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SUMMARY

EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION IN CERVICAL NEOPLASTIC
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In this work studied tissue taken using biopsy and cervical conization in patients with abnormal epithelial organ
sites identified macroscopically. The lesions were classified as follows: CIN1 (n=17), CIN2 (n=11), CIN3 (n=7),
microinvasive carcinoma (n = 10) and invasive carcinoma (n = 49). As a control (n = 5) were studied conization of
the cervix intact (normal) histological. Immunohistochemical study was applied to the identification of epithelial cells
and cells of mesenchymal origin. Epithelial cells were identified using polyclonal antibodies AEI/AE3 clone AE1/
AE3, mesenchymal cells origin, respectively using anti-vimentin antibodies clone V9. In patients with microinvasive
carcinoma and invasive carcinoma of the cervix in the area of infestation was found vimenti-expression and lack of
expression on tumor cells AE1/AE3.

PE31OME

SMUTEINAJIBHO-ME3EHXUMAJIbHBII NEPEXO/] B HEOIVIACTUYECKHX INOPAKEHUAX INENKHN MATKH

KnroueBble ciioBa: omyxonesvle KIemKu, KAPYUHOMA, UMMYHOSUCIMOXUMUS, ULEUKA MAamKU, SNUmenuanvHo-
ME3eHXUMANbHbLU Nepexoo.

B nacmosuyeii pabome 6l u3y1eHvl MKaHU 835mble NpU NOMOWU NpUYeNbHelx buoncuil u KOHU3ayuil uletiku Mmam-
KU Yy NAYUEHMOK € NAMONO2UHEeCKUMU YHACMKAMU SNUMENUs Op2aHa, BblAGNeHHbIX Makpockonuvecku. Ilopasicenus
bvinu knaccuguyuposanel cnedyiowum obpazom: CINI (n=17), CIN2 (n=11), CIN3 (n=7), mukpouneasusnas xapyu-
noma (n=10) u unsaszusnas kapyunoma (n=49). B kauecmee konmpona (n=35) bvinu usyuenv KOHU3AYUU ULetiKU Mam-
KU C HeU3SMEeHeHHOU (HOPMANbHO) 2UCmMON02udeckoll KapmuHol. bvlio npumeHeHo UMMYHOLUCHIOXUMUYECKoe uccae-
dosanue ¢ udenmugpuxayuetl SNUMenuanoHbIX Kemok U K1emoK Me3eHXUMIbHO20 NPOUCXO0HCOeHUs. DnumenuansHele
K1emKu bbl1U 8bI2671eHbl NPU NOMOWU nONuKIoHanbhblx aumumen AE1/AE3 knonw AEI/AE3, knemKu me3eHxumansHo20
NpOUCXOXHCOEHUS — COOMBEMCMEEHHO NPU NOMOWU AHMUmen aHmu-gumenmuna know V9. ¥ nayuenmox ¢ muxpounea-
3UBHOU KAPYUHOMOU U UHBA3UBHOU KAPYUHOMOT ULelKU MAMKU 8 30He UHBA3UY bbLNa 6b1A6NEHA IKCNPeCCUs 6UMEHMU-
Ha u omcymemaue sxkcnpeccuu AEI/AE3 onyxoneguix Knemox.

Introducere. Cancerul de col uterin pand in pre- tine CK 1, CK2, CK4, CKS, CK6 si CKS8, iar AE3 re-
zent ramane o problema din punctul de vedere al par- spectiv CK9, CK 10, CK14, CK15, CK16 si CK19. Un

ticularitatilor lui biologice, factorilor moleculari de astfel de coctail de anticorpi este de o mare sensibili-
prognostic si terapie tintita. Incidenta acestei tumore, tate si larga specificitate, ceea ce permite confirmarea
mai ales cand vorbim despre leziunile invazive, a fost originii epiteliale a tumorii. 2
redusi drastic Tn multe tari prin introducerea progra- Imunohistochimic au fost investigati atat markeri-
melor de screening. ce confirma diferentierea celulelor scuamoase cét si
In pofida celor expuse, in literatura de speciali- markeri corelati cu evolutia si prognosticul tumorilor.
tate existd putine date despre markerii moleculari si Drept markeri ai gradului de diferentiere al celulelor
valoarea lor predictiva in carcinomul de col uterin. scuamoase neoplazice sunt utilizate citokeratinele si
Imunohistochimic, celulele carcinomului de col ute- involucrina, expresia lor corelandu-se in mare parte cu
rin pot fi identificate cu aceiasi markeri ca si in CIN, diferentierea celulara. Involucrina poate fi identificata
fiind pozitive pentru CK13, dar si CK8 si CK18 [1]. in marea majoritate a carcinoamelor scuamoase [2].
In diagnosticul cancerului de col uterin este foarte CK cu greutate moleculara mare (4, 5, 6, 8, 13, 14, 16,
util coctailul de anticorpi policlonali pancitokeratina 17, 18, 19) sunt pozitive in carcinoamele scuamoase
AE1/AE3. In acest tip de pancitokeratind, AE1 con- keratinizate bine diferentiate, in timp ce carcinoamele

33



nekeratinizate exprimd CK 6, 14, 17, 19 si ocazional
CK 4,5,6,8, 10, 13, 16 5i 18 [2]. In acest context este
clar ca celulele carcinomului scuamos frank invaziv
(CSFI) vor exprima pancitokeratina AE1/AE3.

Determinarea moleculelor de adeziune a demon-
strat pierderea expresiei lor in formele agresive ale
carcinoamelor cervicale. Mai multe studii au aratat
pierderea expresiei E-cadherinelor in leziunile pre-
invazive si in carcinoamele scuamoase cervicale, dar
semnificatia acestui fenomen a ramas inca neclara [3].
Prezinta interes si expresia vimentinei de cétre celule-
le tumorale. Daca celulele tumorale exprima vimenti-
na (proteina filamentelor intermediare ale celulelor de
provenientd mezenchimala) avem argumente de a vor-
bi despre tranzitia epitelio-mezenchimala a celulelor
tumorale in carcinomul scuamocelular de col uterin.

Material si metoda. Specimenele si procesarea
primard. In studiul prezent au fost prelevate si inclu-
se biopsiile tintite din leziuni evidente macroscopic si
piesele de conizatie. Biopsiile au fost prelucrate dupa
tehnica histologica uzuala, fixate in formalina si inclu-
zionate 1n parafind.

Histopatologie. Din fiecare bloc au fost efectuate
sectiuni in serii cu grosimea de 3 pm grosime. Secti-
unile initiale au fost colorate prin metoda hematoxi-
lind-eozina pentru diagnosticul patologic si stabilirea
gradului de diferentiere al tumorii. Leziunile au fost
clasificate dupa cum urmeaza: CIN1 (cervical intrae-
pithelial neoplasia) (n=17), CIN2 (n=11), CIN3 (n=7),
carcinom microinvaziv (n=10) si carcinom invaziv
(n=49). Cazurile control (n=5) au fost reprezentate de
specimenele normale rezultate in urma procedurii de
conizatie. La subgrupele de carcinom microinvaziv si
invaziv, gradul de diferentiere (G) a fost: G1 la 29 ca-
zuri, G2 la 22 cazuri si G3 la 8 cazuri.

Imunohistochimie. Pentru evidentierea celulelor
de provenientd mezenchimala sectiunile au fost in-
cubate timp de 30 minute cu anticorpul primar anti-
vimentind clona V9, DakoCytomation (Danemarca).
Am folosit tehnica imunohistochimica avidin biotina
cu utilizarea sistemului de lucru LSAB+. Drept con-
trol pozitiv intern au fost considerate celulele vimen-
tin pozitive ale stromei conjunctive. Nucleii au fost
colorati cu hematoxilind Lille modificata. Intreaga
procedurd imunohistochimica a fost executata cu aju-
torul DakoCytomation Autostainer. Pentru evidentie-
rea epiteliului colului uterin timp de 30 minute a fost
aplicat anticorpul policlonal primar AE1/AE3 clona
AE1/AE3, DakoCytomation (Danemarca). Drept con-
trol pozitiv intern a fost considerat imunomarcajul
pozitiv al epiteliului stratificat al exocolului, dar si al
epiteliului simplu columnar al endocolului. Examina-
rea microscopicd si obtinerea imaginilor s-a efectuat
cu microscopul Nikon Eclipse E600, imaginile micro-
scopice fiind capturate in formatul JPEG.

Rezultate. Specificitatea AE1/AE3 si vimentinei.

In specimenele normale de col uterin produsul final al
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reactiei AE1/AE3 a fost exprimat difuz citoplasmatic
la nivelul straturilor intermediar si superficial (moderat
pozitiv) ale epiteliului stratificat scuamos. In fantele en-
docervixului produsul reactiei era restrictionat la nive-
lul polului bazal al epiteliului simplu columnar. Vimen-
tina se exprima in celulele stromei conjunctive, dar si
in endoteliul vaselor sangvine cu patern citoplasmatic.

Leziunile precursoare ale cervixului uterin. Pe ma-
sura sporirii severitatii CIN, expresia AEI/AE3 era
mai pronuntata. Astfel, in CIN1 doar o parte din ce-
lulele epiteliale ale exocervixului exprimau difuz ci-
toplasmatic markerul AE1/AE3, pentru ca in CIN2-3
toate straturile epiteliului sa fie pozitive pentru acest
imunomarcaj. In leziunile precursoare ale cervixului
uterin expresia vimentinei de catre celulele stromale
nu a prezentat particularitati.

Carcinoamele microinvazive si invazive de col
uterin. In toate cazurile de carcinoame scuamocelu-
lare microinvazive si invazive celulele tumorale ex-
primau markerul AE1/AE3 cu pattern difuz sau mixt.
In carcinoamele microinvazive invazia se realiza sub
forma de cordoane subtiri, care patrundeau in stroma,
sau sub forma de masd compacta infiltrativa. In cazul
invaziei celulelor tumorale in fantele endocervixului,
epiteliul acestuia exprima mai intens markerul AEL/
AE3 pe tot teritoriul citoplasmei.

Remarcam faptul cd In aria de invazie a tumorii
expresia AE1/AE3 avea un pattern focal. Noi am de-
finit patternul focal drept cuiburi de celule tumorale
pozitive printre straturile de celule tumorale, care nu
expriméd sau exprima slab markerul. Concomitent, in
aceste cazuri, celulele tumorale exprimau vimenti-
na. Expresia slabd a AE1/AE3 in ansamblu cu imu-
nomarcajul pozitiv pentru vimentina de catre aceste
celule poate fi explicatd prin pierderea fenotipului
epitelial si achizitia fenotipului mezenchimal. In
contrast, embolii vasculari de celule tumorale aveau
un imunomarcaj intens pozitiv pentru AE1/AE3 si
negativ pentru vimentind, caracteristic ariilor centra-
le ale tumorei.

Discutii. Markerul determinat de noi prin reac-
tii imunohistochimice — pancitokeratina AE1/AE3,
reprezinta un ,coctail” de citokeratine in care AE1
include CK 1, 2, 4, 5, 6 si 8, iar AE3 cuprinde CK
9, 10, 14, 15, 16 si 19. Conform datelor obtinute,
expresia pancitokeratinei AE1/AE3 este mai pronun-
tatd in leziunile preneoplazice severe ale colului ute-
rin comparativ cu leziunile moderate sau cu epiteliul
normal al exocervixului. Mai mult, expresia acestui
marker (cu pattern difuz) in carcinoamele scuamo-
celulare microinvazive si invazive a fost pronuntata
in toate cazurile. Se pare ca amplificarea expresiei
pancitokeratinei AE1/AE3 pe masura sporirii seve-
ritdtii neoplaziei de col uterin se produce pe contul
supraexpresiei CK 8/18, 19, dar mai ales a CK 5
[4]. Reiesind din aceste date, considerdm rationa-
1d si oportuna utilizarea pancitokeratinei AE1/AE3




pentru diferentierea carcinomului scuamos cu celule
fuziforme (carcinomul sarcomatoid) de tumorile de
origine mezenchimald — leiomiosarcom, fibrosar-
com, rabdomiosarcom.

Dupa cum am stabilit prin cercetarea electronooptica
[5], invazia tumorala este insotita de modificri morfolo-
gice ale celulelor canceroase: formarea microfaldurilor
polimorfe sau sferice, pierderea polarizarii epiteliale si
adezia celulard la componentele proteolizate ale ECM.
Astfel, celulele tumorale din zona ariei de invazie pierd
fenotipul epitelial si achizitioneaza fenotipul mezenchi-
mal. Mai mult, in paralel cu expresia pronuntati a pan-
citokeratinei AE1/AE3 de cétre celulele tumorale situate
in ,,miezul tumorii” am observat expresia doar focala
a acestui marker de cétre celulele maligne din aria de
invazie a tumorii, aceste celule exprima slab sau deloc
pancitokeratina AE1/AE3. Acest lucru se produce in pa-
ralel cu sporirea numarului de celule vimentin pozitive si
0-SMA-pozitive In insulele tumorale din ariile de inva-
zie [6]. Rezultatele noastre sunt confirmate de datele lui
Lee M.Y. si colab. (2008) [7]. Astfel, exista argumente
suficient de convingétoare de a vorbi despre tranzitia epi-
telio-mezenchimald in cazul cancerului de col uterin. Are
loc pierderea polaritatii de catre celulele epiteliale neo-
plazice si transformarea lor in celule mobile mezenchi-
mal-like, apte de a invada tesuturile locale si de a metas-
taza in organele secundare [8].

Tranzitia epitelio-mezenchimald (EMT) reprezinta
un proces morfogenetic in urma caruia celulele epite-
liale neoplazice achizitioneaza fenotipul mezenchimal.
Astfel, celulele epiteliale tumorale devin mobile, obtin
abilitatea de invazie, de penetrare a patului vascular
si de diseminare la distanta (de metastazare). La mo-
mentul actual, se cunoaste foarte putin despre EMT in
cancerul de col uterin. Conform opiniei lui Lee M.Y. si
colab. (2008), fenomenul EMT in cancerul de col uterin
se produce drept urmare a supraexpresiei receptorului
factorului de crestere epidermal (EGFR) [7]. Activarea
acestui receptor de catre liganzii sdi sporeste transcrip-
tia factorului Snail (inhibitorul transcriptiei E-cadhe-
rinei) si acumularea acestuia in nucleu. Drept urmare,
este inhibata expresia E-cadherinei si indusa expresia
vimentinei. Daca aceasta ipoteza este veridica, devine
clar ca blocarea activitatii si/sau expresiei EGFR ar fi o
tinta terapeutica de perspectiva in vederea stopérii pro-
gresiei cancerului de col uterin.

Dupa cum am mentionat mai sus, doar celulele
tumorale din ariile de invazie a tumorii exprimau vi-
mentina. Astfel, emitem ipoteza ca fenotip mezenchi-
mal au doar celulele tumorale din aceste arii (fron-
tul de invazie al tumorii). Aceste celule fac parte din
subclona celulelor ghid, restul celulelor tumorale vor
exprima markeri epiteliali.
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Concluzii

1. Pe masura sporirii severitatii CIN, expresia
AE1/AE3 este mai pronuntata. Astfel, in CIN 1 doar o
parte din celulele epiteliale ale exocervixului exprima
difuz citoplasmatic markerul AEI/AE3, pentru ca in
CIN 2-3 toate straturile epiteliului sa fie pozitive pen-
tru acest imunomarcaj.

2. Expresia uniforma a markerului AE1/AE3, in-
diferent de tipul histopatologic al cancerului, este utila
pentru diferentierea carcionomului scuamos cu celule
fusiforme (carcinomul sarcomatoid) de tumorile de
origine mezenchimala — leiomiosarcom, fibrosarcom,
melanom desmoplazic.

3. In ariile de invazie a tumorii celulele tumorale
nu exprima sau exprima slab markerul AE1/AE3. In
schimb, celulele tumorale din ariile vizate exprima in
majoritatea cazurilor (59,7%) vimentina.
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