fost identificate 7 cazuri (0,94%) de CVU non-

uroteliale: 3 cazuri de NEC cu celule mici, 3 cazuri de SCC și 1 caz de ADK cu celule clare. 

Raportat la numărul total de cazuri incluse în sublotul I de studiu (n=737) am remarcat că în cele mai multe cazuri CU 

convenționale au fost NMIBC (64,99%) și nu au prezentat LVI (69,6%), PNI (71,64%) sau leziuni asociate de CIS (64,17%). 

Un număr mai mic de cazuri au fost clasificate ca MIBC (18,19%). Aceste tumori au predominat la sexul masculin, toate 

au fost de grad înalt (HG), iar cele mai multe cazuri au fost CU cu diferențiere divergentă (8,27%). În grupul MIBC s-a notat 

prezența LVI (78%) și a PNI (2,44%) într-un procent mai mare față de grupul NMIBC (LVI: 2,44% și PNI: 0,14%). 

Invazia limfovasculară (LVI) a constituit un parametru de agresivitate identificat exclusiv în tumorile HG (68 de cazuri 

– 9,23%). Au fost identificate 13 cazuri (1,76%) de TUR-TV/biopsie care au prezentat atât aspecte de LVI cât și de PNI și 42 

de cazuri (5,70%) unde au fost raportate aspecte de LVI și leziuni asociate de CIS concomitente. 

Sublotul II a fost alcătuit din 84 de carcinoame vezicale diagnosticate pe piese chirugicale de rezecție. Invazia tumorală 

cu depășirea peretelui VU a fost observată cel mai frecvent la cazurile de CU cu diferențiere divergentă (38,09%). În CU 

convenționale s-a observat un număr semnificativ mai mare de cazuri cu invazie tumorală limitată la peretele VU (19,04%). 

Invazia perineurală a fost identificată cu precădere la cazurile de CU cu diferențiere divergentă (34,52%), iar cele mai multe 

cazuri în care limitele de rezecție chirurgicală au fost pozitive au aparținut grupului de CU cu diferențiere divergentă (10,71%). 

În cazul tuturor tumorilor încadrate NEC/SCC invazia tumorală a depășit peretele VU și au fost identificate aspecte de PNI. 

Trei din cele 4 cazuri de NEC/SCC (3,57% din totalul tumorilor analizate) au prezentat limite pozitive de rezecție chirurgicală. 

Luând în calcul parametrii cu impact asupra statusului limfonodal, am remarcat faptul că cele mai multe cazuri pN+ au fost 

tumori pT3a-pT4b (41,43%) și au asociat mai frecvent aspecte de LVI (42,86%) și PNI (38,57%). 

Au fost identificate 45 de cazuri (53,57%) de TV care au beneficiat de cistectomie (sublotul II) și care au avut TUR-TV 

anterioare, realizate în SCJUPBT. Dintre acestea, 60% și-au păstrat nemodificată încadrarea histologică iar în 40% din cazuri, 

diagnosticul stabilit pe piesa de CR a fost diferit. În 15,55% din cazuri a existat concordanță între parametrul pT stabilit în 
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specimenul de TUR-TV și cel stabilit pe piesa de CR. Cele mai multe cazuri (82,22%) de tumori diagnosticate în specimene 

de TUR-TV au fost subevaluate din punctul de vedere al profunzimii invaziei. 

 

2. EVALUAREA UNOR MARKERI IMUNOHISTOCHIMICI CU ROL ÎN STADIALIZAREA 

CARCINOMULUI UROTELIAL DIAGNOSTICAT ÎN SPECIMENE DE REZECȚIE 

TRANSURETRALĂ DE VEZICĂ URINARĂ  
 

Scopul studiului de față a fost de a analiza valoarea și aplicabilitatea markerului smoothelin în vederea îmbunătățirii 

stadializării CVU în specimenele de TUR-TV. Studiul a vizat în primul rând standardizarea metodei de determinare a 

markerului smoothelin, iar apoi investigarea expresiei și valorii acestuia în diferite circumstanțe. 

Material și metodă 

Am realizat 3 studii: unul prospectiv și două retrospective. Partea prospectivă a studiului a presupus prelevarea a câte 

trei fragmente de perete vezical netumoral/caz, din 9 piese de cistectomie. De la 12 cazuri de colectomie a fost selectată câte o 

secțiune de colon netumoral. Pentru partea retrospectivă a studiului am folosit baza de date electronică a SAP al SCJUPBT. În 

primul studiu retrospectiv (care a vizat cazuri de TV din anul 2017), am căutat toate cazurile de cistectomie parțială, 

cistoprostatectomie sau pelvectomie la care diagnosticul de CVU cu invazie neechivocă a MP a fost stabilit anterior în 

specimene de TUR-TV realizată tot în SCJUPBT. Dintre acestea au fost selectate 12 cazuri de TUR-TV. În al doilea studiu 

retrospectiv am căutat și am selectat 33 de cazuri de carcinoame vezicale diagnosticate în specimene de TUR-TV (în intervalul 

2017 - 2018) cu încadrare echivocă a profunzimii invaziei tumorale. 

Au fost folosiți următorii anticorpi primari: anti-smoothelin (R4A; diluție 1: 100; Thermo Fisher; Waltham, MA USA) 

și anti-SMA (HHF35; RTU; Cell Marque; The Hague, NL). Demascarea antigenului s-a realizat prin fierbere (heat-induced 

epitope retrieval - HIER), utilizând soluția Retrieval 1 (Bond Epitope Retrieval Solution 1 – ERS1), pH 6.0. Au fost evaluate 

diferite diluții ale anticorpului concentrat smoothelin, fiind aleasă diluția de 1:100. Secțiunile de colon și de VU netumorale 

care includeau MP adecvată au fost utilizate pentru controlul pozitiv al markerului smoothelin, iar celulele musculare netede 

vasculare au fost utilizate ca și control intern pentru SMA.  

Atât expresia smoothelin, cât și expresia SMA au fost evaluate într-o manieră semicantitativă, după modelul indicat de 

Paner și colab. [9]. Am evaluat intensitatea reacției (absentă, slabă, moderată și puternică) și extinderea acesteia (absent <5% 

celule musculare marcate; focală = reacție pozitivă în 5% - 10% celule musculare marcate; heterogenă = 11% până la 50% 

celule musculare marcate și difuză >50% celule musculare marcate). Am utilizat un scor care ia în considerare atât procentul 

de celule pozitive, cât și intensitatea colorării, după cum urmează: 1 (+): orice colorare slabă sau focală; 2 (+): colorare moderată 

și heterogenă sau difuză, sau colorare puternică, dar heterogenă; și 3 (+): colorare puternică și difuză. Pe preparatele care au 

inclus secțiuni complete de perete de VU, interpretarea IHC a modelului de colorare a vizat cu precădere stratul muscular intern 

al MP, deoarece acestea sunt fasciculele musculare netede incluse de regulă în specimenele TUR-TV. 

 

Rezultate 

Expresia smoothelin și SMA în fragmentele de vezică urinară și de colon netumoral (probele pentru controlul 

pozitiv) 

Expresia smoothelin pe preparatele de VU netumorale a fost următoarea: MM nu a exprimat markerul în 8/14 cazuri 

(57%) și în 6/14 cazuri (43%) s-a observat un scor de colorare 1+ la acest nivel; expresia smoothelin în MP a avut un scor de 

1+ în 2/14 cazuri (14%), 2+ în 7/14 cazuri (50%) și 3+ în 5/14 cazuri (36%). La evaluarea comparativă a celor două 

compartimente de pe aceeași lamă, am remarcat că în toate cele 14 cazuri, reacția pentru smoothelin a avut o intensitate de 

colorare mai puternică la nivelul MP decât la nivelul MM. Marcajul SMA al MM din fragmentele de VU netumorală a avut un 

scor de 2+ în 4/14 cazuri (29%) și 3+ în 10/14 cazuri (71%); în cazul MP am obținut următoarele scoruri: 2+ în 5/14 cazuri 



7 

 

 

(36%) și 3+ în 9/14 cazuri (64%). În aproape toate cazurile, expresia SMA a prezentat o intensitate și un model de colorare 

similar în MM și în MP (r = 0,9859; p=0.014), cu o intensitate de marcaj mai mare în comparație cu marcajul pentru smoothelin.  

În ceea ce privește cele 12 cazuri de perete de colon netumoral, smoothelin a fost negativ în MM din 6 (50%), iar în 

celelalte 6 (50%), scorul a fost de 1+. Referitor la MP, scorurile de marcaj pentru smoothelin au fost de 1+ în 6 (50%), 2+ în 3 

cazuri (25%) și 3+ în 3 cazuri (25%). Atât straturile interne cât și cele externe ale MP din toate cele 12 cazuri de colon netumoral 

au exprimat un marcaj omogen pentru acest marker IHC. Diferența de intensitate a marcajului pentru smoothelin, între MM și 

MP, a fost întotdeauna prezentă și în favoarea fasciculelor musculare din MP (p=0.001). Vasele din LP nu au prezentat 

reactivitate pentru smoothelin. 

Scorul de colorare pentru SMA în cazul MM din porțiunile netumorale de colon a fost de 2+ în 5 cazuri (42%) și 3+ în 

7 cazuri (5%), iar în cazul MP am obținut un scor de colorare 2+ în 8 cazuri (67%) și 3+ în 4 cazuri (33%). 

 

Evaluarea profunzimii invaziei tumorale și a expresiei markerilor smoothelin și SMA în cazurile de TUR-TV cu 

încadrare neechivocă a profunzimii invaziei  

Am obținut următoarele rezultate ale marcajului cu smoothelin în MM: negativ în 8/12 cazuri (67%) și 1+ în 4/12 cazuri 

(33%). Expresia smoothelin în MP a avut un scor de 1+ la 4/12 cazuri (33%), 2+ la 7/12 cazuri (58%) și 3+ la 1/12 cazuri (9%). 

Marcajul vaselor din LP a avut scor 1+ în 4/12 cazuri (33%), iar 8/12 cazuri (67%) au fost lipsite de reactivitate. În 1/12 cazuri 

(9%) de TUR-TV am observat fascicule de MP cu artefacte de cauterizare în care expresia smoothelin din fibrele musculare a 

fost păstrată (2+). 

 Într-un caz din cele 12 (9%), SMA a avut un scor de expresie IHC de 2+ atât în MM, cât și în MP. Celelalte 11 cazuri 

(91%) au prezentat o imunoreactivitate difuză și puternică pentru SMA, atât în MM, cât și în MP. 

Pe lamele colorate HE în 7 din cele 12 cazuri de TUR-TV (58%) analizate, unele fragmente infiltrate tumoral erau dificil 

de interpretat, deoarece morfologic nu se putea diferenția reacția desmoplazică stromală de infiltrarea tumorală a MP. Evaluarea 

IHC a acelor arii a arătat o reacție negativă pentru smoothelin și o colorare puternică și difuză pentru SMA. Aceleași 7 

specimene de TUR-TV colorate cu anti-smoothelin prezentau concomitent, pe alte chips-uri rezecate, la nivelul fasciculelor de 

MP neechivoce, un scor de expresie IHC de 1+ în 2 cazuri, 2+ în 4 cazuri și 3+ într-un caz, iar pentru MM următoarele scoruri: 

negativ în 5 cazuri și 1+ în 2 cazuri. 

 

Expresia smoothelin și a SMA în cazurile de tumori vezicale diagnosticate în specimene de TUR-TV, cu încadrare 

echivocă privind parametrul pT  

Acolo unde a fost posibil, am analizat chips-urile de TUR-TV fără infiltrare tumorală de la același caz și am identificat 

16/33 cazuri (48%) cu MM hiperplazică, care a exprimat smoothelin după cum urmează: 4/16 - negativ, 9/16 - 1+ și 3/16 - 2+. 

Cazurile cu MM non-hiperplazică (17/33 - 52%) au avut expresii IHC similare: 6/17 negativ, 9/17 - 1+ și 2/17 - 2+. În 4/33 

cazuri (12%) nu s-a identificat MP, iar în celelalte 29/33 cazuri (88%), MP a prezentat următoarele scoruri de marcaj pentru 

smoothelin: 3+ în 14/29 de cazuri (48%), 2+ în 12/29 de cazuri (41%) și 1+ în 3/29 de cazuri (10%). Trei cazuri de TUR-TV 

cu tumoră situate în zona trigonului au prezentat o expresie 2+ a markerului smoothelin la nivelul fibrelor musculare 

superficiale. Ca urmare, acestea au fost catalogate ca fiind MP. În niciunul dintre cazuri smoothelin nu a arătat o intensitate 

mai mare a colorării la nivelul MM comparativ cu MP.  Pentru a distinge între MM și MP, smoothelin a avut o sensibilitate de 

100% și o specificitate de 53% (p=0.048). 

Nu am observat nicio modificare remarcabilă a patternului de colorare a smoothelin-ului în cele 3/33 (9%) cazuri de 

specimene de TUR-TV care prezentat artefacte de cauterizare a fibrelor musculare din MP infiltrate tumoral sau neinfiltrate 

tumoral. 

Peste jumătate din cazurile de TUR-TV - 21/33 (64%) au avut un scor de 1+ pentru smoothelin la nivelul vaselor din LP. 

În restul de 12/33 cazuri (36%) nu s-a semnalat marcaj IHC al vaselor din LP. Coeficientul de corelație (r=0,9604) a arătat o 

corelație pozitivă puternică, semnificativă statistic (p=0.009) între marcajul pentru smoothelin în MM și cel din fibrele 

musculare netede ale vaselor din specimenele de TUR-TV cu invazie echivocă. Marcajul pentru SMA a fost semnalat atât în 

MM cât și în MP la lotul analizat.  
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În 16/33 de cazuri la care profunzimea invaziei a fost echivocă (48%), dificultatea stabilirii acestui parametru pe lamele 

colorate cu HE a fost determinată de imposibilitatea diferențerii stromei desmoplazice dense de invazia MP. Analiza IHC a 

cazurilor respective a arătat un marcaj SMA cu scor 2+ în 3 cazuri și cu scor 3+ în 19 cazuri, în condițiile în care reactivitatea 

pentru smoothelin a fost absentă în aceste arii. În aceste cazuri s-a semnalat marcajul cu smoothelin a MP de pe diferite alte 

chipsuri TUR-TV, după cum urmează: expresie 1+ într-un caz, 2+ în 5/16 cazuri, 3+ în 8/16 cazuri; 2 cazuri nu au prezentat 

MP (în ambele cazuri, imunomarcajul cu smoothelin din MM a exprimat un scor de 1+).  

Celelalte cazuri echivoce au ridicat probleme de diagnostic cu privire la diferențierea MM hiperplazice de MP (9/33 - 

28%), la stabilirea originii fasciculelor subțiri de fibre musculare netede dispersate de tumoră (5/33 - 15%) sau la interpretarea 

infiltrării tumorale în prezența artefactelor induse termic la nivelul fibrelor musculare (3/33 - 9%). Toate aceste aspecte au fost 

analizate și interpretate în funcție de reacțiile IHC efectuate, iar în conformitate cu rezultatele obținute s-a restabilit parametrul 

pT. Astfel, după evaluarea IHC a specimenelor de TUR-TV cu invazie echivocă pe colorația HE, 11 cazuri (33%) au fost 

încadrate diferit față de încadrarea inițială în ceea ce privește parametrul pT. 

 

3. EVALUAREA UNOR MARKERI IMUNOHISTOCHIMICI CU VALOARE POTENȚIALĂ PENTRU 

IDENTIFICAREA SUBTIPURILOR MOLECULARE DE CARCINOAME UROTELIALE 

MUSCULO-INVAZIVE 

 
Obiectivele propuse pentru acest capitol de teză au fost următoarele: de a analiza panelul de markeri IHC propus de 

Allory (care face parte din grupul EAU) [18] în cadrul congresului ECP 2020, ca surogat pentru determinările moleculare, în 

vederea stabilirii claselor moleculare de MIBC și de a evalua aspectele clinico-patologice și expresia PD-L1 în MIBC în relație 

cu aceste clase.  

 

Material și metodă 

În prima parte a studiului am selectat, din arhiva SCJUPBT, 50 de cazuri consecutive de TV infiltrative în stratul 

muscular (MP) – minim pT2, diagnosticate în specimene de TUR-TV. În a doua parte a studiului am realizat colorarea IHC a 

secțiunilor de tumoră cu ajutorul aparatului automat de colorare IHC Leica BOND Max (Leica, Wetzlar, Germany), conform 

protocoalelor recomandate de producători. Au fost utilizați următorii anticorpi: anti-GATA3 (L50-823; Cell Marque; The 

Hague, NL), anti-CK5/6 (D5 & 16B4; Cell Marque; The Hague, NL), anti-p16 (6H12; Leica Biosystems; Newcastle, UK), 

anti-FGFR3 (B-9; Santa Cruz Biotechnology; Dallas, TX, USA) și anti-PD-L1 (28-8, Abcam, Cambridge, UK). Demascarea 

antigenului s-a realizat prin fierbere (HIER), în soluție de demascare la pH6 sau pH9 (ERS 1 sau 2). 

Cea de-a treia etapă a constat în scanarea lamelor și interpretarea reacțiilor IHC. Cele 50 de cazuri au fost scanate cu 

scanerul de lame Leica Aperio AT2 (Leica Biosystems, Vista, CA, USA) și transferate apoi într-o bază de date securizată. 

Lamele virtuale au fost vizualizate și interpretate pentru studiu cu ajutorul software-ului Aperio ImageScope, versiunea 12.4.3 

(Leica Biosystems, Vista, CA, USA).  

În cazul markerilor GATA3, CK5/6, p16 și FGFR3, imunoreacția a fost apreciată ca pozitivă dacă ≥10% din celulele 

tumorale au prezentat imunomarcaj (cut-off de 10%),  după modelul descries de Bontoux și colab. [21]. Având în vedere 

heterogenitatea CVU, cu variații ale aspectului histologic în cadrul aceleiași tumori, pentru fiecare caz am calculat valoarea 

medie a procentului de celule tumorale marcate, rezultată din evaluarea a 3 zone diferite din tumoră [22]. 

A fost evaluată expresia PD-L1 la nivelul celulelor tumorale, conform recomandărilor din literatură pentru clona 28-8 

[3,23,24], cea utilizată în studiul de față. Interpretarea s-a realizat calculând raportul dintre numărul de celule tumorale pozitive 

și numărul total estimativ de celule tumorale de pe secțiune x100, sub forma unui scor - tumour proportion score (TPS), raportat 

ca procent (%). Am utilizat un cut-off de 1%, pentru a separa tumorile PD-L1 - pozitive (≥1% celule marcate) de tumorile PD-

L1 – negative, după modelul utilizat în alte studii [3,24]. Am luat în considerare marcajul membranar, parțial sau complet, al 

celulelor tumorale, indiferent de intensitatea colorării. Nu am evaluat expresia markerului în celulele netumorale și în celulele 

imune (limfocite, macrofage, celule dendritice etc.). Pentru interpretarea corectă a imunomarcajului, am ținut cont de 

caracteristicile morfologice ale celulelor, evaluate, prin comparație, pe lama colorată HE.  
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În ultima etapă am cuantificat rezultatele reacțiilor IHC și am clasificat tumorile astfel: LumP (GATA3 +, CK5/6 +/-, 

p16 -, FGFR3+); LumU (GATA3 +, Ck5/6 -, p16+ , FGFR3 -); LumNS (GATA3 +, CK5/6 +/-, p16 +, FGFR3 +); Ba/Sq 

(GATA3 -, CK5/6 +, p16 +/-, FGFR3 +/-) și NE-like (GATA3 -, CK5/6 -, p16 -, FGFR3 -). 

 

Rezultate 

Cele 50 de cazuri analizate au fost încadrate după cum urmează: 23 de cazuri (46%) de CU pur; 18 cazuri (36%) de CU 

cu diferențiere divergentă, dintre care – 10 (20%) CUdS, 5 (10%) CUdG și 3 (6%) CUdS și dG; 4 cazuri (8%) de CU “în 

cuiburi” (nested); 2 cazuri (4%) de CU micropapilar; 2 cazuri (4%) se CU plasmocitoid și 1 caz (2%) de CU lymphoepithelioma-

like. 

Au fost 43 de cazuri (86%) cu profil IHC GATA3+/CK5/6-, încadrate ca tumori luminale și 7 cazuri (14%) cu profil 

GATA3-/CK5/6+, încadrate ca tumori bazale. Analiza corelată a expresiei celor 4 markeri IHC utilizați pentru clasificarea CU 

a determinat încadrarea celor 50 de cazuri în următoarele subclase moleculare: 17 tumori (34%) LumP, 14 tumori (28%) LumU, 

12 tumori (24%) LumNS și 7 tumori (14%) Ba/Sq.  

Toate cazurile încadrate LumP (17/17 -100%) au fost GATA3 și FGFR3 pozitive și p16 negative. Din cele 17 cazuri 

LumP, 11 cazuri (64,7%) au prezentat expresie moderată (6 – 54,54%) sau intensă (5 – 45,45%) pentru markerul CK5/6 în 

celulele tumorale. Toate cazurile LumU (14/14 – 100%) au exprimat GATA3 și p16, și au fost negative pentru CK5/6 și FGFR3. 

Din cele 12 cazuri LumNS, 7/12 (58,33%) au fost pozitive pentru GATA3, p16 și FGFR3 și negative pentru CK5/6, iar celălalte 

5/12 cazuri (41,66%) au fost pozitive pentru toți cei patru markeri analizați. Toate cazurile încadrate Ba/Sq (7/7 – 100%) au 

fost CK5/6-pozitive și GATA3-negative. Din cele 7 cazuri încadrate Ba/Sq, 3/7 cazuri (42,85%) au fost FGFR3-pozitive, 2/7 

cazuri (28,57%) au fost p16-pozitive, 5/7 cazuri (71,42%) au fost p16-negative și 4/7 cazuri (51,14%) au fost FGFR3-negative. 

Douăsprezece din cele 50 de tumori (24%) analizate au prezentat marcaj PD-L1 al celulelor tumorale, cu pattern de 

colorare membranar, de intensitate variabilă, slabă sau moderată. În 10 cazuri (20%) am remarcat expresia PD-L1 în celulele 

inflamatorii, în absența expresiei markerului în celulele tumorale. 

 

Caracteristicile clinico-patologice asociate fiecărei subclase moleculare determinată IHC 

Asocierea subclaselor moleculare determinate IHC cu variantele histologice de CU a arătat următoarea distribuție a 

cazurilor încadrate LumP: 8/17 (47,05%) CU convenționale, 4/17 (23,52%) CUdS, 2/17 (11,76%) CUdS și CUdG, 1/17 

(5,88%) CUdG și 2/17 (11,76%) CU „în cuiburi” (nested). În ceea ce privește cazurile încadrate LumU, acestea au cuprins: 

7/14 (50%) CU convenționale, 2/14 (14,28%) CUdG, 1/14 (7,14%) CUdS, 2/14 (14,28%) CU micropapilar, 1/14 (7,14%) CU 

lymphoepithelioma-like, 1/14 (7,14%) CU plasmocitoid. Din cele 12 cazuri LumNS, 6/12 (50%) au fost CU convenționale, 

2/12 (16,66%) CU „în cuiburi” (nested), 1/12 (8,33%) CU plasmocitoid, 1/12 (8,33%) CUdS, 1/12 (8,33%) CUdG și 1/12 

(8,33%) CUdS și CUdG. Din cazurile Ba/Sq, cele mai multe au fost CUdS – 4/7 (57,14%) și doar 2/7 (28,57%) au fost CU 

convenționale, resprectiv 1/7 (14,28%) CUdG. 

 

Expresia PD-L1 în relație cu clasele moleculare de carcinoame uroteliale musculo-invazive 

Grupul tumorilor PD-L1-pozitive a fost reprezentat de 6 CU convenționale (50%), 3 (25%) CUdS, 1 (8,33%) CUdG, 1 

(8,33%) CU “în cuiburi” (nested) și 1 (8,33%) CU lymphoepithelioma-like. Conform încadrării IHC în subclase moleculare, 

expresia PD-L1 a fost prezentă în 3/17 tumori LumP (17,64%), în 4/14 tumori (28,57%) LumU, în 1/12 (8,33%) tumori LumNS 

și în 4/7 (57,14%) tumori Ba/Sq.   
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CONCLUZII și CONTRIBUȚII PROPRII 

 
o În intervalul ianuarie 2016 - decembrie 2020 am identificat 821 de cazuri de CVU diagnosticate în SAP al SCJUPBT, 

majoritatea pacienților fiind de sex masculin (raport B:F de 3:1). Decada a șaptea a reprezentat intervalul de vârstă cu 

incidența cea mai ridicată a CVU în rândul bărbaților, iar decada a opta în rândul femeilor. Majoritatea cazurilor de CVU 

(>95%) au fost CU, cel convențional fiind varianta cea mai frecvent raportată în specimenele de TUR-TV/biopsie, iar CU 

cu diferențiere divergentă în cele de CR.  

 

o Cele mai multe cazuri de tumori din specimenele de TUR-TV/biopsii au fost tumori superficiale (NMIBC) (80%), 

caracterizate prin absența aspectelor de LVI, PNI sau leziuni de CIS asociate. Analiza de corelație a demonstrat asocierea 

invaziei tumorale cu toți factorii de evoluție și prognostic evaluați (gradul tumoral, varianta histologică, LVI, PNI și CIS 

asociat) (p<0.0001).  

 

o Analiza cazurilor de tumori vezicale din piese de CR a arătat faptul că tumorile încadrate în categoria pTa-pT2 au fost 

preponderent CU convenționale (19%), cele mai multe fără aspecte de LVI (15%) sau PNI (24%), în timp ce tumorile 

clasificate pT3-pT4 au fost predominant CU cu diferențiere divergentă (38%), cu LVI (64%), PNI (64%) și metastaze 

limfonodale prezente (41%)(p<0.05). 

 

o Rezultatele studiului care a evaluat markerii IHC smoothelin și SMA în loturile analizate (cel care a inclus fragmente de 

perete vezical și intestinal netumoral și cele de CU din specimenele de TUR-TV cu încadrare neechivocă și echivocă privind 

parametrul pT) au evidențiat o specificitate a smoothelin pentru MP, spre deosebire de SMA, pentru care am observat o 

reacție puternică și difuză în celulele musculare netede ale MM și MP și în miofibroblastele reactive din stromă. Totodată, 

am constatat că expresia smoothelin în MM a fost întotdeauna mai slabă ca intensitate comparativ cu cea din MP de pe 

aceeași secțiune/lamă și că niciun caz nu a prezentat un scor 3+ pentru smoothelin în MM. Nu s-au identificat diferențe 

semnificative în ceea ce privește expresia smoothelin între MM hiperplazică și cea non-hiperplazică. 

 

o Recomandările noastre cu privire la interpretarea imunoreacției pentru smoothelin sunt următoarele: (1) să existe un control 

intern care să arate MM și MP marcate cu intensități diferite, (2) să se adopte un prag ridicat al expresiei markerului pentru 

colorarea MP (de exemplu un scor +3 sau cel puțin 2 niveluri de colorare diferență față de expresia markerului din MM) și 

(3) interpretarea imunoreacției să se facă pe fascicule musculare de MP bine reprezentate/bogate, evitând interpretarea 

expresiei markerului pe fascicule musculare subțiri/fragmentate.  

 

o Studiul markerilor IHC utilizați pentru clasificarea “moleculară” a CVU (GATA3, CK5/6, p16 și FGFR3) a arătat că 86% 

din cazuri au fost încadrate în clasa moleculară luminală (GATA3+ și CK5/6), în timp ce 14% au fost incluse în clasa 

moleculară bazală (GATA3- și CK5/6+). Majoritatea tumorilor luminale au fost clasificate în subclasa moleculară LumP 

(34%), fiind urmate de tumorile LumU (28%). Tumorile din subclasa LumP au prezentat cel mai frecvent aspecte de PNI, 

LVI și CIS asociat. Pe de altă parte, subclasa LumU a cuprins un număr mai mare de tumori reprezentând alte variante 

histologice de CU decât cel convențional, incluzând CU micropapilar, CU lymphoepithelioma-like și CU plasmocitoid. 

  

o Din perspectiva implicațiilor terapeutice ale claselor moleculare identificate IHC, am observat că toate tumorile LumP și 

LumNS au exprimat FGFR3. Totodată, din cele 50 de cazuri analizate, 24% au prezentat reacție PD-L1 pozitivă în celulele 

tumorale (TPS ≥1%), majoritatea (57%) fiind tumori din clasa Ba/Sq.  

 

o Importanța standardizării reacției de identificare a FGFR3 rezidă în faptul că ar putea contibui, în condițiile în care se poate 

stabili o relație între expresia markerului și mutațiile FGFR3, la selectarea paciențlor eligibili pentru tratamentul 

neoadjuvant cu inhibitorul pan-FGFR, Erdafitinib, știut fiind faptul că pacienții cu MIBC avansat și mutații FGFR2/3 

beneficiază de acest tratament în alte țări. 
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o Originalitatea și caracterul de noutate al tezei constă în utilizarea unor markeri IHC mai sofisticați și pretențioși, precum 

smoothelin, marker care este foarte puțin utilizat în laboratoarele de Anatomie patologică. Pentru a asigura acuratețea și 

reproductibilitatea rezultatelor, utilizarea anticorpului a necesitat o standardizare riguroasă a metodei de lucru, realizată 

înaintea începerii etapei experimentale. Acest obiectiv a fost realizat prin optimizarea tehnicii de procesare și metodei de 

interpretare și evaluare a reacției IHC pentru acest marker. Studiul nostru reprezintă, după cunoștințele noastre, unicul de 

acest fel din România și, potrivit rezultatelor obținute, are aplicabilitate practică. Deși numărul cazurilor de TV infiltrative 

cu invazie incertă a MP evaluate utilizând anticorpul anti-smoothelin a fost limitat, markerul se dovedește atractiv ca parte 

a unui panel de markeri IHC, util pentru cazurile dificil de încadrat ca profunzime a invaziei în specimenele de TUR-TV, 

datorită capacității sale de a discrimina MM de reacția desmoplazică stromală sau de MP. 

 

o Un alt aspect de noutate, pe plan national, este legat de utilizarea unui panel restrâns de markeri IHC (GATA3, CK5/6, p16 

și FGFR3) mai puțin folosit pe plan internațional pentru clasificarea moleculară a CVU, într-un context în care alegerea 

tipului și numărului de markeri IHC reprezintă un subiect controversat și important prin prisma raportului cost-beneficiu. 

  

o În cadrul claselor moleculare, am evaluat expresia PD-L1 și am optat pentru clona 28-8 (Leica) datorită accesibilității 

financiare și rapidității cu care se poate interpreta rezultultatul reacției prin evaluarea expresiei markerului în celulele 

tumorale și calcularea TPS. Într-un moment în care există numeroase clone de anticorpi anti-PD-L1 și numeroase sisteme 

de scorificare a rezultatelor reacției, clona utilizată de noi ar putea fi luată în considerare pentru selectarea cazurilor de 

CVU (tumori PD-L1-pozitive cu TPS ≥1%) care ar putea beneficia de tratamente anti-PD1/PD-L1, cu condiția ca ea să fie 

studiată pe loturi mai mari de pacienți, comparativ cu clonele/sistemele de scorificare existente și acceptate pe plan 

internațional. 
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