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MOTIVAREA CERCETARII

Patologia nodulara tiroidiana reprezinta una dintre cele mai frecvente situatii intalnite in
practica clinica, iar diferentierea corecta intre leziunile benigne si cele maligne constituie un
element esential al algoritmului diagnostic si terapeutic. Citologia prin punctie aspirativa cu ac
fin reprezinta o metoda esentiala de evaluare preoperatorie a nodulilor tiroidieni si are un rol
important in stratificarea riscului si orientarea deciziei terapeutice. Performanta sa este insa
influentata nu numai de interpretarea citomorfologica, ci si de calitatea probei, de conservarea
acesteia si de tehnica de procesare.

n practica curents, dificultitile diagnostice sunt deosebit de evidente in cazul categoriilor
citologice indeterminate, in care suprapunerea caracteristicilor morfologice intre leziunile
benigne si cele maligne poate conduce la incertitudine diagnostica, repetarea punctiei,
efectuarea unor investigatii suplimentare sau chiar la interventii chirurgicale cu rol predominant
diagnostic. Tn acelasi timp, metodele conventionale de pregétire a frotiurilor pot fi asociate cu
distributie celulara neuniforma, alterarea relatiilor arhitecturale si aparitia unor artefacte care
pot influenta interpretarea citologica.

Dezvoltarea diagnosticului molecular in patologia tiroidiana a evidentiat suplimentar
necesitatea unor metode de procesare care sa conserve materialul intr-o maniera adecvata atat
pentru evaluarea morfologica, cat si pentru investigatiile moleculare. Din aceasta perspectiva,
optimizarea etapei preanalitice a punctiei aspirative cu ac fin reprezinta o directie importanta
pentru imbunatatirea preciziei diagnostice si pentru integrarea unor modalitati complementare
de evaluare.

Pornind de la aceste considerente, cercetarea doctorala s-a concentrat asupra evaluarii
CytoMatrix (UCS Diagnostics Srl & Campus Bio-Medico, University of Rome, Rome, Italy), o
matrice sintetica tridimensionala destinata captarii si conservarii materialului aspirat. Sistemul
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permite fixarea si includerea in parafina intr-o maniera compatibila cu fluxurile histopatologice
uzuale, cu scopul de a mentine relatiile arhitecturale dintre celule si de a facilita utilizarea
ulterioara a materialului in investigatii auxiliare. Ipoteza centrala a cercetarii a fost aceea ca
procesarea asistata de o matrice tridimensionala poate sustine o evaluare citologica
reproductibild si poate crea premisele integrarii diagnosticului morfologic cu cel molecular, fara
a compromite aplicabilitatea clinica a metodei.

Obiectivul general al tezei a fost evaluarea rolului CytoMatrix in diagnosticul citologic al
patologiei nodulare tiroidiene, printr-o abordare progresiva care a urmarit conservarea
citomorfologica, aplicabilitatea clinica, comparatia cu citologia conventionald, compatibilitatea
cu analiza moleculara si identificarea limitelor biologice ale metodei in situatii patologice
particulare.

EVOLUTIA CERCETARII DOCTORALE SI CONTRIBUTIA PERSONALA

Cercetarea doctorala a fost structurata ca un program translational progresiv, pornind de la
validarea metodologica n conditii controlate si continuand cu aplicarea in practica clinica,
integrarea analizei moleculare si evaluarea limitelor diagnostice determinate de particularitatile
biologice ale leziunilor tiroidiene. Aceasta abordare a permis analiza platformei CytoMatrix din
perspective complementare si integrarea rezultatelor intr-un model coerent de evaluare
citologica.

Prima etapa a cercetarii a fost reprezentata de un studiu experimental ex vivo, realizat pe un lot
de 50 de pacienti, care a urmarit evaluarea capacitatii CytoMatrix de a conserva materialul
obtinut prin punctie aspirativa cu ac fin din piese de tiroidectomie. Alegerea acestui model a
permis reducerea variabilitatii procedurale si corelarea directa a interpretarii citologice cu
diagnosticul histopatologic definitiv. Au fost urmarite conservarea detaliilor nucleare, a
organizarii arhitecturale si a relatiilor spatiale dintre celule, precum si compatibilitatea metodei
cu tehnicile uzuale de fixare, includere in parafina, sectionare si colorare.

Rezultatele acestei prime etape au sustinut fezabilitatea utilizarii CytoMatrix pentru procesarea
probelor citologice tiroidiene si au demonstrat mentinerea unor caracteristici morfologice si
arhitecturale relevante pentru interpretarea diagnostica. Totodata, compatibilitatea cu fluxurile
histopatologice obisnuite si posibilitatea obtinerii de sectiuni seriate au evidentiat potentialul
metodei pentru arhivare si pentru investigatii suplimentare.

A doua etapa a fost orientata catre validarea clinica prospectiva si a inclus un lot de 80 de
pacienti. Materialul obtinut Tn urma punctiei aspirative cu ac fin a fost procesat in paralel prin
metoda conventionala (aplicare directa pe lame) si prin CytoMatrix (aplicare directa pe matrice),
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ceea ce a permis o comparatie directa intre cele doua modalitati de preparare si corelarea
fiecareia cu diagnosticul histopatologic definitiv. Designul pereche a redus influenta
heterogenitatii lezionale si a permis evaluarea diferentelor legate de procesarea si conservarea
materialului.

n cadrul acestei etape au fost urmarite comparabilitatea diagnosticd, comportamentul metodei
in raport cu categoriile Bethesda si posibila contributie a pastrarii arhitecturii celulare in
interpretarea leziunilor indeterminate. Rezultatele au aratat ca CytoMatrix poate fi integrat in
evaluarea preoperatorie si ca prezinta un comportament diagnostic comparabil cu citologia
conventional3, farad tendinta sistematica de supra- sau subclasificare. Cercetarea a sustinut astfel
utilizarea platformei ca metoda complementara, menita sa completeze evaluarea conventionala
si nu sa o inlocuiasca.

Un interes particular a fost acordat leziunilor citologic indeterminate, in special celor incadrate
in categoria Bethesda Ill si IV. in aceste situatii, conservarea mai buni a relatiilor arhitecturale si
a contextului spatial celular poate oferi informatii morfologice suplimentare si poate contribui la
o stratificare diagnostica mai coerenta. Cercetarea a evidentiat insa faptul ca limitele biologice
proprii anumitor leziuni nu pot fi eliminate exclusiv prin imbunatatirea tehnicii de conservare.

A treia etapa a extins cercetarea catre integrarea diagnosticului molecular si a inclus un lot de
33 de pacienti. in cadrul acestui studiu a fost evaluat3 posibilitatea utilizirii materialului
conservat prin CytoMatrix si inclus in parafina pentru extractia ADN si efectuarea unor
investigatii moleculare ulterioare. Rezultatele au demonstrat ca, in majoritatea cazurilor,
materialul obtinut a fost adecvat pentru analiza moleculara si a permis identificarea mutatiei
BRAF V600E n anumite cazuri, corespunzatoare carcinomului papilar tiroidian clasic.

Prin aceasta etapa a fost demonstrata compatibilitatea dintre procesarea citologica pe matrice
tridimensionala si investigatiile moleculare, sustinand posibilitatea utilizarii aceleiasi probe
aspirate pentru evaluarea morfologica si pentru testarea moleculara. Aceasta integrare
constituie una dintre directiile importante ale diagnosticului de precizie in patologia tiroidiana.

Etapa finald a cercetarii a urmarit evaluarea limitelor biologice ale citologiei prin analiza unui caz
de tiroidita Riedel. Aceasta patologie fibroinflamatorie rara, caracterizata prin fibroza extensiva
si inlocuirea progresiva a parenchimului tiroidian, poate genera un tablou clinic, imagistic si
citologic dificil de diferentiat de o leziune maligna. Analiza cazului a aratat ca, atunci cand
materialul celular reprezentativ este redus sau absent, nici o metoda de conservare, indiferent
de performanta sa tehnica, nu poate compensa complet lipsa substratului biologic necesar
diagnosticului.
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Contributia personala a constat in participarea la conceperea si desfasurarea etapelor cercetarii,
aplicarea metodologiei clinice si citologice, integrarea rezultatelor experimentale, clinice si
moleculare, precum si analiza critica a avantajelor si limitelor platformei investigate. Prin
corelarea rezultatelor celor patru studii a fost posibila delimitarea performantei tehnice a
metodei de limitele determinate de biologia leziunii si definirea locului realist al CytoMatrix in
citopatologia tiroidiana.

LUCRARI CARE FAC PARTE INTEGRANTA DIN TEZA DE DOCTORAT
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PRINCIPALELE REZULTATE S| CONTRIBUTII ORIGINALE ALE CERCETARII

Cercetarea doctorala a generat rezultate originale privind utilizarea unei matrice celulare
sintetice tridimensionale pentru conservarea si procesarea materialului citologic obtinut prin
punctie aspirativa cu ac fin in patologia nodulara tiroidiana.

Un prim rezultat important il constituie validarea utilizarii CytoMatrix pentru probele citologice
tiroidiene in conditii experimentale controlate. Studiul ex vivo a demonstrat ca materialul
celular poate fi conservat intr-un format care permite mentinerea detaliilor citomorfologice si a
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organizarii arhitecturale necesare interpretarii diagnostice. Corelarea directa cu examenul
histopatologic a sustinut fezabilitatea tehnica si relevanta diagnostica a metodei.

O contributie importanta a constat in evaluarea metodei in conditii clinice reale. Studiul Il a
demonstrat ca CytoMatrix poate fi utilizat in cadrul evaluarii preoperatorii a nodulilor tiroidieni
si ca ofera rezultate comparabile cu metoda conventionald. Procesarea materialului intr-un
format inclus in parafina permite pastrarea unor relatii arhitecturale care pot completa
informatiile oferite de frotiul citologic clasic.

Cercetarea a adus informatii relevante si in ceea ce priveste leziunile citologic indeterminate.
Conservarea relatiilor spatiale si a arhitecturii celulare poate facilita interpretarea anumitor
cazuri si poate contribui la o apreciere mai coerenta a riscului citologic. Totodata, rezultatele au
subliniat faptul ca ambiguitatea biologica proprie anumitor leziuni tiroidiene nu poate fi
eliminata printr-o tehnica de procesare, indiferent de calitatea conservarii materialului.

O alta contributie importanta este reprezentata de demonstrarea compatibilitatii CytoMatrix cu
analiza moleculara. Posibilitatea de a utiliza materialul conservat si inclus in parafina pentru
extractia ADN si pentru identificarea unor modificari moleculare relevante sustine dezvoltarea
unui flux diagnostic integrat, in care aceeasi proba poate fi utilizata succesiv pentru evaluarea
citomorfologica si moleculara.

Analiza cazului de tiroidita Riedel a adus o contributie suplimentara prin definirea limitelor
biologice ale tehnicilor de conservare. Rezultatele au aratat c3, in prezenta unei fibroze extinse
si a unei celularitati reduse, performanta diagnosticului citologic ramane limitata indiferent de
metoda de procesare. Aceasta observatie permite diferentierea intre limitarile tehnice ale
procesarii si limitarile intrinseci determinate de natura leziunii.

Tn ansamblu, cercetarea pozitioneazd CytoMatrix ca 0 metodd complementar in citopatologia
tiroidiana, capabila sa conserve relatiile arhitecturale intr-un format compatibil cu procesarea
histopatologica si cu investigatiile moleculare. Prin conservarea arhitecturii celulare si
posibilitatea efectuarii investigatiilor moleculare din acelasi material citologic, CytoMatrix poate
completa evaluarea citologica conventionala si poate contribui la o0 abordare diagnostica
integrata a nodulilor tiroidieni.

Originalitatea cercetarii rezida in abordarea integrata si progresiva a platformei investigate, prin
validare experimentald, evaluare prospectiva in practica clinica, integrare moleculara si analiza a
limitelor biologice. Aceasta succesiune a permis aprecierea realista a avantajelor si a domeniului
de aplicabilitate al tehnologiei si definirea pozitiei sale in algoritmul modern de diagnostic al
patologiei nodulare tiroidiene.
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DISEMINAREA REZULTATELOR STIINTIFICE

Rezultatele cercetarii doctorale au fost valorificate prin publicarea unor lucrari stiintifice in
reviste internationale de specialitate si prin prezentarea acestora in cadrul manifestarilor
stiintifice.

Publicatiile rezultate din cercetarea doctorala au abordat succesiv principalele directii ale
proiectului: evaluarea fezabilitatii si performantei diagnostice a CytoMatrix, validarea sa in
practica clinic3, integrarea citologiei cu analiza moleculara si investigarea limitelor diagnostice
intr-o patologie tiroidiana rara si complexa.

Diseminarea rezultatelor prin publicatii si prezentari stiintifice a contribuit la integrarea
cercetarii in circuitul academic si la cresterea vizibilitatii temei privind optimizarea diagnosticului
citologic si molecular al nodulilor tiroidieni.

APRECIEREA CONDUCATORULUI DE DOCTORAT

Activitatea de cercetare desfasurata de doctoranda Streinu Diana-Raluca s-a caracterizat prin
seriozitate, consecventa, rigoare stiintifica si implicare constanta pe parcursul programului
doctoral.

Teza de doctorat abordeaza o tema actuala si relevanta pentru practica endocrinologica si
citopatologica, prin evaluarea unei metode alternative de conservare a materialului obtinut prin
punctie aspirativa cu ac fin in patologia nodulara tiroidiana. Cercetarea a fost conceputa intr-o
maniera progresiva, incluzand validarea experimentala, evaluarea clinica prospectiva, integrarea
analizei moleculare si investigarea limitelor diagnostice determinate de particularitatile
biologice ale unor leziuni complexe.

Rezultatele obtinute aduc contributii originale in domeniul diagnosticului citologic tiroidian si
sustin fezabilitatea utilizarii CytoMatrix ca metoda complementara pentru conservarea
structurald si pentru integrarea investigatiilor morfologice si moleculare.

Publicarea rezultatelor in reviste stiintifice internationale si prezentarea acestora in cadrul
manifestarilor stiintifice confirma relevanta si impactul activitatii de cercetare desfasurate.

Consider ca obiectivele propuse in cadrul programului doctoral au fost indeplinite, iar
rezultatele obtinute contribuie la dezvoltarea si rafinarea algoritmului de evaluare a patologiei
nodulare tiroidiene.
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