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EXPRESIA DIVERGENTA A ENDOGLINEI SI MARKERULUI DE PROLIFERARE
KI67 IN LEZIUNILE BENIGNE SI MALIGNE ALE COLULUI UTERIN
Lilian Saptefrati
Catedra Histologie, Citologie si Embriologie USMF ,,Nicolae Testemitanu”

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 prezentam pentru prima datd aplicarea metodei de dubld imunocolorare
bazata pe un marker endotelial de mare specificitate (CD105) si un marker de proliferare (Ki67)
pe specimene neoplazice de col uterin incluse in parafind. Aceastd metoda este de o acuratete
superioard in interpretarea statutului functional al vaselor sanguine. Pe baza rezultatelor obtinute,
putem emite ipoteza cd in leziunile precursoare si maligne ale colului uterin, activarea si
proliferarea celulelor endoteliale sunt procese distincte. Activarea celulelor endoteliale este etapa
precoce care predomind in leziunile cervicale intraepiteliale ale colului uterin, in timp ce
proliferarea endoteliald este observata la vasele din carcinoamele invazive.

Actualitatea temei

Endoglina (CD105) este o glicoproteind transmembranara de 180 kDa, care este exprimata
predominant de celulele endoteliale activate din vasele tumorale a unei mari varietdti de leziuni
maligne si in leziunile inflamatorii. De asemenea, endoglina este slab exprimatd de o varietate
diferitd de celule, asa cum sunt monocitele, macrofagele, fibroblastele, melanocitele si celulele
musculare ale vaselor sanguine. CD105 este una dintre componentele complexului receptor al
factorului de transformare al cresterii-3 (TGF-f), o citokind pleiotropica implicata in proliferarea
celulara, diferentiere si migrare [5].

Ki67 (clona MIB1) este un marker al proliferarii celulare [6]. Acest marker defineste in
manierd acceptabild proliferarea celulard atat a celulelor tumorale, cat si endoteliale din vasele
sanguine asociate tumorii. In timpul interfazei, Ki67 poate fi decelat exclusiv in nucleu, iar in
timpul mitozei, cea mai mare parte a proteinei este realocata suprafetei cromozomilor. Proteina
Ki67 este prezenta in toate fazele active ale ciclului celular Gy, S, G, si mitoza), dar este absenta
in celulele aflate in faza de repaus (faza Go). Ki67 este un excelent marker utilizat pentru
determinarea fractiei de crestere a unei anumite populatii celulare. Numeroase date din literatura
asociaza expresia endoglinei in celulele endoteliale cu rata lor crescutd de proliferare in vitro [2].
Recent s-a demonstrat ca forma solubild a endoglinei, s-Eng, interferd cu proliferarea celulelor
endoteliale si formarea de noi capilare [7]. Existd in prezent controverse in ceea ce priveste acest
aspect, generate de studiile asupra expresiei Ki67 si endoglinei efectuate pe specimene de
tesuturi tumorale incluzionate in parafind. Benetti A. si col., 2008 [1], au demonstrat cd TGF-$1
si CD105 induc migrarea celulelor endoteliale derivate din carcinomul hepatocelular prin
cresterea motilitdtii spontane si capacitate mai mare de a migra ca raspuns la TGF-B1.

In 2003, Li C. si col. [3], au demonstrat cda CD105 previne apoptoza in celulele endoteliale
hipoxice. Autorii mentionati au ardtat cd expunerea la hipoxie de 24 de ore a celulelor
endoteliale derivate din microvascularizatia dermului determind o crestere a expresiel
CD105mRNA si o alterare dramatica a ciclului celular al celulei endoteliale, care este oprita n
fazele Go/G;.

Obiective

Dat fiind datele controversate in ceea ce priveste expresia CD105 si a Ki67 in celulele
endoteliale din leziunile colului uterin, ne-am propus sa studiem distributia §i co-localizarea
markerilor mentionati mai sus in leziunile maligne ale colului uterin. Mentiondm ca in literatura
de specialitate nu am identificat nici un articol referitor la co-expresia endoglinei si Ki67 in
leziunile benigne si maligne ale colului uterin, iar cele referitoare la angiogeneza tumorald cu
aceasta localizare sunt rare si incerte.
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Material si metode

Specimenele si procesarea primard. In studiul prezent au fost prelevate si incluse biopsiile
tintite din leziuni evidente macroscopic si piesele de conizatie. Biopsiile au fort prelucrate dupa
tehnica histologica uzuala, fixate in formalina si incluzionate in parafina.

Histopatologie. Din fiecare bloc au fost efectuate sectiuni in serii cu grosimea de 3 um
grosime. Sectiunile initiale au fost colorate cu metoda hematoxilind-eozind pentru diagnosticul
patologic si stabilirea gradului de diferentiere al tumorii. Leziunile au fost clasificate dupa cum
urmeaza: metaplazie scuamoasd (n=17), neoplazie intraepiteliald cervicald (n=11), carcinom in
situ (n=7), carcinom microinvaziv (n=10) si carcinom invaziv (n=49). Cazurile control (n=8) 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
cazuri, G2 la 22 cazuri si G3 la 8 cazuri.

Imunohistochimie. Pe sectiuni aditionale a fost aplicatd metoda de dubla imunocolorare,
pentru colocalizarea CD105 si a Ki67. Sectiunile deparafinate si rehidratate au fost supuse
blocarii peroxidazei endogene cu peroxid de hidrogen 3% timp de 5 minute, urmata de
pretratamentul cu Proteinaza K pentru 15 minute la temperatura camerei. Incubarea cu anticorpul
primar anti-CD105, clona SN6h (DakoCytomation), timp de 1 ora, cu dilutia de 1:10, a precedat
prima aplicare a sistemului de lucru avidind-biotind LSAB+/HRP si vizualizarea s-a realizat cu
3,3’diaminmobenzidina. In acest fel, produsul final al imunoreactiei pentru endoglind a fost
colorat In brun. Ulterior s-a efectuat metoda automata de demascare a antigenului in tampon
citrat la pH6 utilizand modulul PT Link (DakoCytomation), pentru 30 de minute, in vederea
demascarii epitopului Ki67. Dupd 30 de minute de incubare cu anticorpul anti-Ki67 (clona
MIBI1, gata de utilizare), s-a aplicat sistemul de lucru LSAB+/HRP, urmat de vizualizarea cu
aminoetil carbazol pentru 10 minute. Produsul final al reactiei pentru Ki67 a fost colorat in rosu.
Colorarea nucleilor s-a realizat cu hematoxilina Lillie modificatd. Intreaga procedura
imunohistochimica a fost realizatd cu Autostainer-ul DakoCytomation. Preparatele au fost
montate Tn mediu apos.

Interpretarea CDI105 si scorul Ki67. Am cuantificat structurile vasculare cu lumen,
pozitive pentru CD105, colorat in brun la nivel citoplasmatic in celulele endoteliale. Densitatea
microvasculard a fost stabilutd aplicind metoda modificata dupa Weidner N. [8]. Semnalele
pozitive pentru Ki67 au fost restrictionate nuclear, si au fost numarate atit in celulele endoteliale
CD105 pozitive, cit si in celulele tumorale.

Analiza statistica. A fost efectuatad cu programul SPSS13-0, si a inclus testul Chi patrat si
testul Student, valorile p<0.05, fiind considerate semnificative.

Rezultate

Nici unul dintre cazurile de cervix uterin normal nu a exprimat endoglina. Imunoreactia
pozitivd pentru CD105 a fost restrictionata la endoteliul activat din leziunile intraepiteliale,
carcinom in situ $i carcinom microinvaziv.

Activarea intensa a endoteliului vaselor sanguine a fost observatda in metaplazia
scuamocelulard si neoplazia intraepiteliala cervicala, cu densitate microvasculara care a variat
intre 0 si 25 de vase/x400, cu o medie de 6.5 vase/x400. Densitatea vaselor CD105 pozitive a
fost mai mare in imediata vecindtate a metaplaziei si neoplaziei intraepiteliale si a scazut
semnificativ la distantd de leziune. De asemenea, carcinomul in situ a prezentat vase pozitive
pentru endoglina, dar fara marcaj pentru Ki67, care reflecta proliferarea.

Vasele endoglin-pozitive au fost grupate in apropierea leziunilor epiteliale §i au avut
densitate mai mica la distantd, similar cu aspectele identificate in leziunile intraepiteliale. In
carcinomul microinvaziv vase sanguine cu celule endoteliale endoglin pozitive au fost gasite la
un singur caz.

Dintre cele 49 cazuri de carcinom invaziv 41 au fost negative pentru endoglind si 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 ratd de proliferare
semnificativ mai mare decat vasele sanguine CD105 negative din colul uterin normal. Am gasit
corelatie semnificativa intre absenta expresiei endoglinei in celulele endoteliale proliferative si
tipul invaziv al carcinomului cervical (p=0,004). De asemenea, indexul proliferativ redus in
celulele tumorale s-a corelat cu absenta expresiei CD105 din endoteliul vaselor din aria tumorala
(p=0.003). Expresia divergenta a CD105 si Ki67 in celulele endoteliale a fost observata constant.
In 3 cazuri de carcinom invaziv cu valori mari ale microdensitatii vasculare (13-15 vase/cimp
%400, CD105), am observat semnale pozitive pentru Ki67 in nucleii celulelor endoteliale CD105
pozitive. Aceste vase au fost localizate la frontul de proliferare tumorald, la interfata dintre
celulele tumorale si stroma.

Discutii

Leziunile maligne si benigne ale cervixului uterin sunt intens studiate in contextul
transformarii potentiale din leziunile cervicale intraepiteliale in tumori invazive. Multe date au
fost publicate 1n ultimii ani referitor la epidemiologia si factorii cauzativi ai neoplaziei de col
uterin. In pofida numeroaselor studii axate pe tumorile cervicale, evolutia si prognosticul
acestora nu s-au ameliorat pe parcursul ultimilor ani. In vederea obtinerii unui rispuns optimal in
tratamentul neoplaziilor cervicale uterine este necesar de a studia in detalii profilul acestor
leziuni, care ar include markerii moleculari ai proliferarii celulare, interactiunea cu angiogeneza,
matricele extraceluar in adhezie/invazie, apoptoza, etapele ciclului celular si mecanismele de
reparare a ADN-ului.

In studiul angiogenezei leziunilor de cervix uterin au fost folositi drept markeri pentru
celulele endoteliale markerii pan-endoteliali cum ar fi CD31, CD34 si factorul von Willebrand.
Toti acesti anticorpi se exprima atat in vasele normale, cét si cele tumorale. in 2008, Mazibrada
J. si col. [4] a raportat existenta corelatiei intre densitatea microvasculard efectuatd pe sectiuni
colorate cu CD105 si CD31, si a observat cresterea densitatii microvasculare (la ambii markeri)
pe masura sporii severitatii neoplaziei de col uterin, de la leziunile benigne pana la carcinomul
invaziv. Aceste date sunt in contrast cu rezultatele noastre, referitor la densitatea microvasculara
CDI105. Noi am obtinut cele mai Tnalte valori ale microdensitatii vasculare CD105 in leziunile
displazice si in carcinomul in situ. Valoarea acestui indice se micsora pentru vasele tumorale ale
carcinomului microinvaziv §i invaziv.

Din datele pe care le-am obtinut, reiese corelatia clard dintre expresia divergentd a
endoglinei si a markerului de proliferare Ki67. Initial, s-a considerat ca endoglina este exprimata
exclusiv de catre vasele sanguine din aria tumorald, aspect care s-a demonstrat ulterior ca
inexact. Pe leziunile neoplazice ale colului uterin am observat prezenta de vase cu celule
endoglin pozitive si in precursorii carcinomului, astfel Incat densitatea de vase calculata pe baza
acestui parametru este mai mare In leziunile non-invazive. Aceastd particularitate sustine
castigarea precoce a fenotipului angiogenic si atrage atentia asupra semnificatiei coloratiel
pozitive pentru endoglind, care in baza rezultatelor noastre, este exprimatd de catre celulele
endoteliale activate, cu potential proliferativ. In plus, datele prezentate arati ci doar rareori
celulele endoteliale pozitive pentru endoglind exprimd Ki67. Din acest motiv sustinem ca
exprimarea endoglinei precede proliferarea endoteliald, aspect sustinut si de corelatia gasita intre
prezenta/numirul de vase pozitive si indexul de marcaj al celulelor tumorale pentru Ki67. In
aceste conditii, putem afirma ca exprimarea secventiala a celor doi markeri in leziunile colului
uterin se coreleazad cu angiogeneza activa. Lucrarile referitoare la angiogeneza tumorald cu alte
localizari au aratat ca proliferarea endoteliald este unul dintre cei mai fideli indicatori ai
angiogenezei active. Din datele care ne-au stat la dispozitie, nu am gasit referiri asupra acestui
subiect in literatura de specialitate. Rezultatele pe care le-am obtinut pledeaza pentru
investigarea acestui aspect in vederea elucidarii raspunsului potential la terapia antiangiogenica
(care se afla in curs trialuri clinice) pentru tumorile invazive ale colului uterin. De asemenea,
expresia endoglinei si a Ki67 poate fi consideratd element predictiv pentru raspunsul la terapia
adjuvanta clasica, care pana in prezent nu este utilizat in practica.
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Concluzii

1. In aceastd cercetare prezentdm pentru prima datd aplicarea metodei de dubla imunocolorare
bazatd pe un marker endotelial de mare specificitate (CD105) si un marker de proliferare
(Ki67) pe specimene neoplazice de col uterin incluse in parafind. Aceastd metoda
reprezintd o metoda cu acuratete superioard in interpretarea statutului functional al vaselor
sanguine.

2. Pe baza rezultatelor obtinute, putem emite ipoteza ca in leziunile precursoare si maligne ale
colului uterin, activarea si proliferarea celulelor endoteliale sunt procese distincte.
Activarea celulelor endoteliale este etapa precoce care predomind in leziunile cervicale
intraepiteliale ale colului uterin, in timp ce proliferarea endoteliald este observata la vasele
din carcinoamele invazive.
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MODIFICARILE HISTOLOGICE ALE UTERULUI IN
PROCESUL INVOLUTIEI SALE POST-PARTUM
Ruslan Pretula
Laboratorul Morfologie USMF ,,Nicolae Testemitanu”

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
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