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1. GENERALITATI

Ganglioglioamele sunt tumori rare al sistemului nervos central, glio-neuronale, ce afecteaza
frecvent populatia pediatrica; sunt localizate la nivelul lobului temporal si se disting prin asocierea
simptomelor epileptice. Majoritatea ganglioglioamelor sunt benigne, fiind considerate gradul |
OMS, dar o minoritate de cazuri prezinta caractere anaplazice (grad III OMS) sau intermediare.
Inaintea aparitiei clasificarii Organizatiei Mondiale a Sanititii a tumorilor sistemului nervos
central, din 2006, ganglioglioamele erau impartite in trei grade histologice: ganglioglioame

benigne, granglioglioame atipice si ganglioglioame anaplazice.

Actualmente, sunt recunoscute doar doua grade histologice (benigne si anaplazice), desi este
admisa necesitatea implementarii gradului intermediar. Acest deziderat nu a fost atins din cauza
lipsei de criterii histologice care sa permitad incadrarea anumitor cazuri in aceasta categorie. Fara
prezenta de criterii reproductibile si validate prin studii pe loturi largi, aceasta clasificarea ar putea
fi doar empiricd, nu bazata pe dovezi stiintifice. Lucrarea de fata isi propune dezvoltarea unui
algoritm de diagnostic pentru a decela acele criterii histologice si imunohistochimice care ar putea

permite definirea ganglioglioamelor atipice.

2. GANGLIOGLIOAME BENIGNE

Ganglioglioamele fac parte din categoria de tumori mixte neuro-gliale ale sistemului nervos
central; sunt tumori bine diferentiate, constituite din doua elemente histologice: una neuronala,
alcatuita din neuroni dismorfici si una gliala, aceasta din urma fiind cea care dicteaza gradul OMS
[1]. Cea mai frecvent intalnitda manifestare clinica a ganglioglioamelor cerebrale o reprezinta

crizele epileptice. Ganglioglioamele reprezintd 40% dintre tumorile cu potential epileptogen
[2][3].

Din punct de vedere imagistic, intr-un studiu efectuat pe 18 cazuri de ganglioglioame, 50%
dintre leziuni prezentau aspect strict solid, 33.33% aspect strict chistic, iar 16.66% prezentau
aspect mixt (11.1% predominant chistic, iar 5.5% predominant solid, cu mici structuri chistice)

[4]. La examinarea prin imagistica prin rezonantd magentica, leziunile mixte solid-chistice, cu



noduli murali prezinta de obicei hiposemnal in secventa T1 si hipersemnal in secventa T2 (superior

lichidului cefalorahidian), datorat aspectului gelatinos al continutului chistic [5].

Din punct de vedere histologic, ganglioglioamele se caracterizeaza prin prezenta a doua
componente tumorale, una neuronald/ ganglionara si una gliala. Tumorile incadrate ca grad | OMS
se caracterizeaza printr-un indice scazut de proliferare si un prognostic favorabil in contextul
rezectiei integrale a procesului tumoral [1]. Componenta gliala este reprezentatd cel mai frecvent
de catre un astrocitom pilocitic. Aspecte frecvent intalnite Tn cadrul ganglioglioamelor, martori ai
prezentei unei componente neuronale, sunt prezenta fibrelor Rosenthal, a corpilor granulari

eozinofili, precum si a mangoanelor perivasculare.

Din punct de vedere imunohistochimic, componenta gliala a ganglioglioamelor benigne
poate fi identificata cu ajutorul markerului GFAP, iar cea neuronald cu ajutorul Synaptophysinei
sau a Chromograninei A. Caracterul neoplazic al componentei neuronale poate fi demonstrat cu
ajutorul markerului CD34, care este exprimat Tn majoritatea cazurilor de gangliogliom benign.
Aceasta imunoreactivitate poate fi observata sub forma a trei pattern-uri de colorare: solitar/ stelat,
grupat si difuz [6], [7]. Ganglioglioamele prezinta un indice proliferativ Ki67 cuprins intre 1.1%
si 2.7%.

3. GANGLIOGLIOAME ANAPLAZICE

Ganglioglioamele anaplazice sunt tumori extrem de rare, reprezentand doar 3-5% din totalul
ganglioglioamelor si prezintd un prognostic nefast, comparativ cu cele de grad | OMS [8]. Din
punct de vedere histologic, sunt de asemenea alcatuite dintr-o componenta neuronala si una gliala,
cea din urma fiind cea anaplazici. In mod exceptional, au fost descrise rare cazuri in care
componenta anaplazica este reprezentata de glioblastom sau de neuroblastom [9].
Ganglioglioamele anaplazice se asociaza mai frecvent cu recidive tumorale, precum si cu O rata de

mortalitate mult mai mare [10].

Din punct de vedere clinic, desi o buna parte din pacientii cu ganglioglioame anaplazice se
prezinta la medic pentru prezenta de crize epileptice, acestia dezvolta doar in mod exceptional
epilepsie cronica. Aceste tumori au frecvent dimensiuni mari, aspect infiltrativ si la examinarea

IRM cu substantd de contrast sunt hipercaptante. Pand la 20% dintre cele hipercaptante au priza
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de contrast multifocald si numeroase ganglioglioame anaplazice au contur imprecis delimitat
[11][22].

Din punct de vedere histologic, ganglioamele anaplazice — grad 111 OMS — sunt caracterizate
de prezenta caracterelor maligne in cadrul componentei gliale si de un marcat polimorfism
arhitectural datorat intrepatrunderii celulelor astrocitare anaplazice cu cele neuronale, cu caracter
dismorfic [1], [13]. Componenta gliald maligna este prezentata cel mai frecvent de catre un
astrocitom difuz infiltrativ, dar poate fi si un glioblastom (grad IV OMS). Arii de hemoragie,
necroza cu sau fard pseudopalisadari si proliferdari microvasculare pot fi identificate si sustin

prezenta unui tumori anaplazice [1], [14].

Din punct de vedere imunohistochimic, indicele de proliferare Ki67 are o valoare
controversata, comparativ cu ganglioglioamele benigne. Desi majoritatea studiilor sustin ca un
indice de proliferare peste 10% constituie criteriu de diagnostic pentru ganglioglioamele
anaplazice, cazuri cu valori ale indicelui Ki67 cuprinse intre 5 si 10% sunt adesea dificil de integrat
in contextul histologic al cazului si, consecutiv, de incadrat drept gangliogliom benign sau
anaplazic [15], [16]. Pe de alta parte, expresia CD34 este mult mai putin intalnitd in cazurile
anaplazice, comparativ cu cele benigne. Mai mult, exista autori care sustin ca transformarea
anaplazica a unui gangliogliom benign este asociatd cu pierderea expresiei CD34 [16], [17].
Analiza imunohistochimicd a BRAFV600E poate identifica toate cazurile ce prezintd aceastd
mutatie, confirmate prin analize moleculare (aprox 39%), dar aceasta analizd nu are o specificitate

crescutd, prezentand reactivitate si pentru anumite cazuri fals-pozitive [11].

4. IPOTEZE DE LUCRU SI OBIECTIVE GENERALE

Studiul de fata este un studiu de tip retrospectiv, efectuat pe toate cazurile de ganglioglioame
diagnosticate in perioada 2011-2020 in cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Bagdasar Arseni,
incluzand atat ganglioglioame de grad I OMS, cat si ganglioglioame anaplazice (grad III OMS).
Totalitatea pacientilor inclusi in studiu insumeaza 51 de cazuri. In mod particular, s-au evaluat si

11 recidive tumorale ale pacientilor inclusi in studiu si un caz de transformare anaplazica. Studiul



isi propune definirea unui algoritm de gradare a ganglioglioamelor si identificarea unor criterii

histologice pentru reintroducerea terminologiei de gangliogliom atipic (grad 11 OMS).

4.1. VALIDAREA ALGORITMULUI DE GRADARE HISTOLOGICA A
GANGLIOGLIOAMELOR iN RAPORT CU RATA DE SUPRAVIETUIRE A
PACIENTILOR INCLUSI iN STUDIU.

Toate cazurile incluse in studiu au fost reevaluate din punct de vedere histologic, avand in
vedere analiza parametrilor vizati in cadrul algoritmului. Dintre acesti parametri, enumeram:
subtipul histologic al componentei astrocitare, prezenta proliferdrilor microvasculare, indicele
mitotic evaluat atat in componenta gliala, cat si in cea neuronala, gradul de celularitate al tumorii,
prezenta corpilor granulari eozinofili si a fibrelor Rosenthal, prezenta necrozei, evaluarea
cantitativa a componentei ganglionare si prezenta infiltratului inflamator cronic dispus
perivascular sau difuz. Toate aceste elemente vor fi cumulate sub forma unui scor total. Atat
elementele algoritmului, in mod individual, cat si scorul total, urmeazd a fi corelate cu
supravietuirea, localizarea tumorii, varsta pacientului, cat si cu diagnosticul histopatologic initial.
Scopul acestui algoritm este identificarea cazurilor cu evolutie atipicd si, eventual, chiar al
caracterelor histopatologice care ar putea prezice un comportament biologic mai agresiv sau mai

bland decat cel care ar fi fost prevazut pe baza diagnosticului histopatologic initial.
4.2. ASPECTE IMUNOHISTOCHIMICE

Partea a doua a studiului intreprins 1n aceasta lucrare consta in evaluarea imunohistochimica
a ganglioglioamelor, evaluare ce are ca scop scontat atat confirmarea diagnosticului, cat si
evaluarea capacitdtii proliferative a tumorii. Primul marker utilizat pentru selectarea cazurilor de
tumori care au intradevar o componentd neuronald este Synaptophysin. Cu toate acestea,
Synaptophysin nu are capacitatea de a diferentia intre tumori astrocitare cu celule neuronale
captive si tumori mixte glio-neuronale care includ celule ganglionare atipice, dismorfice. Pentru a
dovedi caracterul neoplazic al acestor celule s-a utilizat markerul CD34. Expresia CD34 in celulele
neuronale ale ganglioglioamelor este reputatd pentru conexiunea cu potentialul epileptogen al
acestor tumori. Aceasta poate avea multiple tipuri de expresie: celule solitare, cuiburi celulare sau

chiar expresie difuza [6]. De regula, expresia CD34 este sensibila pentru detectarea structurilor



vasculare, dar in mod deosebit in ganglioglioame, expresia acestui marker poate fi observata
intratumoral.

Dezideratul acestui studiu este stabilirea unei legaturi intre tipurile de expresie CD34 si rata
de supravietuire a pacientilor. De asemenea, se doreste evaluarea tipurilor de expresie in relatie cu
lobul/lobii afectati de catre tumord, precum si cu existenta simpotomatologiei epileptice. Alt
marker imunohistochimic vizat in cadrul studiului imunohistochimic al ganglioglioamelor este
markerul surogat BRAFV600E. Datele actuale din literaturd nu furnizeaza informatii legate de
studii efectuate pe loturi mari de ganglioglioame, cu atat mai putin nu exista studii care sa analizeze
expresia BRAF in mod comparativ intre ganglioglioamele benigne (grad I OMS) si
ganglioglioamele anaplazice (grad III OMS). Expresia BRAF a fost integratd si in contextul

supravietuirii pacientilor, dar si in contextul caracterelor histopatologice ale tumorilor.

4.3. VARIABILITATEA INTEROBSERVATOR IN CADRUL EVALUARII
INDICELUI DE PROLIFERARE KI6

Articolele stiintifice publicate in literatura de specialitate prezintd ipoteze diferite legate de
expresia Ki67 si in mod deosebit legate de pragul indicelui de proliferare Ki67, care ar separa
ganglioglioamele de grad | de ganglioglioamele anaplazice. Mai mult, majoritatea autorilor sunt
de acord ca un indice Ki67 sub 2% este argument pentru diagnosticul de gangliogliom benign
(grad I OMS) si un indice Ki67 peste 10% este 1nalt sugestiv pentru diagnosticul de gangliogliom
anaplazic (grad III OMS). Totusi, aceste praguri exclud o plaja larga de ganglioglioame cu indice
de proliferare variabil intre 2% s1 10%. Scopul acestui studiu este corelarea indicelui de proliferare
cadrul estimarii indicelui de proliferare Ki67. in vederea atingerii acestui scop, 6 anatomo-patologi
cu grade diferite de experientd (medici rezidenti, specialisti si primari) au fost rugati sa evalueze
individual lamele colorate cu markerul imunohistochimic Ki67. Toate datele rezultate au fost
introduse Tn cadrul unui document Excel si apoi analizate pentru a evalua diferentele intre

examinatori In cadrul aceluiasi caz.



5. METODOLOGIA DE CERCETARE

Pentru constituirea bazei de date, blocurile de parafind aferente fiecarui caz si stocate in
arhiva Serviciului de Anatomie Patologicd a Spitalului Bagdasar Arseni au fost resectionate si

reevaluate.

In vederea validirii algoritmului de diagnostic histopatologic, lamele rezultate in urma
resectiondrii au fost colorate in coloratia uzualda Hematoxilind-Eozind, coloratia speciald Van
Gieson si coloratiile imunohistochimice Ki67 (clona SP6, producator Biocare Medical) si
Synaptophysin (clona 27G12, producétor Biocare Medical). Protocoalele de colorare histochimica

si imunohistochimica au fost detaliate in cadrul capitolului 5.

Lamele colorate au fost apoi reexaminate cu ajutorului microscopului optic Carl Zeiss-

varianta Axio Imager.A2. In cadrul reexaminarii S-au evaluat si gradat urmatoarele elemente:

a. Elemente ale componente gliale

Acestea includ: subtipul histopatologic al componentei astrocitare (astrocitom pilocitic, astrocitom
difuz infiltrativ etc), indice mitotic, tipul de proliferarilor microvasculare, prezenta sau absenta

necrozei, prezenta fibrelor Rosenthal si a corpilor granulari eozinofili, gradul de celularitate;
b. Elemente ale componentei neuronale

Acestea sunt reprezentate de: estimarea cantitativd a componentei ganglionare, prezenta
infiltratului inflamator caracteristic componentelei neuronale (mansoane perivasculare), prezenta

mitozelor neuronale.

Pentru analiza imunohistochimicd, blocurile de parafind au fost resectionate, iar lamele
rezultate au fost apoi colorate cu markerii imunohistochimici CD34 (clona QBEnd-10, producator
Biocare Medical), BRAFV600E (clona RM8, producator Abcam) si Synaptophysin (clona 27G12,
producétor Biocare Medical). Lamele rezultate au fost apoi evaluate si fotografiate cu ajutorul

microscopului optic Carl Zeiss- varianta Axio Imager.A2, dotat cu sistem de fotografiere integrat.

Evaluarea lamelor imunomarcate cu CD34 s-a desfasurat conform urmatorului protocol,

propus de autori consacrati in literatura de specialitate [6], [7]. In functie de tipul arhitectural de



imunoreactivitate al CD34, cazurile puteau fi incadrate ca negative si pozitive — tipul solitar/stelat,

tipul grupat sau difuz.

Similar, s-a efectuat si o interpretare in functie de caracterul imunoreactivitatii pentru
markerul BRAFV600E, conform observatiilor facute de catre Dur§lewicz et al. [18]. Cazurile in
care nu se observa imunoreactivitate citoplasmatica, au fost considerate ca fiind negative pentru
BRAFVG600E. Cazurile in care se observd imunomarcaj citoplasmatic, dar acesta prezinta
intensitate redusa sunt considerate slab pozitive, iar cele cu intensitate crescutd, intens pozitive.
in cadrul ganglioglioamelor benigne si anaplazice, s-a utilizat clona SP6, de la producatorul
Biocare Medical. Sase anatomopatologi cu grade diferite de experientd in neuropatologie si
imunohistochimie (doi medici rezidenti in an terminal, doi medici specialisti si doi medici primari)

au participat n acest studiu.

Pentru a elimina diferenta dintre observatori cauzatd de metodele diferite de interpretare a
indicelui de proliferare Ki67, s-a ales un consens de interpretare al acestuia. Acesta consta in
estimarea indicelui Ki67 pe o arie de 1 mm?, care si includi si zona de hotspot. Aceasti varianti
ar putea duce la o estimare adecvta a indicelui Ki67 si ar fi permis si o concordantd intre
examinatori. Dezavantajul principal al acestei metode constd in faptul cd fiecare examinator ar
trebui sa isi calculeze cate campuri x400 insumeaza o arie de 1 mm?. Tn plan secundar, avand in
vedere tipul de material patologic prelevat in cadrul operatiilor chirurgicale, reprezentat de piese
multifragmentare, cu dimensiuni variate, exista riscul ca microfragmentul ce contine “hotspotul”,

sa aibd dimensiuni sub 1 mm?.

6. VALIDAREA ALGORITMULUI DE DIAGNOSTIC HISTOPATOLOGIC

6.1. REZULTATE

Din punct de vedere epidemiologic, din cei 51 de pacienti inclusi in studiu, 56.9% (29) erau
de gen masculin, iar 43.1% (22) erau de gen feminin. Varsta pacientilor a variat intre 3 si 81 de
ani, cu o valoare medie de 36.36 ani, cu un interval de Tncredere 95% (31.08, 42.64). Din punct de
vedere al localizarii tumorii, 52% (26) dintre cazuri interesau emisfera dreapta, 36% (18) interesau

emisfera stingd, iar 12% (6) erau localizate pe linia mediana, infratentorial. Tn mod particular, s-a



observat o legatura de asociere puternica (test Cramer V: 0.701) intre localizarea temporala a
tumorii si prezenta epilepsiei.

Analizand relatia dintre prezenta epilepsiei si varsta pacientilor, S-a demonstrat, cu un nivel
de incredere de 95%, ca exista diferente semnificative statistic intre varsta pacientilor cu epilepsie
si cea a celor fard epilepsie, diferenta medie fiind de 13.28 ani.

PARAMETRI HISTOLOGICI

Prezenta corpilor granulari eozinofili a demonstrat o legatura puternicd cu rata de
supravietuire (valoare p=0.023). Analiza Crosstab aratd o asociere puternica intre supravietuirea
crescuta si celularitatea redusd (65.71% dintre cei in viatd), precum si o legatura intre mortalitatea
crescutd si hipercelularitate (75% dintre cei decedati) (valoare p=0.001).

Analizele Cramer V si Phi prin care s-a evaluat nivelul de asociere dintre mortalitate si
componenta anaplazica gliala au aratat o valoare de 0.536, indicativa pentru o legatura foarte
puternica (valoare p=0.001). Analizand relatia dintre prezenta necrozei, si implicit, subtipurile de
necroza si survenirea decesului s-a observat o legatura medie spre puternicd Intre supravietuirea
crescutd si absenta necrozei. Totusi, din punct de vedere statistic, valoarea p=0.127 indica absenta

semnificatiei statistice, posibil datoratd numarului relativ scdzut de decese in cadrul lotului evaluat.

Majoritatea cazurilor prezentau doar mitoze ocazionale (45.1%), pe cand mitoze frecvente
au fost intalnite in 7.8% din cazuri. 100% dintre cazurile de ganglioglioame anaplazice prezentau
mitoze gliale atipice, acestea fiind estimate ca frecvente in 33% dintre cazuri. S-a observat o
legatura medie spre puternica intre absenta mitozelor sau prezenta mitozelor rare si supravietuirea

pacientilor. Valoarea testului Cramer V este de 0.492, cu o semnificatie statisticd crescuta (valoare
p=0.002).

Mitozele neuronale au fost observate in doar 7.8% din totalul de cazuri, in timp ce 92.2%
dintre cazuri nu prezentau mitoze neuronale evidente. Prezenta mitozelor neuronale a fost
observatd in 25% dintre cazurile de ganglioglioame anaplazice. Relatia de legatura dintre prezenta
mitozelor neuronale si survenirea decesului a fost analizata si s-a observat o incidenta mai crescuta

a mitozelor neuronale in cadrul pacientilor care au decedat secundar prezentei proliferarii tumorale

(valoare p=0.005).
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Rare elemente histologice suplimentare, au fost identificate Tntr-un subset de cazuri, fara a
se corela cu alte date clinice, histologice sau prognostice (ex: calcosferite, reactii granulomatoase

de corp strain).
MORTALITATE SI RECURENTE TUMORALE

Decesul a survenit in 31.37% (16) din totalitatea cazurilor incluse n studiu, indiferent de
gradul histologic al cazurilor evaluate. Tn ganglioglioamele benigne, decesul a survenit in 23.08%
(9) dintre cazuri, in timp ce 76.92% dintre pacienti erau inca in viata in momentul intocmirii bazei
de date. Rata crescuta a deceselor a demonstrat o legatura puternica cu absenta corpilor granulari
eozinofili, concluzie indicata de analiza Cramer V ce a masurat o valoare de 0.283, cu o valoare p
de 0.043. De asemenea, hipercelularitatea crescutd s-a corelat cu aparitia crescuta a deceselor
(valoare Cramer V= 0.608, valoare P = 0.000). Rata de decese scazuta s-a corelat mai degraba cu
0 componenta gliald cu caractere histopatologice de astrocitom pilocitic (Cramer V= 0.536 si
valoare P=0.001).

De asemenea, rata crescuta a deceselor s-a corelat puternic si cu prezenta mitozelor gliale,
indiferent de frecventa acestora (valoare Cramer V=0.492, valoare P=0.002). O frecventa crescuta
a mitozelor neuronale a demonstrat o legaturd puternica si cu prezenta mitozelor neuronale

(Cramer V= 0.274, valoare P=0.050).

Rata de recidive in cadrul intregului lot de pacienti evaluat se ridica la 21.57% (11) dintre
cazuri. Tn cadrul ganglioglioamelor evaluate ca fiind grad | OMS, 17.95% au prezentat recidive
tumorale, n timp ce 33.33% dintre ganglioglioamele anaplazice au prezentat recidive tumorale.
Dintre pacientii decedati, 25% (4) au prezentat recidive tumorale, in timp ce 75% nu au avut istoric

de recurente tumorale.

S-au efectuat testul Levene pentru evaluarea diferentelor dintre cele doud grupuri evaluate
(decedati si in viatd) si testul t pentru evaluarea diferentelor dintre scorul histologic total intre cele
doud grupuri. Astfel, s-a observat ca existd diferente semnificative din punct de vedere statistic
intre scorul histologic total evaluat in cadrul pacientilor decedati si cel al celor in viatd. Scorul total
al pacientilor decedati este in medie cu 4.6 puncte mai mic decat al celor decedati. Similar, s-a
demonstrat cd varsta pacientilor in viatd este cu aproximativ 18.5 ani mai mica decat a celor

decedati.
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ALGORITMUL DE DIAGNOSTIC PROPUS

In urma reclasificarii ganglioglioamelor in trei grade, elementele histologice si-au pastrat
legaturile puternice de asociere fata de caracterul benign al proliferarii tumorale. Astfel, prezenta
corpilor granulari eozinofili s-a asociat puternic cu ganglioglioamele de grad I si II (p= 0.001), iar
nivelul de celularitate redus s-a asociat puternic cu ganglioglioamele de grad 1 (p= 0.001).
Componenta gliala de tip pilocitic s-a asociat puternic cu ganglioglioamele de grad | (p= 0.001),

iar absenta necrozei s-a asociat puternic cu caracterul benign al ganglioglioamelor (p= 0.001).

Conform algoritmului propus, 27.5% dintre ganglioglioamele benigne au fost reclasificate
drept ganglioglioame de grad 11, iar rata mortalitatii in cadrul ganglioglioamelor benigne a scazut
de la 23.08% la 8%. Scorpul histologic total al ganglioglioamelor de grad I a fost mai mic cu o
medie de 3.58 puncte, comparativ cu ganglioglioamele de grad II si cu 10.24 puncte fatd de
ganglioglioamele anaplazice. Valoarea indicelui de proliferare Ki67 in cadrul ganglioglioamelor
anaplazice a fost cu pana la 14.29 procente mai mare decat in cadrul ganglioglioamelor benigne.
Doar pentru examinatorul 4 s-au observat diferente semnificative din punct de vedere statistic intre
valorile Ki67 estimate pentru ganglioglioamele de grad II si cele de grad II1, diferenta medie fiind

de 8.04 procente.

6.2. DISCUTII

Simptomele epileptice au fost identificate Th 58.8% dintre cazuri, in timp ce literatura de
specialitate raporteaza crizele epileptice ca fiind primul simptom al pacientilor intr-un procent
variabil cuprins intre 62% si 100% [3]. Analizele statistice efectuate au demonstrat o legatura
puternica de asociere intre prezenta simptomelor epileptice si localizarea temporo-frontald, date
similare celor raportate in literatura [5]. Studiul de fatd a mai observat si o asociere intre varsta
tanara a pacientilor si prezenta epilepsiei.

Din punct de vedere histopatologic, studiul de fata a reliefat, prezenta componentei
astrocitare de tip pilocitic in 82.5% dintre cazurile de gangliogliom benign, rezultate similare
anumitor studii din literatura [19], dar in opozitie cu observatiile facute de anumiti autori care
remarcau prezenta astrocitomului fibrilar (actualmente astrocitom difuz) in pand la 59% dintre
cazuri [20][21].

In ceea ce priveste ganglioglioamele anaplazice, literatura raporteaza ca fiind necesara

prezenta a cinci mitoze pe 10 cAmpuri de magnificatie crescutd (obiectiv x40), Insotita de prezenta
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ariilor de necroza sau de prezenta proliferarilor microvasculare pentru a efectua acest diagnostic
[22]. Tn studiul efectuat pe lotul nostru ariile de necrozi au fost prezente in 91.67% dintre cazurile
de gangliogliom anaplazic, iar mitozele frecvente, echivalentul a peste 5 mitoze/10 HPF au fost
identificate doar Tn 33.33% dintre cazuri.

Mitozele neuronale au fost raportate in cazuri exceptionale in literatura de specialitate [23],
iar prezenta acestora, asociata cu marcat pleomorfism si atipie celulara pot conduce la constituirea
unei tumori maligne ganglionare [24]. Aceasta afirmatie a fost sustinuta si de datele din studiul de
fatd, In care mitozele neuronale au fost observate in 25% dintre cazurile de ganglioglioame
anaplazice. Prezenta mitozelor neuronale a demonstrat o relatiec de legaturd si cu survenirea
decesului in cadrul lotului studiat. De asemenea prezenta acestora s-a asociat cu indici de
proliferare Ki67 semnificativ mai crescuti decat cei observati in cazurile fara mitoze neuronale.

Analizand rata de decese in cadrul lotului studiat, s-a observat o asociere puternica intre
prezenta corpilor granulari eozinofili (valoare p= 0.043) si rata scazutd a mortalitatii, Tn timp ce
hipercelularitatea poate fi consideratd un factor de prognostic advers ( valoare p= 0.001), datorita
asocierii acesteia cu o rata crescuta a deceselor. Prezenta mitozele neuronale s-a asociat de
asemenea cu o evolutie fatald (valoare p=0.05). Analizdnd componenta gliala a proliferarilor
tumorale, prezenta caracterelor histologice compatibile cu un astrocitom pilocitic se asociazd cu o
evolutie favorabild a bolii si, in consecinta, cu o ratd a mortalitatii scazutd (valoare p= 0.001).
Pacientii care au avut evenimente fatale, secundare leziunii tumorale, au avut un scor histologic
total mai mare, cu o medie de 4.6 puncte, comparativ cu cei care au supravietuit. Similar, varsta
celor care au supravietuit s-a observat a fi cu 18.5 ani mai micd decat a celor care au decedat.
Variatia indicilor de proliferare Ki67 intre grupul de pacienti care au decedat si cei In viata a
demonstrat o valoare mai mare a indicelui Ki67 in cadrul celor decedati, cu o diferentd medie

variabild cuprinsa intre 5.7 si 8.4 procente, in functie de examinatorul care a interpretat analiza.

Clasificarea histologica permite o diviziune corespunzatoare a ganglioglioamelor Tn raport
cu rata mortalitatii, aceasta scazind de la 23.08% la 8% in cadrul ganglioglioamelor benigne.
Dintre ganglioglioamele anaplazice, doar un numar scazut de cazuri au suferit reclasificari in

sensul schimbarii gradului de anaplazie.
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7. ASPECTE IMUNOHISTOCHIMICE
7.1.REZULTATE

CD34

Expresia imunohistochimica a CD34 a fost observata in 94.12% (48) din cazuri. Dintre acestea,
35.42% exprimau doar in celule neuronale izolate, 35.42% exprimau CD34 in celule gupate
(pattern ,,cluster/bushy”), in timp ce patternul difuz a fost intalnit in 29.17% dintre cazuri.

Notabila este asocierea stransa dintre expresia difuza a markeului IHC CD34 si localizarea in
lobul temporal a tumorii. Astfel, 64.29% din totalul tumorilor ce prezentau expresie difuza a
markerului CD34, erau localizate la nivelul lobului temporal.

Referitor la ganglioglioamele anaplazice, expresia imunohistochimicd a markerului CD34 a
fost observata in 83.33% dintre cazuri. in timp ce doar 16.67% din totalul ganglioglioamelor
anaplazice exprimau CD34 sub forma de celule neuronale solitare, 33.33% exprimau sub forma
patternului grupat, iar alte 33% dintre cazuri exprimau difuz acest marker.

BRAFV600E

Expresia imunohistochimica BRAFV600E a fost observata in 41.8% (25) dintre cazuri, in timp
ce in 51.9% dintre cazuri nu s-a observat imunoreactivitate pentru BRAFV600E, sau se observa
doar la nivel nuclear.

Tn cadrul ganglioglioamelor benigne, imunoreactivitatea pentru BRAFV600E a fost observati
sub forma urmadtoarelor patternuri: 58.97% nu prezentau deloc imunoreactivitate pentru acest
marker, 7.69% exprimau doar focal si slab, in timp ce expresia difuza a fost observatd in 33.33%
dintre cazuri.

Comparativ, in ganglioglioamele anaplazice 30.77% nu prezentau imunoreactivitate pentru
BRAFV600E, 30.77% exprimau doar focal, cu intensitate slaba acest marker, iar 38.46%

prezentau imunoreactivitate difuza pentru acest marker.

7.2. DISCUTII

Referitor la expresia CD34, patternul grupat a fost raportat intr-un procent de cazuri variabil,
cuprins intre 55% [25] si 74% [6] din totalul cazurilor pozitive pentru CD34, in timp ce in studiul

efectuat In cadrul acestei lucrari 34.69% prezentau imunoreactivitate sub forma acestui pattern.
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Expresia difuza a markerului imunohistochimic CD34 a fost raportata in literaturd in pana la 55%
dintre cazuri [7], Tn timp ce Tn studiul nostru doar 30.61% din totalul de cazuri ce prezentau
imunoreactivitate pentru acest marker, se manifestau sub forma acestui pattern. In studiul de fat,
notabila este asociere intre expresia difuza a markerului IHC CD34 si localizarea la nivelul lobului
temporal a tumorii. Astfel, 62.29% dintre cazurile ce exprimau difuz CD34 au fost localizate la

nivel temporal.

In lotul de pacienti cu ganglioglioame benigne, expresia BRAFV600E a fost observati in
41.03% din cazuri, majoritatea prezentdnd chiar imunoreactivitate intensa si difuza (33% din
totalul ganglioglioamelor benigne). Din totalul ganglioglioamelor anaplazice, 30.77% nu
prezentau imunoreactivitate pentru BRAFV600E, 30.77% prezentau imunoreactivitate slaba, cu

caracter focal si 38.46% prezentau imunoreactivitate intensa si difuza.

8. EVALUAREA IMUNOHISTOCHIMICA A INDICELUI DE PROLIFERARE
KI67
8.1.REZULTATE

S-a observat o corelatie puternicd intre indicii de proliferare Ki67 si scorul total rezultat in
urma reanalizdrii cazurilor. Indiferent de nivelul de experienta al examinatorilor, analiza Kendall’s
tau-b arata corelatie semnificativa din punct de vedere statistic intre scorul total si valorile indicilor
de proliferare estimate de catre fiecare examinator in parte. VValoarea p pentru aceste analize este
<0.001.

De asemenea, s-a dorit demonstrarea corelatiei dintre o valoare inalta a indicelui de
proliferare Ki67 si o evolutie fatald a bolii neoplazice. Valoarea medie a indicelui de proliferare in
cadrul grupului de pacienti decedati a variat intre 9.58% si 13.70%, in functie de examinatorul care
a efectuat evaluarea; comparativ, in cadrul grupului de pacienti care au supravietuit, valoarea
indicelui de proliferare a variat intre 3.68% si 5.42%. Testul t a demonstrat ca exista diferente
semnificative intre cele doua grupuri, indiferent de examinatorul care efectua evaluarea.

Referitor la prezenta mitozelor neuronale, valoarea indicelui de proliferare Ki67 in cadrul
pacientilor cu mitoze neuronale a variat intre 13.75% si 18.57%; comparativ, in grupul celor fara

mitoze neuronale, valoarea indicelui de proliferare a variat intre 5.29 si 7.19%, in functie de
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examinatorul care a efectuat evaluarea. Testul t a demonstrat ca exista diferente semnificative intre
cele doua grupuri (valoarea p<0.005).

Nu s-au observat diferente intre indicii de proliferare observati in cadrul grupului de pacienti
care au suferit recidive tumorale, comparativ cu cei care nu prezentau recurente. In urma analizei
diferente semnificative din punct de vedere statistic intre valorile estimate de cei sase examinatori.
De asemenea, nici in urma gruparii examinatorilor in functie de nivelul de experienta, nu s-au
observat diferente semnificative interobservator.

Similar algoritmului de gradare histologica propus, s-a dorit implementarea si a unor valori
prag ale indicelui de proliferare Ki67 care sa permita divizarea ganglioglioamelor in trei grade de
anaplazie. Valorile prag obtinute In urma testelor efectuate au fost urmatoarele: o valoare mai mica
sau egala cu 3% ar fi aferenta ganglioglioamelor benigne, o valoare Ki67 cuprinsa intre 3% si 10%
ar fi aferentd ganglioglioamelor de grad II, iar cele anaplazice ar trebui diagnosticate in urma unei
valori a indicelui de proliferare mai mare de 10%. in urma acestei reclasificiri, rata mortalititii in
cadrul ganglioglioamelor benigne a scazut la 8% si pand la 54.55% din totalul cazurilor de
ganglioglioame atipice si anaplazice au avut evenimente fatale. Cea mai bund concordanta intre
clasificarea histologica propusa si cea imunohistochimica, s-a observat pentru ganglioglioamele
de grad I, care isi pastrau caracterul benign in proportie de 92% dintre cazuri. Comparativ, in
cadrul ganglioglioamelor de grad II diagnosticate in urma clasificarii histologice, doar 50% 1si
mentin aceasta incadrare, iar dintre cele anaplazice pana la 37% vor fi reclasificate in urma analizei

imunohistochimice.

8.2. DISCUTII

Clasificarea actuala OMS afirma ca valoarea medie a indicelui proliferativ se afla in intervalul
1.1% si 2.7%, dar nu ofera un interval similar pentru ganglioglioamele anaplazice [1]. S-a observat
o relatie de legatura intre dimensiunile mici ale tumorilor si valorile mici ale indicilor de proliferare
Ki67. Analiza Kendall tau-b a demonstrat o legatura puternica intre indicele de proliferare Ki67 si
scorul histologic total, detaliat in tabelul VI.1. din teza de doctorat. Valoarea p in cadrul acestei
analize a fost de 0.0001.

De asemenea, s-a observat o legatura directa, de intensitate puternica intre valoarea indicelui

de proliferare Ki67 si evolutia fatala a bolii. Astfel, in cadrul grupului de pacienti decedati,
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valoarea indicelui Ki67 era mai mare cu pana la 8.4%, decat in cadrul grupului de pacienti in viata.
Similar, valoarea indicelui de proliferare Ki67 in cadrul grupului de pacienti ce prezentau mitoze
neuronale a fost cu pand la 12.21% mai mare decat in cadrul grupului fard mitoze neuronale
(valoare p=0.001). Diferente intre cele doud grupuri s-au observat indiferent de examinatorul care
a estimat valorile, mai putin pentru examinatorul 1, la care nu s-au observat diferente semnificative

din punct de vedere statistic.

Clasificarea propusa in functie de valorile prag ale indicelui de proliferare Ki67 se coreleaza
puternic cu rata mortalitatii si prezintd o concordanta inalta fata de clasificarea histologica pentru

ganglioglioamele benigne.

CONCLUZII ST CONTRIBUTII PERSONALE

Principala contributie personala adusa cercetarii in cadrul ganglioglioamelor o reprezinta chiar
schema algoritmica prezentata mai jos, ce isi propune a sta la baza viitoarelor interpretari ale
cazurilor de ganglioglioame. Noul algoritm se coreleaza cu elementele histologice ce s-au dovedit
a avea un impact asupra supravietuirii, dintre care enumeram: nivelul de celularitate, prezenta
necrozei, mitozele neuronale si mitozele gliale. Clasificarea histologicd propusa conform
algoritmului are impact asupra supravietuirii, rata deceselor in cadrul ganglioglioamelor de grad |
scazand de la 23.08% la 8%.

Ganglioglioamele de grad 11 au avut un scor histologic total mai mic cu o medie de 6.67 puncte
fata de cele anaplazice. (valoarea p< 0.05), iar varsta celor care au supravietuit s-a observat a fi cu
18.5 ani mai mica decat a celor care au decedat. De asemenea, pacientii care au avut evenimente
fatale au avut un scor histologic total mai mare cu 0 medie de 4.6 puncte, comparativ cu cei care
au supravietuit. Indicele de proliferare Ki67 a fost in medie cu pana la 8.4 procente mai mare in

cadrul pacientilor care au decedat.

Referitor la analizele imunohistochimice, absenta imunoreactivitatii pentru CD34 sau expresia
acestuia doar n celule neuronale solitare poate reprezenta un factor prognostic negativ, avand in

vedere rata crescutd a deceselor observatd in cadrul acestor pacienti. Nu s-au observat diferente
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semnificative interobservator in cadrul evaludrii imunohistochimice a indicelui de proliferare

Ki67, nici intre cei sase examinatori si nici intre grupurile de examinatori cu experiente diferite.

Indicele Ki67 a demonstrat o crestere exponentiala in cadrul ganglioglioamelor ce nu exprimau
deloc CD34, iar valoarea indicelui de proliferare s-a corelat puternic cu prezenta mitozelor gliale,
dar si cu cele neuronale. Referitor la diferentele dintre valorile indicilor de proliferare Ki67 intre
grupurile de ganglioglioame stabilite conform algoritmului, s-a putut observa ca exista diferente
semnificative din punct de vedere statistic intre ganglioglioamele de grad I si cele de grad III,
diferenta fiind de pana la 14.29%.

Clasificarea imunohistochimica propusa conform indicelui de prolfierare Ki67 presupune
propunerea unor valori prag pentru indicele de proliferare Ki67 in vederea separarii acestora in trei
grade. Aceste grade s-au corelat puternic cu rata mortalitatii. Pentru ganglioglioamele de grad I,
se observd o superpozabilitate extrem de bund intre clasificarea histologica si cea
imunohistochimica (pana la 92%), in timp ce pentru ganglioglioamele de grad II, in urma aplicarii

clasificarii IHC, pana la 50% dintre cazuri pot fi reclasificate in ganglioglioame de grad | sau Ill.

COMPONENTA
GLIALA

GLIOBLASTOM

ASTROCITOM
PILOCITIC
MITOZE

ASTROCITOM DIFUZ

| KT N T I

RARE FRECVENTE

119D

SCOR TOTAL

Fig. 8.1. Algoritm de diagnostic propus, bazat pe elementele analizate in cadrul scorului
histologic. Legendd: N- necroza, P- proliferari microvasculare; H- hipercelularitate, T-

dimensiunea maxima a tumorii;, GGL: gangliogliom.
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