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1

Inventia se referd la medicind, in special la
morfopatologia oncologica si poate fi utilizatd
pentru  pronosticul riscului de recidivare sau
malignizare a procesului precanceros al colului
uterin cu utilizarea imunocolordrii duble cu
anticorpii anti-CD105 si anti-Ki67.

Esenfa inventiei constd in aceea ci dupd
conizarea procesului precanceros al colului
uterin se pregitesc sectiuni histologice din
bioptate cu grosimea de 3 pm, se coloreazd cu
hematoxilind-eozind, dupd care se efectueaza
reactiile de imunocolorare cu anticorpul anti-
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CD105, clona SN6h, cu colorarea in brun a
endoteliului activat al vaselor, apoi cu anti-
corpul anti-Ki67, clona MIB1, cu colorarea in
rosu a nucleilor celulelor endoteliale si daci se
determind 0...4 vase cu reactic pozitivd la
ambii anticorpi, se pronosticheazi un risc mi-
nor de recidivare sau malignizare a procesului
precanceros, iar dacd se determind mai mult de
4 vase, se pronosticheazd un risc sporit de
recidivare sau malignizare a procesului precan-
ceros.
Revendicari: 1



(54) Method for predicting the risk of recurrence or malignization of
precancerous process of the neck of uterus

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, parti-
cularly to oncologic morphopathology and can
be used for predicting the risk of recurrence or
malignization of precancerous process of the
neck of uterus using the immunologic double
staining with antibodies anti-CD105 and anti-
Ki67.

Summary of the invention consists in the
fact that after ionization of precancerous
process of the neck of uterus there are prepared
histological sections from biopsies of a
thickness of 3 um, they are stained with
hematoxylin-eosin, afterwards there are carried
out the reactions of immune staining with the
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antibody anti-CD105, clone SN6h, with stai-
ning in brown of the activated vascular
endothelium, then with the antibody anti-Ki67,
clone MIB1, with staining in red of the nuclei
of endothelial cells and if it is determined 0...4
vessels with positive reaction to both
antibodies, it is predicted a minimal risk of
recurrence or malignization of precancerous
process, and if it is determined more than 4
vessels, it is predicted an increased risk of
recurrence or malignization of precancerous
process.
Claims: 1

(54) Meton NPOrHO3HPOBAHHUS PHCKA PelMAHBA HJIH MAJTMTHU3AIHH
NpeApPaAKOBOro Mpouecca menKu MaTKu

(57) Pegepar:
1
W300peTcHHE OTHOCHTCA K MCOWIIMHC, B
YACTHOCTH K OHKOJOTHYCCKOH Mopdomaro-
JIOTHHE H MOKET OBITh MCIIOIB30BAHO AT
MPOTHOBUPOBAHUS  PHCKA PCHUAMBA  HITH
MAJUTHH3ALMH  NPEAPAaKOBOrO  mporecca
MICHKH MATKH C HCIOJB30BAHHCM HMMYHO-
JOTHYCCKOTO  JBOMHOTO  OKDAIIMBAHHSA C
artutenamu antd -CD105 u anTu-Ki67.
CymHOCT H300PCTCHHSA COCTOHT B TOM,
YTO IOCJIEC KOHU3AIMH IIPEAPAKOBOTO MpoLecca
IICHKH MATKH MPUTOTABJIUBAKOT THCTO-
JIOTHYCCKHUE CPE3bl W3 OMONTATOB TOIIMUHON 3
MKM, OKpPAIIMBAKOT TI'CMATOKCHINH-303HHOM,
MOCJIC YETO BHIMOIHSIOT PEAKIHH HMMYHHOTO
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OKpammBaHuA ¢ aHtutenoM aHtu-CDI1035,
KIoH SNO6h, ¢ OKpamHBaHHEM COCYIHCTOTO
AKTUBUPOBAHHOTO DJSHAOTCIUA B KOpI/I‘{HeBHﬁ
IBET, 3aTEM C AHTUTCIOM aHTH- Ki67, KIOH
MIB1, ¢ oxpammBaHHEM AAEp  OHIO-
TCIHAJIBHBIX KJICTOK B KpaCHI)IfI IOBCT H CCIIH
ompeaecsor  0...4 cocyza ¢ MOJOKUTEIbHOH
peaxmici k O0OHM AHTHTCHAM, TO TIPO-
THOZHUPYIOT MHHHMAJNBHBIH PHCK pEUUINBA
WJTH MAJMTHH3AIMHA TPSIPAKOBOTO MPOLECca, a
eCIH  OompeaemioT  Ooiee 4 COCYHAOB,
MPOTHO3UPYIOT HMOBBIIECHHBIN PUCK PELMINBA
WJTH MAJTHTHA3ALAH MPEIPAKOBOTO MPOIICCCa.

I1. popmymer: 1
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Descriere:

Inventia se refera la medicind, in special la morfopatologia oncologicd si poate fi utilizatd
pentru pronosticul riscului de recidivare sau malignizare a procesului precanceros al colului
uterin cu utilizarea imunocolordrii duble cu anticorpii anti-CD105 si anti-Ki67.

Este cunoscutd metoda de pronostic al recidivizarii sau malignizdrii leziunilor de col
uterin, ce tine indeosebi de angiogeneza leziunilor mentionate prin utilizarea unui pan-marker
pentru celulele endoteliale cum este CD31 [1].

Este cunoscutd metoda de pronostic, care se referd la angiogeneza leziunilor mentionate
prin determinarea factorului von Willebrand pentru celulele endoteliale [2].

De asemenea, este cunoscutd metoda de pronostic care se referd indeosebi la angiogeneza
leziunilor mentionate prin utilizarea unui pan-marker pentru celulele endoteliale cum este
CD34 [3].

Dezavantajele metodelor cunoscute din stadiul tehnicii, $i anume ale markerilor selectivi
pentru celulele endoteliale constau in aceea cd nu sunt markeri caracteristici pentru vasele
normale si cele tumorale, ceea ce nu permite de a diferentia celulele endoteliale activate,
care au riscul de malignizare pentru a interveni cu scop profilactic, de celulele endoteliale
deja malignizate, ceea ce nu oferd posibilitatea de a efectua un pronostic eficient.

Problema pe care o rezolva inventia propusd constd in elaborarea unei metode eficiente de
pronostic al recidivizirii sau malignizarii proceselor precanceroase ale colului uterin dupa
conizatie. Prin utilizarea unor markeri de electie pentru vasele sangvine, inclusiv cele
implicate in angiogeneza, si anume prin dubla imunocolorare bazatd pe un marker endotelial
de mare specificitate CD105 si un marker de proliferare Ki67, pot fi depistate celulele
endoteliale activate, care apar la o etapd precoce si predomind in leziunile cervicale
intraepiteliale ale colului uterin, devenind posibild interventia chirurgicald sau terapeuticd cu
scop de profilaxie a malignizarii proceselor precanceroase ale colului uterin.

Esenta inventiei constd in aceea cd dupd conizarea procesului precanceros al colului
uterin se pregdtesc sectiuni histologice din bioptate cu grosimea de 3 pm, se coloreazd cu
hematoxilind-eozind, dupd care se efectueaza reactiile de imunocolorare cu anticorpul anti-
CD105, clona SN6h, cu colorarea in brun a endoteliului activat al vaselor, apoi cu anticorpul
anti-Ki67, clona MIB1, cu colorarea in rosu a nucleilor celulelor endoteliale si dacd se
determina 0...4 vase cu reactie pozitiva la ambii anticorpi, se pronosticheaza un risc minor de
recidivare sau malignizare a procesului precanceros, iar daci se determind mai mult de 4
vase, se pronosticheaza un risc sporit de recidivare sau malignizare a procesului precanceros.

Rezultatul inventiei consta in stabilirea unui pronostic al riscului recidivarii sau maligni-
zarii proceselor precanceroase, cu indicarea precoce a unor cure de tratament specifice supli-
mentare pentru a preintAmpina aparifia proceselor canceromatoase.

Avantajele metodei revendicate constau in aceea cd endoglina CD105 este exprimati
predominant de celulele endoteliale activate, ceea ce indica faptul ci este un marker specific,
totodatd s-a determinat si expresia divergentd a CD105 si Ki67 in celulele endoteliale, ceea
ce denotd eficienta majora a colordrii duble pentru un pronostic eficient al recidivizarii si,
indeosebi, al malignizarii proceselor precanceroase.

In studiul prezent au fost prelevate si incluse biopsiile tintite din leziuni evidente macro-
scopic si piesele de conizatie. Biopsiile au fost prelucrate dupd tehnica histologicd uzuald,
fixate in formalini si incluzionate in parafina.

Din fiecare bloc au fost efectuate sectiuni in serii cu grosimea de 3 pm. Sectiunile inifiale
au fost colorate prin metoda hematoxilind-eozind pentru stabilirea diagnosticului.

Pe sectiuni aditionale a fost aplicatd metoda de dubld imunocolorare, pentru identificarea
CD105 si Ki67. Sectiunile deparafinate si rehidratate au fost supuse blocirii peroxidazei
endogene cu peroxid de hidrogen 3% timp de 5 min, urmati de pretratamentul cu proteinaza
K pentru 15 min la temperatura camerei. Incubarea cu anticorpul primar anti-CD105, clona
SN6h (DakoCytomation), timp de 1 ord, cu dilutia de 1:10, a precedat prima aplicare a
sistemului de lucru avidina-biotind LSAB+/HRP si vizualizarea s-a realizat cu 3,3’diamino-
benzidini. In acest mod, produsul final al imunoreactiei pentru endoglini a fost colorat in
brun. Ulterior s-a aplicat metoda automatd de demascare a antigenului in tampon citrat la
pH6 utilizind modulul PT Link (DakoCytomation), pentru 30 min, in vederea demascdarii
epitopului Ki67. Dupd 30 min de incubare cu anticorpul anti-Ki67 (clona MIBI, gata de
utilizare), s-a aplicat sistemul de lucru LSAB+/HRP, urmat de vizualizarea cu aminoetil
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carbazol pentru 10 min. Produsul final al reactiei pentru Ki67 a fost colorat in rosu. Colorarea
nucleelor s-a realizat cu hematoxilina Lillie modificat. Intreaga proceduri imunohisto-
chimici a fost realizata cu autostainerul DakoCytomation.

Interpretarea CD105 si Ki67. Au fost cuantificate structurile vasculare cu lumen, pozitive
pentru CD105, colorate in culoarea brund la nivel citoplasmatic in celulele endoteliale.
Densitatea microvasculard a fost stabilitd aplicind metoda modificatd dupad Weidner N.
(Weidner N. Current pathologic methods for measuring intratumoral microvessel density
within breast carcinoma and other solid tumors. Breast Cancer Res Treat. 1995, 36(2), p.169-
180). Semnalele pozitive pentru Ki67 au fost restrictionate nuclear si au fost numérate atat in
celulele endoteliale CD105 pozitive, cat si in celulele tumorale.

Endoglina CD105 este o glicoproteind transmembranara de 180 kDa, care este exprimata
predominant de celulele endoteliale activate din vasele tumorale ale unei mari varietdti de
leziuni maligne si leziuni inflamatorii. De asemenea, endoglina este slab exprimatd de o
varietate diferitd de celule, asa cum sunt monocitele, macrofagii, fibroblastii, melanocitele si
celulele musculare ale vaselor sangvine. CD105 este una dintre componentele complexului
receptor al factorului de transformare a cresterii-f3 (TGF-f3), o citokind pleiotropicd implicatd
in proliferarea celulard, diferentiere si migrare.

Ki67 (clona MIB1) este un marker al proliferdrii celulare. Acest marker defineste in
manierd acceptabild proliferarea celulard atit a celulelor tumorale, cat si endoteliale din
vasele sangvine asociate tumorii. In timpul interfazei, Ki67 poate fi decelat exclusiv in
nucleu, iar in timpul mitozei, cea mai mare parte a proteinei este realocatd suprafetei
cromozomilor. Proteina Ki67 este prezentd in toate fazele active ale ciclului celular Gy, S, G,
si in mitozd, dar este absentd in celulele aflate in fazi de repaus Go. Ki67 este un excelent
marker utilizat pentru determinarea fractiei de crestere a unei anumite populatii celulare.
Numeroase date din literaturd asociaza expresia endoglinei in celulele endoteliale cu rata lor
crescutd de proliferare in vitro (Lebrin F., Goumans M.J., Jonker L., Carvalho R.L,,
Valdimarsdottir G., Thorikay M., Mummery C., Arthur HM., Ten Dijke P. Endoglin
promotes endothelial cell proliferation and TGF-beta/ALK]1 signal transduction. EMBO 1J.,
2004, 23, p.4018-4028).

Leziunile maligne si benigne ale cervixului uterin sunt intens studiate in contextul
transformdrii potentiale din leziuni cervicale intraepiteliale in tumori invazive. Multe date au
fost publicate in ultimii ani referitor la epidemiologia si factorii cauzativi ai neoplaziei de col
uterin. In pofida numeroaselor studii axate pe tumorile cervicale, evolufia si pronosticul
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 extracelulare in invazie, apoptoza, etapele ciclului celular si meca-
nismele de reparare a ADN-ului.

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

Activarea intensd a endoteliului vaselor sangvine a fost observatd in neoplazia intra-
epiteliald cervicald, cu densitatea microvasculard care a variat intre 0 si 25 vase/?400, cu o
medie de 6,5 vase/?400. Densitatea vaselor CD105 pozitive a fost mai mare in imediata
vecindtate a neoplaziei intraepiteliale si a scdzut semnificativ la distantd de leziune. De
asemenea, carcinomul in situ a prezentat vase pozitive pentru endoglind, dar fird marcaj
pentru Ki67, care reflectd proliferarea.

Vasele endoglin-pozitive au fost grupate in apropierea leziunilor epiteliale si au avut o
densitate mai micd la distantd, similar cu aspectele identificate in leziunile intraepiteliale. In
carcinomul microinvaziv, vase sangvine cu celule endoteliale endoglin-pozitive au fost
depistate intr-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%.
Celulele endoteliale CD105 negative din carcinomul invaziv au prezentat ratd de proliferare
semnificativ mai mare decat vasele sangvine CD105 negative din colul uterin normal. A fost
gdsitd o corelatie semnificativd 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 absenfa expresiei CD105 din endoteliul
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vaselor din aria tumorald (p=0,003). Expresia divergenti a CDI105 si Ki67 in celulele
endoteliale a fost observati constant. In 3 cazuri de carcinom invaziv cu valori mari ale
microdensititii vasculare (13...15 vase/camp 7400, CDI105), au fost observate 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.

Au fost obtinute cele mai inalte valori ale microdensitdtii vasculare CD105 in leziunile
displazice si in carcinomul in situ. Valoarea acestui indice este in descrestere pentru vasele
tumorale ale carcinomului microinvaziv si invaziv. Din datele obfinute reiese corelatia clard
dintre expresia divergentd a endoglinei si a Ki67. Inifial, s-a considerat cd endoglina este
exprimatd exclusiv de citre vasele sangvine din aria tumorald, aspect care s-a demonstrat
ulterior ca inexact. Pe leziunile neoplazice ale colului uterin s-a observat prezenta vaselor cu
celule endoglin-pozitive si in precursorii carcinomului, astfel incit densitatea de vase
calculati pe baza acestui parametru este mai mare in leziunile noninvazive. Aceastd
particularitate sustine determinarea precoce a fenotipului angiogenic §i atrage atentia asupra
semnificatiei coloratiei pozitive pentru endoglind, care, in baza rezultatelor obtinute, este
exprimatd de cdtre celulele endoteliale activate cu potential proliferativ. Din acest motiv
sustinem cd exprimarea endoglinei precede proliferarea endoteliald, aspect sustinut si de
corelatia gisitd intre prezenta/numadrul de vase pozitive pentru Ki67.

in aceste conditii, putem afirma ci exprimarea secventiali a celor doi markeri in leziunile
colului uterin coreleazi cu angiogeneza activd. Lucrdrile referitoare la angiogeneza tumorald
cu alte localiziri au ardtat ci proliferarea endoteliald este unul dintre cei mai fideli indicatori
ai angiogenezei active. De asemenea, expresia endoglinei si a Ki67 poate fi consideratd
element predictiv pentru raspunsul la terapia adjuvanti clasic, care pand in prezent nu este
utilizat in practicd. Se efectueaza reactiile de imunocolorare cu anticorpul anti-CD105, clona
SN6h, cu colorarea in brun a endoteliului activat al vaselor, apoi cu anticorpul anti-Ki67,
clona MIBI, cu colorarea in rosu a nucleilor celulelor endoteliale si dacd se determini 0...4
vase cu reactie pozitiva la ambii anticorpi, se pronosticheaza un risc minor de recidivare sau
malignizare a procesului precanceros, iar dacd se determind mai mult de 4 vase, se
pronosticheaz un risc sporit de recidivare sau malignizare a procesului precanceros.

Aceastd metodad este de o acuratete superioard in interpretarea statutului functional al
vaselor sangvine. Pe baza rezultatelor obfinute, s-a stabilit ¢ 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. Acest aspect permite utilizarea metodei in vederea
pronosticului agresivitdtii si eventualelor recidive in leziunile preneoplazice de col uterin.

Exemplul 1

Pacienta S., an. 1953, a fost internatd in LM.S.P.1.O., oncoginecologic cu diagnosticul
clinic de displazie severa de col uterin.

Pacienta a fost investigatd clinic §i paraclinic. Analiza generald a singelui: hemoglobina
130 g/, eritrocite 3,7x10", hematocritul 0,45, leucocite 7,2x10°. Patologie concomitenti:
cardiopatie ischemicd, pancreatitd cronicd, piclonefritd cronica. A fost efectuati procedura de
conizatie. Diagnosticul histologic: carcinom iz situ de col uterin.

Rezultatul dublei imunocolorari cu anti-CD105 si anti-Ki67: s-au depistat 0 vase pozitive
la ambii anticorpi. La examene repetate nu s-au constatat recidive ale patologiei.

Exemplul 2
Pacienta A., a.n. 1957, a fost internatd in I.M.S.P.1.O., oncoginecologie cu diagnosticul
clinic de displazie severa de col uterin.
Pacienta a fost investigata clinic si paraclinic. Analiza generald a sangelui: hemoglobina
142 g/1, eritrocite 4,0x10", hematocritul 0,45, leucocite 5,8x10°. Patologie concomitenta:
colecistopancreatitd cronica. A fost efectuatd procedura de conizatie. Diagnosticul histologic:
displazie severa de col uterin.
Rezultatul dublei imunocolordri cu anti-CD105 si anti-Ki67: s-au depistat 8 vase pozitive
la ambii anticorpi. Peste 14 luni, la un examen repetat, s-a constatat o recidiva a patologiei.
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