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INTRODUCERE

Lucrarea de fata are ca scop descrierea tumorilor primare cu punct de plecare tesutul
muscular neted al corpului uterin, urmarind caracteristicile clinice, histopatologice,
imunohistochimice si genetice ale acestora. Pentru o mai buna intelegere a cailor de aparitie si
dezvoltare a acestor neoplazii, dar si pentru identificarea unor factori de prognostic ai evolutiei
pacientului, aceste date sunt esentiale.

In urma studierii literaturii de specialitate am constatat ci cele mai recente cercetari in
domeniu pun accentul pe evaluarea microclimatului tumoral ce cuprinde infiltratul inflamator
limfocitar si microvascularizatia tumorald, dar si felul in care acestea sunt implicate in
patogeneza si influenteazd supravietuirea pacientelor. Tema de cercetare aleasd este una de
actualitate, in plin proces de dezvoltare si completare a cunostintelor din prezent.

Rezultatele studiilor efectuate au fost comparate cu datele existente in literatura de
specialitate, evidentiind similaritdti ce sustin ideile de cercetare, dar si aspecte particulare ce
vin drept completare a informatiilor deja cunoscute. De asemenea, din fiecare studiu cuprins 1n
teza s-au publicat in reviste de specialitate, recunoscute international, fie rezultatele obtinute in
urma analizei statistice, fie cazuri particulare, rare, validand astfel originalitatea tezei. La finele
fiecarui studiu se gdseste un capitol de concluzii, ce rezuma principalele aspecte evidentiate,
contribuind la indeplinirea obiectivelor acestei cercetari.

Rezultatele studiilor efectuate au fost comparate cu datele existente in literatura de
specialitate, evidentiind similaritdti ce sustin ideile de cercetare, dar si aspecte particulare ce
vin drept completare a informatiilor deja cunoscute. De asemenea, din fiecare studiu cuprins 1n
teza s-au publicat in reviste de specialitate, recunoscute international, fie rezultatele obtinute in
urma analizei statistice, fie cazuri particulare, rare, validand astfel originalitatea tezei. La finele
fiecarui studiu se gdseste un capitol de concluzii, ce rezuma principalele aspecte evidentiate,

contribuind la indeplinirea obiectivelor acestei cercetari.

1. Anatomia, histologia si fiziologia uterului

1.1 Anatomia uterului

Uterul este un organ in forma de pard cu numeroase roluri, precum menstruatia, sarcina,
travaliul si nasterea. Uterul este situat in pelvis, intre vezica urinara si rect. Se situeaza posterior
de vezica urinard si de spatiul utero-vezical si anterior de rect si de fundul de sac recto-uterin.
Este un organ mobil, ceea ce inseamna ca pozitia lui variazd cu gradul de distensie al vezicii

urinare si rectului. Din punct de vedere structural si functional, are 2 portiuni: corpul uterin si

5



colul uterin. Intre coprul uterin si col, se afld istmul, o regiune Ingusta cu lungimea aproximativa

de 1 cm.

1.2 Histologia si fiziologia uterului

Peretele uterin este format din trei straturi: endometrul sau mucoasa uterind; miometrul
reprezinta stratul muscular, este continuu cu tunica musculara a salpingelor; perimetrul, seroasa
uterind sau peritoneul visceral ce acopera uterul.

Endometrul are 2 zone concentrice: stratul bazal, adiacent miometrului, are o lamina
propria mai intens celulard si contine portiunile bazale, profunde ale glandelor endometriale;
stratul functional, superficial, are o lamina propria mai spongioasa si include cea mia mare parte
din glandele endometriale, cét si epiteliul de suprafata. Caracteristic, jonctiunea dintre stratul
bazal si miometru este neregulata, fibre musculare netede si stroma endometriala intersectandu-
se si uniformizandu-se.

Miometrul este tunica cu cea mai mare grosime a uterului, reprezentata de fibre
musculare netede separate de tesut conjunctiv ce contine plexuri venoase si limfatice. Este
format din trei straturi musculare indistincte. Cele extern si intern sunt orientate predominant
paralel cu axul lung al uterului. Cel mijlociu contine numeroase vase sanguine mari $i vase
limfatice, avand denumirea de strat vascular. Acesta are grosimea cea mai mare, iar fibrele
musculare sunt dispuse circular sau spiralat.

Cervixul are o structurd histologica diferita de cea a corpului uterin. Mucoasa
endocervicala este tapetatd de un epiteliu cilindric simplu situat pe o lamina propria groasa, cu
numeroase glande cervicale mari, ramificate, secretoare de mucus. Mucoasa exocervicald este
reprezentatd de un epiteliu scuamos stratificat non-keratinizant ce se continud cu epiteliul
vaginal. Jonctiunea dintre epiteliul scuamos si cel cilindric muco-secretor reprezintd zona de
tranzitie.

Ciclul menstrual necesita coordonarea controlului hipotalamic asupra functiei pituitare,
modificarile foliculare si luteale ovariene, feedback-ul pozitiv si negativ al hormonilor ovarieni
catre axul hipotalamo-hipofizar.

Faza menstruald reprezintd faza de sangerare, cu o duratd aproximativa de 5 zile.
Mecanismul sdngerarii menstruale este initiat de scdderea secretiei hormonilor steroizi. Are loc
liza tesutului endometrial, iar PGF2a determind vasospasm, cu aparitie leziunilor ischemice
endometriale. Rezultatul este reprezentat de necroza focald, facilitatd de catre leziunile

proteolitice. Focarele de necroza se unesc si determina eliminarea endometrului.
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Faza foliculard are o duratd de 10-16 zile. Celulele stratului bazal prolifereazd si
formeazd un nou strat functional. Pe masurd ce creste grosimea endometrului, glande
endometriale mici, drepte, incep sa apara, iar arteriolele devin mai lungi si tortuoase pe masura
ce penetreaza stratul functional. Grosimea endometrului se dubleaza in aceasta faza.

Etapa ovulatorie dureaza 24-48 de ore, iar cea luteala 14 zile, timp in care are loc secretia
de progesteron, iar endometrul secretd numeroase proteine pentru eventuala nidare a
embrionului. Se caracterizeaza prin actiunea estrogenilor si a progesteronului asupra glandelor
endometriale care devin mai lungi si mai tortuoase, dezvoltarea vascularizatiei stratului

superficial, glandele endometriale incepand sa secrete glicogen.

2. Aspecte epidemiologice si histopatologice ale tumorilor musculare netede ale corpului
uterin

2.1 Clasificare si stadializare

Principala modificare a noii editii a clasificarii tumorilor uterine este trecerea de la o
organizare in functie de localizare si eventual in functie de celula de orgine la o clasificare
ierarhica bazatd pe asemanirile dintre tumori. In acest fel, tumorile sunt impartite conform
localizarii, categoriei, familiei, tipului si subtipului.

Conform WHO 2020, tumorile musculare netede se clasifica astfel:
e Leiomiom tipic
e Leiomiomatoza intravenoasa
e Tumord musculara neteda cu potential malign incert
e Leiomiom metastazant

e [eiomiosarcom

2.2 Epidemiologie

Leiomioamele reprezintad tumori benigne alcatuite din fibre musculare netede si cantitati
variabile de tesut conjunctiv fibros, avand drept termeni sinonimi: fibromiom, fibroid sau
miom.

Se considera cad peste 70% din femei dezvolta un astfel de neoplasm pand la debutul
menopauzei. Se estimeaza cd 25% din pacientele la varsta reproductiva prezinta manifestari

clinice si ca la 25% simptomele sunt suficient de severe pentru a necesita tratament. Incidenta



estimata la varsta reproductiva variaza intre 5,4% si 77%, in funtie de studiul populatiei sau de
metoda diagnosticd. Acelasi lucru poate fi spus si despre prevalenta, fiind raportata intre 4,5%
si 68,6%. Alte studii raporteaza o prevalenta cuprinsa intre 5% si 21%. Factorii de risc atribuiti
leiomioamelor, atdt modificabili, cat si nemodificabili, sunt reprezentati de: varsta, rasa,
obezitate, stil de viata etc.

Tumorile musculare netede cu potential malign incert reprezintd un grup heterogen de
neoplasme rare, atat din punct de vedere clinic, cat si histologic. Incidenta acestor tumori nu
este foarte bine documentatd, variind in jurul valorii de 0,01% in cazul pacientelor tratate
chirurgical pentru diagnosticul prezumptiv de leiomiom uterin. Ratele de recurenta locala sau
loco-regionald variaza intre 7% si 27%. Aceste tumori pot reaparea tarziu in evolutia
pacientelor, dupa o perioadd medie de 51 de luni.

Leiomiosarcoamele uterine contribuie la aproximativ 70% din aceste tumori. Studiile
din literatura de specialitate raporteaza rate de incidenta variabile, de la 0,35/100000 pana la
0,8/100000. Supravietuirea la 5 ani este cuprinsa intre 25% si 76%, iar n cazul bolii metastatice
ca diagnostic initial este de 10-15%. Alte studii au raportat rate de recurenta locala de 70% chiar
si In stadii incipiente. De asemenea, ratele de recurenta variaza intre 45% si 75%, cele mai
frecvente locuri de metastazare fiind la nivel pulmonar. Durata medie de timp péana la aparitia

primei recurente este de 12-24 luni.

2.3 Patogenie si modificari genetice

Factorii genetici au un rol semnificativ in dezvoltarea mioamelor. Aparitia
leiomioamelor multiple la aceiasi pacientd inseamnd faptul cd mostenirea genetica este
implicatd in dezvoltarea acestor tumori, astfel incat unele femei sunt mai predispuse pentru
aceasta patologie. Sunt patru mutatii principale implicate in initierea leiomioamelor: MED12,
HMGAZ2, FH, COL4A5/COLA4AG.

Zhang et al. au studiat mutatiile genetice a 167 cazuri de tumori musculare netede
uterine, din care 18 au fost reprezentate de STUMP. Acestia au observat ca mutatiile p53 si
deletiile PTEN au fost semnificativ mai frecvente In STUMP, leiomiosarcom si leiomiomul
atipic decat in alte subcategorii tumorale, spre deosebire de mutatiile MEDI12 ce au fost mai
frecvente in leiomioamele convetionale si leiomiomul mitotic activ.

Majoritatea leiomiosarcoamelor sunt aneuploide, cu anomalii complexe structurale si

numerice. Mutatii ale regiunilor 1p, 10q, 13q si 14q au fost observate in numeroase cazuri. Pana



acum, doar cateva gene au fost asociate cu acest tip tumoral, incluzand TP53, RB1, MDM2,

CDKN2A si KIT.

2.4 Caracteristici histopatologice si imunohistochimice

Din punct de vedere macroscopic, leiomioamele sunt de reguld multiple. Aceste tumori
sunt bine delimitate, neincapsulate, cu diametrul variabil. Pe sectiune, aspectul acestora este

I

unul ferm, albicios, ’in vartejuri”. Microscopic, majoritatea au margini bine delimitate si sunt
alcatuite din celule fusiforme dispuse in fascicule ce se intersecteaza. Celulele tumorale au
margini imprecise, citoplasma fibrilara, eozinofila si nucleii sub forma de “’trabuc”, cu nucleoli
mici §1 mitoze rare.

Aspectele macroscopice ale tumorii musculare netede cu potential malign incert se
suprapun de multe ori peste cele ale leiomioamelor tipice. Dimensiunea tumorilor din cazurile
cu recurentd este similard cu a celor ce nu reapar, dar unele neoplasme asociate cu recurenta au
prezentat ulterior margini neregulate. Trasaturile microscopice ale acestei tumori sunt
heterogene. Tinand cont de faptul ca este o categorie diagnostica dificila, s-au stabilit niste
criterii diagnostice, dar care nu ar trebui respectate cu strictete.

Leiomiosarcomul este o tumora mezenchimald maligna cu originea la nivelul fibrelor
musculare netede ce poate avea morfologie fusiforma, epitelioida sau mixoida.

Acestea sunt tipic leziuni nodulare unice, cu aspect carnos, de consistenta scdzuta, cu
diametrul mediu de 10 cm. Pe sectiune, se observa arii de hemoragie si necroza. Cele de tip
mixoid pot fi gelatinoase si friabile. Tumorile fusiforme sunt celulare, formate din celule
fusiforme cu citoplasma eozinofild, uneori in cantitate redusd, dispuse in fascicule
dezorganizate, compacte, lungi ce se intretaie. Pleomorfismul nuclear este marcat, desi in unele
tumori aspectele citologice sunt uniforme, inseldtoare. Se pot observa celule tumorale
multinucleate si de tip osteoclastic. Numirul mitotic este mare, peste 4 mitoze/mm? si mitozele
atipice sunt prezente. Necroza tumorald se caracterizeaza prin trecerea bruscd de la celule
tumorale viabile la cele non-viabile. Pentru stabilirea diagnosticului, sunt necesare doua din

urmitoarele trei aspecte: necroza tumorald, atipii citologice marcate si peste 4 mitoze/mm?.



3. Microclimatul tumoral

3.1 Infiltratul tumoral limfocitar

Un raspuns imun anti-tumoral eficient necesitd prezenta, activarea si co-stimularea
tuturor componentelor limfoide ale sistemului imun, incluzand limfocite T CD8+, CD4+,
limfocite B si celule limfoide Inndscute. Nu doar prezenta infiltratului tumoral limfocitar, dar
si diferentierea si localizarea acestuia au rol in determinarea evolutiei clinice. Infiltratul tumoral
limfocitar este format in principal din celule T, celule B si celule NK. Activarea acestuia in
diferite perioade, duce la fenotipuri heterogene.

Raspunsul imun antitumoral este cel mai probabil suprimat de celulele B reglatorii ce
produc citokine imunoreglamtorii, dar si inhibat direct prin limitarea celulelor inhibitorii
efectoare, precum limfocitele T CD8+.

Prezenta infiltratului limfocitar in tumori a fost asociatd cu o evolutie clinicd mai
favorabila. Distributia sa este bine organizatd in arii specifice. De exemplu, celulele B sunt
observate 1n principal la nivelul marginilor invazive tumorale, pe cand celulele NK sunt
identificate mai ales 1n stroma.

Atat cantitatea, cat si calitatea infiltratului tumoral limfocitar sunt probabil factori ce
influenteaza prognostiul si rezultatele terapeutice. Calitatea raspunsurilor celulelor T este
determinatd de recunoasterea antigenelor prin intermediul TCR.

Legarea receptorului PD-1, exprimat in principal pe suprafata celulelor T, la linganzii
receptorilor, PD-L1 si PD-L2 exprimati de celulele tumorale, suprimd activarea celulelor T
declansatd de interactiunea MHC-TCR. Rezultatul este inducerea apoptozei celulelor T, cu
inhibarea abilitatii lor de a tinti celulele canceroase. In numeroase tumori cu prognostic
nefavorabil, se pot detecta nivele crescute ale expresiei PD-1/PD-L1.

In celulele leiomiosarcoamelor uterine, pierderea expresiei LMP2 inductibild de
interferonul y s-a atribuit mutatiei domeniului de legare a ATP al JAK1, ducand la fosforilarea
inadecvatd a STATI. Fosforilarea completa a STATI1 este necesara pentru activarea
transcriptionala a LMP2. Exista studii care au demonstrat cd pierderea semnalizdrii
JAKI1/STATI1 determind rezistenta la blocada PD-1 si CTLA-4 prin incapacitatea de a stimula
expresia HLA 1. Aceste date sugereaza cd prezentarea antigenicd defectuoasa In majoritatea
leiomiosarcoamelor uterine poate fi un mecanism subiacent al rezistentei la inhibitorii blocadei

’checkpoint™.
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3.2 Microvascularizatia tumorala

Pentru a primi cantitatea necesara de oxigen si substante nutritive, astfel incat sa poata
supravietui si prolifera, celulele tumorale trebuie sa se afle la o anumitd distantd de vasele
sanguine. De aici rezultd necesitatea angiogenezei si recrutarea unei vascularizatiei proprii.

Spre deosebire de vascularizatia normald, cea de tip tumoral este una heterogena,
tortuoasa, cu ramificari neregulate si dimensiuni marite. Toate structurile ce intrd in alcatuirea
peretelui vascular sunt anormale: celulele endoteliale, pericitele, membrana bazala.

Tratamentul oncologic tintit asupra vascularizatiei tumorilor solide este utilizat in
prezent, fiind in continud dezvoltare. Neovascularizatia este un eveniment cheie in dezvoltarea
si metastazarea tumorilor maligne, avand rol in aportul nutritiv si eliminarea produsilor finali
ai metabolismului.

Neovascularizatia tumorald poate afecta microclimatul tumoral prin favorizarea
metastazarii si inducerea imunosupresiei tumorale secundar inhibdrii maturdrii celulelor
dendritice si prezentdrii de antigene, recrutarea de celule imunosupresive si inhibarea activitatii
celulelor T citotoxice. Imaturitatea retelei vasculare noi si absenta adeziunii celulelor parietale
determind hiper-permeabilizarea vaselor sanguine tumorale, cu o perfuzie slaba a tesutului
neoplazic si hipoxie. Aceasta din urma va accelera cresterea si metastazarea tumorilor solide.
La randul sau, microclimatul tumoral va produce factori pro-angiogenici, rezultand astfel un

cerc vicios.

CONTRIBUTIA PERSONALA

4. Motivatia, scopul si obiectivele studiului

Diagnosticul corect al tumorilor musculare netede uterine implica evaluarea dintr-o
perspectiva multidisciplinara, de la parametrii clinici, pdna la cei microscopici si genetici.
Alegerea acestei teme deriva din manifestdrile clinice si aspectele imagistice nespecifice,
caracteristicile histopatologice cu numeroase suprapuneri intre diferitele categorii lezionale ale
acestui spectru tumoral, dar si datele patogenice insuficiente in pofida numeroaselor studii
efectuate pana in prezent.

Prin studiul de fatd imi propun analiza manifestarilor clinice, a caracteristicilor

microscopice, rezultatelor imunohistochimice si genetice a variatelor categorii de tumori
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musculare netede uterine, urmarind identificarea corelatiilor semnificative intre parametrii
evaluati, dar si identificarea rolului lor in prognostic. Toate acestea vor avea un impact asupra
evolutiei pacientului prin influentarea atitudinii terapeutice, dorind a creste speranta de viata a
pacientelor.

Scopul acestui studiu este identificarea unor noi factori de prognostic, care sa contribuie
la completarea protocolului diagnostic cu un numar minim de teste care sa evidentieze alterarile
principalelor cai patogenice si particularitatile mediului de dezvoltare al tumorii, permitand

astfel aplicarea de terapii tintite ce determind in final un impact socio-economic pozitiv.

5. Metodologie generala

Acest studiu a fost realizat in cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologica al
Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf. Apostol Andrei” Constanta. Au fost analizate
cazurile pacientelor internate in perioada 1 ianuarie 2016 — 31 decembrie 2020 cu diagnosticul
prezumptiv de tumora uterina, in sectiile de Obstetrica si Ginecologie ale aceluiasi spital.

Diagnosticul de tumora musculard neteda s-a bazat pe caracteristicile macroscopice si
microscopice tipice, precum si pe studiile imunohistochimice ce au contribuit la realizarea
diagnosticului diferential. In ceea ce priveste cazurile care au beneficiat de examen
extemporaneu, proba luatd in considerare este piesa operatorie finald si nu cea trimisad spre
examinarea intraoperatorie.

Piesele de histerectomie totala si subtotala, insotite sau nu de una ori ambele anexe
uterine, fie doar parti ale acestora, precum si piesele de miomectomie trimise spre examinare
morfologicad au fost descriere macroscopic si prelucrare, pentru a obtine rezultatul final: lama
colorata cu Hematoxilina-Eozina.

Colorarea preparatelor se efectueaza automat prin sistemul de colorare Diapath Giotto
(Diapath S.P.A., Italia). Coloratia uzuald este Hematoxilini-Eozina. in acest scop, solutiile
utilizate sunt Hemalaun Harris si Eozina-Floxina.

Lama astfel pregatita este examinata microscopic pentru evaluarea calitdtii, a categoriei
procesului lezional, localizarea acestuia, dar si dimensiunile, tipul histologic al tumorii,
arhitectura, prezenta si severitatea atipiilor cito-nucleare, prezenta sau absenta hemoragieli,
prezenta sau absenta necrozei, activitatea mitotica si gradul de infiltrativitate, distanta fata de
marginile de rezectie chirugicala.

In urma evaluirii preparatelor microscopice, am selectat cele mai reprezentative blocuri

de parafina pentru efectuarea testelor imunohistochimice. Blocurile de parafind au fost
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sectionate la microtom la grosimea de 4 um. Au fost utilizati markerii: p53, Rb1, PD-L1, CDS8
si CD105. Fiecare set efectuat a fost acompaniat de lama de control pozitiva.

Testele citogenetice au fost efectuate prin tehnica hibridizarii in situ prin fluorescenta
pe blocurile de parafind pe care s-au efectuat si testele imunohistochimice. Au fost utilizate
sondele pentru determinarea genei PTEN in cazurile de leiomiosarcom, tumord musculara
neteda cu potential malign incert, leiomiom cu nuclei bizari si leiomiom mitotic activ.

Datele clinico-imagistice si morfogenetice au fost introduse in baza de date Microsoft
Excel 2010. Analiza statistica a datelor a fost efectuata cu ajutorul programului SPSS versiunea
26. Parametrii de lucru au fost analizati cu ajutorul testelor corespunzatoare. Toate rezultate a

caror valoare p a fost sub 0,05 au fost considerate semnificativ statistice.

6. Aspecte clinico-morfologice ale tumorilor miocitare uterine benigne

6.1. Introducere

Fibroamele uterine, numite si leiomioame, sunt tumori benigne monoclonale, hormon-
dependente, alcdtuite din tesut muscular neted si tesut conjunctiv, cu dezvoltare la nivelul
peretelui uterin.

Afecteazd peste 70% din femei pand la instalarea menopauzei. Aproximativ 25% din
femeile la varsta reproductive prezintd simptome suficient de severe pentru ca 25% dintre
acestea sa necesite tratament. Prevalenta lor prezinta variatii mari intre studii, fiind cuprinsa
intre 4,5%-68,6%. Alte cercetdri raporteaza o prevalentd cuprinsa intre 20-77%. Incidenta
estimata este Intre 5,4% si 77% la femeile fertile, in functie de metoda diagnostica si populatia

studiata.

6.4. Rezultate

Varsta medie in momentul diagnosticului a fost de 49,07 de ani, cu extreme intre 23 si
88 de ani. Cele mai multe cazuri au fost identificate in decada a cincea de viata (48,59%). in
ceea ce priveste mediul de provenientd al pacientelor, s-a observat o frecventd crescuta a celor
din mediul urban (79,19%). Din punct de vedere histopatologic, cele mai multe cazuri au fost
de leiomioame tipice (93,02%), iar cele mai rare tipuri identificate au fost de leiomiom

apoplectic (0,24%) si de leiomiom intravenos (0,12%).
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Cele mai multe leiomioame au fost identificate la nivel intramural (45,11%). S-au
intalnit numeroase cazuri in care au fost identificate mai multe leiomioame, dar si cazuri cand
localizarea acestora a cuprins mai multe tunici anatomice (submucos si intramural, intramural
si subseros, toate localizirile). In cazurile de miomectomie, datele despre topografia certd a
leziunilor nu au fost documentate, aceste fiind raportate ca localizare neprecizata (12,42%).

Din punct de vedere al tehnicii de excizie a leziunilor, cele mai intdlnite procedee au
fost de histerectomie totald cu anexectomie bilaterala (41,62%) sau miomectomie (17,63%). In
8,20% din cazuri s-a efectuat si evidare ganglionara.

Peste jumatate din femeile din lotul de studiu se aflau in perioada de premenopauza
(65,36%). Cele mai frecvente comorbiditati ale acestora au fost reprezentate de: hipertensiunea
arteriald (16,28%) si dislipidemie (11,02%). Diabetul zaharat a fost identificat in 9,91% din
cazuri, insa doar 4,53% din femei au prezentat un indice de masa corporald de >30.

Pe langa comorbiditati, in 64,29% din cazuri au fost identificate si alte patologii ale
sferei ginecologice. Cele mai frecvente au fost: adenomioza (30,96%), cervicita cronicd activa
(14,82%) si polipi endometriali (14,26%).

Cele mai importante si frecvente semne si simptome care au determinat prezentarea la
medic al pacientelor au fost: metroragia (62,06%), durerile pelvine (55,45%), menoragia
(19,09%) si infertilitatea (1,10%).

Din punct de vedere biochimic, principalele informatii sunt reprezentate de prezenta
unui sindrom inflamator in 34,03% din cazuri, precum si prezenta anemiei (44,31% din cazuri),
de cele mai multe ori de grad usor (72,45%).

In ceea ce priveste distributia varstei pe anii de studiu, am observat o frecventi
ondulatorie ce indica o crestere etapizata a varstei medii de diagnostic.

De asemenea, s-a remarcat o asociere semnificativa statistic a mediei diametrului
maximal al leziunilor cu varsta pacientelor. Prin urmare, o varsta mai inaintata s-a asociat cu o
medie a diametrului maximal mai redusa (p<0,001), aceleasi aspecte evidentiindu-se si pe
decadele de varsta (p<0,001).

In functie de statusul hormonal am observat corelatii semnificative statistic ce constau
in asocierea menopauzei cu leiomioamele tipice si a premenopauzei cu leiomioamele celulare,
mitotic active si epitelioide (p=0,013). De asemenea, prezenta diabetului zaharat s-a asociat cu
dezvoltarea leiomioamelor tipice (p=0,044).

In ceea ce priveste infertilitatea, acesta s-a asociat semnificativ statistic cu prezenta

menoragiei (p=0,016) si cu absenta afectiunilor asociate patologiilor ginecologice (p=0,011).
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Celelalte manifestari clinice identificate s-au asociat cu prezenta sindromului anemic
(p=0,019), insa nu si cu gradul acesteia (p=0,138).

Alt aspect ce contribuie la intretinerea anemiei si a sindromului inflamator a fost
identificat ca fiind prezenta patologiei ginecologice asociate leiomioamelor (p=0,008, respectiv
p<0,001). in cazul asocierii cu anemia, am observat corelatii in legitura cu anemia moderata si

severd (p=0,017).

6.5 Discutii

Leiomioamele uterine sunt cea mai frecventd tumora a sistemului reproducator. Incidenta
acestora se considera a fi mult mai mare decat in raportarile din literatura, deoarece majoritatea
pacientelor sunt asimptomatice.

Printre factorii care duc la cresterea riscului de dezvoltare a acestor tumori se numara
menarha timpurie, varsta la prima sarcind si diferite afectiuni reproductive. Pe de altd parte,
factori asociati cu reducerea riscului sunt numarul mare de sarcini, varsta avansata la prima
nastere si cicluri menstruale regulate. Factorul cu cea mai mare influenta asupra riscului de
dezvoltare a leiomioamelor este varsta, astfel incat riscul poate creste de pana la zece ori in
decadele 5 sau 6 comparativ cu decada 3. Acest efect nu se intalneste dupa decada 6, evidentiind
rolul protector al statusului menopauzal. Factorul cu cel mai mare rol protective este paritatea,
aceasta fiind asociatd cu reducerea de 5 ori a riscului de leiomioame uterine ce necesitd
tratament chirurgical. Efectele paritdtii asupra prevalentei se pot explica prin modificarile
hormonale asociate sarcinii sau prin remodelarea miometriald ce are loc in timpul si dupa
nastere.

S-a observat ca hipertensiunea arteriala creste riscul de leiomioame uterine. Au fost
sugerate cdi comune pentru hipertensiunea arteriald si riscul de leiomioame uterine prin
intermediul unor factori de crestere si peptide vaso-active, precum angiotensina II, endotelin-1,
IGF-1, PDGF, TGF-beta si creatin kinaza. Existd numeroase asemanari Intre hipertensiunea
arteriald si leilomioamele uterine: ambele se asociaza cu o morbiditate secundara semnificativa,
implica alterri ale fibrelor musculare netede. In acest studiu, prezenta hipertensiunii arteriale
s-a corelat cu prezenta patologiilor uterine si ovariene asociate (p=0,004), dar si cu diametrele
scazute ale leziunilor (p<0,001).

Cu privire la asocierea dintre dislipidemie si leiomioamele uterine, este bine cunoscut

ca estrogenii influenteaza mai multe aspecte ale metabolismului lipidic. Avand in vedere faptul
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ca leiomioamele uterine sunt tumori estrogen-dependente, pare plauzibil sa se emita o ipoteza
intre leiomioame si dezvoltarea bolilor metabolice. Ca 1n cazul obezitétii, principala asociere
statisticd a dislipidemiei a fost cu patologiile genitale asociate (p=0,047).

In studiul efectuat de Bolde SA et al., principalele manifestiri clinice au fost menoragia
(48,58%) si durerile abdominale (38,43%). Baral RS et al. au identificat drept principale acuze:
sangerarile uterine anormale cu dureri abdominale joase in 39,6% dintre cazuri, dureri
abdominale (34%), masa pelvind (8,4%). In studiul condus de Raza AM et al., manifestarile
clinice au fost reprezentate de menoragie (37,97%), dureri abdominale (18,99%), dismenoree
(17,72%), infertilitate (1,27%).

In cazul studiului de fata, principalele manifestiri clinice au fost reprezentate de
metroragie (62,06%) si de durerile pelvine (55,45%). Anemia a fost identificata la 44,31% din
cazuri, majoritatea avand forme usoare (72,45%). De asemenea, menoragia a fost determinata
strict de prezenta leiomioamelor (p<0.001) in cazul persoanelor tinere. Motiv de prezentare la
medic au fost si alte acuze, precum incontinenta urinard, senzatia de presiune la nivel pelvin.

In 2-3% dintre paciente, leiomioamele uterine pot reprezenta singura cauza a infertilitatii.
Efectul acestei patologii asupra sarcinii depinde de localizare. In cazul leiomioamelor
dezvoltate subseros nu s-a observat vreun impact asupra fertilitatii. Insa, leziunile cu localizare
submucoasa sau intramurald deformeaza cavitatea uterind, astfel incat ratele de implantare, de
sarcind si de nastere in cazul pacientelor ce au apelat la fertilizare in vitro sunt mai scizute
comparativ cu pacientele infertile fara a fi diagnosticate cu leiomioame uterine. S-a observat ca
indiferent de localizarea lor, ratele de sarcind clinica, implantare, evolutie a sarcinii si de nasteri
vii sunt semnificativ mai mici. In plus, procentul de avort spontan este semnificativ mai mare
la pacientele cu leiomioame uterine. Aceasta idee este sustinutd si de rezultatele acestei
cercetari, identificand o asociere semnificativa intre infertilitate si absenta altor patologii uterine
sau ovariene asociate (p=0,011).

Cu privire la localizarea acestor tumori, in studiul lui Bolde SA et al., majoritatea
cazurilor s-a localizat intramural (54,29%), apoi submucos (10%), subseros (4,28%),
identificand un singur caz parasitic (1,43%). Geethamala K et al. au identificat 48,9% din cazuri
dezvoltate intramural, urmate de 15,3% subseroase, 2,9% submucoase, iar 32,9% dintre cazuri
au avut mai mult de o localizare.

Patologiile asociate leiomioamelor sunt variate, observand ca in analiza efectuata de
Geethamala K et al., majoritatea cazurilor nu a prezentat alte asocieri (74,6%). Cazurile ce au
prezentat si alte leziuni, s-au asociat cu leiomioame cervicale (8,29%), chistadenoame seroase

ovariene (5,99%), polipi endometriali (2,44%), chistadenoame mucinoase ovariene (1,58%) si
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un caz de teratom ovarian matur (0,49%). In cadrul acestui studiu, in 64,29% din cazuri au fost
identificate si alte patologii ale sferei ginecologice. Cele mai frecvente au fost: adenomioza
(30,96%), cervicita cronica activa (14,82%) si polipii endometriali (14,26%). Printre cele mai
rare patologii asociate se evidentiaza cate un caz de: metastaza ovariana, sarcoidoza uterina,
struma ovari, tecom ovarian, adenocarcinom endocervical cu celule clare, hemangiom cavernos
intramural uterin.

Optiunile terapeutice includ medicatia, precum sistemele intrauterine cu levonorgestrel,
agonistit GnRH; interventia chirurgicald: histerectomie, miomectomie si procedurile minim

invazive.

6.6 Concluzii

Varsta medie in momentul diagnosticului a fost de 49,07 de ani (23 - 88 de ani), 48,59%
din cazuri fiind identificate in decada a cincea de viata. In ceea ce priveste distributia vérstei pe
anii de studiu, s-a identificat o frecventa ondulatorie ce indicd o crestere etapizatd a varstei
medii de diagnostic. In ceea ce priveste infertilitatea, acesta s-a asociat semnificativ statistic cu
absenta afectiunilor asociate patologiilor ginecologice (p=0,011). Din aceastd caracteristica
rezultd o cauza rard de infertilitate ce trebuie luatd in considerare pentru Imbunatatirea

conditiilor de viata.

7. Rolul patogenezei asociat cu microclimatul tumoral in diagnosticul diferential al
tumorilor miocitare uterine

7.1 Introducere

Din spectrul tumorilor mezenchimale uterine, tumorile musculare netede sunt cel mai
comun diagnosticate. Principalii reprezentanti ai acestora sunt: leiomiomul, leiomiosarcomul si
tumora musculara netedd cu potential malign incert (STUMP). Celulele tumorale au abilitatea
de a-si structura propriul climat din componentele gazdei, avand denumirea de microclimat
tumoral. Acesta face posibile dezvoltarea si eventuala metastazare a tumorii. Contributia sa
cheie este 1n diferentierea celulei neoplazice, epigenetica si diseminarea sa, dar si in eludarea

sistemului imunitar.
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7.4. Rezultate

Cazurile de tumori maligne au fost observate la o varsta mai naintatd (decada a sasea),
spre deosebire de celelalte cazuri (decada a cincea) (p=0,007).

Cele mai frecvente trei aspecte clinice au fost metroragia (65,22%), durerea pelvina
(60,87%) si hipermenoreea (8,70%). Dintre acestea, s-a observat o corelatie semnificativa
statistic intre prezenta hipermenoreei si diagnosticul de STUMP (p=0,012). De asemenea, s-a
observat un debut precoce al simptomelor (care a determinat o prezentare mai rapida la medic)
in cazul leiomiosarcoamelor comparativ cu celelalte entitati tumorale (p=0,001).

Din punct de vedere chirurgical, majoritatea au fost tratate prin histerectomie totala
(73,91%). Pe langa tratamentul chirurgical, o treime dintre pacientii cu leiomiosarcom (13,04%
din cazuri) au beneficiat si de tratament chimioterapeutic oncologic. La sfarsitul acestui studiu,
73,91% dintre pacienti au supravietuit. Decesul a survenit doar la categoria pacientelor cu
tumora maligna (p=0,008). Supravietuirea medie in aceste cazuri a fost de 25,67 luni, riscul
relativ al acestor cazuri prin comparatie fiind de 5,66 (p<0,001, CI-95: 2,02-15,82).

O diferenta semnificativa statistic a fost observatd in tehnica de abord chirurgical in
raport cu localizarea leziunilor (p=0,025). S-a optat pentru histerectomie totald cu sau fara
anexectomie bilaterald in cazul localizarii intramurale si miomectomie in cazul localizarii
subseroase. De asemenea, a fost observatd o asociere intre diagnostic si localizare, constand
intr-o preponderenta la nivel intramural a leziunilor maligne si a celor cu potential malign incert
(p=0,014). Pacientii care au prezentat localizarea intramurala a tumorii au avut o prezentare mai
rapida la medic (mai putin de o saptdmana), decat in celelalte localizari (p=0,039). La categoria
pacientelor nulipare s-a identificat o asociere cu localizarea intramurald (p=0,035).

Examenul histopatologic a stabilit diagnosticul final, evidentiind in acelasi timp si
potentialul biologic al leziunilor. in cazul leiomiosarcoamelor, majoritatea cazurilor au fost
diagnosticate 1n stadiul FIGO IB. S-a observat o supravietuire crescuta a pacientilor cu FIGO
IB (37,75 luni), comparativ cu stadiile IIB si IVB (doua luni, respectiv o luna) (p=0,028). O
treime din cazuri au prezentat invazie limfo-vasculara. Cu toate acestea, 77,78% din cazuri au
prezentat metastaze. Prezenta lor a fost asociatd cu o medie scazuta de supravietuire (30,60 luni
vs 0 lund) (p=0,025).

Invazia limfo-vasculard a fost asociatd cu: un numar crescut de mitoze (p=0,001), cu
prezenta necrozei (p=0,020), o medie crescutd a diametrului maxim (p=0,005) si o densitate

microvasculard crescutd (p=0,034). Cresterea severitatii atipiilor nucleare a fost asociatd cu
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cresterea activitatii mitotice (p=0,020), precum si cu prezenta hemoragiei (p=0,032). S-a
observat o asociere semnificativa statistic intre prezenta hipertensiunii arteriale si prezenta
metastazelor (p=0,005).

Majoritatea cazurilor (73,91%) au prezentat o reactie pS3 nuld. Imunoreactia la Rbl a
fost pozitivd in 56,52% din cazuri, numarul mediu de nuclei pozitivi identificati fiind de
21,52%. Diagnosticul de leiomiom activ mitotic a fost asociat cu imunopozitivitatea pentru
RBI1, in timp ce cel al leiomiomului cu nuclei bizare a fost asociat cu imunopozitivitatea pentru
RB1 (p=0,019).

Imunoreactivitatea la PTEN a fost identificata in 34,78% din cazuri, identificand o
diferenta semnificativa statistic intre diagnostic si imunoreactie (p=0,009). Din punct de vedere
citogenetic, deletia genei PTEN a fost observata in 65,22% din cazuri.

Aceleasi categorii de diagnostic care au prezentat atipii severe au fost asociate cu o
imunoreactie negativd a PTEN (p=0,034). Deletia genei a fost asociata cu un FIGO ridicat
(p=0,002). Starea nealterata a genei a fost asociatd cu imunopozitivitatea markerului RB1
(p=0,029).

Prezenta infiltratului inflamator CD8+ intratumoral a fost identificata in 82,61% din
cazuri, cu o medie de 16,55/mm? celule pozitive. S-a observat o diferentd semnificativa statistic
intre valoarea medie a infiltratului inflamator CD8 pozitiv si tipul tumorii. Cele mai multe
reactii pozitive au fost observate in cazul leiomiosarcoamelor, urmate de leiomiom simplastic
si STUMP (p=0,025).

Mai mult, media crescuta a celulelor T CD8+ s-a corelat cu un procent crescut de nuclei
RB1+ (p=0,003). In cazul tumorilor maligne si a celor cu potential biologic incert, s-a observat
o0 asociere cu severitatea atipiilor (p=0,003) si riscul de metastazare (p=0,009).

Imunoreactia PD-L1 la nivelul infiltratului inflamator tumoral a fost prezenta in 82,61%
din cazuri, prezentand o medie de 1,17%.

In ceea ce priveste densitatea microvasculara, s-a observat o medie de 5,54 vase/mm?,

fara o distributie semnificativa statistic in functie de diagnostic (p=0,343).

7.5 Discutii

Din sfera patologiilor ginecologice, cele mai frecvent diagnosticate tumori

mezenchimale uterine sunt acelea cu originea la nivelul musculaturii netede, putand ridica
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probleme de diagnostic diferential. Mai cu precadere variantele tumorilor benigne se
caracterizeaza prin aspecte morfologice ce pun probleme de diferentiere de leiomiosarcom,
corespondentul malign.®” Pentru deosebirea subcategoriilor de leiomiom, STUMP si
leiomiosarcom, evaluarile imunohistochimice pot fi de ajutor, insd nu sunt suficient de
specifice, astfel incat sunt necesare teste suplimentare.

Principalele cai implicate In patogeneza acestor leziuni tumorale sunt cele ale genelor
TP53, RB1 si PTEN. Mutatiile genei TP53 au fost identificate In 0% leiomioame, 6-29%
STUMP si124-30% leiomiosarcoame. in cazul mutatiilor genei PTEN, acestea au fost observate
in 5% dintre cazurile de leiomiom, 33% STUMP si 42-58% leiomiosarcoame. Studiul realizat
de Astolfi et al. a inclus 216 cazuri de leiomiosarcom si a evidentiat ca frecventa mutatiilor
genei RB1 a fost de 48%. De asemenea, autorii au observat ca mutatiile genei PTEN au fost
mai frecvente in cazul metastazelor decat in tumorile primare. In studiul lor, mutatiile TP53 si
RB1 au aparut concomitent, acestea din urma avand o semnificatie prognostica favorabild in
cazurile cu mutatii TP53 prezente.

Din punct de vedere molecular, leiomioamele sunt considerate neoplasme clonale
separate, care apar independent de leiomiosarcom. Suprapunerea modificarilor genomice in
cele doua tumori anterior mentionate sugereazd cd acestea se dezvolta prin cai patogenice
similare, primul fiind un precursor al leiomiosarcomului dupa dobandirea unor modificari
suplimentare. Diferenta dintre varstele de aparitie a celor doua entitati sugereaza o potentiala
relatie dependentd de timp. Rezultatele prezentului studiu sunt in concordanta cu aceasta idee.
Valorile parametrilor analizati sunt similare intre leiomiosarcom, STUMP si leiomiomul atipic.
De exemplu, s-a observat ca frecventele mutatiillor genelor TP53 si PTEN pentru
leiomiosarcoame, STUMP si leiomiomul atipic au avut valori mai apropiate comparativ cu
leiomiomul mitotic activ. De asemenea, diferenta de varsta dintre leiomiom cu nuclei bizare si
leiomiosarcom a fost in medie de 9,56 ani, variind intre 10-21 de ani.

Shanes ED et al. au studiat expresia PD-L1 in 49 de tumori musculare netede uterine:
11 leiomioame tipice, 7 leiomioame atipice, 8 STUMP si 23 leiomiosarcoame. Acestia au
observat ca la nivelul celulelor imune asociate tumorii, reactia a fost prezentd in 78% din
leiomiosarcoame, 25% din STUMP, 9% din leiomioamele tipice, fard a fi observatd in
leiomioamele atipice. Rezultatele obtinute sugereaza posibilitatea administrarii imunoterapiei
tintite la pacientii diagnosticati cu leiomiosarcom. In prezenta cercetare, am observat o reactie
pozitiva a PD-L1 1n toate cazurile evaluate: 88,89% din leiomiosarcoame, 66,67% din STUMP,

85,71% din leiomioame cu nuclei bizari si 75% din leiomioamele mitotic active.
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CD105 favorizeazd tranzitia epitelialo-mezenchimali. In cazul sarcoamelor, acest
fenomen este In mare parte necunoscut si paradoxal, deoarece originea lor este mezenchimala.
Sannino et al. au sugerat ca celulele sarcomatoase se pot afla in stare metastaticd si ca
diferentierea lor catre un fenotip epitelial sau unul predominant mezenchimal depinde de
contextul celular. Aceasta caracteristica a fost corelatd cu un fenotip agresiv.

Diabetul zaharat de tip 2 presupune un metabolism defectuos al glucozei secundar
rezistentei la insulind. Aceasta afectiune este asociata cu o stare inflamatorie sistemica cronica,
de intensitate redusa. Celulele maligne prezintd modificari in metabolismul glucozei si
aminoacizilor ca raspuns la proliferarea celulara acceleratd. S-a observat cd diabetul zaharat
este asociat cu o mortalitate crescutd determinata orice cancer la 7% dintre barbati s1 11% dintre
femei.

In microclimatul tumoral, limfocitele T nu reusesc si-si indeplineasca rolul antitumoral
secundar activarii lor cronice, stimuldrii inadecvate si absentei recunoasterii antigenului. De
asemenea, exista o reducere a glicolizei, sintezei de citokine si o scadere a activitatii cdii mTOR
in urma competitiei metabolice dintre limfocitele T din infiltratul tumoral si celulele maligne.
Studiile experimentale au aratat reducerea raportului respiratie bazald/glicoliza, precum si
afectarea rolurilor multiple ale limfocitelor T CD8+ PD-1+ in tumora. S-a sugerat ca
dezvoltarea si progresul tumorilor sunt sustinute de alterarea legaturii functie imuna-
metabolism a limfocitelor T CD8+ PD-1+. In acest studiu, am observat o asociere semnificativa

intre valoarea medie a limfocitelor T CD8+ si prezenta diabetului zaharat (p=0,012).

7.6 Concluzii

Am identificat valori similare ale parametrilor studiati intre leiomiosarcoame si
leiomiomul cu nuclei bizari, ceea ce sugereazad o posibila evolutie a tumorii maligne dintr-un
precursor benign, si anume leiomiomul simplastic, acest aspect deschizand perspective viitoare

de cercetare.
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8. Studiul comprehensiv al leiomiosarcoamelor si tumorilor musculare netede cu
potential malign incert

8.1. Introducere

Microclimatul tumoral este un mediu specializat, format din componentele gazdei si
structurat de celulele tumorale pentru a mentine dezvoltarea si metastazarea tumorii. Rolul
acestuia este unul esential pentru diferentierea neoplaziei, epigenetica acesteia, diseminare, dar
si pentru eludarea sistemului imun.

Interactiunea dinamicd dintre celulele neoplazice maligne si componentele celulare ori
acelulare ale microclimatului tumoral are un rol major in aparitia heterogenitatii, a progresiei
clonale si in dobandirea rezistentei la multiple substante utilizate in tratament. In timpul acestei
interactiuni, atat celulele tumorale, cat si cele stromale 1si pot schimba imunofenotipul odata cu
evolutia tumorii.

Tumorile musculare netede cu potential malign incert reprezintd o categorie tumorald
extrem de rard, intdlnita in aproximativ 0,01% din piesele de histerectomie sau miomectomie.
Patogeneza lor presupune teorii conform carora acestea sunt fie tranzitia de la un leiomiom la
leiomiosarcom, fie un leiomiosarcom de grad scazut nediagnosticat. Cel mai frecvent sunt
diagnosticate la varsta medie de 44 de ani, in perioada fertila. Au capacitatea de a metastaza
sau de a apdrea recurente in ciuda faptului ca sunt considerate ca avand un potential malign
scizut. In literaturd au fost raportate rate de recurentd cuprinse intre 7% si 27%, rata de
recurentd totald fiind de 11%.

Spre deosebire de acestea, leiomiosarcoamele uterine insumeaza 1-3% din totalul
tumorilor maligne uterine si 30% din sarcoamele dezvoltate la acest nivel. Cele mai frecvente
mutatii intalnite 1n aceste tumori sunt localizate la nivelul genelor: TP53 (30%), ATRX (25%),
MED12 (20%). Prognosticul lor depinde de stadializarea FIGO. Supravietuirea fara boala la 5
ani pentru stadiile I si I sunt de 75,8% si 60,1%. Pentru stadiile I1I si [V supravietuirea este de

44,9% si128,7%.

8.4. Rezultate

Varsta medie totald a cazurilor identificate a fost de 52,17 ani, particularizand: pentru
tumorile musculare netede cu potential malign incert — 45 ani si pentru leiomiosarcoame — 54,56

ani.
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A fost identificata o asociere semnificativa statistic Intre statusul hormonal si
diagnostic si anume perioada menopauzald se asociaza cu diagnosticul de leiomiosarcom, iar
perioada premenopauzala cu cel de STUMP (p=0,014).

In ceea ce priveste paritatea, pacientele fara sarcini au fost identificate in randul celor
diagnosticate cu tumord musculard netedd malignd in procent de 55,5%, dintre cazurile
diagnostic cu STUMP doar un caz neavand sarcini anterioare.

In nici unul dintre cazuri nu au fost identificate urmatoarele: tratamente hormonale sau
oncologice anterioare (chimioterapie sau radioterapie), antecedente personale patologice si
antecedente heredo-colaterale in sfera ginecologica. Insa, cele mai frecvente patologii asociate
au fost: dislipidemia (58,3%), hipertensiunea arteriala esentiala (50%), diabetul zaharat de tip
2 (16,7%), afectarea functiei tiroidiene (16,6%).

In cazul ambelor patologii, principalele manifestiri clinice ce au determinat prezentarea
la spital au fost metroragia si durerea pelvind. S-au observat doud asocieri semnificative statistic
intre semne si simptome si investigatiile paraclinice sanguine: dislipidemie — metroragie
(p=0,014) si durerea pelvina — absenta dislipidemiei (p=0,040).

Atipiile citologice severe au fost identificate doar n cazurile de leiomiosarcom, iar atipiile
moderate au fost majoritar observate in cazurile de tumora maligna. In nici unul dintre cazuri
nu s-a identificat invazie perineurald, iar invazia spatiilor vasculo-limfatice a fost observata in
30% din cazurile cu diagnosticul de leiomiosarcom. La momentul diagnosticarii, stadializarea
FIGO a fost urmatoarea: FIGO IB 77,78%, FIGO IIB si FIGO IVB, ultimele doua regdsindu-
se in procent de 11,11% fiecare. in evolutie, 77,78% au dezvoltat metastaze.

S-a evidentiat o asociere semnificativa statistic intre aparitia metastazelor si tipul
imunoexpresiei p53, astfel incat diseminarea la distantd a fost observatd in toate cazurile cu
supraexprimarea proteinei si in 66,6% din cazurile cu expresie nula (p=0,026).

Analiza statisticd a condus la identificarea unei asocieri semnificative intre prezenta
imunoreactiei markerului Rbl si metastazare (p=0,009). In majoritatea cazurilor cu reactie
prezenta, metastazarea nu a fost observata. Procentul de nuclei pozitivi s-a corelat semnificativ
statistic cu stadializarea FIGO (p=0,003), cele mai mari procentaje evidentiindu-se in stadiile
avansate ale bolii: stadiul IVB — 80% nuclei pozitivi, stadiul [IB — 90% nuclei pozitivi, stadiul
IB — 0%-30% (medie de 7,14% nuclei pozitivi). Cazurile diagnosticate cu STUMP au prezentat
reactie nucleard pozitiva, cu procente cuprinse intre 10-60%, valoarea medie fiind de 36,67%.

In plus, s-a observat o asociere semnificativa a acestui parametru cu numérul mediu de
limfocite T PD-L1+ (p=0,005), cele mai mari valori ale numarului mediu de limfocite T fiind

in corelatie cu valorile maxime ale procentului de nuclei RB1 pozitivi.
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Studierea rezultatelor a evidentiat o asociere semnificativa statistic intre prezenta deletiei
si diametrul maxim al leziunilor (p<0,001), dar si cu stadializarea FIGO (p=0,002). In plus,
numarul mediu de limfocite T PD-L1+ s-a corelat semnificativ cu expresia genica a PTEN
(p=0,049).

S-a observat o asociere semnificativa statistic intre severitatea atipiilor si pozitivitatea
markerului CD8 (p=0,024). Numarul mediu de limfocite T CD8+ a fost mai mare in cazurile
cu atipii severe, fiind urmate de cele cu atipii moderate si, in final, cele cu atipii reduse
(p=0,043).

Studierea infiltratului tumoral limfocitar a presupus si examinarea prezentei PD-LI.
Numaérul mediu de limfocitelor T PD-L1+ a fost cuprins intre 0 si 3,4 limfocite% in cazurile de
leiomiosarcom, iar pentru diagnosticele de STUMP intre 0 si 1,9%. Prezenta imunoreactiei
pozitive s-a asociat semnificativ cu prezenta limfocitelor CD8+ (p=0,016), dar si cu atipiile
(p=0,040), valorile medii si maxime ale limfocitelor PD-L1+ fiind observate in cazurile cu atipii
severe.

Numarul de luni pana la deces s-a corelat semnificativ statistic, invers proportional cu
numarul acestor limfocite (p=0,043). Cu cat decesul a survenit dupa un interval mai scurt de
timp, cu atat numarul mediu al acestor limfocite a fost mai mare.

Evaluarea microvascularizatiei tumorale prin intermediul markerului CD105 a evidentiat
valori cuprinse intre 2,17 si 11,26 capilare raportate la mm?, cu o valoare medie de 6,44 pentru
cazurile diagnosticate cu leiomiosarcom si 6,93 in cazurile de STUMP. S-a observat faptul ca
in cazurile 1n care densitatea microvascularizatiei este crescutd, s-a constatat prezenta crescuta

a embolilor tumorali (p=0,034).

8.5 Discutii

Tumorile musculare netede dezvoltate la nivelul corpului uterin cuprind o gama ce
variazd de la leziuni benigne, reprezentate de leiomioame, pana la tumori maligne
(leiomiosarcom). Exista cazuri ce nu pot fi incadrate cu exactitate in criteriile diagnostice pentru
tumord benignd sau malignd, numite tumori musculare netede cu potential malign incert.
Evolutia acestei categorii este cea care determind potentialul biologic final.

Manifestarile clinice ale STUMP nu sunt specifice, fiind asemandtoare cu cele
determinate de leiomioame: metroragie, masa pelvind, durere pelvind. De asemenea, pot

determina semne si simptome secundare anemiei sau fenomenelor de compresie. La momentul
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diagnosticului, manifestarile determinate de leiomiosarcoame sunt reprezentate de metroragie
(56%), masa pelvina palpabild (54%), durere abdominald (22%), dar si secretii vaginale
anormale, polakiurie, constipatie si marirea de volum a abdomenului.

Diagnosticul de leiomiosarcom uterin se stabileste 1n baza atipiilor nucleare, a numarului
de mitoze si a prezentei necrozei tumorale. Evaluarea tipului de necroza poate fi dificila cu atat
mai mult cu cat se prezinta sub forma de focare mici. Astfel, accentul ar trebui sa cada pe atipiile
nucleare si numarul de mitoze. In cazul acestei cercetari, s-a observat o asociere semnificativa
statistic intre severitatea atipiilor si diagnosticul microscopic (p=0,033). Mitozele trebuie
cuantificate in 10 campuri microscopice HPF, cu o valoare de minim 10 mitoze. In acest studiu,
numarul mediu de mitoze este de 15,56/10 HPF.

Legat de extinderea acestei tumori, embolii tumorali sunt un fenomen rar observat, fiind
identificat in 10-20% din cazuri. Aceeasi caracteristicd a fost observata si In aceasta cercetare
in procent de 30%.

Perioada medie de aparitie a recurentelor pentru cazurile de tumora musculara neteda cu
potential malign incert este de 51 luni, variind intre 15 luni si 9 ani. In cazul pacientelor cu acest
diagnostic incluse in studiu, nu s-a identificat aparitia recurentelor dupa o perioada de urmdrire
de cel putin 4 ani.

ChoiJ et al. sustin aceastd idee, constatand in studiul lor ca mutatiile 7P53 tind sa reduca
ratele de supravietuire. Acest studiu este in concordanta cu aceste date, demonstrand ca exista
o corelatie Intre expresia mutanta a p53 si supravietuirea pacientelor (p=0,008). S-a observat ca
pacientele cu supraexprimare a pS3 au avut o supravietuire de 32 luni, iar cele cu expresie
mutanta de tip nul o supravietuire medie de 22,5 luni.

Miller K et al., cele mai frecvente modificari genetice au fost ale genelor TP53 (62%)

si RB1 (41%). Aceste aspecte au fost confirmate si de Chudasama P et al., ce a observat ca
mutatiile esentiale pentru dezvoltarea leiomiosarcomului sunt 7P53, RB1, si PTEN.
Infiltratul tumoral limfociat este definit de prezenta limfocitelor killer specifice in
microclimatul tumoral. Existd studii care au demonstrat ca prezenta limfocitelor T CD8+
citotoxice este criticd pentru controlul evolutiei tumorale. Prezenta acestora este legatd de
progresia favorabild a catorva neoplasme maligne. Acestea au functia de a stopa cresterea
tumorala prin abilitatea de a liza celulele tumorale folosind perforine, granzime, dar si alte
citokine. Un exemplu este dat de carcinoamele endometriale in cazul carora prezenta acestor
limfocite este asociata cu un prognostic mai bun.

Vargas AC et al. au studiat expresia PD-L1 in multiple sarcoame de parti moi, printre

care si leiomiosarcoame, inclusiv cu localizare uterina. Acestia au observat ca infiltratul tumoral
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limfocitar a fost absent in majoritatea cazurilor de leiomiosarcom (83%), fara sa identifice
corelatii semnificative Intre expresia PD-L1 si existenta infiltratului tumoral limfocitar n aceste
tumori. Mai mult, acestia nu au studiat asocierile dintre aspectele clinico-morfologice si
imunoexpresia PD-L1. Comparativ, in acest studiu, imunoreactia pozitivd s-a asociat
semnificativ cu prezenta limfocitelor CD8+ (p=0,016), dar si cu atipiile (p=0,040). In plus,
imunoexpresia PD-L1 a fost evidentiatd in toate cazurile evaluate, observand asocierea
semnificativa a acesteia cu diametrul maxim al tumorilor(p=0,048) , dar si cu stadiul FIGO
(p=0,002).

Mitsui H et al. au studiat expresia CD105 in 21 de cazuri de leiomiosarcom uterin.
Acestia au identificat 9 cazuri cu imunoexpresie pozitivd a acestui marker. Ei au observat ca
supravietuirea per total, dar si cea fara boald a pacientelor din acest grup a fost semnificativ mai
redusa comparativ cu cazurile fara exprimarea endoglin la nivel endotelial. Spre deosebire de
acestia, in studiul de fatd s-a observat o legatura direct proportionald, fara a exista o semnificatie
statistica intre valoarea medie a capilarelor intratumorale CD105+ si numarul de luni pana la
deces. Cu cat numarul capilarelor pozitive a fost mai mare, cu atat decesul a survenit mai tarziu

in evolutia pacientelor.

8.6 Concluzii

Am identificat asocierea dintre pozitivitatea imunomarkerului RB1 si valorile medii
crescute ale celulelor inflamatorii pozitive PD-L1. De asemenea, deletia genei PTEN s-a asociat
cu aceleasi valori ridicate ale limfocitelor T PD-L1+. Mai mult, cu cat aceste valori au fost mai
crescute, cu atat numarul de saptamani pana la deces a fost mai mic. Astfel, am subliniat
valoarea relatiei procesului patogenetic cu microclitatul tumoral rezultat ce se rasfringe in mod
direct asupra prognosticului pacientilor. Aceste date pe care le-am identificat evidentiaza
importanta triadei Rbl pozitiv-deletia genei PTEN-valori crescute ale limfocitelor T PD-L1

pozitive care reprezintd un factor de prognostic negativ.

9. Concluzii finale

Am observat ca spectrul tumorilor musculare netede uterine este unul extrem de variat,

cu multiple subcategorii ale entitatilor lezionale benigne, dar si cu multiple asemanari intre
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diferitele neoplazii, indiferent de potentialul biologic. Aspectele clinice si imagistice ale acestor
tumori sunt nespecifice, fara a se putea identifica caracteristici patognomonice. De asemenea,
nu s-au identificat nici markeri serologici care sa orienteze diagnosticul.

Consultand si literatura de specialitate am remarcat ca principalele cidi patogenice
cunoscute cu rol in tumorogeneza si evolutia acestor neoplazii sunt genele TP53, PTEN si RB1.
La nivelul acestora se identifica frecvent mutatii (in special in leiomiosarcoame), iar in celelalte
categorii lezionale, am evidentiat similaritati ale procesului patogenic intre tumora maligna,
leiomiomul simplastic si STUMP.

Principalele concluzii, pe care le-am identificat si le-am transpus in cadrul prezentei
lucrdri s-au rasfrant asupra unui tablou morfologic complet al acestor entitdti tumorale, in
identificarea de factori prognostici, dar si in completarea protocolului de diagnostic. Acestea
sunt urmatoarele:

1. in cazul leiomioamelor:

- Am observat o crestere constanta anuald a numarului de cazuri diagnosticate, ceea ce
impune sporirea frecventei evaludrii de rutind a pacientelor. Principalul rezultat consta
in diagnosticarea timpurie a patologiei si In alegerea metodei terapeutice optime ce
permite recuperarea cat mai rapida a pacientelor.

- Am identificat o asociere semnificativa intre prezenta infertilitdtii si diagnosticul de
leiomiom, fara a exista influenta altor patologii genitale asociate. Acest aspect suprapus
cu cresterea continud a numarului de cazuri impune implementarea unui program de
screening ecografic pentru diagnosticul precoce al acestor leziuni. Aceastd conditie
atrage dupa sine optiuni terapeutice cu invazivitate minima, cu grade reduse sau absente
de dizabilitate ce vor duce la o recuperare mai rapida si costuri mai mici, toate acestea
aducand beneficii In sanatatea publica;

- Cele doua aspecte anterior mentionate au implicatii directe In diagnosticul precoce al
celorlalte doud categorii de tumori miometriale (STUMP si leiomiosarcom). Prin
implementarea fie a unor programe de screening, fie a unor evaludrii ecografice de
rutind, sansele de diagnostic precoce al leiomiosarcoamelor si tumorilor musculare
netede cu potential malign incert cresc considerabil. Un alt beneficiu rezida din
diagnosticarea in stadii cat mai timpurii de boald, cu cresterea sanselor de supravietuire
prin excizie totala, preferabil inainte de instalarea metastazarii.

2. In cazul entitatilor ce se preteazi la diagnostic diferential, reprezentate de formele particulare

de leiomiom, STUMP si leiomiosarcom:
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- Am identificat valori similare ale parametrilor studiati intre leiomiosarcoame si
leiomiomul cu nuclei bizari, ceea ce sugereaza o posibild evolutie a tumorii maligne
dintr-un precursor benign, si anume leiomiomul simplastic, acest aspect deschizand
perspective viitoare de cercetare;

- Caracteristica anterior mentionatd impune supravegherea frecventd a pacientelor
diagnosticate cu leiomiom simplastic, mai ales dacd tratamentul a presupus
miomectomie sau histerectomie subtotala. Principalul scop este diagnosticul precoce al
leiomiosarcomului, ce duce la cresterea impactului socio-economic si al sdnatatii
femeii;

3. In cazul leziunilor cu potential biologic incert sau malign (leiomiosarcoame si STUMP):

- Am identificat asocierea dintre pozitivitatea imunomarkerului RB1 si valorile medii
crescute ale celulelor inflamatorii pozitive PD-L1. De asemenea, deletia genei PTEN s-
a asociat cu aceleasi valori ridicate ale limfocitelor T PD-L1+. Mai mult, cu cét aceste
valori au fost mai crescute, cu atat numarul de saptamani pana la deces a fost mai mic.
Astfel, am subliniat valoarea relatiei procesului patogenetic cu microclitatul tumoral
rezultat ce se rasfrange in mod direct asupra prognosticului pacientilor. Aceste date pe
care le-am identificat evidentiazd importanta triadei RB1 pozitiv-deletia genei PTEN-
valori crescute ale limfocitelor T PD-L1 pozitive care reprezinta un factor de prognostic
negativ.

- Am observat corelarea valorilor mari ale limfocitelor CD8+ si PD-L1+ cu prezenta
atipiilor severe. Astfel, CD8 reprezintd un marker al agresivitatii tumorale.

4. Respectand aspectele rezultate in urma cercetdrii persoanele, anterior mentionate, este
esentiald Tmbunatatirea protocolului de diagnostic dupd cum urmeaza:

- Impunerea in protocolul de diagnostic histopatologic al unor markeri ce se fac
indispensabili pentru urmatoarele caracteristici:

o Endoglin/CD105 — rol in evaluarea microvascularizatiei si administrarea de
terapii anti-angiogenice;

o RBI1 —rol in patogeneza si evolutie tumorala;

o PD-L1 — rol in agresivitate, aprecierea supravietuirii, administrarea de
tratamente tintite anti-PD-L1;

o PTEN - studiu citogenetic sau la alternativ imunohistochimic, cu rol in
agresivitate, In aprecierea prognosticului si In administrarea unor tratamente cu

inhibitori PTEN.
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10. Originalitatea tezei

Originalitatea prezentei cercetari derivd din abordarea interdisciplinard a tumorilor
musculare netede dezvoltate la nivelul corpului uterin, evaluarea acestor neoplazii prin prisma
parametrilor clinici si morfologici (histopatologic, imunohistochimic, genetic), introducerea in
protocolul standard a evaludrii de rutind a microclimatului tumoral, cu accent pe cuantificarea
densitatii microvascularizatiei, in vederea posibilitdtilor terapeutice tintite anti-angiogenetice
si/sau anti-PD-L1.

In urma studierii literaturii de specialitate, am observat ci la nivel national nu a fost
cercetatd aceasta patologie intr-o astfel de manierd. De asemenea, raportarea la nivel
international a rezultatelor prezentei cercetdri evidentiaza originalitatea si caracterul de
actualitate ale acestora.

Rezultatele studiilor prezentate au o mare adresabilitate atat pentru practica medicala,
cat si pentru sfera viitoarelor cercetari, evidentiind rolul esential al colaborarii interdisciplinare
(ginecolog, anatomopatolog, genetician, oncolog) prin aspectele variate (clinice, paraclinice,
morfologice) ale temei in cauza.

Perspectivele viitoare de cercetare ce deriva din aceastd lucrare sunt reprezentate de
evaluarea influentei cailor patogenice asupra anumitor particularitdti ale microclimatului
tumoral, toate acestea in asociere cu aplicarea de tratamente tintite in functie de parametrii cu

rol de factori prognostici identificati ce pot afecta supravietuirea pacientelor.
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