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EXPRESIA DIVERGENTĂ A ENDOGLINEI ŞI MARKERULUI DE PROLIFERARE 
KI67 ÎN LEZIUNILE BENIGNE ŞI MALIGNE ALE COLULUI UTERIN 
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Summary 

Divergent expression of endoglin and marker of proliferation Ki67  
in the benign and malign lesions of the uterine cervix 

In this study we show, for the first time, application of double immunohistochemical stain 
method using endothelial marker of high specificity (CD105) and marker of proliferation (Ki67), 
applied on the neoplazic specimens of the uterine cervix imbedded in the paraffin. This method 
represents high accurateness in functional status interpretation of the blood vessels. On the base 
of obtained results, we can conclude the hypothesis that activation and proliferation of 
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endothelial cells are distinctive processes in the precursor and malign lesions of the uterine 
cervix. Activation of endothelial cells is an early stage that predominates in the cervical 
intracellular lesions of the uterine cervix, while the endothelial proliferation is observed in blood 
vessels of the invasive carcinomas.  

 
Rezumat 
In acest studiu prezentăm pentru prima dată aplicarea metodei de dublă imunocolorare 

bazată pe un marker endotelial de mare specificitate (CD105) şi un marker de proliferare (Ki67) 
pe specimene neoplazice de col uterin incluse în parafină. Această metodă este de o acurateţe 
superioară în interpretarea statutului funcţional al vaselor sanguine. Pe baza rezultatelor obţinute, 
putem emite ipoteza că în leziunile precursoare şi maligne ale colului uterin, activarea şi 
proliferarea celulelor endoteliale sunt procese distincte. Activarea celulelor endoteliale este etapa 
precoce care predomină în leziunile cervicale intraepiteliale ale colului uterin, în timp ce 
proliferarea endotelială este observată la vasele din carcinoamele invazive. 

 
Actualitatea temei 
Endoglina (CD105) este o glicoproteină transmembranară de 180 kDa, care este exprimată 

predominant de celulele endoteliale activate din vasele tumorale a unei mari varietăţi de leziuni 
maligne şi în leziunile inflamatorii. De asemenea, endoglina este slab exprimată de o varietate 
diferită de celule, aşa cum sunt monocitele, macrofagele, fibroblastele, melanocitele şi celulele 
musculare ale vaselor sanguine. CD105 este una dintre componentele complexului receptor al 
factorului de transformare al creşterii-β (TGF-β), o citokină pleiotropică implicată în proliferarea 
celulară, diferenţiere şi migrare [5]. 

Ki67 (clona MIB1) este un marker al proliferării celulare [6]. Acest marker defineşte în 
manieră acceptabilă proliferarea celulară atât a celulelor tumorale, cât şi endoteliale din vasele 
sanguine asociate tumorii. În timpul interfazei, Ki67 poate fi decelat exclusiv în nucleu, iar în 
timpul mitozei, cea mai mare parte a proteinei este realocată suprafeţei cromozomilor. Proteina 
Ki67 este prezentă în toate fazele active ale ciclului celular G1, S, G2, şi mitoză), dar este absentă 
în celulele aflate în fază de repaus (faza Go). Ki67 este un excelent marker utilizat pentru 
determinarea fracţiei de creştere a unei anumite populaţii celulare. Numeroase date din literatură 
asociază expresia endoglinei în celulele endoteliale cu rata lor crescută de proliferare in vitro [2]. 
Recent s-a demonstrat că forma solubilă a endoglinei, s-Eng, interferă cu proliferarea celulelor 
endoteliale şi formarea de noi capilare [7]. Există în prezent controverse în ceea ce priveşte acest 
aspect, generate de studiile asupra expresiei Ki67 şi endoglinei efectuate pe specimene de 
ţesuturi tumorale incluzionate în parafină. Benetti A. şi col., 2008 [1], au demonstrat că TGF-β1 
şi CD105 induc migrarea celulelor endoteliale derivate din carcinomul hepatocelular prin 
creşterea motilităţii spontane şi capacitate mai mare de a migra ca răspuns la TGF-β1. 

În 2003, Li C. şi col. [3], au demonstrat că CD105 previne apoptoza în celulele endoteliale 
hipoxice. Autorii menţionaţi au arătat că expunerea la hipoxie de 24 de ore a celulelor 
endoteliale derivate din microvascularizaţia dermului determină o creştere a expresiei 
CD105mRNA şi o alterare dramatică a ciclului celular al celulei endoteliale, care este oprită în 
fazele G0/G1. 

 
Obiective 
Dat fiind datele controversate în ceea ce priveşte expresia CD105 şi a Ki67 în celulele 

endoteliale din leziunile colului uterin, ne-am propus să studiem distribuţia şi co-localizarea 
markerilor menţionaţi mai sus în leziunile maligne ale colului uterin. Menţionăm că în literatura 
de specialitate nu am identificat nici un articol referitor la co-expresia endoglinei şi Ki67 în 
leziunile benigne şi maligne ale colului uterin, iar cele referitoare la angiogeneza tumorală cu 
această localizare sunt rare şi incerte.  
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Material şi metode  
Specimenele şi procesarea primară. În studiul prezent au fost prelevate şi incluse biopsiile 

ţintite din leziuni evidente macroscopic şi piesele de conizaţie. Biopsiile au fort prelucrate după 
tehnica histologică uzuală, fixate în formalină şi incluzionate în parafină.  

Histopatologie. Din fiecare bloc au fost efectuate secţiuni în serii cu grosimea de 3 μm 
grosime. Secţiunile iniţiale au fost colorate cu metoda hematoxilină-eozină pentru diagnosticul 
patologic şi stabilirea gradului de diferenţiere al tumorii.  Leziunile au fost clasificate după cum 
urmează: metaplazie scuamoasă (n=17), neoplazie intraepitelială cervicală (n=11), carcinom in 
situ (n=7), carcinom microinvaziv (n=10) şi carcinom invaziv (n=49). Cazurile control (n=8) au 
fost reprezentate de specimenele normale rezultate în urma procedurii de conizaţie. La 
subgrupele de carcinom microinvaziv şi invaziv, gradul de diferenţiere (G) a fost: G1 la 29 
cazuri, G2 la 22 cazuri şi G3 la 8 cazuri.  

Imunohistochimie. Pe secţiuni adiţionale a fost aplicată metoda de dublă imunocolorare, 
pentru colocalizarea CD105 şi a Ki67. Secţiunile deparafinate şi rehidratate au fost supuse 
blocării peroxidazei endogene cu peroxid de hidrogen 3% timp de 5 minute, urmată de 
pretratamentul cu Proteinaza K pentru 15 minute la temperatura camerei. Incubarea cu anticorpul 
primar anti-CD105, clona SN6h (DakoCytomation), timp de 1 oră, cu diluţia de 1:10, a precedat 
prima aplicare a sistemului de lucru avidină-biotină LSAB+/HRP şi vizualizarea s-a realizat cu 
3,3’diaminmobenzidină. În acest fel, produsul final al imunoreacţiei pentru endoglină a fost 
colorat în brun. Ulterior s-a efectuat metoda automată de demascare a antigenului în tampon 
citrat la pH6 utilizând modulul PT Link (DakoCytomation), pentru 30 de minute, în vederea 
demascării epitopului Ki67. După 30 de minute de incubare cu anticorpul anti-Ki67 (clona 
MIB1, gata de utilizare), s-a aplicat sistemul de lucru LSAB+/HRP, urmat de vizualizarea cu 
aminoetil carbazol pentru 10 minute. Produsul final al reacţiei pentru Ki67 a fost colorat în roşu. 
Colorarea nucleilor s-a realizat cu hematoxilina Lillie modificată. Întreaga procedură 
imunohistochimică a fost realizată cu Autostainer-ul DakoCytomation. Preparatele au fost 
montate în mediu apos.  

Interpretarea CD105 şi scorul Ki67. Am cuantificat structurile vasculare cu lumen, 
pozitive pentru CD105, colorat în brun la nivel citoplasmatic în celulele endoteliale. Densitatea 
microvasculară a fost stabilută aplicând metoda modificată după Weidner N. [8]. Semnalele 
pozitive pentru Ki67 au fost restricţionate nuclear, şi au fost numărate atât în celulele endoteliale 
CD105 pozitive, cît şi în celulele tumorale. 

Analiza statistică. A fost efectuată cu programul SPSS13-0, şi a inclus testul Chi pătrat şi 
testul Student, valorile p<0.05, fiind considerate semnificative.  

 
Rezultate  
Nici unul dintre cazurile de cervix uterin normal nu a exprimat endoglină. Imunoreacţia 

pozitivă pentru CD105 a fost restricţionată la endoteliul activat din leziunile intraepiteliale, 
carcinom in situ şi carcinom microinvaziv.  

 
Activarea intensă a endoteliului vaselor sanguine a fost observată în metaplazia 

scuamocelulară şi neoplazia intraepitelială cervicală, cu densitate microvasculară care a variat 
între 0 şi 25 de vase/×400, cu o medie de 6.5 vase/×400. Densitatea vaselor CD105 pozitive a 
fost mai mare în imediata vecinătate a metaplaziei şi neoplaziei intraepiteliale şi a scăzut 
semnificativ la distanţă de leziune. De asemenea, carcinomul in situ a prezentat vase pozitive 
pentru endoglină, dar fără marcaj pentru Ki67, care reflectă proliferarea.  

Vasele endoglin-pozitive au fost grupate în apropierea leziunilor epiteliale şi au avut 
densitate mai mică la distanţă, similar cu aspectele identificate în leziunile intraepiteliale. În 
carcinomul microinvaziv vase sanguine cu celule endoteliale endoglin pozitive au fost găsite la 
un singur caz.  

Dintre cele 49 cazuri de carcinom invaziv 41 au fost negative pentru endoglină şi multe 
dintre ele (n=28) au prezentat celule tumorale cu index proliferativ mai mic sau egal cu 5%. 
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Celulele endoteliale CD105 negative din carcinomul invaziv au prezentat rată de proliferare 
semnificativ mai mare decât vasele sanguine CD105 negative din colul uterin normal. Am găsit 
corelaţie semnificativă între absenţa expresiei endoglinei în celulele endoteliale proliferative şi 
tipul invaziv al carcinomului cervical (p=0,004). De asemenea, indexul proliferativ redus în 
celulele tumorale s-a corelat cu absenţa expresiei CD105 din endoteliul vaselor din aria tumorală 
(p=0.003). Expresia divergentă a CD105 şi Ki67 în celulele endoteliale a fost observată constant. 
În 3 cazuri de carcinom invaziv cu valori mari ale microdensităţii vasculare (13-15 vase/cîmp 
×400, CD105), am observat semnale pozitive pentru Ki67 în nucleii celulelor endoteliale CD105 
pozitive. Aceste vase au fost localizate la frontul de proliferare tumorală, la interfaţa dintre 
celulele tumorale şi stromă.  

 
Discuţii 
Leziunile maligne şi benigne ale cervixului uterin sunt intens studiate în contextul 

transformării potenţiale din leziunile cervicale intraepiteliale în tumori invazive. Multe date au 
fost publicate în ultimii ani referitor la epidemiologia şi factorii cauzativi ai neoplaziei de col 
uterin. În pofida numeroaselor studii axate pe tumorile cervicale, evoluţia şi prognosticul 
acestora nu s-au ameliorat pe parcursul ultimilor ani. În vederea obţinerii unui răspuns optimal în 
tratamentul neoplaziilor cervicale uterine este necesar de a studia în detalii profilul acestor 
leziuni, care ar include markerii moleculari ai proliferării celulare, interacţiunea cu angiogeneza, 
matricele extraceluar în adhezie/invazie, apoptoza, etapele ciclului celular şi mecanismele de 
reparare a ADN-ului.  

În studiul angiogenezei leziunilor de cervix uterin au fost folosiţi drept markeri pentru 
celulele endoteliale markerii pan-endoteliali cum ar fi CD31, CD34 şi factorul von Willebrand. 
Toţi aceşti anticorpi se exprimă atât în vasele normale, cât şi cele tumorale. În 2008, Mazibrada 
J. şi col. [4] a raportat existenţa corelaţiei între densitatea microvasculară efectuată pe secţiuni 
colorate cu CD105 şi CD31, şi a observat creşterea densităţii microvasculare (la ambii markeri) 
pe măsura sporii severităţii neoplaziei de col uterin, de la leziunile benigne până la carcinomul 
invaziv. Aceste date sunt în contrast cu rezultatele noastre, referitor la densitatea microvasculară 
CD105. Noi am obţinut cele mai înalte valori ale microdensităţii vasculare CD105 în leziunile 
displazice şi în carcinomul in situ. Valoarea acestui indice se micşora pentru vasele tumorale ale 
carcinomului microinvaziv şi invaziv. 

Din datele pe care le-am obţinut, reiese corelaţia clară dintre expresia divergentă a 
endoglinei şi a markerului de proliferare Ki67. Iniţial, s-a considerat că endoglina este exprimată 
exclusiv de către vasele sanguine din aria tumorală, aspect care s-a demonstrat ulterior ca 
inexact. Pe leziunile neoplazice ale colului uterin am observat prezenţa de vase cu celule 
endoglin pozitive şi în precursorii carcinomului, astfel încât densitatea de vase calculată pe baza 
acestui parametru este mai mare în leziunile non-invazive. Această particularitate susţine 
câştigarea precoce a fenotipului angiogenic şi atrage atenţia asupra semnificaţiei coloraţiei 
pozitive pentru endoglină, care în baza rezultatelor noastre, este exprimată de către celulele 
endoteliale activate, cu potenţial proliferativ. În plus, datele prezentate arată că doar rareori 
celulele endoteliale pozitive pentru endoglină exprimă Ki67. Din acest motiv susţinem că 
exprimarea endoglinei precede proliferarea endotelială, aspect susţinut şi de corelaţia găsită între 
prezenţa/numărul de vase pozitive şi indexul de marcaj al celulelor tumorale pentru Ki67. În 
aceste condiţii, putem afirma că exprimarea secvenţială a celor doi markeri în leziunile colului 
uterin se corelează cu angiogeneză activă. Lucrările referitoare la angiogeneza tumorală cu alte 
localizări au arătat că proliferarea endotelială este unul dintre cei mai fideli indicatori ai 
angiogenezei active. Din datele care ne-au stat la dispoziţie, nu am găsit referiri asupra acestui 
subiect în literatura de specialitate. Rezultatele pe care le-am obţinut pledează pentru 
investigarea acestui aspect în vederea elucidării răspunsului potenţial la terapia antiangiogenică 
(care se află în curs trialuri clinice) pentru tumorile invazive ale colului uterin. De asemenea, 
expresia endoglinei şi a Ki67 poate fi considerată element predictiv pentru răspunsul la terapia 
adjuvantă clasică, care până în prezent nu este utilizat în practică. 
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Concluzii  
1. In această cercetare prezentăm pentru prima dată aplicarea metodei de dublă imunocolorare 

bazată pe un marker endotelial de mare specificitate (CD105) şi un marker de proliferare 
(Ki67) pe specimene neoplazice de col uterin incluse în parafină. Această metodă 
reprezintă o metodă cu acurateţe superioară în interpretarea statutului funcţional al vaselor 
sanguine. 

2. Pe baza rezultatelor obţinute, putem emite ipoteza că în leziunile precursoare şi maligne ale 
colului uterin, activarea şi proliferarea celulelor endoteliale sunt procese distincte. 
Activarea celulelor endoteliale este etapa precoce care predomină în leziunile cervicale 
intraepiteliale ale colului uterin, în timp ce proliferarea endotelială este observată la vasele 
din carcinoamele invazive.   
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Summary 

The histological modifications in uterus during its post-partum involution 
  The histological modifications in uterus during its post-partum involution were 
investigated. It was determined that the process of post-partum involution of the uterus is 
manifested histologically by atrophy and dystrophy processes in muscle elements, by the 


