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INTRODUCERE

Patologia oncologica reprezinta in perioada actuala o provocare: cu toate ca in
ultimele decade fost facute progrese in diagnosticul precoce si identificarea unor markeri de
mare specificitate diagnostica incidenta cazurilor noi continua sa creasca. In ultimii ani in
tarile avansate economic, rata deceselor prin cancer a depasit bolile cardiovasculare iar
supravietuirea pe termen lung a bolnavilor cu diferite forme de cancer continua sa fie redusa
in ciuda achizitilor moderne ale terapiei adjuvante. in ultimele dou& decade in cercetarea
oncologica se insista asupra identificarii unor noi tinte terapeutice. Au fost introduse deja in
practica o serie de substante antitumorale cu efecte demonstrate in vitro si in vivo,
deocamdata in combinatie cu terapia conventionald. Rezultatele in timp sunt dificil de
apreciat in acest moment, mai ales ca unele s-au demonstrat eficiente in laborator insa au
doar efecte discutabile in clinica.

Daca pentru foarte mult timp cercetarile din oncologie s-au axat aproape exclusiv
asupra celulelor tumorale si prea putin asupra micromediului in care acestea prolifereaza, in
perioada actuala constatam si o modificare semnificativd de conceptie in oncogeneza. In
prezent, cercetarile iau in considerare si micromediul tumoral, a carui reactie stimuleaza sau
inhiba cresterea celulelor maligne. Au fost descoperiti si caracterizati numerosi factori de
crestere, care guverneaza nu numai proliferarea celulelor normale, ci si pe cele tumorale. De
aceea consideram ca este necesara in primul rand caracterizarea atentd a tintelor
moleculare care pot avea impact terapeutic. Din aceste motive ne-am axat studiul asupra
celor doua componente — celulele tumorale si stroma, incercand sa caracterizam si sa
validam tinte moleculare cunoscute, dar si sa identificam noi epitopi care ar putea influenta
semnificativ strategiile terapeutice actuale.

Aceasta cercetare s-a axat pe identificarea si validarea prin studiu retrospectiv a
unor potentiale tinte terapeutice identificate in celulele tumorale sau/si in stroma tumorala,
asa cu sunt vasele sanguine si limfatice.

in Partea generald a lucrdrii am trecut in revistd structura histologicd normald a
vezicii urinare, apoi cea a tumorilor vezicale maligne, urmate de un scurt excurs in
epidemiologia acestora, cu enumerarea factorilor de risc cunoscufi padna in prezent. Am
insistat asupra heterogenitatii tumorilor maligne ale veziciii urinare; tipurile histologice ale
carcinomului urotelial (numit in trecut ,cu celule tranzitionale”) sunt trecute in revista din
punct de vedere al istoriei lor naturale si al clasificarii histologice. Stadializarea TNM a
tumorilor vezicale este prezentata in contextul metodelor de diagnostic si al evaluarii clinice.

Am scris un mic subcapitol referitor la profilul molecular al tumorilor vezicale
infiltrative, cu atentionare speciala asupra relativei raritati a studiile moleculare asupra
tumorilor vezicale infiltrative in musculara, in majoritatea lor acestea fiind realizate dupa
modelul tumorilor maligne cu alte localizari ale bolii neoplazice (de ex. cancerul mamar).
Tipurile moleculare definite in prezent sunt incomplet caracterizate, iar in carcinomul urotelial
performantele biologiei moleculare inca nu rivalizeaza cu rezultatele obtinute in cancerul
mamar.

Desi aparent complicata si costisitoare, clasificarea moleculard a nascut noi strategii
terapeutice aflate in prezent in stadiul de testare.

Lucrarea de fata se circumscrie acestui start favorabil si incurajator in care
identificarea de noi strategii si tinte terapeutice apare ca o necesitate pentru noi cercetari si
noi interpretari ale unor observatii mai vechi.

Partea originala prezinta, la inceput, motivatia si obiectivele studiului, urmate de
prezentarea materialului si a metodelor.

Ne-am propus constituirea unui lot omogen de pacienti cu tumori vezicale infiltrative
si studierea unor posibile noi tinte moleculare pentru terapia adjuvanta. Pentru unii dintre
acesti markeri biologici — cu potential impact asupra strategiei terapeutice - nu am gasit



referinte in literatura de specialitate, asa incat apreciem ca lucrarea are un caracter de
noutate.
Obiectivele studiului au fost urmatoarele:

- Investigarea particularitatilor morfologice ale cazurilor incluse in studiu si
stabilirea parametrilor clinicopatologici conventionali.

- Evaluarea expresiei HER2 si stabilirea proportiei reale a cazurilor care pot
raspunde la terapia cu trastuzumab.

- Investigarea impactului EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) asupra
progresiei si terapiei bolii, ca potentiala tintd pentru inhibitorii specifici.

- Studiul micromediului tumoral prin evaluarea extensiva a angiogenezei, avand in
vedere densitatea microvasculara, proliferarea celulelor endoteliale, expresia
VEGF (Vascular endothelial growth factor) si a receptorilor specifici, VEGFR1 si
VEGFR2.

- Analiza fenomenului de limfangiogeneza, avand in vedere frecventa metastazelor
limfonodale la aceste cazuri. Chiar daca in prezent pentru acest aspect nu exista
tinte clar definite si nici medicatie acceptatd pentru terapia cancerelor umane,
consideram ca aceasta modalitate de abordare poate aduce date in plus pentru
completarea profilului tumorilor vezicale infiltrative.

- Studiul expresiei si semnificatiei proteinei CLIC1 (proteina canalelor pentru clorid)
in celulele tumorale si netumorale ale vezicii urinare; nu am gasit date referitoare
la acest subiect in literatura de specialitate. Aceasta molecula poate deveni o
tinta terapeutica atractiva, netestatd pana in prezent pentru tumorile vezicale
infiltrative.

MATERIAL S| METODE

Pacienti. Studiul retrospectiv a investigat 52 de cazuri consecutive de tumori
vezicale infiltrative (T2-T4), tratate in Spitalul Municipal Arad intre anii 2010 si 2015.
Diagnosticul a fost stabilit pe baza procedurilor standardizate. Toti pacientii au fost supusi
procedurii chirurgicale de cistectomie radicala, continuatd de efectuarea rezervorului de
substitutie. Elementele de includere in studiu au fost reprezentate de existenta documentata
a tumorii infiltrative, date complete asupra bilantului de extensie si stadializarea TNM.
Specimenele pentru studiul de fata au fost prelevate numai din piesa de cistectomie radicala,
selectionandu-se un fragment reprezentativ din tumora si un fragment de la interfata tumora
— perete vezical macroscopic fara modificari semnificative.

Prelucrarea primara a fost efectuata in sistem automat standardizat cu statia de
lucru Thermo Shandon. Din fiecare bloc la parafind au fost efectuate sectiuni seriate
multiple, adaptate coloratiilor morfologice si imunohistochimice.

Evaluarea morfologica s-a efectuat pe sectiunile colorate cu metoda hematoxilina-
eozina, tehnica standard, cu sistem automat Leica, stabilind tipul histopatologic de carcinom,
gradul de diferentiere si nivelul invaziei; in plus, a fost raportata invazia limfovasculara.

Metoda imunohistochimica s-a efectuat in procedura complet automatizata si
standardizata pentru toate cazurile, cu automatul pentru imunohistochimie Leica Bond-Max.
Sectiunile au fost tratate cu anticorpul primar iar pentru vizualizare am utilizat sistemul
sistemul Bond Polymer Refine Detection System. Produsul final de reactie a fost vizualizat
cu 3, 3 diamino-benzidina dihidroclorid (10 minute) si nucleii au fost colorati cu hematoxilina
Lillie modificata. Sectiunile colorate au fost montate in mediu permanent cu balsam de
Canada.



Metodele imunohistochimice combinate (dubla imunocolorare) pe care le-am efectuat
in cercetarea de fata au fost urmatoarele:

CD34/Ki67 pentru identificarea caracterului proliferativ al celulelor endoteliale ale
vaselor sanguine, CD34 cu expresie citoplasmatica evidentiat cu Fast Red (rosu) si Ki67
(evidentiat cu diaminobenzidina, DAB (in brun).

D2-40/Ki67 pentru identificarea caracterului proliferativ al celulelor endoteliale ale
vaselor limfatice, D2-40 cu expresie citoplasmatica evidentiat cu Fast Red (rosu) si Ki67
(evidentiat cu diaminobenzidina, DAB (in brun). Au fost luate in considerare doar celulele
care au prezentat co-expresia celor doi markeri.

Evaluarea microscopica si analiza imaginii s-a efectuat cu microscoapele Zeiss
Axiocam 506 si Nikon AY260, ambele dotate cu sistem de preluare a imaginii in timp real si
cu soft pentru analiza imaginii microscopice digitale. Calcularea densitatii microvasculare s-a
efectuat dupa metoda standard (Weidner, 1993; Gasparini et al, 1993). Aceasi metoda a fost
aplicatd pe sectiunile colorate cu CD34 si D2-40. Ki67 a fost evaluat prin metoda
semiautomata originala (Suciu si colab., 2014), pe sectiunile cu dubla imunocolorare. HER2
(Herceptest) si EGFR au fost estimate pe baza scorurilor acceptate international. Epitopii cu
expresie citoplasmatica (factorii de crestere) au fost exprimati prin punctaj, aplicand scorul
de la 0 la 3 (0, negativ, 1 sub 25% celule pozitive, 2 25-50% celule pozitive, 3 peste 50%
celule pozitive).

Metodele statistice. Analiza statistica a cazurilor a vizat preferential evaluarea
corelatiei dintre markerii investigati si parametri clinico-patologici conventionali. n acest sens
au fost aplicate testele Student si chi patrat, p<0.5 fiind considerat ca semnificativ statistic.
Nu am analizat datele referitoare la supravietuire datorita lotului relativ mic pentru astfel de
studii.

Rezultatele pe care le-am obtinut le-am structurat in opt capitole (3.3.1 — 3.3.8) in
concordanta cu obiectivele studiului. Ele au la baza observatile microscopice asupra
sectiunilor colorate cu metodele morfologice si imunohistochimice, corelate cu parametri
clinico-patologici si le confirmam ca originale. Studiul a avut doar componenta retrospectiva.
Selectia initiala a cazurilor a avut in vedere prezenta unui specimen reprezentativ din tumora
primara, compatibil cu determinarea elementelor T si G; din punct de vedere tehnic, cinci
cazuri au fost excluse. in aceste conditii, rezultatele prezentate in continuare se bazeaza pe
analiza a 47 de cazuri.

3.3.1. Particularitatile morfologice ale tumorilor vezicale infiltrative

in acest capitol am prezentat rezultatele obtinute pe sectiunile colorate cu metoda
uzuala.

Din analiza cazurilor incluse in studiu am constatat ca majoritatea au fost carcinoame
uroteliale, si doar cateva carcinoame scuamocelulare si adenocarcinoame.

Faptul ca majoritatea tumorilor incluse in studiu au fost carcinoame cu diferentiere
mai mult sau mai putin evidenta uroteliala a condus la realizarea unui lot omogen de cazuri,
pe care consideram ca pot fi trase concluzii reprezentative. Am avut un numar mic de
pacienti cu carcinom scuamocelular si adenocarcinom, astfel incat am considerat rezultatele
asupra lor ca fiind orientative, impunand studii ulterioare.

Incidenta cazurilor cu grad 3 de diferentiere a fost mai mare decéat datele din
literatura de specialitate, desi au provenit de la pacienti consecutiv. Am pus acest aspect pe
seama stadiului avansat de evolutie naturala a bolii si diagnostic tardiv prin prezentarea
tardiva la medic

Leziunile asociate, de tipul displaziei si carcinomului in situ au fost observate la un
numar relativ mic de cazuri prin comparatie cu datele din literatura. O explicatie a acestui
fapt poate fi prelevarea unui numar redus de fragmente din zona limitrofa tumorii, chiar daca
toate cazurile au fost tratate chirurgical prin cistectomie radicala. Scopul lucrarii noastre,
insa, a fost acela de a identifica tinte terapeutice la nivelul tumorii primare propriu-zise.



Formele particulare de carcinom urotelial, asa cum sunt carcinomul cu celule clare si
cel sarcomatoid, au caractere morfologice distincte, dar prin prisma actualelor strategii
terapeutice sunt tratate prin aceleasi proceduri ca si carcinoamele uroteliale clasice, desi
ambele sunt caracterizate prin marcata agresivitate si molecular au profil diferit.

in concluzie, studiul morfologic al cazuisticii selectionata pentru studiul de fata
releva predominanta carcinomului urotelial. Majoritatea cazurilor au prezentat invazie
profunda in musculara si au fost slab diferentiate. Formele particulare de carcinom urotelial
au fost dezvoltate cu celule clare si sarcomatoide. Carcinoamele scuamocelulare si
adenocarcinoamele sunt minoritare, dar sunt caracterizate prin parametri clinico-patologici
de mare agresivitate.

3.3.2. Expresia HER2

HER2 este receptorul pentru factorul de crestere epidermal 2, cunoscut in oncologie
prin supraexpresia sa in subtipul molecular omonim de cancer mamar. Supraexpresia HER2
induce proliferarea, cresterea si supravietuirea celulard - in particular a celulelor tumorale,
fiind slab exprimata in majoritatea tesuturilor normale

Introducerea in practica terapeutica a trastuzumabului (anticorp monoclonal
umanizat), una dintre primele medicatii care se adreseaza unei tinte moleculare specifice, a
reprezentat un progres real in terapia oncologica.

Supraexpresia HER2 in carcinoamele uroteliale a fost raportata in urma cu peste 15
ani; totusi, in prezent, nu exista o strategie acceptata pentru terapia cu trastuzumab.

Avand in vedere potentialul impact terapeutic, in capitolul de fata am investigat
supraexpresia HER2 pe un lot omogen de tumori vezicale infiltrative doar prin metoda
imunohistochimica; deoarece trastuzumabul actioneaza doar asupra celulelor tumorale care
supraexprima HER2 la nivel membranar, nu am efectuat hibridizare in situ.

Rezultate

Pe sectiunile examinate uroteliul normal morfologic - dar nici celelalte structuri
tisulare! - nu a exprimat HER2. Singurele elemente pozitive au fost celulele tumorale ceea
ce semnaleaza specificitatea mare a acestei reactii.

Din totalul de 45 de cazuri incluse in aceasta parte a studiului, 12 au fost pozitive
adica 26.66%, coreland statistic semnificativ cu gradul de diferentiere (toate au fost G3).
Carcinoamele uroteliale sarcomatoide, cele scuamocelulare si cele cu celule clare au fost
negative. De asemenea, observatile noastre confirma caracterul heterogen al
supraexpresiei HER2, arii intinse de plaje tumorale pozitive alternand cu cele negative.

Supraexpresia HER2 in carcinomul urotelial al vezicii urinare se coreleaza cu
agresivitatea tumorii si are rol predictiv asupra recurentei.

Concluzii

Observatile noastre asupra supraexpresiei HERZ2 la nivel proteic semnaleaza
imunoreactie pozitiva (+2 si +3) la 26.66% dintre cazuri si atrage atentia asupra unui
subgrup de pacienti cu tumori vezicale infiltrative care pot beneficia de terapia cu
trastuzumab, asociata chimioterapiei conventionale. Consideram ca rezultatele noastre, desi
obtinute pe un numar relativ mic de cazuri aduc argumente majore pentru introducerea
terapiei cu trastuzumab sau droguri similare la anumite cazuri de tumori vezicale invazive in
musculara propria, dar numai dupa testare prealabila imunohistochimica.

3.3.3. EGFR ca tinta terapeutica

EGFR (receptorul pentru factorul de crestere epidermal 1, cunoscut si ca HER1),
apartine tot familiei de receptori tirozinkinazici. Activarea EGFR stimuleaza proliferarea si
supravietuirea celulara si inhiba sau limiteaza apoptoza (Memon et al, 2011). Expresia
aberanta a EGFR in variate forme de cancer (inclusiv in tumorile vezicale), prin comparatie
cu tesuturile normale se coreleazd cu prognosticul nefavorabil (Garcia et al, 2003). Desi
existd mai multe studii asupra expresiei EGFR in tumorile vezicale, semnificatia sa clinica
este inca incerta.



Exista inhibitori activi ai EGFR, introdusi deja in practica medicala (iressa sau
gefitinib), insa se pare ca asocierea lor cu terapia conventionala nu amelioreaza
semnificativ evolutia. Lipsa dovezilor clare exclude in prezent inhibitorii EGFR din terapie.
Datele controversate prezentate ne-au determinat sa abordam cercetarea expresiei EGFR n
studiul de fata.

Rezultate
Am evaluat expresia imunohistochimica a EGFR printr-o modalitate proprie de
scorificare, pe care o redam in tabelul urmator:

Punctaj Procentaj de celule pozitive Intensitatea reactiei
0 0 -
+1 Sub 10% Slaba
+2 10-30% Moderata
+3 Peste 30% Intensa

Y

Uroteliul normal din vecinatatea tumorii a fost pozitiv pentru EGFR pe toata inaltimea
sa.

Carcinoamele uroteliale invazive au prezentat reactie pozitiva distribuitd dupa trei
modele: - citoplasmatic intens (considerata de unii autori nespecifica; noi consideram ca
intensificarea membranara este pur si simplu mascata de intensitatea mare a produsului
final de reactie);

— citoplasmatic cu intensificare membranara;

— doar membranar:

Am obtinut un procentaj mai mare de cazuri pozitive (82.22%.) decét la alti autori.
De asemenea, am observat o corelatie semnificativa intre expresia EGFR si gradul de
difeentiere tumorald, reactia fiind intens pozitiva in toate ariile slab diferentiate.

Interesanta este si relatia EGFR cu supraexpresia HER2, in studiul nostru aparand
trei grupe de pacienti, respectiv, care exprima doar EGFR (n=24), coexprima EGFR si HER2
(n=13), si al treilea, care exprima doar HER2 (n=1).

in concluzie, am identificat expresia EGFR in celulele tumorale la 82.22% dintre
tumorile vezicale invazive incluse Tn studiu. Am imaginat si pus in aplicare in studiul de fata
un sistem nou de scorificare a imunoreactiei pentru EGFR. Au fost pozitive majoritatea
carcinoamelor uroteliale (inclusiv formele microscopice particulare), si carcinoamele
scuamocelulare, si au fost negative adenocarcinoamele si tumorile uroteliale bine
diferentiate. Pe baza comparatiei cu supraexpresia HER2 am identificat trei subgrupe diferite
de bolnavi (EGFR+/HER2-, EGFR+/HER2+ si EGFR-/HER2+), care pot beneficia de terapie
tintita specifica si diferentiata.

3.3.4. Factorul de crestere al endoteliului vascular (VEGF) si corelatia cu
microdensitatea vasculara

in acest capitol am abordat studiul densitatii microvasculare (MVD) in corelatie cu
expresia factorului de crestere a endoteliului vascular (VEGF) si a receptorilor specifici,
dintre care am selectionat VEGFR2, considerat de multi autori ca potentiala tinta terapeutica.
MVD aduce informatii asupra progresiei locale si a dezvoltarii metastazelor pe cale
hematogen4. In majoritatea studiilor publicate pana in prezent, MVD cu valori crescute este
considerat element de prognostic nefavorabil, corelandu-se cu stadiul avansat al tumorii,
grad crescut de malignitate, progresie locala rapida si metastazare. Pe de alta parte, valorile
MVD nu informeaza asupra raspunsului potential al tumorii la terapia antivasculara, iar
relatia cu factorii de crestere si in special cu VEGF este inca incerta (Raica et al, 2010).

VEGF este un factor de crestere, fiind cea mai puternica substantd angiogenica
cunoscuta in prezemt. VEGF este secretat de o mare varietate de celule normale, dar este
supraexprimat in celulele tumorale, in particular in conditi de hipoxie generate de
proliferarea rapida. VEGF stimuleaza in vitro si in vivo proliferarea, diferentierea,



supravietuirea si migratia celulelor endoteliale, atat in conditii normale, cat si tumorale. Este
posibil insd ca VEGF sa nu fie singurul factor de crestere implicat in formarea de noi vase
sanguine. VEGF devine activ dupa legarea la receptorii specifici exprimati de celulele
endoteliale, dintre care cel mai eficient este VEGFR2. Desi VEGFR2 este intens exprimat de
catre vasele sanguine asociate carcinomului urotelial, nu s-a putut demonstra pana in
prezent un efect antitumoral semnificativ prin tratamentul cu inhibitori specifici (Li et al,
2015).

Consideram ca pe baza datelor existente, ipoteza studiului de fata se raporteaza la
efectul multiplilor factori de crestere care coopereaza in stimularea initierii si progresiei
tumorale, Tn cascada, ceea ce ar justifica lipsa de corelatie dintre expresia VEGF, VEGFR2
si valorile MVD. Scopul acestui studiu a fost acela de a identifica tintele vasculare si
tumorale pentru terapia antivasculara si respectiv, antiangiogenica. Rezultatele noastre
sugereaza introducerea unui protocol standardizat pentru profilul molecular al carcinomului
urotelial invaziv. Aceasta metodologie ar putea fi utila in rafinarea terapiei personalizate si
cresterea eficientei terapiilor biologice.

Pe baza rezultatelor obtinute, consideram ca VEGF nu reprezinta o tinta terapeutica
in tumorile vezicale infiltrative. Expresia VEGF nu se coreleaza cu parametri clinicopatologici
ai tumorii si nu reprezinta un element de prognostic individual sau predictiv pentru raspunsul
la terapie.

Invazia vaselor sanguine de catre celulele tumorale se deceleaza optim pe preparate
colorate pentru CD34. Avand in vedere importanta clinicad a acestui parametru, aplicarea
metodei in carcinoamele uroteliale infiltrative devine obligatorie.

Microdensitatea vasculara reprezinta un parametru prognostic util, se coreleaza cu
invazia vasculara si cu gradul de diferentiere, dar nu recomandam aplicarea sa constanta la
toate cazurile. Vasele imature si intermediare reprezintd o tinta atractiva pentru terapia
antivasculara si pot reprezenta elemente orientative pentru evaluarea raspunsului la terapia
specifica.

3.3.5. Proliferarea celulelor endoteliale comparata cu proliferarea celulelor tumorale si
tipul de vase asociate tumorii

Vasele sanguine din stroma tumorilor maligne sunt diferite morfologic de cele
normale sub aspectul marimii, traiectului, grosimii peretelui si al absentei lumenului. Inca din
2003 Gee si colab au clasificat vasele sanguine asociate tumorii in imature, intermediare si
mature. Desi aplicata in cateva studii cu rezultate promitatoare, aceasta clasificare este
rareori luata in discutie in cadrul diagnosticului patologic de rutina (probabil pentru ca nu
toate vasele raspund la aceasta modelitate terapeutica).

Am investigat acest aspect pe cazurile incluse in studiu, Tn speranta gasirii tintei
optime pentru medicatia antivasculara. Aceasta constituie un element de noutate al tezei,
intru-cat, pana in prezent insa nu exista nicio publicatie referitoare la tumorile vezicale
infiltrative din acest punct de vedere.

Celulele endoteliale dormante au durata lunga de viata, cu o ratd extrem de scazuta
de diviziune. In tesuturile normale timpul de dublare a populatiei celulare endoteliale este de
peste 1000 de zile, dar devine de doar cateva zile daca celulele sunt activate — proces
semnalat de expresia precoce a endoglinei (Ceausu si colab., 2011; Ferician si colab.,
2017).

Ipoteza de lucru are doua scopuri: reliefeaza valoarea prognostica a proliferarii
endoteliale si demonstreaza valoarea de potential indicator al raspunsului la terapia
antiangiogenica si antivasculara.

Rezultate

Tipurile de vase asociate tumorii vezicale infiltrative au fost evaluate prin metoda de
dubla colorare imunohistochimica, bazata pe un marker endotelial citoplasmatic (CD31,
produs final de reactie vizualizat in brun) si un marker specific pentru filamentele contractile
gasite Tn celulele perivasculare (actina de tip muschi neted, produs final de reactie colorat in
rosu). Pentru vasele imature si intermediare a fost evident doar markerul endotelial.



La toate tumorile vezicale infiltrative studiate am identificat toate cele trei tipuri de
vase asociate tumorii. Am remarcat ca vasele imature sunt mai numeroase in aria tumorala
in zona centrala, unde reprezinta 62.25% dintre toate structurile pozitive pentru markerul
endotelial, in timp ce vasele intermediare reprezinta 35.1%, iar vasele mature doar 6.65%.

Raportul dintre tipurile de vase se modifica in aria tumorala zona periferica, unde
cresc numeric vasele intermediare, pana la 54% si a celor mature, pana la 18.6%. In zona
peritumorala practic nu am observat vase imature.

Cuantificarea proliferarii endoteliale pe dubla imunoreactie pentru CD31 si Ki67 este
problematica, deoarece in tumorile vezicale infiltrative un mare numar de celule maligne sunt
de asemenea pozitive la nivel nuclear. Noi am luat in considerare doar celulele care exprima
Ki67 la nivel nuclear si coexprima in rosu actina de tip muschi neted la nivel citoplasmatic.
Semnalam prezenta nucleilor de celule endoteliale colorati pentru Ki67 doar pentru vasele
imature si intermediare, si niciodata pentru cele mature.

Concluzii

In capitolul de fatda am demonstrat pentru prima data existenta vaselor imature si
intermediare in tumorile vezicale infiltrative. Vasele imature predomina intratumoral, iar cele
intermediare intratumoral periferic si peritumoral. Doar aceste doua tipuri de vase pot
reprezenta o tinta terapeutica viabila pentru medicatia antivasculara. Densitatea
microvasculara calculata doar pentru vasele imature si intermediare are mare valoare
prognostica. Rata de proliferare a celulelor endoteliale reflecta cu acuratete activarea si
progresia angiogenezei tumorale si poate fi un candidat major la evaluarea eficientei terapiei
antivaculare si antiangiogenice.

3.3.6. Expresia si semnificatia podoplaninei D2-40 in cancerul vezical

Formarea de noi vase limfatice se numeste limfangiogeneza si este frecvent
asociata evolutiei naturale a carcinoamelor. Pentru mult timp vasele limfatice si formarea lor
in conditii normale si patologice a fost neglijata, in special prin lipsa unor markeri specifici
endoteliului limfatic. ldentificarea podoplaninei ca marker de mare specificitate pentru
celulele endoteliale limfatice (LEC) a permis studierea densitatii vaselor limfatice (LVs)
independent de vasele sanguine. in prezent in majoritatea cercetarilor este utilizat anticorpul
D2-40, care recunoaste epitopul formalin-insensibil al podoplaninei exprimat de LEC, dar nu
coloreaza endoteliul vaselor sanguine. Prin aceasta metoda poate fi calculata densitatea
microvaselor limfatice (LMVD) si este mult mai usor identificatad invazia limfovasculara (Raica
si colab., 2013; Raica si colab., 2015; Cobec si colab., 2016). Primul scop al acestei parti a
studiului a fost acela de a demonstra corelatia dintre LMVD si parametri clinico-patologici de
prognostic.

Spre deosebire de angiogeneza, in limfangiogeneza nu exista in prezent inhibitori
acceptati pentru aplicarea in terapia oncologica umana. Exista in prezent doar studii
experimentale care au aplicat anticoprii monoclonali anti-podoplanina (NZ-1) si anti-VEGF-C
in model animal, dar rezultatele sunt neconvingatoare. Din aceste motive, consideram ca
este obligatorie caracterizarea cu acuratete a tintelor terapeutice, asa cum am abordat-o in
continuare pentru tumorile vezicale.

Primul scop al studiului de fatd a fost validarea metodei si testarea sensibilitatii si
specificitatii anticorpului D2-40 pentru endoteliul vaselor limfatice. Tn termenii specificitatji
fata de endoteliul vaselor sanguine, imunoreactia cu D2-40 a fost pozitiva doar in endoteliul
limfatic. La toate structurile cu lumen si caracteristici morfologice de vase sanguine reactia a
fost negativa.

Reactia pentru podoplanina a fost pozitiva la nivelul endoteliului vaselor limfatice la
toate cazurile incluse in studiu. Metoda are pe de o parte mare sensibilitate pentru endoteliul
limfatic, deoarece constant nu coloreaza celulele endoteliale ale vaselor sanguine.

Vasele limfatice au fost prezente atat in aria intratumorala, cét si in aria peritumorala,
iar numarul de vase limfatice este mai mare in aria peritumorala decat in cea intratumorala,
exceptie facand doar doua cazuri de carcinom urotelial invaziv.
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Desigur, rezultatele sunt extrapolabile pentru carcinoamele uroteliale, cu numar
reprezentativ de cazuri, dar nu putem face afirmatii definite asupra celorlalte forme
histopatologice din acest punct de vedere.

In majoritatea tumorilor studiate, respectiv 43 dintre cele 50 de cazuri, in stroma
tumorii au fost prezente in numar mare celule intens colorate cu anti-podoplanina, dispuse in
imediata vecinatate a placardelor de celule tumorale, cu morfologie caracteristica
miofibroblastelor.

Expresia podoplaninei in celulele tumorale este un alt aspect care a fost observat la
8 dintre cele 47 de carcinoame invazive uroteliale, inclusiv formele cu celule clare, la ambele
cazuri de carcinom scuamocelular, si a fost negativa in forma sarcomatoida si
adenocarcinom. Am gasit corelatie statisticda semnificativa, direct proportionala, intre
expresia podoplaninei in celulele tumorale si gradul de diferentiere. De remarcat faptul ca
expresia podoplaninei in celule proliferative este o achizitie timpurie in timpul
carcinogenezei, deoarece am gasit celule pozitive in metaplazia scuamoasa a uroteliului si
in uroteliul displazic.

Invazia limfovasculara este un element deosebit de important pentru raportarea
patologica, pentru ca se coreleaza statistic semnificativ cu riscul de metastaze limfonodale la
un numar foarte mare de cazuri. Invazia limfovasculara este relativ usor de detectat pe
sectiunile colorate cu D2-40, metoda pe care o recomandam de rutina pentru evaluarea
acestui parametru..

Observatiile noastre releva identificarea vaselor limfatice la toate cazurile incluse in
studiu. Am remarcat invazie limfovasculara cu densitate mai mare in vasele peritumorale
decét in cele intratumorale. Consideram ca imunoreactia pentru podoplanina este deosebit
de eficienta pentru diagnosticul invaziei limfovasculare. LMVD se coreleaza cu stadiul
tumorii si gradul de diferentiere pentru carcinoamele de tip urotelial. Podoplanina este
exprimata de catre celulele tumorale la 17.02% dintre cazuri, fiind astfel o atractiva tinta
terapeutica. Rezultatele noastre sustin testarea expresiei podoplaninei in tumorile vezicale
infiltrative, avand in vedere ca existd trei tinte terapeutice potentiale: miofibroblaste,
endoteliul vaselor limfatice si selectiv, celulele tumorale.

3.3.7. Proliferarea celulelor endoteliale limfatice si expresia Prox-1

In acest capitol ne-am propus caracterizarea vaselor limfatice din aria tumorala si
peritumorala, elucidarea valorii prognostice a densitatii microvasculare limfatice (LMVD),
studierea incidentei invaziei limfovasculare si caracterizarea expresiei markerilor LECs in
celulele tumorale.

Datele actuale asupra limfangiogenezei arata ca formarea de noi LVs are la baza
transdiferentierea celulelor din venulele postcapilare, care ulterior pierd conexiunea cu
sistemul venos. Acest proces este initiat sub actiunea Prox-1, se pare cel mai bun indicator
al celulelor programate s& devina LEC. in prezent nu sunt cunoscuti inhibitori exogeni ai
Prox-1, dar aceasta ar putea reprezenta o tinta terapeutica atractiva chiar in etapele timpurii
ale limfangiogenezei.

Am studiat proliferarea LECs din aria tumorala si peritumorala prin metoda de dubla
colorare imunohistochimica cu D2-40 si Ki67. in aceste conditii ipoteza de lucru a luat in
considerarea ca tinta terapeutica nu numai celulele tumorale, ci si LECs.

Pentru toate cazurile incluse in studiu dubla imunoreactie a fost pozitiva pentru Ki67
vizualizat n brun si pentru podoplanina, vizualizata in rosu. in conditile mentionate, vasele
limfatice au fost identificate la toate cazurile incluse in studiu. Pentru cuantificare au fost
luate Tn consirerare doar celulele endoteliale care exprima podoplanina raportat la
coexpresia cu markerul de proliferare. In zonele cu infiltrat inflamator, vasele limfatice nu au
avut caracter proliferativ, avand contur neregulat si dilatatii care sugereaza ca sunt
preexistente.

In majoritatea cazurilor la care am observat emboli cu celule tumorale, celulele
endoteliale limfatice corespondente nu sunt pozitive pentru Ki67. De notat este faptul ca in
embolii tumorali majoritatea celulelor tumorale exprima Ki67 (peste 90%), indiferent de rata
de proliferare a tumorii de origine.
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Nu am gasit corelatie statistic semnificativa intre densitatea microvasculara limfatica
si expresia Ki67 in celulele tumorale. Rata de pozitivare a celulelor endoteliale limfatice a
fost variabila, dar constant la tumorile avansate local am identificat vase proliferante, in
special capilare limfatice din aria intratumorala.
in concluzie, vasele limfatice au fost prezente la toate cazurile
e Capilare limfatice cu endoteliu pozitiv pentru Ki67 am identificat la 23 dintre cele
50 de cazuri
e Pozitivarea pentru Ki67 a celulelor endoteliale limfatice nu se coreleaza cu gradul
de pozitivare al celulelor tumorale, dar se coreleaza cu extensia locala a tumorii
e Prin prisma datelor noastre, proliferarea celulelor endoteliale din capilarele
limfatice intra- si peritumorale este un element de prognostic nefavorabil.
o Este prima raportare din literatura a caracterului proliferativ al celulelor
endoteliale limfatice asociate cu tumorile invazive ale vezicii urinare.

3.3.8. CLIC1 (chloride intracellular channel 1) este supraexprimat in tumorile vezicale
infiltrative

Proteina canalelor intracelulare pentru clorid 1 (CLIC1) este membru al familiei CLIC
umane, un grup de substante care regleaza transportul transmembranar de clorid si
consecutiv, sunt implicate intr-o mare varietate de procese biologice, asa cum sunt
transportul de clorid, agregarea plachetara, reglarea transportului transmembranar sau
transductia semnalului. Mecanismul de actiune al proteinei CLIC1 nu este complet elucidat.
Proteina este inserata in membrana celulara pentru a forma canalele pentru ionii clorid.
Activitatea acestor canale este dependenta de pH, si este implicata in reglarea ciclului
celular

CLIC1 este exprimat intr-o mare varietate de tumori umane, atat maligne, cat si
benigne.

in privinta uroteliului normal si tumoral nu am gésit date disponibile. Expresia CLIC1
la nivel proteic nu a fost inca raportata in carcinoamele uroteliale invazive ale vezicii urinare.
De altfel, cautarea Tn PubMed cu datele: CLIC1/bladder cancer/urothelial
carcinomal/transitional cell carcinoma nu semnaleaza niciun articol publicat in literatura
mondiala. In studiul prezent semnalam expresia CLIC1, demonstrat imunohistochimic, Tn
celulele tumorale ale carcinomului invaziv al vezicii urinare si in leziunile uroteliale asociate
sincrone.

Rezultate

Uroteliul normal a fost negativ pentru CLIC1 la 12 dintre cele 14 cazuri la care a fost
prezent pe sectiuni, iar la doua a fost slab pozitiv. Structurile observate incidental in
mucoasa, asa cum sunt cuiburile von Brunn, au fost de asemenea negative.

Lezinile displazice, identificate la 14 cazuri in imediata vecinatate a tumorii, au fost
pozitive intens la 11 cazuri, moderat la 2 si slab la un caz. Reactia a fost evidenta chiar la
cazurile moderat si slab pozitive, prin comparatie cu uroteliul normal.

Toate cele patru leziuni de carcinom in situ identificate au fost intens pozitive pentru
CLIC1, pe toata inaltimea epiteliului.

Reactia imunohistochimica pentru CLIC1 a fost pozitiva la 47 dintre cele 50 de cazuri
(94%), iar tumorile intens pozitive au prezentat mai multe modele de distributie.

Vasele sanguine mici de la nivelul frontului de proliferare si invazie au fost constant si
intens pozitive in endoteliu. Aspectul a fost constant in lamina propria si stroma tumorala, si
doar ocazional observat la vasele din submucoaséa sau/si musculara neinvadata.

Carcinomul urotelial slab diferentiat, cu aspect sarcomatoid a avut cea mai mare
intensitate de expresie, ceea ce orienteaza a asupra unei posibile tinte terapeutice.

Cele doua carcinoame scuamocelulare, ambele dezvoltate in trigonul vezical, au
prezentat aceleasi aspecte, adica reactie slaba, difuza si heterogena in celulele tumorale.
Spre deosebire de carcinoamele uroteliale slab diferentiate, in cele scuamocelulare aspectul
a fost difuz dar cu intensitate moderata sau redusa. Majoritatea celulelor tumorale sunt insa
pozitive, aici neobservandu-se modelul heterogen de distributie a produsului final de reactie.
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CONCLUZII FINALE

Din studiul de patologie moleculara asupra celor 50 de cazuri de tumori vezicale

infiltrative au rezultat urmatoarele concluzii:

1.

Studiul morfologic al cazuisticii selectionate releva predominanta carcinomului
urotelial, aspect semnalat si in literaturd. Majoritatea cazurilor au prezentat invazie
profunda in musculara si au fost slab diferentiate. Formele particulare de carcinom
urotelial au fost dezvoltate cu celule clare si sarcomatoide. Carcinoamele
scuamocelulare si adenocarcinoamele sunt minoritare, dar sunt caracterizate prin
parametri de mare agresivitate.

Observatile noastre asupra supraexpresiei HER2 la nivel proteic semnaleaza
imunoreactie pozitivd (+2 si +3) la 26.66% dintre cazuri. Aceastd metoda atrage
atentia asupra unui subgrup de pacienti cu tumori vezicale infiltrative care pot
beneficia de terapia cu trastuzumab, asociata chimioterapiei conventionale.
Consideram ca rezultatele noastre, desi obtinute pe un numar relativ mic de cazuri
aduc argumente majore pentru introducerea terapiei cu trastuzumab sau droguri
similare la anumite cazuri de tumori vezicale invazive in musculara propria, dar
numai dupa testare prealabila imunohistochimica si hibridizare in situ. Aceasta
metodologie se adreseaza tumorilor aflate in stadii avansate de evolutie, majoritatea
slab diferentiate.

Am identificat expresia EGFR in celulele tumorale la 82.22% dintre tumorile vezicale
invazive incluse in studiu. Am imaginat si pus in aplicare in studiul de fatd un sistem
nou de scorificare a imunoreactiei pentru EGFR. Au fost pozitive majoritatea
carcinoamelor uroteliale, inclusiv formele microscopice particulare, si carcinoamele
scuamocelulare, si au fost negative adenocarcinoamele si tumorile uroteliale bine
diferentiate. Pe baza comparatiei cu supraexpresia HER2 am identificat trei subgrupe
diferite de bolnavi (EGFR+/HER2-, EGFR+/HER2+ si EGFR-/HER2+), care pot
beneficia de terapie tintita specifica si diferentiata.

VEGF nu reprezinta o tinta terapeutica in tumorile vezicale infiltrative. Doar 13.3%
din cazurile noastre exprima VEGF la nivel proteic, intensitatea fiind redusa si
heterogena. Expresia VEGF nu se coreleaza cu parametri clinicopatologici ai tumorii
si nu reprezinta un element de prognostic individual sau predictiv pentru raspunsul la
terapie. Invazia vaselor sanguine de catre celulele tumorale se deceleaza optim pe
preparate colorate pentru CD34. Avand in vedere importanta clinica a acestui
parametru, aplicarea metodei in carcinoamele uroteliale infiltrative devine obligatorie.
MVD reprezintd un parametru prognostic util, se coreleaza cu invazia vasculara si cu
gradul de diferentiere, dar nu recomandam aplicarea sa constanta la toate cazurile.
Vasele imature si intermediare reprezinta o tinta atractiva pentru terapia antivasculara
si pot reprezenta elemente orientative pentru evaluarea raspunsului la terapia
specifica.

Am demonstrat pentru prima data existenta vaselor imature si intermediare in
tumorile vezicale infiltrative. Vasele imature predomina intratumoral, iar cele
intermediare intratumoral periferic si peritumoral. Doar aceste doua tipuri de vase pot
reprezenta o tinta terapeutica viabild pentru medicatia antivasculara. MVD calculata
doar pentru vasele imature si intermediare are mare valoare prognostica. Rata de
proliferare a celulelor endoteliale reflectd cu acuratete activarea si progresia
angiogenezei tumorale si poate fi un candidat major la evaluarea eficientei terapiei
antivasculare si antiangiogenice.

Observatiile noastre releva identificarea vaselor limfatice la toate cazurile incluse Tn
studiu. Am remarcat invazie limfovasculara cu densitate mai mare in vasele
peritumorale decat in cele intratumorale. Consideram c& imunoreactia pentru
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podoplanind este deosebit de eficientd pentru diagnosticul invaziei limfovasculare.
LMVD se coreleaza cu stadiul tumorii si gradul de diferentiere pentru carcinoamele
de tip urotelial. Podoplanina este exprimata de catre celulele tumorale la 17.02%
dintre cazuri, fiind astfel o atractiva tinta terapeutica. Rezultatele noastre sustin
testarea expresiei podoplaninei in tumorile vezicale infiltrative, avand in vedere ca
exista trei tinte terapeutice potentiale: miofibroblaste, endoteliul vaselor limfatice si
selectiv, celulele tumorale.

Studiul proliferarii celulelor endoteliale limfatice prin metoda de dubla imunocolorare
cu podoplanina si Ki67 ne-a condus la urmatoarele concluzii: vasele limfatice au fost
prezente la toate cazurile, capilare limfatice cu endoteliu pozitiv pentru Ki67 am
identificat la 23 dintre cele 50 de cazuri, pozitivarea pentru Ki67 a celulelor
endoteliale limfatice nu se coreleaza cu gradul de pozitivare al celulelor tumorale, dar
se coreleaza cu extensia locala a tumorii. Prin prisma datelor noastre, proliferarea
celulelor endoteliale din capilarele limfatice intra- si peritumorale este un element de
prognostic nefavorabil. Este prima raportare din literatura a caracterului proliferativ al
celulelor endoteliale limfatice asociate cu tumorile invazive ale vezicii urinare.

Am prezentat expresia CLIC1 la 94% dintre cazurile de tumori vezicale infiltrative.
Supraexpresia se coreleaza semnificativ cu gradul de diferentiere si forma
histopatologica, fiind evidenta pentru carcinoamele uroteliale si negativa sau foarte
slab pozitiva pentru alte tipuri (adenocarcinom, carcinom scuamocelular). Rezultatele
noastre sustin realizarea unui model experimental care sa utilizeze CLIC1 ca tinta
terapeutica in tumorile vezicale infiltrative. Mentionam ca este prima raportare din
literatura a CLIC1 in tumorile vezicale infiltrative.
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