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of VEGF expression by the stratified squamous epithelium
depends on the stage uterine neoplasia progression. Its
expression by the stromal cells is highly specific for both
microinvazive and invazive carcinoma stages. VEGFR2
expression by the endothelial cells is also dependent on the
severity of cervical lesions, being the highest in squamous
cell carcinoma of the uterine cervix. In this stage, VEGFR2
expression (with different intensities) is expressed by
cancer cells.
Pesiome

B Hacrosiieit pabote ObLT M3y4eH MaTeprall MPUIIeTb-
HBIX OMONCHI M KOHM3AI[MH MIEHKH MaTKH y MAIlHEHTOK
C TATOJIOTMYECKUMH y4JacTKaMH OSIUTEINs OpraHa, BbI-
SIBJICHHBIX MaKpocKonndecku. [lopakeHust ObuM Kitaccu-
¢unmposans! cienyrommm odpasom: CIN1 (n=17), CIN2
(n=11), CIN3 (n=7), MuxpounBa3uBHas kapruHoma (n=10)
1 MHBa3uBHas KapiuHoMma (n=49). B xadecTBe KOHTpONA
(n=5) OpUTM M3yYeHB KOHMU3AINH IEHKH MAaTKH C HEU3Me-
HEHHOH (HOpMaIbHOH ) THCTOIIOTHYECKON KapTHHO. bbio
MPOBEACHO HMMMYHOTHCTOXHMUYECKOE HCCIIEJOBAaHUE C
uneatudukanueii VEGF u VEGFR-2. Hamm nanssie 1o-
Ka3bIBaloT, uTo 3kcnpeccusi VEGF B kieTkax MHOTOCIIOMN-
HOTO TIOCKOTO HEOPOTOBEBAIOIETO AIMHUTEIHS BO3PACTAET
[0 MEpE HapacTaHUsI CTETIEHW HEOIUIa3UM HICHKH MaTKH.
ITo Mepe mporpeccuu HEOIUIA3UHM BO3PACTACT U IKCIpPEC-
cust VEGFR2 B kneTkax cocyaucToro sHA0TeNus, ¢ MaKCH-
MaJIbHBIMU 3HAUEHHSIMH B CIIydasiX C IUI0CKOKJICTOUYHBIMA
KapUuMHOMaMHu. B aTHx ciydasx HaOmronanack 3KCIpeccus
VEGFR2 (¢ pa3nuuHOl WHTCHCHBHOCTBHIO) M B OITyXOJIe-
BBIX KJIETKaX.
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Introducere

Mastocitele, la fel ca si bazofilele, au fost descri-
se pentru prima datd cu mai bine de o sutd de ani in
urma ca celule granulare care prezintd metacromazie
la colorantii bazici. Prima descriere a mastocitului da-
teaza din 1863 si a fost realizatd de catre Friederich
von Recklinghausen [12]. Acesta a observat o celula
cu refringenta particulard in mezenterul necolorat de
broasca, in mezenterul de iepure, dar si in alte tesuturi
provenind de la diferite animale.

Paul Ehrlich, studiind actiunea colorantilor tia-
zidici asupra tesuturilor, semnaleazd metacromazia,
proprietate histochimica prin care se identifica si
astdzi o mare parte din populatia mastocitara. Astfel
Ehrlich, In 1878, descrie pentru prima data morfolo-
gia microscopica a mastocitului, precum si principa-
lele proprietati tinctoriale ale acestuia [7].

Mastocitele prezintd pe suprafatd receptori cum
ar fi integrinele, care mediaza interrelatia lor cu alte
celule, dar si cu matricea extracelulara. Filogenetic,
mastocitele sunt prezente la toate animalele care au
sistem circulator, fiind absente in tesuturile nevascu-
larizate. Este o celula cu durata lunga de viata si cu
un marcat potential secretor. Mastocitele au aspecte
morfologice, histochimice si functionale diferite, atat
de la o specie la alta, cat si in cadrul aceleasi spe-
cii, ceea ce demonstreaza heterogenitatea sistemului
mastocitar.

Mastocitele sunt prezente in majoritatea tesuturi-
lor, insa numarul lor depinde de organul in care sunt
studiate, de varsta, dar si de o serie de conditii pa-
tologice. Fiind o celula fixa a tesutului conjunctiv, a
fost identificata cu ajutorul unor metode specifice in
tesutul conjunctiv perivascular, periglandular, in sub-
mucoasa organelor cavitare. Au mai fost observate in
interstitiul muscular de la nivelul tubului digestiv, cai
respiratorii, glanda mamara, uter, vezica urinara, dar
si in tesutul adipos printre adipocite. in piele, masto-
citele se gasesc In numar mare in derm, in imediata
vecindtate a membranei bazale, in jurul foliculilor
pilosi si al glandelor sudoripare. Un numar mare de
mastocite a fost evidentiat si in exudatele pleurale si
peritoneale, ceea ce permite izolarea lor pentru efec-
tuarea unor studii 1n vitro. Un numar mic de mastoci-
te a fost descris 1n splina, testicol si ganglionii spinali.
Doar cateva organe din organismul uman nu contin
mastocite in conditii normale: ficat, glandele suprare-
nale si hipofiza [3;5].

In prostatd se observd o densitate mastocitara
crescuta, in special, in perioada pubertara si o scade-
re a numarului acestora odatd cu inaintarea in varsta
[11]. Existd Incd numeroase controverse, nu numai
asupra biologiei mastocitelor in conditii normale,
cat mai ales privind comportamentul lor in neopla-
zii. Mastocitele au fost semnalate in numar mare in
stroma tumorala si chiar printre celulele tumorale, dar
semnificatia lor 1n aceste conditii este inca incerta [1].
Desi secretd un mare numar de mediatori biologici,
nu toate aceste substante sunt prezente in toate mas-
tocitele. In lucrarea prezenti ne-am propus investiga-
rea particularitatilor microscopice, analiza morfome-
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tricd complexa a populatiei mastocitelor din prostata
umana, in conditii normale, cu extinderea ulterioara
a studiului asupra comportamentului lor in patologia
benigna si cea maligna a prostatei.

Material si metode

Studiul a inclus un numar de 22 de prostate co-
lectate prin autopsiere de la barbati decedati de cel
mult 24 de ore, in urma accidentelor si mortii subite,
cu varsta cuprinsa intre 20 si 57 de ani, si care nu
prezentau modificari morfologice caracteristice afec-
tiunilor prostatice. Materialul prelevat a fost fixat in
formalind tamponata 10%, ulterior fiind incluzionate
in parafind dupa metoda standard. Sectiuni de 8-10
microni au fost montate pe lame silanate. Diagnosti-
cul histopatologic s-a stabilit pe preparate colorate cu
hematoxilina eozina.

Populatia de mastocite a fost pusa in evidenta prin
colorarea cu albastru de toluidina. Dupa deparafina-
re, coloidare si hidratare, sectiunile se montau pentru
5 minute in solutie de 0,2% albastru de toluidina in
tampon Walpole cu pH 4,2 (solutie 1,2% acid acetic,
solutie 2,7% acetat de sodiu trihidratat). Dupa clatire
rapidd cu solutie tampon acetat, se aplica solutia de
molibdat de amoniu 5% timp de 5 minute. Rezultatul
coloratiei metacromatice utilizate este colorarea gra-
nulelor mastocitelor in violet sau rosu-violet.

Densitatea mastocitelor a fost cuantificatd in
conformitate cu metoda ,,hot spot”. Analiza morfo-
metrica a populatiei mastocitare a fost efectuata dupa
metoda propusa de Lidner si coaut. (1980) [12]. In
fiecare sectiune obtinutd si prelucrata cu albastru de
toluidina au fost studiate 100 mastocite. Primul pas al
analizei morfometrice complexe a fost alcatuirea cito-
gramelor, tindndu-se cont de gradul de metacromazie
si cantitatea de granule in fiecare mastocit. Parametrii
indicati in mod direct depind de continutul heparinei.
Analiza citogramelor a permis calcularea indicelui de
saturatie a mastocitelor cu heparind. Aceasta a reiesit
din raportul dintre suma tuturor celulelor intunecate
si suma tuturor celulelor clare.

Pentru coloratia imunohistochimica, sectiunile de
5 um au fost deparafinate in benzen si rehidratate, fo-
losind bai succesive de etanol cu concentratii descres-
catoare (100%, 95%, 80%, 70%), urmate de spalarea
cu apa distilatd. Demascarea antigenului a necesitat
imersia lamelor intr-o solutie de EDTA la pH 9 si in-
calzirea la microunde timp de 15 minute in trei cicluri
succesive. Dupa racirea la temperatura camerei in so-
lutia de demascare, am aplicat blocarea peroxidazei
endogene cu solutie de apa oxigenatd 3% in apa dis-

tilata timp de 5 minute. Incubarea cu anticorpul pri-
mar s-a realizat timp de 30 de minute la temperatura
camerei. Am utilizat anticorpul monoclonal anti-trip-
taza, clona Al. Sistemul de lucru compatibil a fost cel
de tip LSAB+, iar cromogenul aplicat 3,3 diamino-
benzidina dihidroclorid, vizualizat printr-o reactie de
culoare bruna.

Rezultate si discutii

La coloratia imunohistochimica cu anticorpi an-
ti-triptazd am identificat mastocite cu forma variata,
unele fiind mici, rotunde, altele ovoidale si fusiforme,
prezentand una sau mai multe prelungiri citoplasma-
tice de grosimi diferite §i un numar variabil de granu-
le, dand celulei un aspect stelat. Nucleul este unic, lo-
calizat central, de forma rotunda sau ovoidala, uneori
fiind mascat de granulele citoplasmatice. Mastocitele
sunt distribuite in tesutul conjunctiv lax in spatiile pe-
rivasculare, precum si in vecinatatea glandelor, unde
au fost observate izolat sau in grupuri mici.

Prin analiza morfometrica complexa (metoda
Lidner si coaut. 1980) a fost studiata populatia mas-
tocitelor din trei zone topografice ale prostatei: pe-
riuretrald, pericapsulard si periglandulard (centrala).
Pentru elaborarea citogramelor, mastocitele au fost
divizate 1n patru grupe: mastocite extrem de Intune-
cate (granulele ascund in totalitate nucleul) — tip I,
mastocite intunecate (se vizualizeaza unele fragmen-
te de nucleu) — tip 11, mastocite clare (se vizualizeaza
nucleul bine conturat pe fondul unui numar redus de
granule) — tip III, mastocite extrem de clare (prezenta
granulatiei specifice mastocitare unice) — tip IV [12].

Analiza citogramelor a evidentiat faptul ca mas-
tocitele de tipurile I si IV, indiferent de varsta, se in-
talnesc mai rar decat cele de tipurile II si IIL. In toate
regiunile topografice studiate (stroma fibromuscula-
ra, regiunea periuretrald, pericapsulard), indiferent de
lotul de véarsta examinat, s-a constatat o predominare
netd a mastocitelor intunecate (tipurile I si II) fata
de cele clare (tipurile I1I si IV). In regiunea periglan-
dulara, la varsta tanara (20 -35 ani) s-a inregistrat o
tendintd de egalare a numarului mastocitelor clare cu
cel al celulelor intunecate.

In baza citogramelor a fost calculat indicele hepa-
rinic, ce reprezinta raportul sumei tuturor matocitelor
intunecate (tip. I si II) la suma tuturor mastocitelor
clare (tip. Il 51 IV). Analiza morfometrica a evidentiat
un indice heparinic scazut la persoanele de varsta ta-
nard, determinat de degranularea mai intensa a popu-
latiei de mastocite (degranularea intensa se soldeaza
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Diagrama 1. Indicele de degranulare a populatiei mastocitare din prostata umand.

cu eliberarea de heparind). Este bine cunoscut faptul
ca heparina 1si Indeplineste functia nemijlocit in tesu-
tul conjunctiv, participand la mentinerea coloiditatii
substantei fundamentale, astfel influentand homeos-
tazia locala. Serov V.V,, si coaut. (1981) au observat
implicarea heparinei In micsorarea metabolismului la
celulele adiacente prin modificarea potentialului plas-
malemelor, ceea ce duce la inhibitia cresterii celulare
si la blocarea procesului de fagocitoza [2; 13]. Sch-
wartz L.B. (1987) a remarcat actiunea stabilizatoare a
heparinei asupra activitatii triptazei mastocitare uma-
ne, care Tn mod contrar s-ar distruge rapid in matricea
extracelulara. In opinia autorului, acest fapt este ele-
mentul-cheie 1n dezvoltarea proceselor inflamatorii.
Astfel, mastocitele nu sunt doar celulele efectoare ale
inflamatiei, dar si reglatorii inflamatiei [10].

In acelasi context a fost stabilit si indicele de
degranulare (ponderea mastocitelor degranulate), si
frecventa relativa a degranularii slabe, moderate si
pronuntate, numarandu-se in fiecare arie histologi-
ca cate 100 de celule. Rezultatele obtinute in urma
studiului efectuat aratd ca cea mai intensa activitate
de degranulare o manifestd mastocitele din regiunea
periglandulara — lotul persoanelor cu varsta cuprinsa
intre 20 si 35 de ani. Mentionam cé fenomenul dat se
manifesta pe fundalul micsorarii numerice a popula-
tiei mastocitare din aceastd regiune. Probabil ca de-
granularea mastocitelor are un efect stimulator asupra

glandelor prostatei, care in aceastd perioada a vietii
au o secretie mai intensa. Cei mai scazuti indici de
degranulare s-au inregistrat la mastocitele din regiu-
nea periuretrala si periglandulard a prostatei in lotul
persoanelor cu limita de varsta 36-60 de ani.

Degranularea poate fi observata atat in microsco-
pia optica, cat si in cea electronica si au fost descrise
mai multe tipuri morfologice in functie de stimulul
care o determind. Studiind ultrastructural mastocitele
aflate in degranulare, se evidentiaza 4 tipuri morfolo-
gice ce corespund unei anumite concentratii de medi-
atori eliberati: exocitoza secventiala apare prin fuziu-
nea membranei perigranulare cu plasmalema. Matri-
cea granulard rdmane in spatiul extracelular, unde se
dezintegreaza sau este fagocitata de macrofage. Acest
tip este caracteristic degranuldrii lente, observate
mai ales in spatiile perivasculare. Intracitoplasmatic
membranele perigranulare pot fuziona formand saci
granulari care se deschid in afara celulei prin canale
membranare [7].

Modificarile granulare periferice sunt puse pe
seama fosfolipidelor care participa la metabolismul
acidului arahidonic, producand leucotriene si alte ei-
cosanoide 1n cursul procesului de degranulare. Cana-
lele membranare pot fi marcate cu nitrat de argint sau
hemoglobina, identificarea lor permitand aprecierea
stadiului functional al mastocitului. In timpul degra-
nularii dupa acest model, organitele intracitoplas-

Raportul procentual al tipurilor de mastocite din regiunile topografice ale prostatei umane

) Limitele de varsta
Localzzareast(iz?;tlee) topografice 30-35 de ani 3660 de ani
Tipuri de mastocite (%) Tipuri de mastocite (%)
I 11 111 v | 11 11 1A%
Z. periglandulara 17,3 32,7 38,3 11,6 24,5 37 31,7 6,8
Z. periuretrald 14 39,7 323 14 19,5 31 35,5 14
Z. pericapsulara 15,3 41 32,6 11 18,8 37,7 36,5 7
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matice nespecifice nu sufera modificari morfologice
notabile si sunt capabile sa-si reia functia de sinteza.
Granulele eliberate din mastocit pierd heparina si nu
mai dau metacromazie la albastru de toluidind [4];
eliberarea de fragmente citoplasmatice cu granule
care prezintd dubla membrana ce pot fi observate la
distantd de celula rezistand la actiunea fluidului inter-
stitial. Fragmentele citoplasmatice sau doar granulele
pot fi fagocitate de macrofage; eliberarea de media-
tori prin difuziune determind aspectul rarefiat al gra-
nulelor periferice. Difuziunea se realizeaza prin pori
foarte mici, realizati de membranele perigranulare si
plasmalema. Astfel se elibereaza cantitati foarte mici
de mediatori; mastocitoclazia este degranularea ex-
ploziva cu pierderea a peste 90% din granule; caracte-
rizeaza reactia anafilacticd si este urmata de citoliza.
Fenomenul poate fi indus de cantitati mici de antigen,
mai ales pe mastocitele sensibilizate in prealabil. Pro-
cesul se desfasoara cu viteza mare si se soldeaza de
obicei cu moartea celulei, sistemul membranar fiind
in imposibilitate de a regenera organitele intracito-
plasmatice [9].

Datele obtinute releva urmaétoarele: populatia
mastocitelor reactioneazd la modificarile tisulare,
ceea ce reprezinta un factor important si obligatoriu
in mentinerea homeostaziei organului. Astfel, acestea
devin celule active in modelarea micromediului, nu
numai prin sinteza si secretie, ci i prin cooperarea cu
celulele adiacente.

Concluzii

Mastocitele din prostata umana reprezinta o popu-
latie celulara care poseda particularitati fenotipice, ce
se modifica 1n functie de aria topografica a organului,
localizandu-se predominant in spatiile perivasculare
ale stromei fibromusculare. Analiza morfometrica a
populatiei mastocitelor a stabilit in toate regiunile to-
pografice ale prostatei, indiferent de varstd, predomi-
narea neta a mastocitelor intunecate (tip. I si II) fata de
cele clare (tip. I1I si V). Rezultatele obtinute in urma
studiului efectuat aratd ca cea mai intensa activitate
de degranulare manifestd mastocitele din regiunea
periglandulara — lotul persoanelor cu varsta cuprinsa
intre 20 si 35 de ani. Mentiondm ca fenomenul dat se
manifestd pe fundalul micsorarii numerice a popula-
tiei mastocitare din aceasta regiune.
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Rezumat

Mastocitele sunt prezente in majoritatea tesuturilor,
insd numarul lor depinde de organul in care sunt studia-
te, de varsta si de o multitudine de factori atat in norma,
cat si in patologie. In cadrul lucrarii prezente au fost stu-
diate particularitatile microscopice, a fost efectuata anali-
za morfometricd complexa a populatiei mastocitelor din
prostata umand, in conditii normale. Rezultatele studiului
au evidentiat o heterogenitate fenotipica a mastocitelor
in prostata umana. Analiza morfometrica aratd ca cea mai
intensa activitate de degranulare o manifesta mastocitele
din regiunea periglandulara — lotul persoanelor cu varsta
cuprinsd intre 20 si 35 de ani. Mentionam ca fenomenul dat
se manifesta pe fundalul micsorarii numerice a populatiei
mastocitare din aceastd regiune.

Summary
Mast cells are present in most tissues, but their number
depends on the organ within which there are studied, age,
and a variety of factors both in norm and in pathology.
The present work studies microscopic features, complex
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morphometric analysis of the mast cell population from
human prostate, in normal conditions. The study results
showed a phenotypic heterogeneity of mast cells in human
prostate. Morphometric analysis shows that the most
intense activity of mast cells degranulation is characteristic
for those from periglandular region - group of people aged
20-35 years. Note that this phenomenon occurs with the
decreasing of mast cells population number in this region.

Pesrome

Ty4HbIE KIETKHM HNPUCYTCTBYIOT B OOJIBIIMHCTBE TKa-
Heid, HO UX KOJIMYECTBO 3aBUCHUT OT M3y4aeMOro OpraHa,
BO3pacTa U MHOXeCTBa (DakTopoB, Kak B HOpPME, TaK U B
narosioruy. B naHHOM paboTe M3ydannch MUKpPOCKOIIHYE-
CKHE 0COOCHHOCTH, MOP(OMETPHUECKUI aHAJIN3 TTOITJIsI-
WU TYYHBIX KJIETOK HpeHCTaTeHLHOI‘/II JKCJIC3bI YCJIOBCKA B
HOpMe. Pe3ynbraTel McciieoBaHUs MOKa3alu (hEHOTHUIIH-
YECKYIO I'€TCPOTCHHOCTh TYYHBIX KJICTOK Hpe[lCTaTeJ'IbHOI\/’I
JKeJe3bl destoBeka. MopdoMeTpruecKuii aHaIu3 BBISIBHIL,
4TO HaMOOJIee WHTCHCHBHAS [CTPAHY/IIIMS XapakTepHa
JUISl TYYHBIX KJIETOK M3 30H BOKPYT XKeJe3 IpeIcTaTeIbHON
JKeNe3bl — B Ipyme Jiojeil ¢ Bozpactom ot 20 g0 35 net.
OTMeuaeM, YTO 3TO SBJICHUE MPOUCXOIUT Ha (POHE CHIKE-
HUS KOJIMYECTBA TYYHBIX KJICTOK B [laHHOﬁ 30HC.
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Introducere

Cancerul de cervix uterin ocupa locul al 2-lea
printre cele mai frecvente maladii maligne la femei,
dupa cancerul de glandd mamara, anual in lume fiind
depistate peste 500 000 de cazuri noi. Aceastd inci-
denta ridicata, la scard globala, este in mare masura
determinata de carentele grave in diagnosticul timpu-
riu al leziunilor cervicouterine precursoare in tarile
cu venit mic si mediu. In tarile dezvoltate, unde sunt
implementate pe larg metodele de screening bazate
pe PAP test, si mai nou — pe determinarea ADN-ului
HPYV, incidenta in populatie a acestei maladii a scazut
substantial pe parcursul ultimelor decenii. Reiesind
din aceste considerente, o importantd cruciald o are

studierea 1n detaliu a tuturor evenimentelor patologi-
ce ce se desfagoara pe parcursul progresarii leziunilor
precursoare si determinarea rolului lor predictiv, cu
scopul de a preintampina aparitia cancerului.

Este bine cunoscut faptul ca procesul de dezvolta-
re a cancerului este unul complex, ce implica diferite
verigi patogenetice, in cadrul carora are loc activarea
unor procese cu rol patogen si inhibarea altora cu rol
protector [7]. Formarea vaselor noi este indispensabi-
1a dezvoltarii unei neoformatiuni [3], celulele tumo-
rale fiind, prin factorii de crestere sintetizati, ,,arhi-
tectii” acestei angiogeneze tumoral-dependente. Mai
mult ca atat, tumoarea determina dezvoltarea nu doar
a vaselor sangvine necesare cresterii, supravietuirii,
dezvoltarii si extinderii proprii ci si a celor limfatice,
prin intermediul carora se raspandeste la distanta.

Angiogeneza si limfangiogeneza sunt procese
complexe, etapizate, reglate de o serie de factori mo-
leculari ca VEGF, FGF-2 si mai nou — PDGF. Cel mai
bine studiat, pana la moment, este rolul factorilor de
crestere din familia VEGF si al receptorilor sdi com-
plementari — VEGFR. Pe parcursul ultimului dece-
niu, au crescut exponential datele despre implicarea
PDGEF 1n acest proces, ba mai mult, a fost demonstrat
rolul lor in limfangiogeneza [2]. La mijlocul anilor
70 ai secolului trecut s-a determinat cd factorul de
crestere major din ser (Serum Major Growth Factor)
derivd din trombocite [6,10,12]. In 1979 a fost pu-
rificat de catre Heldin, care i-a dat si numele actual
[5]. Rolul PDGF in oncogeneza a fost pentru prima
datd demonstrat pe baza faptului ca v-sis oncogenele
codifica o proteind PDGF-B asemanatoare. Aceasta
proteind, prin mecanism autocrin, este capabild sa
induca transformarea maligna a celulelor din cultura
[1]. In model exprimental de glioblastom, a fost de-
monstrat ca PDGF intensifica expresia de VEGF de
catre celulele endoteliale si recrutarea pericitelor [4].
De asemenea, in model experimental de fibrosarcom
murin a fost demonstrat efectul prolimfangiogen al
acestui factor de crestere [2].

Deoarece incidenta cancerului de col uterin este
in scadere in tarile dezvoltate, rolul PDGF in dez-
voltarea neoplaziei cu aceasta localizare este practic
nestudiata. Reiesind din cele expuse mai sus, autorii
si-au propus sd identifice particularitatile de expre-
sie a PDGEF, evaluarea in dinamica a acestei expresii,
precum si determinarea potentialelor corelatii dintre
expresia de PDGF si densitatea vaselor sangvine si
limfatice.

Material si metode

Studiul a fost realizat pe materialul tisular recoltat
din colul uterin prin biopsii tintite din leziunile ma-





