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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, in special la
morfopatologia oncologicd si poate fi utilizata
pentru pronosticul riscului metastazarii hema-
togene dupd tratamentul neoplaziilor colului
uterin prin utilizarea imunocolordrii duble cu
anticorpi monoclonali anti-CD31 si anti-o
actind a muschiului neted.

Esenta inventiei constd in aceea cd se
pregatesc sectiuni histologice din bioptate cu
grosimea de 3 pm, se coloreazd cu hema-
toxilind-cozind, dupd care se ecfectucaza
reactiile de imunocolorare cu anticorpul mono-
clonal anti-CD31, clona JC70A, cu colorarea
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in brun a endoteliului vaselor, apoi cu anti-
corpul monoclonal anti-c actind a muschiului
neted, clona 1A4 cu colorarea in rosu a
celulelor musculare perivasculare si pericitelor,
in baza cédrora se determind numarul de vase
imature si dacid se determind pand la 5 vase
imature, se pronosticheazd un risc minor de
metastazare hematogend, iar dacd sunt mai
mult de 5 vase imature, se pronosticheazd un
risc sporit al metastazarii hematogene.
Revendicari: 1

(54) Method for predicting the risk of hematogenic metastasis after treatment of

neoplasia of the neck of uterus




(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to oncologic morphopathology and
can be used for predicting the risk of
hematogenic metastasis after treatment of
neoplasia of the neck of uterus using the
immunological double staining ~ with
monoclonal antibodies anti-CD31 and anti-o
smooth muscle actin.

Summary of the invention consists in that
there are prepared histological sections from
biopsy materials of a thickness of 3 pm, they
are stained with hematoxylin-eosin, and then
there are carried out the reactions of
immunological staining with monoclonal
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antibody anti-CD31, clone IC70A, with
staining in brown of vascular endothelium,
afterwards with the monoclonal antibody anti-
o smooth muscle actin, clone 1A4, with
staining in red of perivascular muscle cells and
pericytes, on the basis of which is determined
the number of immature vessels and if it is
determined up to 5 immature vessels, it is
predicted a minor risk of hematogenic
metastasis, and if more than 5 immature
vessels, it is predicted an increased risk of
hematogenic metastasis.

Claims: 1

(54) MeToa IpOrHO3HPOBAHUS PHCKA IeMATOI€HHOI'0 METACTA3MPOBAHUS 110CJIE
JICYCHUS HEOINIA3HH LICHKH MATKH

(57) Pedepar:
1

H3o0pereHne OTHOCUTCS K MEIWIUHE, B
9acTHOCTH K OHKOJOTHMIeCKodl Mopdonato-
JIOTMM W MOXET OBITh HCIOIB30BAHO ISt
NPOTHO3UPOBAHUSI ~ pPUCKa  T'€MATOrCHHOTO
METacTa3UpOBaHUs MOCIIE JICUCHUS HEOILIa3uu
KA MaTKH ¢ MCIIONB30BaHUEM MMMYHOJO-
TAYECKOr0 JBOWHOTO OKpalllUBaHUsI C MOHO-
KIOHAIBHBIMU aHTuUTedaMu aHtu - CD31 un
AHTHU-COL aKTUHOM INIaKOI MBIIIIITBIL.

CymHocTh M300pETEeHHs! COCTOUT B TOM,
YTO NPUTOTABINBAIOT TUCTOJIOTUUECKUE CpPesbl
13 OGUONTATOB TOIITUHON 3 MKM, OKpalTuBaloT
reMaTOKCHINH-303UHOM, ITIOCIE YETO BBITION-
HAIOT PpEeaKIMM HWMMYHHOTO OKpallliBaHHS
MOHOKJIOHAJIBHBIM aHTHUTEIOM aHTu - CD31,
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xiIoH JC70A, ¢ OKkpallliBaHUEM COCYAUCTOrO
SHJIOTENNS] B KOPUYHEBBIHM 1IBET, 3aTEM MOHO-
KJIOHAJIBHBIM AaHTUTETIOM aHTH-O, aKTHH TIaj-
KoM MbImipl, KIOH 1A4, ¢ OKpaIlMBaHUEM
TIEpUBACKYISAPHBIX ~ MBIIEYHBIX KJIETOK U
NIEpUIIATOB B KPAacHBII I[BET, HA OCHOBE
KOTODBIX OINPEAEIIOT YUCIO HE3PENbIX COCy-
JIOB U €CIH ONpeleNsIoT JO 5 He3pelbIxX
COCYZOB, TO IIPOTHO3UPYIOT MUHUMAIbHBIA
PUCK TIeMaTOT¢HHOIO MeTacTa3’UpOBaHus, a
eciu Ooree 5 HE3peNbIX COCYJOB - IIPOTHO-
3UPYIOT INOBBIINIEHHBI PHUCK TeMaTOr€HHOTO
MeTacTa3upOBAHUS.

IT. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, In special la morfopatologia oncologica si poate fi utilizata
pentru pronosticul riscului metastazarii hematogene dupa tratamentul neoplaziilor colului
uterin prin utilizarea imunocolorérii duble cu anticorpi monoclonali anti-CD31 si anti-o
actind a mugchiului neted.

Este cunoscutd metoda de pronostic al evolutiei cancerului de col uterin, in care a fost
utilizat gradul histopatologic al tumorii [1].

Dezavantajul metodei cunoscute constd in aceea cd nu Intotdeauna in baza gradului de
diferentiere a neoplasmului poate fi stabilit un pronostic corect de lungé duratd, si anume de
metastazare la distantd, deoarece diferite forme de cancer mai des se rdspandesc pe cale
limfaticd, adicé regional, iar altele se raspandesc la distantd prin vasele sangvine.

Problema pe care o rezolvd inventia constd In elaborarea unei metode eficiente de
pronostic al metastazirii hematogene dupd tratamentul neoplaziilor colului uterin, prin
utilizarea unor markeri de electie pentru vasele sangvine, inclusiv cele implicate In angio-
geneza, si anume prin dubla imunocolorare a vaselor imature versus mature in neoplazii, care
serveste drept un pas obligatoriu In trierea pacientilor In vederea stabilirii pronosticului pe
termen lung, In baza céruia pot fi stabilite unele cure ulterioare de tratament specific cu scop
de preintdmpinare a raspandirii procesului neoplazic.

Esenta inventiei constd In aceea cd se pregitesc sectiuni histologice din bioptate cu
grosimea de 3 um, se coloreaza cu hematoxilind-eozind, dupa care se efectueaza reactiile de
imunocolorare cu anticorpul monoclonal anti-CD31, clona JC70A, cu colorarea in brun a
endoteliului vaselor, apoi cu anticorpul monoclonal anti-a actind a muschiului neted, clona
1A4 cu colorarea in rogu a celulelor musculare perivasculare si pericitelor, in baza cérora se
determind numarul de vase imature si daca se determind pana la 5 vase imature, se pronosti-
cheazi un risc minor de metastazare hematogend, iar dacd sunt mai mult de 5 vase imature,
se pronosticheaza un risc sporit al metastazarii hematogene.

Rezultatul inventiei constd In stabilirea unui pronostic cert de duratd lungd a perioadei de
posttratament, cu indicarea necesitatii de a efectua un tratament specific adaugdtor pentru o
anumitd forma de neoplasm cu scopul de a preintimpina aparitia metastazelor la distantd cu
raspandire pe cale hematogena.

Avantajele metodei revendicate constau in aceea cé este mai selectivd si mai exactd, pot fi
stabilite cert formele cu potential major de metastazare hematogena, adica la distantd, ceea ce
da posibilitatea de a interveni suplimentar chirurgical sau terapeutic pentru a preveni
raspandirea procesului canceromatos al colului uterin.

in studiu au fost incluse biopsiile prelevate din leziuni evidente macroscopic si piesele de
conizatie. Biopsiile au fost prelucrate dupa tehnica histologica uzuald, fixate in formalind si
incluzionate in parafina.

Din fiecare bloc au fost efectuate sectiuni in serii de 3 um grosime. Sectiunile initiale au
fost colorate prin metoda hematoxilind-ecozind pentru diagnosticul patologic si stabilirea
gradului de diferentiere (G) a tumorii. Leziunile au fost clasificate dupd cum urmeaza:
neoplazie cervicald intraepitelialda NCI 1 (n=17), NCI 2 (n=11), NCI 3 (n=7), carcinom
microinvaziv (n=10) si carcinom invaziv (n=49). Cazurile control (n=5) au fost reprezentate
de specimenele normale rezultate in urma procedurii de conizatie. La subgrupele cu carcinom
microinvaziv §i invaziv, gradul de diferentiere a fost: G1 la 29 cazuri, G2 la 22 cazuri si G3
la 8 cazuri.

In dubla imunocolorare s-au folosit 2 anticorpi monoclonali: anti-CD31, clona JC70A
pentru evidentierea endoteliului vaselor normale §i tumorale §i anticorpi anti-o. actind a
muschiului neted, clona 1A4 pentru identificarea celulelor musculare perivasculare sau a
pericitelor. Sistemul de lucru Envision Doublestain (DakoCytomation) a inclus anticorpi
secundari anti-soarece, - iepure §i - oaie, metoda HRP (peroxidazd) pentru CD31 si AP
(fosfataza alcalind) pentru actina. Produsul final de reactie pentru CD31 s-a colorat in brun cu
DAB (celulele endoteliale), iar celulele musculare netede au avut afinitate pentru Fast Red,
colorandu-se in rosu.

Particularitatea metodei consta in utilizarea CD31 la o dilutie de 1:50 urmata de reducerea
timpului de incubare de la 12 ore la temperatura de 4°C, la 30 min la temperatura camerei,
fard a folosi un sistem de amplificare sau sistemele de tip Envision+ sau LSAB+.
Contracolorarea nucleard s-a realizat cu hematoxilind Lille modificatd. Montarea s-a realizat
in mediu apos, fard deshidratarea si clarefierea uzuald In etanol absolut urmat de benzen din
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cauza solubilitatii cromogenului Fast Red in alcool. intreaga procedurd imunohistochimicé a
fost realizatd cu Autostainerul DakoCytomation.

Cuantificarea tipurilor de vase a vizat vasele peritumorale §i intratumorale, precum si
reactia vasculard din zonele de inflamatie si invazie din stroma adiacentd tumorii. Pentru
studiul angiogenezei au fost utilizate doud tipuri de metode — calitativa §i cantitativa.

Metoda calitativa

Aceastd metodd presupune interpretarea corectd a sectiunilor colorate imunohistochimic.
Au fost luate in considerare In vederea numardrii elementelor delimitate de endoteliul pozitiv
pentru markerul anti-CD31. Au fost numdrate inclusiv grupurile celulare mici, care nu
formeaza lumen.

Metoda cantitativd

Pentru estimarea cantitativd a vaselor sangvine a fost utilizatd metoda descrisd
(Korkolopoulou P., Konstantinidou A., Kavantzas N., Patsouris E., Pavlopoulos P.,
Christodoulou P., Thomas-Tsagli E., Davaris P. Morphometric microvascular characteristics
predict prognosis in superficial and invasive bladder cancer. Virchows Arch., 2001, vol. 438,
Ne 6, p. 603-611). Conform acestei metode, pentru cuantificarea vaselor sangvine este
necesar de a respecta urmatoarele principii:

- se utilizeaza sectiuni colorate pentru CD31;

- prin examinare cu obiectiv X10 gi x40 se identificd ariile cu densitate maxima de
capilare §i vase mici;

- se alege campul microscopic 720 cu densitatea cea mai mare;

- imaginea este captatd cu camera digitala si stocata ca fisier JPEG (1550%1070pxl, 16,7
milioane culori, 24-bit);

- daci nu este evidentiatd o arie de maxima vascularizare, se aleg 2...4 campuri si se
stocheaza microdensitatea vasculard;

- seiain considerare doar campul cu vascularizatie maxima,

- se exclud din interpretare ariile cu infiltrat abundent, necroze si ulceratii, dar sunt utile
pentru controlul intern al colordrii celulelor endoteliale;

- celulele endoteliale izolate sau situate in grupuri mici se considera vase individuale;

- nuse numard vasele cu perete muscular;

- variabilele care se includ in analiza statisticd sunt valorile medii ale parametrilor;

- intreaga procedurd trebuie si se desfdsoare fard cunoasterea datelor clinico-patologice.

Clasificarea vaselor pozitive la anticorpii anti-CD31 si/sau anti-o actind a muschiului
neted a respectat criteriile descrise (Gee M.S., Makonnen S., Kofahi K., Roysam B.,
Payvandi F., Man HW., Muller G.W., Lee W.M. Selective cytokine inhibitory drugs with
enhanced antiangiogenic activity control tumor growth through vascular inhibition. Cancer
Res., 2003, vol. 63, Ne 23, p. 8073-8078).

Acesti autori au propus segregarea vaselor tumorale in trei categorii, pe baza
dimensiunilor, perfuzarii, proliferarii celulelor endoteliale si prezentei pericitelor:

- vase imature constituite din muguri de celule endoteliale, care se formeazd din
peretele vaselor functionale, nu sunt perfuzate §i au rata mare de proliferare; mugurii pot fi
reprezentati de celule endoteliale izolate, fard lumen vizibil, pozitive pentru anti-CD31;

- vase intermediare, care sunt mici, perfuzate si nu contin In perete pericite sau celule
musculare netede;

- vase mature, care au un lumen larg §i perete subtire, In care celulele endoteliale sunt In
stare inactiva cu potential proliferativ minim, care in perete contin pericite §i care rareori
formeaza muguri endoteliali.

CD31 este un marker (proteind transmembranard cu greutate moleculard de 130 kDa)
exprimat pe suprafata tuturor celulelor endoteliale vasculare. Reprezintd markerul de electie
pentru vasele sangvine, inclusiv cele implicate in angiogenezd, poate fi determinat pe
sectiunile cu paratind. CD31 mai este exprimat de citre trombocite, monocite, neutrofile si
limfocite T.

a-actina muschiului neted este o proteind contractild din citoplasma celulelor musculare,
miofibroblastelor si pericitelor.

in vasele microcirculatiei in procesul de angiogeneza sunt incluse in special doud tipuri de
celule — celule endoteliale si pericite. Mai mult, in vasele mari cooptate de cétre tumoare,
celulele musculare ale tunicii medii se transformd in pericite. Celulele endoteliale sunt
»pazite” de citre pericite, care faciliteaza mentinerea endoteliului in starea non-proliferativa.
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In lamina proprie superficiald a colului uterin normal predomini vasele patului micro-
circulator: arteriole, capilare si venule. Majoritatea absoluta a acestor vase sunt de tip matur,
mult mai rar de tip intermediar. Reteaua de vase capilare este bine dezvoltata, In special in
vecindtatea epiteliului exocolului din componenta papilelor conjunctive subepiteliale. In
stroma profundd, vasele sangvine au un lumen mai mare, numeric fiind mai putine.
Densitatea vaselor sangvine din stroma colului uterin este de 14,1+2,1. in CINT, distributia si
numarul de vase sangvine nu se deosebesc semnificativ de rezultatele obtinute in colul uterin
normal. In CIN2, densitatea vaselor sangvine este putin mai mare — 19,8+1,5, uneori au fost
depistate vase sangvine de tip intermediar. O crestere semnificativa a numarului de vase
sangvine a fost constatatd in cazurile cu CIN3. In materialul de la acesti pacienti s-au
determinat multiple vase sangvine cu o densitate de 31,1+ 3,5, localizate la interfata stromei
cu epiteliul neoplazic. Prezintd interes faptul cd In aceste cazuri a sporit semnificativ
ponderea de vase sangvine de tip imatur si intermediar. Vasele sangvine in carcinoamele
microinvazive §i In carcinoamele franc invazive au un aspect diferit comparativ cu vasele
patului microcirculator din colul uterin normal. Aceste vase au lumen diferit, traiect sinuos,
perete subtire, In peretele lor frecvent lipsesc pericitele. Reactie pozitiva s-a inregistrat atat in
vasele peritumorale, cat si in cele tumorale. Remarcdm, insi, ca majoritatea vaselor sangvine
sunt concentrate in ariile peritumorale. Peritumoral s-au observat doua tipuri de vase pozitive
la CD31: vase mari cu lumen larg s§i traiect sinuos, cu morfologie aseménitoare vaselor
limfatice si vase cu lumen mediu sau mic. Atét vasele intratumorale, cat si cele peritumorale
prezinti semnale imunohistochimice pentru ambii markeri utilizati. In carcinoamele
microinvazive, densitatea vaselor sangvine ale patului microcirculator a fost de 36,9+3,4.
Similar cu cazurile de CIN3, aceste vase sunt situate preponderent la interfata stromei cu
epiteliul neoplazic. Densitatea vaselor microcirculatiei sangvine in carcinoamele invazive a
constituit 49,2+4,7, cele peritumorale predominand cantitativ.

S-au determinat numeroase celulele endoteliale izolate dispuse intratumoral aldturi de
vasele tumorale intermediare fard semnal pozitiv pentru markerul muscular al pericitelor.
Frecvent, de la cuiburi de astfel de celule porneau ramificatii CD31 pozitive. Mai mult, s-a
descris formarea cordoanelor de celule anti-CD31+/anti-¢ actind a muschiului neted in ariile
intratumorale §i In zonele de invazie a tumorii. Astfel, procesul denumit angiogeneza
tumorald implicd vasele capilare §i venulele postcapilare din imediata vecinatate a tumorii,
insd vasele nou-formate sunt diferite structural si functional de cele preexistente. Prezenta
numdrului mare de celule endoteliale izolate si a vaselor de tip imatur §i intermediar in
carcinoamele scuamocelulare de col uterin este un factor de pronostic nefavorabil.

Conform metodei revendicate s-a demonstrat invazia vasculard in 17 cazuri din 49 de
cazuri de carcinoame franc invazive, iar pe sectiunile tratate imunohistochimic cu anti-
CD31+/anti-o actind a muschiului neted embolia cu celule tumorale a fost depistata doar In
17 cazuri. In cazurile examinate s-au depistat embolii tumorale doar in vasele sangvine
peritumorale, care au fost identificate drept vase tumorale de tip imatur si intermediar.

Conform datelor obtinute, dubla imunocolorare anti-CD31+/anti-o actind a mugchiului
neted permite determinarea procentului de vase mature si imature din leziunea neoplazicd de
col uterin cu implicatii terapeutice i pronostic important. Peritumoral predomind vasele
pozitive la ambii markeri, in schimb intratumoral aceste vase sunt foarte rare. Reactia
pozitivd pentru anti-CD31 nu diferentiazd vasele de neoformatie de tip sangvin de cel
limfatic. Pentru pronostic au important{d majora vasele tumorale de tip imatur.

Importanta colorédrii duble constd In aceea cd imunocolorarea anti-CD31 se efectueaza cu
scopul de colorare a endoteliului vaselor pentru a evidentia vasul pe sectiune, iar apoi prin
imunocolorarea cu anti-o actind a mugchiului neted se determind numérul de vase care au o
importantd primordiald pentru pronostic, si anume vasele imature, in baza cirora poate fi
efectuat un pronostic de lungd duratd. Vasele intermediare §i cele mature de asemenea se
determind, dar au o importantd mai micé pentru stabilirea pronosticului de lunga durata.

Exemplul 1

Pacienta H., 1956, a fost internatd iIn 1.M.S.P.I.O., oncoginecologie pe 17.03.2008 cu
diagnosticul clinic de cancer de col uterin st. ITA.

Pacienta a fost investigatd clinic §i paraclinic. Analiza generald a sangelui: hemoglobina
133 g/l, eritrocite 3,8 -1012, hematocritul 0,42, leucocite 4,3-109. Patologie concomitenta:
Cardiopatie ischemica si dismetabolicd. Dupa o serie de tratament preoperator pacienta a fost
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supusd interventiei chirurgicale In volum de histerectomie totald cu anexele bilateral.
Histologia postoperator: Carcinom scuamocelular de col uterin, G1. Dupid interventia chirur-
gicald a fost indicatd radioterapie.

Rezultatul dublei imunocolorari anti-CD31/ anti-o actind a muschiului neted: 16,5 vase
imature, 25 vase intermediare, 3,5 vase mature.

Peste 11 luni s-au constatat metastaze hematogene In plamani.

Exemplul 2

Pacienta M., 1954, a fost internatd In L.M.S.P.I.O., oncoginecologie pe 22.01.2008 cu
diagnosticul clinic de cancer de col uterin st. I[TA.

Pacienta a fost investigatd clinic §i paraclinic. Analiza generald a sangelui: hemoglobina
135 g/l, eritrocite 4,0 -1012, hematocritul 0,45, leucocite 6,1 -10°. Patologie concomitenta:
Cardiopatie ischemicd, pielonefritd cronicd. Dupa o serie de tratament preoperator pacienta a
fost supusd interventiei chirurgicale In volum de histerectomie totald cu anexele bilateral.
Histologia postoperator: Carcinom scuamocelular de col uterin, G1. Dupd interventia chirur-
gicald a fost indicatd radioterapie.

Rezultatul dublei imunocolordri anti-CD31/ anti-¢ actind a muschiului neted: 3,5 vase
imature, 13 vase intermediare, 22 vase mature. A fost externatd in stare satisficdtoare. La
examene repetate timp de 2 ani nu s-a constatat prezenta metastazelor.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. Hoskins W.J. Prognostic factors for risk of recurrence in stages Ib and Ila cervical
cancer. Baillieres Clin Obstet. Gynaecol., 1988, Ne4, p. 817-828

(57) Revendiciri:

Metoda de pronostic al riscului metastazarii hematogene dupé tratamentul neoplaziei
colului uterin, care constd In aceea cd se pregitesc sectiuni histologice din bioptate cu
grosimea de 3 um, se coloreaza cu hematoxilind-eozind, dupd care se efectueaza reactiile de
imunocolorare cu anticorpul monoclonal anti-CD31, clona JC70A, cu colorarea in brun a
endoteliului vaselor, apoi cu anticorpul monoclonal anti-o actind a muschiului neted, clona
1A4 cu colorarea in rosu a celulelor musculare perivasculare si a pericitelor, in baza cérora se
determind numérul de vase imature §i dacéd se determind pand la 5 vase imature, se pronosti-
cheaza un risc minor de metastazare hematogend, iar dacd sunt mai mult de 5 vase imature,
se pronosticheaza un risc sporit al metastazarii hematogene.
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GOIN 33/574 (2006.01), GOIN 33/577 (2006.01)
Cuvinte cheie limba rusi: ,,reMaroreHHO¢ METaCTa3UPOBAHUE”, ,,HEOILIA3US IIICHKA MATKU ™, ,,AHTH -
CD31”, ,,aHTH - 0L aKTHH TJI1aJIKOM MBITIIIEL

V. Baze de date si colectii de literaturd nonbrevet cercetate

Hoskins W.J. Prognostic factors for risk of recurrence in stages Ib and Ila cervical cancer._Baillieres

Clin Obstet. Gynaecol. 1988, Ned, p. 817-828




VI. Documente considerate a fi relevante

Categoria® | Date de identificare ale documentelor citate si, unde este Numarul revendicarii
cazul, indicarea pasajelor pertinente vizate
A, D,C Hoskins W.J. Prognostic factors for risk of recurrence in 1

Gynaecol. 1988, Ned, p. 817-828

stages Ib and Ila cervical cancer. Baillieres Clin Obstet.

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior general

T — document publicat dupd data depozitului sau a
prioritétii invocate, care nu apartine stadiului pertinent al
tehnicii, dar care este citat pentru a pune in evidenta
principiul sau teoria pe care se bazeaza inventia

X — document de relevantd deosebitd: inventia
revendicatd nu poate fu consideratd noud sau implicand
activitate inventiva cand documentul este luat In
consideratie de unul singur

E — document anterior dar publicat la data depozit national
reglementar sau dupd aceasta datd

Y — document de relevantd deosebitd: inventia
revendicatd nu poate fu consideratd ca implicand
activitate inventiva cdnd documentul este asociat cu
unul sau mai multe documente de aceiasi categorie

D - document mentionat in descrierea cererii de brevet

O - document referitor la o divulgare orala, un act de
folosire, la 0 expozitie sau la orice alte mijloace de
divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiatd solutie

& — document, care face parte din aceeasi familie de brevete

P - document publicat inainte de data de depozit, dar
dupa data prioritatii invocate

L — document citat cu alte scopuri

Data finalizarii documentarii

2011-02-07
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