PROCESUL
DE TRANZITIE
EPITELIO-MEZENCHIMALA
IN ENDOMETRIOZA EXTRAGENITALA

Rezumat

Tranzitia epitelio-mezenchimald (TEM) oferd celule cu
proprietdti migratoare si invazive - o conditie prealabild pentru
stabilirea leziunilor endometriotice. Pentru o perioadd de cinci
ani (2012-2017) am analizat 45 de cazuri de endometriozdi
extragenitald: apendice (1 caz), colon (5 cazuri), ileon (1 caz),
endometrioza peretelui abdominal anterior dupd operatie
cezariand (24) si hernie inghinald (10 cazuri). Materialul a
fost prelucrat conform tehnicii histologice si imunohistochimic
folosind anticorpul monoclonal E-caderina si cel policlonal
vimentina pentru aprecierea invazitdtii locale. Rezultatele
scontate vor consta in investigarea imunohistochimicd a
potentialului de invazitate al acestora, cu stabilirea celor mai
agresive forme de endometriozd extragenitald. Rezultatele stu-
diului nostru au confirmat implicarea procesului de tranzitie
epitelio-mezenchimald in patogeneza leziunilor endometriozei
extragenitale, pe de o parte, iar pe de altd parte, certificd
potentialul lor invaziv in aceste localizdri.

Cuvinte-cheie: endometriozd, tranzitie epitelio-mezenchimald
Summary

Epithelial-mesenchymal transition process inextragenital
endometriosis

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) endows cells with
migratory and invasive proprieties, a prerequisite for the
establishment of endometriotic lesions. During a period of
five years (2012-2017) we analyzed 41 cases of extragenital
endometriosis: appendix (1case), colon (5 cases), ileum (1
case), abdominal scar endometriosis after caesarean section
(24 cases), and inguinal hernia (10 cases). The material was
processed according to histological and immunohistochemi-
cal technique using monoclonal E-cadherin and polyclonal
Vimentin antibodies to assess local invasiveness. The expected
results will consist of investigating the immunohistochemical
potential of their invasiveness with the establishment of the
most aggressive forms of extragenital endometriosis. The
results of our study confirmed involvement of the epithelial-
mesenchymal transition process in the pathogenesis of ex-
tragenital endometriosis lesions, on the one hand, and they
certify their invasive potential in these localizations, on the
other hand.

Keywords: endometriosis, epithelial to mesenchymal transi-
tion process

Pestome

IAnumenuo-me3eHxumManvHolii nepexod npu sKcmpazeHu-
manvHoM SIHOOMempPuo3e

Inumenuo-meseHxumanvHoiii nepexod (IMII) obecneuusa-
em KemKku MUZPAUUOHHBIMU U UHBASUBHBIMU C8OLICBA-
MU, YO S6/ITEMCST HEOOXOOUMBIM YCTI08UEM O7IST CO30AHUS
aHdoMempuomuueckux nopaxceHutl. B meuenue nsmu nem
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(2012-2017 e2.) mvi npoananuzuposanu 45 cnyuaes skcmpa-
2EHUMANLHO20 IHOOMEMPUO3a credyrouleli 10KATUIAUUY:
annenouxc (1 cnyuaii), 0600ounas kuwixa (5 cny4uaes), uneon
(1 cnyuaii), nepedusisi OprUIHAs CeHKkd nocie Kecapesa
ceuenusi (24) u naxosas zpoinca (10 cnyuaes). Mamepuarn
00pabamvleanis 8 cOOMeeMCcMeUU ¢ 2UCNOI0UHECKUM U
UMMYHOZUCOXUMUHECKUM MEMO0OM C UCNOTIb308aHUEM
MOHOKOHANbHYIX E-Kadeepuna anmumern u nonuKnoHAb-
HbIX 6UMEHIMUM O OUeHKU JIOKANIbHOU UHE8A3UBHOCIIU.
Oscudaemole pe3ynvmamuvl 6y0ym coCmoAmy U3 U3y4eHus
UMMYHOSUCIOXUMUYECK020 NOMEHUUANA UX UHBAZUBHO-
CMu ¢ ycmanoeneHuem Haubonee azpeccusHvix dopm IKc-
mpazeHumanvHozo sHoomempuosa. Pesynvmamot Hauiezo
UCCTIe006aHUS NOOMBEPOUNU YHACHIUE HPOUECCA INUMENUO-
Me3eHXUMANbHOZ0 Nepexoda 6 namozeHede IKCMPazeHu-
MATLHOLIX NOPAdNEHUT IHOOMeMPUO3d, ¢ 0OHOT CHOPOHDL,
U ¢ Opy20ti CMOPOHDL, NOOMBEPHOAIOM UX UHBAZUBHDLIL
NOMEHUUATL 8 IMUX TIOKATUZAUUAX.

Kntoueevie cno6a: 3H0omempuo3, s3numenuio-me3eHXUManvHolii
nepexoo

Introducere

Endometrioza este o patologie ginecologi-
ca hormonal dependentd, care se defineste prin
implantarea glandelor si a stromei endometriale
functionale in afara uterului. Sunt afectate, de obi-
cei, femeile tinere reproductive si in 50-60% cazuri
patologia cauzeaza infertilitate. Desi au fost propuse
diferite teorii pentru a explica dezvoltarea endome-
triozei, originea ei rdmane neclara.

Tranzitia epitelio-mezenchimala (engl. - Epi-
thelial Mesenchymal Transition) este un proces
biologic de schimbare fenotipicd a celulei de tip
epitelial intr-o celula de tip mezenchimal. Fenome-
nul respectiv a fost descris pentru prima data de
Elizabeth Hay [1], care |-a denumit ,transformare
epitelio-mezenchimald” si care a presupus ca in
cadrul dezvoltarii embrionare timpurii celulele
epiteliale pot sa se ,transforme”in celule cu fenotip
mezenchimal. in perioadacare a urmat, termenul
stransformare epitelio-mezenchimald”a fost inlocuit
cu termenul tranzitie epitelio-mezenchimald” (TEM),
prin care se subintelege reversibilitatea procesului
si nu conduce la vreo confundare cu transformarea
neoplazica [2]. La embrion, datorita TEM, celulele cu
fenotip epitelial dobandesc proprietati locomotorii
si colonizeaza noi teritorii [3].

Particularitati distinctive ale fenotipului epitelial
si celui mezenchimal

Este bine cunoscut faptul ca celulele epiteliale
adera strans una la alta prin formarea jonctiunilor




intercelulare specializate: desmozomilornexusurilor,
zonelor aderente si ocludente [3]. Gratie jonctiunilor
trainice, tesutul epitelial este constituit din celule
imobile dens asamblate, situate pe 0 membrana
bazala, care separa epiteliul de tesutul conjunctiv.
Acesta din urma este format de celule cu fenotip
mezenchimal care sunt lipsite de jonctiuni speciali-
zate, detasate una de alta si capabile de a se deplasa
prin matricele extracelulare, de care suntinconjurate
(figura 1).

Celulele epiteliale pierd treptat jonctiuni celula
cu celuld si degradeaza matricea extracelulara, trans-
formandu-se in final in celule mezenchimale. Feno-
tipul si markerii functionali ai EMT includ: pierderea
markerilor epiteliali cum ar fi E-caderina, desmopla-
kina, Mucina1, ocludinasi claudina, in schimb castiga
markeri mezenchimali cum ar fi N-caderina, actina
muschiului neted (SMA), vimentina, fibronectina si
altele; in urma acestui proces creste invazitatea.

Celulele epiteliale adera strans una la alta,
gratie zonulelor ocludente, zonulelor aderente,
desmozomilor si nexusurilor. Zonulele ocludente
(tight junctions) incercuiesc celulele la nivelul trecerii
suprafetei apicale in cea laterald, obtureaza spatiul
intercelular, protejandu-le de substantele mediului
exterior. La formarea acestor jonctiuni participa
proteinele membranale: ocludina si claudinele [5].
In asamblarea zonulelor aderente un rol important
il joaca caderinele - proteine transmembranale ce
realizeaza adeziunea intercelulara calciu-depen-
denta [6]. In adeziunea celulelor epiteliale participa
E-caderina [7].

Desmozomii se prezinta ca jonctiuni trainice,
constituite din placi citoplasmatice submembranale,
acestea avand forma de disc (,nasture”). Proteinele
majore ale placilor desmozomale sunt desmoplaki-
na, plakofolilina si plakoglobina [8]. Suprafata sub-
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membranala a placilor interactioneaza cu caderinele
desmozomale, desmogleina si desmocolina [6], iar
suprafata citoplasmatica a placilor - cu filamentele
intermediare keratinice ale citoscheletului [8, 9].

Celulele mezenchimale embrionare si fibroblas-
tele din perioada postnatala sunt celule fusiforme cu
apofize citoplasmatice (pseudopodii, filopodii), cu
polarizare anterioposterioara (,cap — coada”), fiind
apte de a se deplasa prin matricea extracelulara
[4,10]. Aceste celule nu formeaza jonctiunile inter-
celulare sus-mentionate pentru epiteliu si difera de
celulele acestuia prin alt tip de filamente intermedi-
are citoscheletice, care sunt constituite din proteina
denumita "vimentind” [11]. De asemenea, celulele
mezenchimale contin la suprafata un alt tip de pro-
teina transmembranala - N-caderina [12].

Mecanismele tranzitiei epitelio-mezenchimale
(TEM)

Fenomenul de TEM poate sa se desfasoare in
cateva etape, unele fiind simultane. Celulele epite-
liale care devin susceptibile la semnalele ce induc
TEM pierd jonctiunile specializate si polaritatea api-
cal-bazala [3]. Concomitent sau ulterior, in scheletul
celulelor epiteliale se produc restructurari esentiale,
filamentele keratinice fiind inlocuite cu cele vimen-
tinice [8, 27]. Are loc degradarea membranei bazale
subepiteliale de metaloproteinaze si migrarea
celulelor restructurate in profunzime [13]. Meca-
nismele moleculare implicate in TEM nu sunt inca
bine intelese, insa exista suficiente date ce denota
ca declansarea expresiei vimentinei este suficienta
pentru schimbarea formei si a proprietatilor adezive
ale celulelor epiteliale, pentru a dobandi abilitatea
de locomotie [11, 28].

Disocierea zanulelor

£ o N _
Celule epiteliale Celule mezenchimale
» E-caderin Markeri apicalli « N-caderin
« Claydin « Eibronectin
« Ocludin - Marker bazolaterali - Vimentin
+ Desmoplakin _ i « SMA

'\._' Mucin-1 ' Matricea extracelulara

Figura 1. Mecanismul de baza al tranzitiei epitelio-mezenchimale [36]




Schimbarile celulare fenotipice in cadrul TEM se
produc prin reprogramarea expresiei diferitor gene,
in aceasta reprogramare fiind implicati diversi factori
transcriptionali — proteine celulare, ce receptioneaza
semnalele moleculare din micromediu, dupa care
stimuleaza sau inhiba activitatea genelor [14]. De
exemplu, semnalele estrogenice activeaza receptorii
estrogenici, care au functia de factor transcriptional
[16].

Numerosi factori din micromediu, implicati in
reglarea proliferarii si diferentierii celulare, potindu-
ce TEM [3, 21]. TGF-B, Wnt, Fgf activeaza factorii de
transcriptie a genei Snail, care la randul sau inhiba
expresia genelor E-caderinei [9, 18] si initiaza expre-
sia vimentinei [19].

Trei tipuri diferite de tranzitie epitelio-mezenchi-
mala

Semnificatia biologica a TEM este diferitd, din
care motive s-a propus clasificarea acestui fenomen
in trei tipuri distincte, clasificarea fiind acceptata in
urma discutiilor desfasurate in cadrul simpozioanelor
consacrate TEM, desfasurate in Polonia (2007) si SUA
(2008) [10, 20].

Tipul | de TEM este caracteristic pentru implanta-
rea si dezvoltarea embrionului, formarea tesuturilor sia
organelor, manifestandu-se prin generarea diferitor ce-
lule cu unfenotip mezenchimal comun, insa a celulelor
care nu declanseaza fibroza si nu se disemineaza lamari
distante prin intravazare. Tipul Il de TEM este asociat cu
regenerarea tesuturilor maturizate sifibrozarea organe-
lor in inflamatiile cronice. Tipul lll de TEM se constatd la
celulele epiteliale neoplazice din carcinoamele primare
invazive, in care celule epiteliale dobandesc proprietati
fenotipice mezenchimale, devin apte pentru invazie,
intravazare si metastazare [15, 17].

Aspectul invaziv, demonstrat la investigatia mi-
croscopica aendometriozei, se datoreaza modificarii
fenotipului epitelial prin TEM [23, 30], in cadrul caruia
celulele epiteliale pierd jonctiunile intercelulare,
isi modifica citoscheletul si devin mobile. Procesul
de invazie este facilitat de metaloproteinaze, care
deregleaza colagenul si au capacitatea de a induce
TEM [24, 33]. Astfel, semnificatia TEM in endometri-
oza extragenitald rdmane discutabila. Necesitatea
noilor cercetari in acest domeniu este dictata de
eterogenitatea mare a endometriozei cu diferita
localizare, legatd de o variabilitate mare morfologica
si evolutiva. Explorarea in continuare afenomenului
deTEM este dictata de scepticismul existent privind
semnificatia acestuia in endometrioza.

Tindnd cont de valoarea enorma a TEM in dife-
rite evenimente de dezvoltare si procese patologice,
de controversele vizand valoarea acestui fenomenin
endometriozd, am decis sa incepem propriile cerce-
tari cu scopul de a evidentia prezenta semnelor de
TEM in diferite tipuri de endometrioza [26, 27, 28].

Material si metode

Studiul se refera la stabilirea diagnosticului de
endometrioza extragenitald la pacientele internate
si operate in spitalele din municipiul Chisinau, Re-
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publica Moldova, si din Craiova, Romania, in sectiile
de chirurgie, obstetrica si ginecologie pe parcursul
anilor de studiu 2012-2017.

Pentru diagnosticul histopatologic al leziu-
nilor au fost folosite blocurile de parafina cores-
pondente pieselor de exereza. Din acestea s-au
obtinut sectiuni cu grosimi de 3-5 um prin taiere
la microtom, apoi a fost folosita coloratia uzuald
hematoxilina-eozina. Lamele astfel colorate au
fost examinate la un microscop optic de catre
doi medici-anatomopatologi pentru stabilirea
diagnosticului de endometrioza extragenitala.

Pentru confirmarea originii leziunilor endome-
triale s-a folosit tehnica imunohistochimicad cu detectie
enzimaticad.

Pentru prelucrarea imunohistochimica, din
blocurile de parafina selectate la investigatia
histopatologica s-au efectuat sectiuni seriate cu
grosimea de 4 um. Ulterior, sectiunile au fost su-
puse deparafindrii, introducandu-le initial intr-o
baie de benzen, la termostat la 58°C, timp de o ora,
dupa care au fost trecute succesiv prin doud bai
de benzen timp de 10 minute per baie. Urmatorul
pas a fost operatia de rehidratare prin trecerea
succesiva a sectiunilor prin patru bai de alcool cu
concentratie descrescanda - alcool absolut, alcool
96%, alcool 80% si alcool 70%, unde sunt tinute
circa 10 minute per fiecare baie, iar din ultima sunt
plasate pe 10 minute intr-o baie cu apa distilata.

Studiulimunohistochimic afost unul cu detectie
enzimaticd, folosind ca metoda delucru tehnica MACH
4 MICRO-POLYMER-HRP (Biocare Medical; M4U534).

In cazul evaludrii procesului de tranzitie epite-
lio-mezenchimala, respectiv a expresiei markerilor
E-caderina si vimentina, am utilizat reactii imuno-
histochimice duble: in prima parte a acestui proces,
respectiv vizualizarea markerului E-caderina (clone
NCH-38; Dako), si in cea de-a doua parte - pentru
vizualizarea tintei citoplasmatice vimentina (PA1-
16759; ThermoFisher). Rezultatul acestor reactii a
constat in vizualizarea tintelor vizate cu culoarea
bruna (DAB), respectiv rosie (Vulcan Fast Red).

Rezultate obtinute

Investigarea semicantitativa a numarului de
celule pozitive la marcajul cu E-caderina a evidentiat
predominanta scorului 2 pe cazuistica investigata,
neremarcandu-se cazuri complet negative pentru
acest marker.

Deoarece reactivitatea a fost prezenta atat la
nivel membranal, cat si citoplasmatic, am evaluat
separat cazurile de endometrioza si am incercat sa
corelam aceste valori cu unii din parametrii morfo-
logici.

Potrivit datelor, a avutloc o scadere a marcajului
membranal E-caderinic in cazurile de endometri-
oza dupad operatie cezariana, in schimb marcajul
citoplasmatic a fost foarte pronuntat. Astfel, reactia
membranala a fost cea mai evidenta in formele de
endometrioza intestinala (figura 2 a). Vimentina a
fost pozitiva in toate specimenele investigate, re-
activitatea citoplasmatica fiind prezenta indeosebi




in cazurile de endometrioza dupa hernie inghinala
(figura 2 b).
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Figura 2. Expresia imunohistochimica (E-caderina/
vimentina), X 40

Prin analiza efectuata nu am detectat o
diferenta semnificativa in nivelurile de expresie a
markerilor mezenchimali la pacientele cu endome-
trioza. In urma analizei rezultatelor s-a inregistrat
o pozitivitate mai inalta a markerului E-caderina in
cazurile de endometrioza a tractului gastrointestinal
si o reactivitate intens pozitiva a vimentinei in cazu-
rile de endometrioza a peretelui abdominal anterior
dupa operatie cezariana si hernie inghinala.

Imaginea din figura 2 a demonstreaza ca mar-
cajul E-caderinei scade spre interfata cu stroma
organului unde este prezenta leziunea. Imaginea
din figura 2 b - reactivitatea pozitiva citoplasmatica
la vimentina aratd un marcaj al glandelor aflate in
contact direct cu stroma tesutului unde este loca-
lizata leziunea.

Reactivitatea markerului E-caderina este pre-
zentad atat la nivel membranal, cat si la nivel citoplas-
maticin 85,6% din cazurile de endometrioza. Potrivit
datelor prezentate in imagini, a avut loc o scadere
a marcajului membranal E-caderinic in cazurile de
asociere a procesului inflamator, hemoragiilor si
necrozei.

Vimentina a fost pozitiva in toate specime-
nele investigate, reactivitatea citoplasmatica fiind
prezentd indeosebi la nivel stromal in cazurile de
endometrioza a peretelui abdominal anterior. Ma-
rea majoritatea a reactivitatii parenchimatoase s-a
incadrat la scorul semicantitativ 2 (85% din cazuri) si
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doar in 8 cazuri scorul a fost 3. Cascor, in reactivitate
exista variatii si in functie de topografia lezionalg,
Cu o pozitivitate mai mare in leziunile endometriale
profunde, comparativ cu cele superficiale.

Semnificativ statistic, marcajul E-caderinic si,
respectiv, la vimentina s-a corelat in felul urmator:
intensitatea marcajului a fost mai mare la E-caderind
si scdzuta la vimentina in formele de endometrioza
intestinala. in cazurile de endometrioza de cicatrici
dupa operatie cezariana si hernie inghinala, reacti-
vitatea la E-caderina a fost mai scazutd, in schimb
pentru vimentina marcajul a predominat, demon-
strand un potential evident de invazie.

Discutii

Constatarile actuale sugereaza ca endometri-
oza peritoneald poate avea o natura mai invaziva
(Gaetje et al., 1997; Zeitvogel et al.,, 2001), impreuna
cu cresterea expresiei markerilor mezenchimali,
comparativ cu leziunile intestinale [25, 35].

Desi diferentele detaliate care demonstreaza
cele trei tipuri TEM nu sunt inca clare, distinctiile lor
functionale sunt evidente. Avand in vedere ca endo-
metrioza este o afectiune ginecologica cronica si are
unrisc relativ de tumora, se presupune ca TEM de tip
Il si de tip lll ar putea fi implicate in acest proces.

Dupa cum s-a mentionat anterior, endome-
trioza este un proces de reparare si regenerare a
tesuturilor si este caracterizata histologic de un tesut
fibros dens, care inconjoara leziunile. Acesta este
mai distinct in endometrioza profunda infiltrativa si
aproximativ 10-15% din cazurile de endometrioza
au format cicatrici dense. Pe baza acestor dovezi,
putem deduce ca TEM de tip Il ar putea fi implicat
in fibroza endometriozei prin participarea la reactii
inflamatorii cronice. Totodatd, una dintre cele mai
specifice teorii care indeparteaza endometrioza de
alte patologii este capacitatea metastazelor induse
de malignitate prin tipul lll al TEM [22, 30].

Deoarece nu este suficient sa ne concentram
asupra unei parti a caracteristicilor de endometrioza
pentru o tactica terapeutica eficientd, in continuare
studiile trebuie sd acorde atentie variatelor tipuri de
TEM in diferite faze ale endometriozei [34].

Concluzii

in marea majoritate a cazurilor de endome-
trioza, dar mai ales in cele difuz infiltrative ca dupa
operatie cezariana, fenotipul leziunilor este: E-ca-
derind scazuta si vimentina cu valoare inalta. Un
astfel de fenotip dovedeste implicarea patogenica
a procesului de tranzitie epitelio-mezenchimala.

Exista diferente de reactivitate intre leziunile
profunde si cele superficiale, cele profunde fiind mult
mai invazive, fapt explicat tocmai prin scorurile imu-
nohistochimice mult mai rare de la nivelul acestora.




Rezultatele studiului nostru au confirmat impli-
carea procesului de tranzitie epitelio-mezenchimaldin
patogeneza leziunilor endometrioze iextragenitale si
certifica potentialul lor invaziv in aceste localizari.
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