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REZUMATUL TEZEI
INTRODUCERE

Reprezentata prin aparitia unor insule de tesut endometrial functional cu altd localizare
decat cavitatea uterind, endometrioza este cea mai des Intalnitd patologie benignd a femeii,
localizata la nivelul peritoneului si organelor pelvine. Este asociata frecvent cu durere pelvina
(dismenoree, algii pelvine cronice, dispreunie), sangerari anormale si infertilitate.

Metoda invaziva, dar totodata cea mai sigura, laparoscopia, reprezinta standardul de aur in
diagnosticarea endometriozei. Laparoscopia se preferd ca interventie de electie, intrucat poate fi
folosita atat pentru diagnostic, cat si pentru tratamentul si stadializarea endometriozei.

Scopul principal al acestei lucrdri este explorarea imunohistochimica a endometriozei
localizate in diverse tesuturi: ovarian, peritoneal, tesutul muscular striat (muschii drepti
abdominali), tesutul muscular neted (miometrul) si analiza raspunsului inflamator al organismului
fatd de prezenta tesutului endometrial ectopic raportat la diverse localizari. Originalitatea tezei
consta in faptul ca inflamatia la nivelul endometriozei parietale a fost foarte putin studiata clinic,
imagistic si morfopatologic. Nu am gasit date in literaturd despre studiul imunohistochimic al
endometriozei de perete cu cei doi markeri pe care i-am folosit, CD45 si CDS, ceea ce face
aceastd tezd unicd. Altd notd de originalitate este realizarea de corelatii intre expresia
imunohistochimica a biomarkerilor pe de o parte si simptomatologia, localizarea endometriozei si
datele paraclinice cu care s-au prezentat pacientele.

Folosirea inteligentei artificiale in studiu este o noutate, aducand un plus de valoare tezei.

Teza este alcatuitd din doud parti: partea generala si partea speciala.



PARTEA GENERALA

In partea generald am cuprins notiuni despre anatomia organelor genitale, despre
endometrioza, despre imunologie si inteligenta artificiala.

Endometrioza este o patologie fascinantd pe care depunem mari eforturi pentru a o
intelege. Tehnicile moleculare incep sa lumineze nivelul de cunoastere a bolii: de la patogeneza
pana la stadializarea bolii. Afirmatia cd endometrioza este un precursor al cancerului este ntarita
de faptul ca mutatiile intdlnite In cancerele asociate endometriozei sunt intdlnite si in leziunile
endometriozice adiacente.

Studii genetice recente sugereaza ca endometrioza pelvind infiltrativa reprezintda un
neoplasm benign care se extinde local mai degrabd decat metastazeaza. Este nevoie de studii mai
aprofundate pentru a elucida aberatiile diverse ce apar la acest fenotip.

Endometrioza afecteaza femeia de varsta reproductiva si reprezintd tesut endometrial
activ (glande endometriale si stromd) 1n afara endometrului. Acest tesut ectopic, teoretic, poate fi
intalnit la orice nivel, dar cel mai des el se va gasi in pelvis, si mai rar, la nivel pulmonar sau
cerebral. Adenomioza reprezinta localizarea tesutului endometrial la nivelul muschiului uterin.

Etiopatogenia endometriozei ramane incd incomplet cunoscutd, in ciuda faptului ca in
ultima perioada au fost acumulate numeroase informatii in legatura cu aceastad afectiune. Totusi,
exista cateva teorii clasice care ofera explicatii cu privire la patogeneza endometriozei, la care se
adauga posibilitatea asocierii factorilor imunologici, genetici si hormonali.

Sistemul imunitar este reprezentat de totalitatea mecanismelor de apdrare ale organismului
impotriva agentilor patogeni si a structurilor non-self.

In acest studiu, se utilizeaza anticorpi monoclonali ce provin de la soareci, iar specia pe
care s-a realizat studiul este cea umana, nefiind studiat si la alte specii. Izotipul este IgG2a/kappa,
localizat la nivelul membranei celulare, iar epitopul sau antigenul este CD45RO.

CD45 este o enzima denumita si Antigen leucocitar comun (leukocyte common antigen).
CD45 apartine grupului enzimatic Protein-Tirozin-Fosfataze (PTP) care sunt molecule ce
regleaza o varietate de procese celulare cum ar fi: cresterea celulara, diferentierea, ciclul mitotic
si oncogeneza. CD45 este prezentd in multiple izoforme in toate celulele hematopoietice
diferentiate (cu exceptia eritrocitelor si celulelor plasmatice) si este, de asemenea, un regulator
esential al antigenelor celulelor T si B.

CDS8 este un marker limfocitar care recunoaste antigenul doar daca este asociat cu
moleculele MHC clasa I. Ca structurd este un heterodimer cu doua lanturi, alfa si beta, a cate 210
aminoacizi fiecare. Fiecare lant are cate trei segmente: transmembranar, intracitoplasmatic si
extracelular. Este un marker definitoriu pentru limfocitele T citotoxice.



In prezent, inteligenta artificiala ocupa o parte importantd din viata noastra, iar patologia
digitald permite analiza automata a imaginilor si constituie o punte interdisciplinard cu impact
major in cercetare.

Patologia digitala include achizifia, managementul, distribuirea §i interpretarea
informatiilor anatomo-patologice, inclusiv sectiunile de pe lame, in mediul digital. Sectiunile
digitale sunt create prin scanarea lamelor si astfel se ob{in imagini cu rezolutie inalta care pot fi
vizualizate pe computer sau orice monitor, inclusiv device-uri personale cum ar fi telefonul.

Procesul de digitalizare a patologiei s-a datorat dezvoltarii si Tmbunatatirii mai multor
sisteme in ultima decadd, ce confera o multitudine de date imagistice patologilor sau
cercetatorilor.



PARTEA SPECIALA
OBIECTIVE
In studiu am realizat urmatoarele corelatii:

1. Corelatia intre simptomatologie si:
mediul de provenienta

paritate

localizarea endometriozei

valorile hemoglobinei si hematocritului
valoarea leucocitelor

valoarea trombocitelor

2. Corelatia intre localizarea endometriozei si:
paritate

valorile hemoglobinei si hematocritului

valoarea leucocitelor

valoarea trombocitelor

3. Corelatia intre expresia biomarkerilor CD45 si CDS si:
localizarea endometriozei

simptomatologie

valorile hemoglobinei si hematocritului

valoarea leucocitelor



MATERIAL SI METODA
Criterii de eligibilitate

X/
°e

Cazurile Inregistrate in Clinica de Obstetricd Ginecologie din cadrul Spitalului Clinic
Judetean de Urgenta ,,Sf. Andrei” Constanta care au beneficiat de tratament chirurgical.
Cazurile confirmate din punct de vedere histopatologic cu diagnosticul de endometrioza.
Cazurile cu examen imunohistochimic alcdtuit dintr-un panel obligatoriu de
imunomarkeri (CD45, CDS).

7 X/
L X X4

Criterii de excludere

X/
°e

Cazurile in care diagnosticul histopatologic a fost reprezentat de un alt tip de tumora
maligna sau benigna decat endometrioza.
» Cazurile cu panel imunohistochimic incomplet.

Prelucrarea materialului histopatologic
Analiza macroscopica a pieselor operatorii proaspat recoltate a consemnat urmatoarele
caracteristici, in functie de tipul de interventie chirurgicala.

Analiza microscopica conform protocolului standard din Serviciul de Anatomie
Patologica. In urma examinarii microscopice, fiecare caz s-a finalizat cu elaborarea unui raport
histopatologic care a inclus atit elemente obligatorii cat si suplimentare, necesare pentru
conturarea unui tablou cat mai complet al leziunii tumorale.

Examenul imunohistochimic

Studiul imunohistochimic s-a realizat pe blocurile de parafind din care s-au efectuat
sectiunile necesare prelucrarii histopatologice clasice cu hematoxilind-eozina. Prin sectionarea
acestora la microtom, la trei nivele, s-au obtinut sectiuni seriate cu o grosime de 4y care au fost
aplicate pe lame tratate cu substantd adeziva (polilizina).

Studiul actual constd in evaluarea expresiei imunohistochimice, folosind metoda manuala, a
biomarkerilor CD45 si CD8 din focarele de endometrioza si adenomiozd pentru a analiza
componenta si rolul componentei imune in etiopatogenia acestor leziuni cu caracter destructiv si
invaziv pe plan local. Anticorpii utilizati in studiul actual sunt furnizati de firma Biocare. Aceste
reactii imunohistochimice s-au finalizat prin vizualizarea antigenelor investigate in brun, la
nivelul membranei celulelor tintd. Pentru realizarea controlului calitatii s-a efectuat fie controlul
extern pozitiv si negativ (pe sectiuni normale sau patologice), fie controlul intern pozitiv prin
utilizarea probelor din specimenele chirurgicale de amigdala.

Pentru cuantificarea imunomarkerilor am folosit tehnici nou introduse in Romania bazate
pe patologia digitald. Pentru aceasta am utilizat scanner-ul de lame HURON Tissue Escope
4000XT cu sistem software de captare si stocare a imaginilor rezultate din centrul de cercetare
CEDMOG al Universitatii Ovidius din Constanta. Aceasta metoda permite scanarea completa a
preparatelor imunohistochimice si apoi analizarea imaginilor digitale cu ajutorul platformei
informatice QuPath pentru cuantificarea automatd a indexului CD8 si CD45, utilizand
microscopia virtuala.

Am introdus cele 192 de lame preparate imunohistochimic ale pacientelor incluse in studiul
prezent in scanner-ul HURON Tissue Escope 4000XT si am obfinut imagini de inalta rezolutie.



Am analizat fiecare sectiune cu ajutorul platformei QuPath, am selectat zonele de interes de pe
lama, analizdnd intre 1 si 5 focare de endometriozd si am calculat aria medie a focarelor
analizate. Apoi am cuantificat numarul de celule marcate imunohistochimic CDS8, respectiv CD45
atat la nivelul componentei glandulare (intraepiteliale) cat si la nivelul componentei
periglandulare (stromale) ale focarelor de endometrioza sau adenomioza. Am calculat procentul
celulelor pozitive marcate CD8 si CD45 la nivelul ambelor zone de interes, intraepitelial si
stromal.

Datele experimentale au fost prelucrate cu ajutorul programului de prelucrare statistica IBM
SPSS Statistics 23. Procedurile utilizate in prima parte a studiului au fost: Statistici descriptive
(pentru caracterizarea variabilelor discrete si continue definite la nivelul bazei de date), Grafice,
Teste statistice parametrice (Testul One-way ANOVA), Teste statistice neparametrice - adresate
variabilelor categoriale (testul %* al asociatiei, al legiturii dintre doud variabile categoriale),
Testul %> pentru compararea a doudl proportii, teste statistice neparametrice pentru date ordinale
sau adresate variabilelor numerice atunci cand nu este satisfacuta conditia de normalitate (Testul
Mann-Whitney U pentru doud esantioane independente, Testul Kruskal-Wallis).

Analiza expresiei biomarkerilor a fost realizatd print-o abordare a studiului in care am
utilizat teste neparametrice, deoarece in cazul variabilelor analizate, conditia de normalitate nu
este indeplinita (p < 0,05, Shapiro-Wilk Test) pentru toate grupurile.



REZULTATE

1. Pacientele din mediul rural au prezentat mai frecvent asocierea simptomatologiei
dureroase pelvine cu metroragia.

2. lntre tipurile de simptomatologie cu care s-au prezentat pacientele si paritate existd o
relatie de dependenta (semnificativa statistic).

3. Nicio pacienta nulipara nu a prezentat metroragie fara asociere cu durere pelvina si
nicio pacienta nulipard nu a prezentat durere parieto-abdominala.

4. Pacientele diagnosticate cu adenomioza au avut mai frecvent metroragie sau
asocierea metroragiei cu durere pelvina (semnificativ statistic).

5. Toate pacientele cu endometrioza de perete abdominal au avut durere la nivelul
peretelui abdominal.

6. Majoritatea pacientelor cu endometrioza pelvind au avut durere pelvina (semnificativ
statistic).

7. Analizand tipurile de simptomatologie se constatd cad existd diferente semnificative
statistic in functie de localizarea endometriozei.

8. Exista diferente semnificative statistic intre tipurile de simptomatologie in functie de
valorile medii de varsta ale pacientelor.

9. Pacientele cu durere pelvinad si cele cu durere de perete abdominal au fost mai tinere
decat pacientele cu metroragie — ca simptom singular sau in combinatie.

10. Exista diferente semnificative statistic Intre valorile medii de hemoglobina ale
pacientelor in functie de simptomatologie.

11. Pacientele cu metroragie sau asocierea celor doua simptome, metroragie si durere
pelvind, au prezentat o valoare a hemoglobinei (semnificativ statistic) mai mica decat cele cu
durere de perete abdominal sau cele care au prezentat doar durere pelvina.

12. Exista diferente semnificative statistic intre valorile medii ale hemtocritului in functie
de simptomatologie.

13. Pacientele cu metroragie si asocierea celor doua simptome, metroragie si durere
pelvind, au prezentat valori ale hematocritului (semnificativ statistic) mai mic decat cele cu
durere de perete abdominal sau cele care au prezentat doar durere pelvina.

14. Nu au existat diferente semnificative statistic intre valorile medii ale trombocitelor n
functie de simptomatologie.

15. Nu au existat diferente semnificative statistic intre valorile medii ale leucocitelor in
functie de simptomatologie.

16. Toate pacientele cu endometriom de perete au fost multipare, iar majoritatea
pacientelor cu endometrioza pelvind au fost nulipare, pe cand cele cu adenomioza au fost,
majoritatea, multipare. Pe de alta parte, majoritatea pacientelor nulipare au fost diagnosticate
cu endometrioza pelvind, iar dintre pacientele multipare, majoritatea au avut adenomioza. Intre
localizarea endometriozei §i paritate existd o relatie de dependenta semnificativa statistic.

17. Am observat diferente semnificative statistic, in general, intre valorile medii ale
hemoglobina si hematocritului in functie de localizarea endometriozei. In special, pacientele
cu adenomioza au fost mai anemice. Astfel, ele au avut valoarea hemoglobinei mai mica,
semnificativ statistic, decat pacientele cu endometrioza pelvina sau de perete abdominal si au
avut hematocrit mai mic, semnificativ statistic, decat pacientele cu endometriom de perete
abdominal.

18. Nu au existat diferente semnificative statistic intre valorile medii de trombocite sau
leucocite in functie de localizarea endometriozei.



19. Biomarkerul CD45 a fost semnificativ statistic mai intens exprimat intraepitelial Tn
endometriomul de perete comparativ cu celelelate doud localizari.

20. Biomarkerul CD45 intraepitelial a fost semnificativ statistic corelat cu
simptomatologia. Astfel, CD45 a fost semnificativ statistic mai intens exprimat intraepitelial la
pacientele care au prezentat durere de perete abdominal sau asocierea durerii pelvine cu
metroragia.

21. Biomarkerul CD45 intraepitelial a avut, la pacientele anemice, o distributie
semnificativ statistic, In general, corelata cu localizarea EM. CD45 a fost semnificativ statistic
mai intens exprimat intraepitelial la pacientele anemice cu endometriom de perete decat la
pacientele cu adenomioza sau endometrioza pelvina.

22. La pacientele cu valoare normalda a hemoglobinei, biomarkerul CD45 intraepitelial a
avut, de asemenea, o distributie semnificativ statistic, in general, corelatd cu localizarea EM.
CD45 a fost semnificativ statistic mai intens exprimat intraepitelial la pacientele diagnosticate
cu endometrioza de perete decat la cele diagnosticate cu endometrioza pelvina.

23. Distributia valorilor CD45 intraepitelial a fost aceeasi la pacientele cu anemie fata de
pacientele cu valoare normala a hemoglobinei pentru cele trei localizari ale EM.

24. Atat la pacientele cu leucocitoza, cat si la cele cu valori normaleale leucocitelor,
exprimarea intraepiteliala abiomarkerului CD45 a fost semnificativ statistic corelatd, in
general, cu localizarea EM. CD45 a fost semnificativ statistic mai intens exprimat
intraepitelial la pacientele diagnosticate cu endometrioza de perete decat la pacientele cu
adenomioza sau endometrioza pelvina.

25. Distributia valorilor CD45 intraepitelial a fost aceeasi la pacientele cu leucocitoza
fatd de pacientele cu valori normale ale leucocitelor pentru cele trei localizari ale EM.

26. Biomarkerul CD45 a fost (semnificativ statistic) mai intens exprimat stromal n
endometrioza de perete comparativ cu celelelate doua localizari.

27. Biomarkerul CD45 a fost (semnificativ statistic) mai intens exprimat stromal la
pacientele care au prezentat durere de perete abdominal comparativ cu celelalte tipuri de
simptomatologie.

28. Biomarkerul CD45 a fost (semnificativ statistic) mai intens exprimat stromal la
pacientele anemice cu endometriozd de perete decat la pacientele cu adenomiozd sau
endometrioza pelvina.

29. La pacientele cu valoare normald a hemoglobinei expresia biomarkerului CD45
stromal a diferit semnificativ statistic in functie de localizarea endometriozei — mai intens
exprimat la nivel parietal fata de celelalte douad localizari.

30. Biomarkerul CD45 a fost (semnificativ statistic) mai intens exprimat stromal la
pacientele cu leucocitoza diagnosticate cu endometrioza de perete decat la pacientele cu
adenomioza sau cu endometrioza pelvina.

31. Biomarkerul CD45 a fost mai intens exprimat stromal la pacientele cu valorinormale
ale leucocitelor diagnosticate cu endometrioza de perete decat la pacientele cu adenomioza sau
endometrioza pelvina.

32. Nu au existat diferente semnificative a expresiei biomarkerului CD8 intraepitelial in
functie de localizarea endometriozei.

33. Nu au existat diferente semnificative a expresiei biomarkerului CD8 intraepitelial in
functie de simptomatologie.

34. Nu au existat diferente semnificative a expresiei biomarkerului CD8 intraepitelial in
functie de valoarea hemoglobinei si localizarea endometriozei.



35. Nu au existat diferente semnificative a expresiei biomarkerului CD8 intraepitelial in
functie de valoarea leucocitelor.

36. Nu au existat, in general,diferente semnificative in analiza valorilor mediane ale
expresiei biomarkerului CD8 stromal in functie de localizarea endometriozei dar exista o
distributie inegala a markerului; astfel, distributia este semnificativ statistic diferita intre
adenomioza si peretele abdominal.

37. Nu au existat diferente semnificative ale expresiei biomarkerului CD8 stromal in
functie de simptomatologie.

38. Nu au existat diferente semnificative ale valorilor mediane ale expresiei
biomarkerului CD8 stromal in functie de valoarea hemoglobinei si localizarea endometriozei.
Pe de altd parte, au existat diferente semnificative statistic in distributia acestor valori intre
pacientele cu adenomioza si endometrioza pelvina.

39. Nu au existat diferente semnificative ale expresiei biomarkerului CD8 stromal in
functie de valoarea leucocitelor.



CONCLUZII

1. Simptomatologia studiata (durere pelvind/parietald, metroragie sau combinatia
acestora) a fost semnificativ statistic corelatd cu varsta, mediul de provenientd, paritatea,
localizarea endometriozei, valorile hemoglobinei si hematocritului. Nu am identificat
asemenea corelatii cu valoarea trombocitelor sau leucocitelor.

2. Localizarea endometriozei a fost corelata cu (in afara simptomatologiei, descrisa mai
sus) paritatea, valorile hemoglobinei si hematocritului.

3. Biomarkerul CD45 in componenta intraepiteliala si stromala a fost mai intens exprimat
la pacientele care au avut endometriozd de perete abdominal, In comparatie cu cele cu
endometriozd pelvind sau adenomioza (indiferent de valoarea hemoglobinei sau a
leucocitelor). Expresia biomarkerului a fost semnificativ statistic corelatd cu simptomatologia.

4. Expresia biomarkerului CD8 in componenta intraepiteliala si stromald nu a prezentat
diferente semnificative, corelate cu simptomatologia sau valoarea leucocitelor. Desi nu au
existat diferente semnificative statistic ale valorilor mediane ale acestei expresii in functie de
localizarea endometriozei sau a valorilor hemoglobinei, distributia valorilor expresiei
respective a fost semnificativ statistic diferita, in functie de localizarea endometriozei (intre
adenomioza si peretele abdominal) sau de de valoarea hemoglobinei(intre adenomioza si
endometrioza pelvind).

5. Inflamatia este mult mai intensa la nivelul endometriozei parietale, fapt sustinut de
prezenta crescuta a limfocitelor T marcate CD45 la acest nivel.

6. Biomarkerul CDS (care marcheaza limfocitele T citotoxice) a fost mai slab exprimat in
comparatie cu CD45, ceea ce sustine caracterul invaziv al endometriozei.



